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1. Bevezetés
A megfeleld étrend ¢és taplalkozas az egészséges ¢letmod egyik fontos alappillére, ebbol

kifolyolag a vasarlok folyamatosan novekvo egészségtudata végett az egészséget tamogatod
¢lelmiszerek iranti kereslet megndtt. A tejsavbaktériumok jelentds szerepet jatszanak az
egészséges taplalkozasban, hozzajarulnak az egészség megoérzéséhez, természetes modot
biztositanak az élelmiszerek tartositasara. Azokat az élelmiszereket, amelyek olyan
Osszetevoket tartalmaznak, amelyek amellett, hogy taplaloak, még pozitivan tamogatjak,
eldsegitik a test bizonyos funkcidinak mikodését is, funkcionalis élelmiszereknek nevezziik
(Kaur és Das, 2011). A funkcionalis élelmiszerek fontos szerepet téltenek be az egészséges
¢letmddban, szdmos pozitiv tulajdonsdgukkal jarulnak hozza a szervezet megfeleld
miikddéseéhez, elfogyasztasukkal bizonyos betegségek sllyosbodasa csokkenthetd,

népbetegségek kialakuldsa megeldzhetd.

A megfeleld taplalkozas eldsegiti a Szervezet optimalis miikodését, segiti a patogének elleni
megfeleld védelem kialakulasat, megeldzhetdek bizonyos betegségek kialakulésai, a varhato
¢lettartam novelhetd. A ma €16 emberek €életmindsége szignifikdnsan magasabb, mint az
el6z6 generacioké, ez koOszonhet6 a tudomanynak, az orvoslas és a technologiak
fejlodésének, illetve a mindségi taplalkozasnak is egyarant. Ezek tudataban az élelmiszerek
nem kizardlag az ¢hség csillapitasat szolgaljak, hanem a taplalkozassal sszefiiggésben allo
népbetegségek megeldzésére is alkalmazhatdak, tovabba a testi és lelki jolét javitasat is

szolgaljak (Menrad, 2003).

Az eml8sok gasztrointesztinalis traktusa szamos mikroorganizmusnak ad otthont, melyeket
Osszefoglaléan bélmikrobiotanak neveziink. Ezen baktériumok befolyasoljak a
gazdaszervezet fiziologidjat, a bélben zajld6 metabolizmus hatékonysagat ¢és az
immunmiikodést (Rowland, 1988). A vastagbél a f6 kolonizacid helye, az itt fellelhetd
mikrobiotat tobb mint 500 kiilonb6zd baktériumfaj alkotja (Blaut et al., 2002). Azokat az é16
mikroorganizmusokat, amelyek megfelel6 mennyiségben adagolva pozitiv hatassal vannak
a gazdaszervezet egészségére, probiotikumoknak nevezziik (AT és Action, 1999;
Gueimonde et al., 2013). A tejsavbaktériumok és bifidobaktériumok nemzetségébe tartozo

baktérium torzsek koziil a leginkdbb tanulmanyozott és legszélesebb korben alkalmazott

torzsek probiotikus tulajdonsagokkal birnak, és ezek jelentés multtal rendelkeznek az



¢lelmiszeriparban torténd felhasznalasban. Szamos vasarlo aggodik a feldolgozott
¢lelmiszerek fogyasztasa miatt, tovabba az €lelmiszerekben talalhatd kémiai tartositoszerek
okozta karos hatasok miatt. A tejsavbaktériumokat tartalmazo, illetve azok felhasznalasaval
késziilt élelmiszerek hosszabb ideig megérzik mindségiiket bizonyos tejsavbaktérium
torzsek altal riboszomalisan szintetizalt baktericinek miatt, amelyek olyan fehérjék, melyek
gatoljak a romlast okozo patogén baktériumok novekedését az élelmiszerekben, ezaltal az
¢lelmiszertartdsitas természetes modjat jelentik meg (Hoover és Steenson, 2014). A
tejsavbaktériumok altal termelt tejsav tovabba csokkenti az élelmiszer pH értékét, amely

szintén gatolja a baktériumok szaporodasat.

A bélbaktériumok fontos szerepet jatszanak a bélrendszer egészseges-allapotanak
megOrzésében, a rak megeldzésében, az elhizas és a hipertonia, cukerbetegség, illetve a
koleszterinszint csokkentésében (Papp-Bata és Szakaly, 2021). A jotékony egészségiigyi
tulajdonsagok torzsspecifikusak, kiilonb6z6 mechanizmusok befolyasoljak oket. A
megfeleld étkezés hozzajarul az egészséges Oregedés folyamatdhoz is, az egészség
megOrzésre torténd torekvések egyre elterjedtebbek- napjainkban. A megndtt kereslet
kielégitése érdekében nétt az igény az ujabb probiotikus tulajdonsagu baktériumok
meghatarozasara és ezek felhasznalasara élelmiszerekben, mely folyamatnak fontos kitétele,
hogy az adott baktériumtorzs nem lehet patogén tulajdonsagi mikroorganizmus, tovabba

nem lehet rezisztencija az adott torzsnek bizonyos meghatarozott antibiotikumokra.



1. Célkituzések

Tejsavbaktérium torzsek antibiotikum rezisztenciajanak vizsgalata, annak érdekében, hogy
az esetleges probiotikus tulajdonsdgokkal rendelkezd tejsavbaktérium torzseket a
késobbiekben akar takarmanykiegészité adalékanyagként lehessen alkalmazni. Ezért célul

tliztem ki az alabbi vizsgalatok elvégzését:

- A vizsgdlt torzsek sejtszdméanak meghatdrozasa Biirker-kamras szamolassal az
egységes sejtkoncentracio biztositdsdhoz a vizsgalatokban.

- Tejsavbaktérium torzsek antibiotikum rezisztencidjanak vizsgalata, az EFSA
(European Food Safety Authority) altal meghatarozott antibiotikum hatarérték
koncentracié alkalmazasaval korong diffiizios modszer, ~valamint abszorbancia

mérés elvégzésével.



2. Irodalmi attekintés
3.1. Tejsavbaktériumok

A 20. szazad forduloja el6tti idészakban a tejsavbaktériumok kifejezést a tejet savanyitd
baktériumokra alkalmaztak. A tejsavbaktériumok, mint mikroorganizmus csoport fogalma
az 1900-as évek elején alakult ki, melyet uttérd tudomanyos és technikai/miiszaki fejlodés
elozott meg. A tejsavbaktériumok élelmiszerekkel torténd kolcsonhatasaira mar koran
felfigyeltek a tuddsok, ehhez Pasteur munkassaga jelentésen hozzajarult a tejsavas.erjedés
tanulmanyozasaval 1857-ben (Stiles és Holzapfel, 1997). Az els6 tiszta baktériumtenyészet
a Bacterium lactis volt, melyet 1873-ban J. Lister izolalt és feltehetéleg.a ma ismert
Lactococcus lactis lehetett (Salminen és Von Wright, 2004). Orla-Jensen 1919-ben
megjelent publikacidjaban bizonyos tulajdonsagok alapjan osztalyozta a tejsavat termeld
mikroorganizmusokat. A morfoldgiajukat tekintve kiilonbozo esoportba sorolta Oket:
kokkusz, palca, tetrad formacio (Petros | Rafailidis et al.,.2007), illetve annak fiiggvényében,
hogy a glikézt hogyan fermentaltak és mennyi( végtermék keletkezett (homo- vagy
heterofermentéald), tovabba a képzddd tejsav sikban polarizalt fény forgatdsdnak modja
szerint (L,D vagy mindkettd), a ndvekedésiikre jellemz6 homérséklet alapjan (10 °C vagy
példaul 45 °C), illetve az alapjan, hogy 'milyen metabolizaciés utvonalon hasznositjak a
rendelkezésre allo cukrot (Carr et al.,” 2002; Okano et al., 2009). Taxonomiailag a
tejsavbaktériumok a Firmicutes torzsbe, Bacillus osztalyba, Lactobacillak rendjébe
tartoznak, melyek magukba. foglaljak a Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococeus, Streptococcus, Enterococcus, Tetragenococcus, Aerococcus,
Carnobacterium, Magococcus és Weissella nemzetségeket (De Angelis et al., 2007; Reddy
et al., 2008), amelyekre mind jellemz6, hogy alacsony guanin-citozin tartalma
organizmusok. "Egyes forrasok az Actinobacteria torzsb6l szarmazo Atopobium és
Bifidobacterium nemzetségeket is a tejsavbaktériumokhoz soroljak, mivel hasonld
tulajdonsagokkal rendelkeznek, azonban magasabb guanin-citozin aranyt mutatnak
(Wedajo, 2015). A Bifidobacterium fajok megfelelnek ugyan a tejsavbaktérium altalanos
leirasanak, azonban filogenetikailag nagyobb rokonsagban allnak a Gram-pozitiv
baktériumok Actinomycetaceae csoportjaval. Tovabba, a bifidobaktériumok nemzetségre
jellemzd, specidlis cukor-fermentacids tttal rendelkeznek, mely szintén elvélasztja dket a

tejsavbaktériumok csoportjatol (Salminen €s Von Wright, 2004).



A tejsavbaktériumokrol filogenetikailag altalanosan elmondhatd, hogy Gram-pozitiv,
végtermékeként  tejsavat  allitanak  el6.  Kataldz-, oxidaz-, benzidin-negativ
mikroorganizmusok, melyek jol tlrik az alacsony pH-t, nem tartalmaznak citokromokat,
nem redukaljak a nitratokat nitritté. Aerotolerans, mikroaerofil vagy fakultativ anaerob
mikroorganizmusok, amelyeknek a novekedésiikhoz sziikséges homérsékleti optimum
30 °C ¢és 40 °C kozotti homérséklet az idealis, azonban egyes torzsek képesek 5 °C-nal
alacsonyabb és 45 °C-nal magasabb homérsékleten is novekedni (Gorner és Valik, 2004). A
tejsavbaktériumok szénhidratban gazdag éléhelyeken fordulnak el6 altalaban, mint példaul
novényekben, fermentalt élelmiszerekben, megtaldlhatéak szarazfoldi, ‘illetve tengeri
¢lélények nyalkahartyajan, emldsok szajanak, bélrendszerének, illetve a- hiively normal
florajanak is tagjai meglehetésen diverz kozosséget alkotva. (Aureli et al., 2011; Barinov et
al., 2011)

A tejsavbaktériumok a gliik6z fermentacidja soran kiilonb6z6 tejsav izomereket képeznek.
A tejsav krialis molekula, tehat a linearisan polarizalt fény sikjat elforgatja. A tejsav
kivonhato a fermentalt termékbdl és a fény optikai, forgatasanak képessége szerint harom
enantiomer formara bonthat6: a polarizalt fényt az 6oramutato jarasaval ellenkezd iranyban
forgatja, tehat balra, ezt nevezik L(+)-tejsavnak. Amennyiben az optikai fényt az éramutatd
jarasaval megegyez$ iranyba, tehat jobbra forgatja, abban az esetben D(-)-tejsavnak
nevezziik, eléfordulhat racemens vegyiilet, mely LD(+-) mindkét enantiomert tartalmazza.
(Carretal., 2002)

A tejsavas erjedés‘moddja szerint a mikrobakat homofermentativ és heterofermentativ
csoportokba sorolhatjuk. A két kategoria kozotti eltérés a hasitasi enzimek jelenlétében vagy
hianyaban nyilvanul meg az Embden-Meyerhof utvonal (fruktéz 1,6-difoszfat elhasitasa
torténik ‘aldoldz enzim segitségével, melybdl ennek hatasara két tridz-foszfat izomerdz
képzddik, amelyek tovabb alakulnak laktatta) és a foszfoketolaz tutvonal esetén. A
homofermentativ erjesztok tejsavat termelnek a gliikozfermentaci6 soran, standard
fermentacios koriilmények kozott a piruvat csak kis szizalékabol éallitanak eld
mellékterméket, aldolaz enzim segitségével képesek a gliikkozt kozvetleniil tejsavva
fermentalni, igy a folyamat végtermékeként szinte kizardlag tejsav keletkezik. Ebbe a
csoportba tartozik néhany Lactobacillus és a legtobb Enterococcus, Lactococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus és Vagococcus faj. A heterofermentativ

fermentacio elsd 1épésében egy oxidacids folyamat megy végbe, mely soran a gliik6z-6-



foszfat glilkonat-6-foszfatta oxidalodik, majd ezt kovetden dekarboxilezddési folyamat
végeredményeként pentdz-5-fosztat C-2 és C-3 részekre hasad el. A hexdzbdl ekvimolaris
mennyiségii laktat, szén-dioxid, acetat vagy ectanol képzodik (Kandler, 1983). A
heterofermentald tejsavbaktériumok kozé tartoznak a Leuconostoc-ok, illetve egyes
Lactobacillus, Oenococcus és Weissella fajok (Carr et al., 2002; Jay et al., 2005). Két 6

cukor fermentacids utrdl beszélhetiink a tejsavbaktériumok esetében.

Lactobacillus plantarum faj bemutatasa:

A Lactobacillus plantarum egy sokoldalu tejsavbaktérium, amely gyakran megtalalhato az
emberi gyomor-bél traktusban, szamos ételbdl izolalhato, amelynek-oka, hogy a
szabalyozofunkciokat kodoldo gének nagy szama kiilonbozd.  koriilményekhez valod
alkalmazkodast teszi lehetévé, szdmos cukor felvételéhez €s hasznositdsdhoz sziikséges
enzimkészlettel rendelkezik. A fajt fermentalt tejtermékek ‘eldallitasanal alkalmazzak,
példaul kefir, sajtok, tovabba fermentalt huskészitmények, fermentalt z6ldségek és italok
készitéséhez (Todorov és Franco, 2010). Ennek a_tejsavbaktérium fajnak a sejtjei palca
alakuak, 0.1-1.2 x 1.0-8.0 um méretiiek, egyenként vagy rovid lanc formajaba rendezédve
figyelhet6ek meg. Heterofermentativ, fakultativ anaerob baktériumfaj, amely 15-45 °C-on
képes novekedni, a faj szdmara optimalis pH-tartomany a pH=4 és 9 kozotti tartomany.
Kisérletek soran kimutattak, hogy a Lactobacillus plantarum faj torzsei altalanossagban
véve rezisztensek a kanamiein, sztreptomicin antibiotikumokra, illetve a faj néhany torzse
rezisztenciat mutatott“eritromicin, kléramfenikol, illetve tetraciklin antibiotikumokkal
szemben is (Temmerman et al., 2003). A faj karakterizaciojat faj-specifikus PCR és 16S
rDNS szekvenalassal végezték. A Lactobacillus planatarum megemeli az mRNS expresszio
szintjét a-termel6d6 nyalkaban, mely hatasara gatlodik az enteropatogén Escherichia coli faj
torzseinek sejtekhez kotédése (Mack et al., 1999; Mack et al., 2003).

Lactobacillus mucosae faj bemutatasa:

A Lactobacillus mucosae faj Gram-pozitiv, katalaz-negativ, nem sporaképzo,
heterofermentativ 1x2-4 pm méretli baktérium palcak, amelyek nem mutatnak mozgast és
tejsavat képeznek metabolizmusuk soran. 45 °C-on még névekednek, azonban 15 °C-on mar

nem mutattak novekedést. A faj bakterialis DNS-ének G+C tartalma 46 mol%. A sejtek



egyenként, esetenként parban vagy révid lancot alkotva fordulnak eld, 37 °C-on 2 nap utan
anaerob koriilmények kozott inkubdlt telepek MRS tapagaron 1-2 mm atmérdjli telepet
képeznek, a telep sima feliiletti, fehér szinti (Roos et al., 2000). A fajt 2000-ben izolaltak
els6ként sertés bélrendszerébdl vett mintabol. Ez a tejsavbaktérium faj képes megtapadni a
bélnyalkahartyan, ezéltal képes gatolni mas, patogén mikroorganizmusok megtapadasat a
nyalkahartyan, ez egy fontos kritérium, amit a probiotikus torzseknek teljesiteniiik kell.
Vankomicinnel, sztreptomicinnel szemben rezisztenciat mutatott a kisérletek soran (de
Moraes et al., 2017). A faj eddig Osszes vizsgalt torzse exo-poliszacharidot termel,
rendelkezik homolog nyalkakotd fehérjével. A faj altal termelt exo-poliszacharid, foként
mannozil-maradékokbdl all, illetve mannoz, glikéz és galaktdz alkotja,.A. Lactobacillus
mucosae faj altal termelt exopoliszcaharidok probiotikus hatdsa fontos szerepet tolt be a
baktérium stresszrezisztecidjaban, tovabba a bél Okoszisztémajan beliili perzisztenciaja
szempontjabol is (Fanning et al., 2012). A Lactobacillus planatarum megemeli az mRNS
expresszio szintjét a termelédd nyalkaban, mely hatésara ygatlodik az enteropatogén

Escherichia coli faj torzseinek sejtekhez kotodése (Mack et al., 1999; Mack et al., 2003).

3.1.1. Tejsavbaktériumok felhasznalasa
Evszézadokon keresztiil alkalmaztak tejsaybaktériumokat élelmiszerek biokonzervélasra,

amelyek kritikus szerepet toltenek be igy atejek, hiisok, z6ldségek és kiilonféle élelmiszerek
erjesztésében, és eldsegitik a felhasznalt nyersanyag gyors savanyodasat (Crowley et al.,
2013). A tejsavbaktériumok altal'termelt gyenge szerves sav savas kornyezetet eredményez,
amely korlatozza a gombak-ndvekedését és szamos patogén baktérium térzsszaporodasat,
igy megeldzhet6 az ételek romlasa (Ross et al., 2002). Szamos tejsavbaktérium megtalalhato
tejtermékekben, ~fermentalt huskészitményekben, példaul szaldmiban, fermentalt
z0ldségekben, kovaszos kenyérben (Korhonen, 2010), manapsag pedig fontos szerepet
toltenek be ‘ezek a mikroorganizmusok a vegyi anyagok ¢és gyogyszerek, illetve mas
termékek szintézisében (1. abra). A Gram-pozitiv baktériumok altal termelt bakteriocinek
tobbségét a tejsavbaktériumok termelik, ezek olyan hidrofob, riboszomalisan szintetizalt
fehérjék, amelyek baktériumold tulajdonsaggal rendelkeznek, a fehérje tdmadaspontja a
baktériumok membranfehérjéi (Savadogo et al., 2006). Bizonyos tejsavbaktérium fajok a
bélrendszeren athaladva, megtapadasukat kdvetden anyagcsere folyamataik soran képesek
olyan vitaminok szintézisére, melyek esszencidlisak az emberi szervezet szamara, azonban
nem termelédnek az emberi szervezetben. Szamos tejsavbaktérium faj, példaul a

Lactobacillus plantarum torzsei, rendelkeznek a riboflavin bioszintéziséhez sziikséges



génekkel (Arena et al., 2014). A tejsavbaktériumok altal termelt exopoliszacharidok széles
korben felhasznalhatok, kozmetikai és gyogyszeriparban, illetve élelmiszeriparban a
bioemulgaloszerek, nehézfémek eltavolitasara (Ismail és Nampoothiri, 2010), tovabba
fontos szerepiik van ezeknek a polimercknek a savanyl tejtermékek allomanyanak
kialakitasaban, mellyel elkeriilheté az adalékanyagok alkalmazasa (Freitas et al., 2011).
Szamos tejsavbaktérium faj torzsei képesek az élelmiszeriparban felhasznalt enzimek
bioszintézisére, példaul a-D-gliikozidaz, B-D-gliikozidaz, a-L-fukozidaz
eléallitasara(Oakey et al., 1995). Természetes eredetii édesitGszerek eléallitasara. is
felhasznalhatok, ilyen példaul a Lactobacillus fermentum altal eléallitott D-tagatdz, mely
olyan kiilonleges cukor, amelynek fizikai tulajdonsagaiban, illetve izében hasonlit a
szacharozra, azonban sokkal alacsonyabb kaloriaértéket mutat,. nem - segiti eld a

fogszuvasodast, nem idézi eld a vércukorszint ndvekedését (Jorgensen et al., 2004).

Tejsavbaktériumok

felhasznélasa

Gyogyszeripar Elelmiszeripar [ Funkcionalis
Yoarsep P lelmiszerek
Antimikrobialis / .ila:csony
Vitaminok készitmények ~ Probiotikumok  Tejsav Starterkultira Exopoliszacharidok ~ Enzimek ~ *&oraj
édesitészerek
Koz>et\kai Te'aﬁ \em
Biotartdsitas  Gydgyszerkészitmények . jaap tejalapl
ipar élelmiszerek A
Elelmiszerek

1. dabra Tejsavbaktériumok felhasznaldsa (Florou-Paneri et al., 2013) nyoman, sajat dbra

3.2." Probiotikumok
A probiotikumoknak olyan €16, nem patogén mikroorganizmusokat nevezziink, amelyeket

megfeleld mennyiségben alkalmazva mikrobidlis egyensulyt javitjdk a gyomor-bél
traktusban, pozitiv hatassal vannak a gazdaszervezet miikodésére (Borchers et al., 2009;
Williams, 2010). A probiotikum szot az 1960-as években hasznaltak elészor és a gordg ,,pro”
szobdl szarmazik, melynek jelentése ,,eldsegitése” €s ,,biotikus”, melynek jelentése ,,élet”.
A probiotikumok kiilonb6z6 mechanizmusokon keresztiil fejtik ki jotékony hatasaikat, mint
példaul a bél traktus pH-értékének csokkentésével, valamint a gazdaszervezet

immunvalaszanak novelésével (Williams, 2010). Antimikrobialis aktivitasok soran képesek



megakadalyozni a szervezetbe kerilil patogén baktériumok megtelepedését azaltal, hogy
csokkentik a bél pH értékét, gatoljak a karos baktériumok hamsejtekhez vald tapadasat,
bakteriocinokat, szerves savakat és hidrogén-peroxidot termelnek. Eur6paban az Eurdpai
Elelmiszerbiztonsdgi Hatdsag hatdrozata szerint a probiotikumként alkalmazando
mikroorganizmusokban el6forduld antibiotikum rezisztencia-determinansokat a mindsitési
védelem igénylése el6tt meg kell hatarozni (Gueimonde et al., 2013). A probiotikus
baktériumok versengenek a patogén baktériumokkal a hdmkotd helyekért, kdlesonhatasba
1épnek a bél hamsejtjeivel, gatoljak példaul a Salmonella és E. coli baktérium kolonizacigjat
(Sherman et al., 2005). A probiotikumok specifikus torzsei befolyasolhatjak aszerzett és a
velesziiletett immunrendszert, ezért fontos szerepet jatszanak a betegségek legyozésében,
kozvetleniil vagy kozvetetten befolyasoljak a hamsejteket, monocitakat, makrofagokat és
limfocitak kiilonb6z6 tipusait (Walker, 2008). A probiotikumok *torzstdl fliggden
csokkenthetik az allergén-specifikus IgE termelést, azaltal; hogy megemelik a horgdk
nyalkahartyajaban az IgA termelését (Borchers et al., 2009) a B-limfocitakra gyakorolt
hatasuk révén, ezaltal csokkentik a léguti tilérzékenységet és gyulladast (Perdigon et al.,
1999).

2. 4bra Probiotikumok jotékony hatasai, sajat készitésli abra

A magasabb rendii gerincesek bélrendszere dsszetett 6koszisztéma, ahol a tdpanyagok és a

mikrobiota, illetve maga a gazdaszervezet sejtjei kOlcsonhatasba 1épnek egymassal. A
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bélrendszerben taldlhatd baktériumkozosségek fontos szerepet toltenek be az
anyagcserében, patogének elleni védelemben. Szamos betegség hozhatd Osszefiiggésbe a
bélmikrobiota karosodasaval, az egészség megdrzése érdekében és a betegségek
megeldzése, vagy é€ppen gyogyitdsa érdekében egyre nagyobb az érdeklddés a
probiotikumok irant. Az ¢élelmiszeripari, illetve agrarszektorban felhasznéaldsra szant
baktériumtorzsek egyik legfontosabb kivalasztasi kritériuma az, hogy emberi fogyasztasra
alkalmas legyen, szervezetbe keriilve ne okozzon kart. Az antibiotikum-rezisztencia a
biztonsag elsddleges szempontja a potencidlisan probiotikumként felhasznalando
baktériumok esetében. A probiotikumok nem tartalmazhatnak antibiotikum-rezisztencia
géneket, illetve amennyiben tartalmaznak, nem lehetnek mobilizalhatok ezek a gének mas
baktériumok szamara. A bels6 rezisztencia kromoszomalisan .kodelt, horizontalis
géntranszferrel nem atvihetd, nem jelenthet kockazatot mas, nem patogén baktériumok
szamara. A probiotikumok a szervezetiinkbe étrendkiegésziték, tablettak, kapszulak,
fermentalt ¢lelmiszerek, leggyakrabban joghurtok vagy tejitalok formajaban keriilnek be. Az
optimalis napi adagolasa a baktériumoknak emberi székletb6] torténd kimutatas alapjan 10°
baktérium kolonia képz6 egység per g vagy mL (Butel;2014). A probiotikus termékek akar
egyetlen mikroorganizmust vagy tobb faj keverékét tartalmazhatjak. A kommenzalis
mikroflora probiotikumokkal torténé megerdsitése kulcsszerepet jatszik az immunrendszer
kiegyenstlyozott =~ miikodésében, ~ noveli a  patogén  mikrobdkkal szembeni
ellenalloképességet, javitja az' emésztérendszer miikodését, valamint a potencilisan
rakkelté anyagok eltavolitasat 'el@segiti (Tannock, 2003). Veszélyforrast jelenthet a
tejsavbaktériumok antibiotikumokkal szembeni rezisztencidja, illetve a baktériumok kdzott
megvalosuld horizontalis géntranszfer altali rezisztencia-determinansok ataddsa mas,
patogén organizmusokra és a kommenzalis bélmikrobidtara egyarant, igy fontos felmérni a

torzsek antibiotikum rezisztencijat.

Egy baktériumot abban az esetben lehet probiotikumként alkalmazni, amennyiben a
kovetkezo kritériumoknak megfelel (Papp-Bata és Szakaly, 2021) nemzetség, faj és torzs

szinten egyarant:

o Nemzetség, faj és torzs szintjén meghatarozott faj szintli azonositas:
* Biokémiai vizsgéalatokkal: kiilonb6z6 szénforrasok melleti ndvekedés
vizsgalata, Gram-teszt, katalaz-, nitratreduktaz- és ureazteszt
o Genotipizalas vizsgalatok: 16s rRNS-gén szekvenalasa, repetativ  PCR

vizsgalatok, random PCR (RAPD), illetve pulzalomezds elektroforézis
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(PFGE) (Borchers et al., 2009; Marchesi et al., 2016; de Melo Pereira et al.,
2018).
- Biztonsagos klinikai és ¢lelmiszerben valo felhasznélésa:
o nem patogén
o nem roncsolja a bélnyalkahartyat
o nem hordoz transzferalhat6 antibiotikum rezisztencia géneket
o érzékeny antibiotikumokra
o nem konjugal epesavakat
- Képes tulélni a bélben valo athaladast, ellenall a savas kozegnek ¢€s epe tolerans.
Ellendll az emberi szervezet kedvezétlen koriilményeinek, mint példaul a
nyalenzimeknek, illetve az alacsony pH-nak
- Képes megtapadni a nyalkahartya feliiletére, képes megtelepedni a bélrendszerben,
illetve a vaginaban
- Antimikrobialis anyagokat termel
- Képes antagonizalni a patogén mikrobdkat
- Klinikailag validalt és dokumentalt pozitiv.egészségiigyi hatasokkal rendelkezik
- Stabil a feldolgozas és tarolas soran
- Hozzajarul a gazdaszervezet egészségéhez

- Nem valt ki allergiat, nem mutagén

3.2.1. Probiotikumok allati takarmanyokban

Az antibiotikumok megjelenése és alkalmazasa jelentds hatdssal volt az allatok egészségére
és jolétére. A fertdzések kezelésére alkalmazott antibiotikumok alkalmazasa mellett
kimutattak, hogy. az dllati takarmanyhoz alacsony koncentracioban adagolt antibiotikumok
Osszefiiggésben dllnak az allatok egészségiigyi allapotanak javulasaval, azonban a bélben
talalhato természetes mikroflora pusztulasaval jar. Szamos kornyezeti tényezo, illetve az
allatok . takarmanyanak 0Osszetétele befolyasolja a haszonallat allomany egészégének
allapotat, bélmikrobiota dsszetételét és funkcioit, illetve a megfeleld emésztés megorzését.
Kutatdsok kimutattak, hogy a takarmanyalapu étrendrdl a magas, konnyen fermentalhaté
étrendre torténd attérés a bélmikrobidta jelentds valtozasat idézi eld, tovabbad megnoveli a
bendd acidozis kockazatat (Chaucheyras-Durand és Durand, 2010). A probiotikumokat
széles korben alkalmazzak a haszonallatok taplalékanak kiegészitdjeként, mivel csokkentik
a megbetegedések kockazatat, ellenallosagot biztositanak a betegségekkel szemben, tovabba

novekedésserkentd hatasaik is vannak, illetve befolyasoljak a hamsejtek aktivitasat, ezaltal
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csokkentik a lehet6ségét a patogén korokozok megtapadasnak (Hooper et al., 2002; Collins
et al., 2009). Intenziv gazdalkodas soran bevett gyakorlat, hogy a haszonallatokat az
anyaallattol elszakitva, ,.tiszta” kornyezetbe helyezzék, ezzel megakadalyozva az egészséges
mikrobiota kialakulasat és csokkentve a passziv immunitas megszerzését. Ezek az allatok az
atlagostol nagyobb eséllyel betegednek meg, nagyobb stressznek vannak kitéve a
szallitasukbol, illetve a szallitds kozbeni hoémérséklet-ingadozasbdl, tovabba a
taplalkozasukbol adoddan. Kimutattdk, hogy az emlitett stresszfaktorok a bélmikrobiota
egyensuly-hianyat idézik el6 (Tannock és Savage, 1974). A probiotikumok alkalmazésa a
annak érdekében, hogy az éllatok ellendlljanak a fert6z6 betegségeknek (Rantala és Nurmi,
1973). A probiotikus baktériumokat tartalmaz6 taplalékkiegészitok széles korben kaphatok,
azonban els sorban egygyomru allatok szamara lettek kifejlesztve, a kérddzoknél az
alkalmazasuk bonyolultabb, gyakran attol fiigg, hogy a cél az.acidozis lekiizdése, suly
novekedése vagy csokkentése, vagy a betegségek elofordulasanak csokkentése vagy a
metantermelés csokkentése (Krehbiel et al., 2003). Kutatasok bizonyitottak, hogy a
haszonallatok étrendjének kiegészitése probiotikus. tulajdonsagu baktériumokkal eldsegiti a
betegségekkel szembeni védekezést, javitjdk. az immunvalaszt, serkenti az allatok

novekedését.

3.3.  Antibiotikumok
Az antimikrobialis készitmények a gydgyaszatban alkalmazott egyik legfontosabb

készitmények, amelyek jelentds mértékben hozzédjarultak az embereket fenyegetd fert6zo
betegségek lekiizdésében. A penészgombak antibakterialis tulajdonsagai mar az dkorban is
ismertek voltak;-azonban az els6 antibiotikumot, a penicillint, Sir Alexander Fleming angol
bakteriologus fedezte fel 1928 szeptemberében, amelyet talajbol izolalt Penicillium notatum
gombabol. nyert ki (de Melo Pereira et al., 2018). Az antibiotikumokat korabban egy
mikroorganizmus altal termelt, mas mikroorganizmus nodvekedését gatld anyagnak
definialtak. A mai meghatarozas azonban valtozott, mivel szintetikus modon is elallithatok
az antibiotikumok, igy a definici6 modosult, tobb jelentéssel bir napjainkban; egyik
megfogalmazas szerint az antibiotikumok egy mikroorganizmus altal vagy hasonlo, teljesen
vagy részben kémiai szintézissel eldallitott anyagok, amelyek alacsony koncentraciéban
gatoljak mas mikroorganizmusok novekedését. A masik megfogalmazas szerint
antibiotikumnak nevezhet6 barmely antimikrobialis tulajdonsagu anyag (Aminov, 2010). Az

antibiotikumok nem teljesen szelektivek antibakterialis hatasukban, hiszen mikozben
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antagonizaljdk a patogén baktériumokat, akozben példaul a gyomortraktusban talalhato
hasznos mikrobakat is el6lhetik, amennyiben azok érzékenyek az emlitett antibiotikumra
(Etebu és Arikekpar, 2016; Mohr, 2016).

3.3.1. Ampicillin
B-laktam/B-laktamaz inhibitor komplex, amely széles spektrumon Gram-pozitiv és Gram-

negativ, illetve anaerob baktériumok ellen alkalmazott antibiotikum, amely vizben
kismértékben oldodik (Walsh, 2003). Az ampicillin gatolja a baktériumok sejtfal szintézisét
azaltal, hogy kotddik a penicillink6té fehérjékhez, amelyek a sejtfal kialakitasaért felelds
enzimek. Az ampicillin, mint minden penicillin, az acil-D-alanil-D-alanin ' szerkezeti
analogjaként miikodik és acilalja a transzpeptidaz enzimet, amely a sejtfal 6 alkotoeleme, a
peptidoglikan képzddésének végsd szakaszaért felelds, amely a bakterialis sejtfal 6

alkotdeleme (P. I. Rafailidis et al., 2007).

3.3.2.  Eritromicin
Az eritromicin a makrolid antibiotikumok csoportjaba tartozik, 14 tagt laktongytiribél all,
melyhez cukoregységek csatlakoznak, vizben ‘mem, azonban metanolban 0ldodo
antibiotikum. A legtobb Gram-pozitiv baktérium ellen alkalmazhato, miikkodése pH-fiiggd,
a pH tartomanyt 8.5-re emelve a leghatékonyabb a miikodése, ezért oralisan alkalmazzak
legtobbszor. Mitkodése soran a bakterialis riboszoma 50S alegységéhez kotddve szelektiven

gatolja a fehérjék szintézisét. A kléramfenikollal és az eritromicinnel szemben kialakult

crer

alakulhat ki (P. I. Rafailidis etal., 2007).

3.3.3.~. Kanamicin
Aminoglikozid antibiotikum, amely amino-cukrokat tartalmaz a szerkezetében.

Fermentacioval eloallitott kanamicin A vizoldhato, mig a kanamicin-szulfat vizoldhat6saga
pH-fiiggd, pH=7-en oldddik vizben. Széles spektrumi, Gram-pozitiv és Gram-negativ
baktériumok ellen egyarant alkalmazhatd, mar kis koncentracioban is kifejti bakteriocid
hatasat (Denyer et al., 2008). Ez az antibiotikum a fehérjeszintézist gatolja a baktériumokban
ugy, hogy a 30S és 50S riboszomalis alegységgel 1ép kolcsonhatasba (Denyer et al., 2008).
3.3.4. Kloramfenikol
A kloramfenikol, vizoldhato (DAVIS, 1988), majban metabolizal6dé antibiotikum, amely
Gram-pozitiv baktériumok ellen hatasos, széles korben alkalmazhatd, behatolhat
emldssejtekbe is, ezért alkalmazhatd intracelluralis korokozok, mint példaul Salmonella

typhi, ellen is. Szelektiven gatolja a fehérjeszintézist a bakterialis riboszomaban azaltal, hogy
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az 508 alegységben a 23S rRNS-t magaba foglalé A kotdhelyre kotddik. A kléramfenikol

négy lehetséges optikai izomerje koziil csak a D-treoform aktiv. (Feder et al., 1981)

3.3.5.  Sztreptomicin
A sztreptomicin olyan vizben oldédé aminoglikozid antibiotikum, amely a baktérium

riboszoma 30S alegységéhez kapcsoldodva gatolja a fehérjeszintézist, illetve a kodonok
félreolvasasat okozza, amely sordn az uracilt adeninnek vagy citozinnek olvassa, a citozint
pedig adeninnek a sejt, melynek hatasara hibas fehérjék felhalmozodasa torténik a sejten
beliil, amely végzetes a sejtre nézve, illetve a sejt membranja karosodik a folyamat soran
(Brock, 1961; Denyer et al., 2008). Napjainkban elsdsorban Gram-negativ. aerob
baktériumok ellen alkalmazzak, eredetileg széles spektrumon fejtette ki hatasat Gram-
negativ és Gram-pozitiv baktériumok ellen egyardnt, azonban <ez az antibiotikum

rezisztencia kialakulasa végett csokkent (Denyer et al., 2008).

3.4.  Antibiotikum rezisztencia
Az antibiotikum rezisztencia a baktérium sejtek . azon képességét jelenti, mely

megakadalyozza/csokkenti a bakteriocid vagy bakteriosztatikus hatasat az antibiotikumnak,
ezaltal megovva a sejteket az antibiotikumok okozta karosodastol (Waters és Tadi, 2020).
Az antibiotikumok hasznalatanak kovetkeztében kialakultak olyan mikroorganizmusok,
amelyek rezisztensek egyes antibiotikumokra, ennek oka részben az antibiotikumok
évtizedeken at tartod talzott és néhol nem indokolt hasznalata, illetve a nem elGirtak szerinti
szedése (Munita és Arias, 2016): Napjainkban a baktériumok antibiotikum rezisztenciaja
hatalmas problémat jelent a-kozegészségiigyben, illetve az Egészségiigyi Vilagszervezet
(WHO) az antibiotikumezisztenciat a 21. szazad harom legnagyobb egészségiigyi veszélyei
kozé sorolta. Az antimikrobidlis vegyiiletek felfedezése és terapias hasznalata fert6zések
kezelésére forradalmasitotta a modern gyogyaszatot, az antibiotikumok alkalmazasa az
egyik legfontosabb orvosi kezeléssé valt a komplex orvosi beavatkozasok esetén, mint

példaul.a mitétek, szervtranszplantacio, illetve rakos megbetegedések esetén.

A legtobb antibiotikum természetes eredetii, aminek kdszonhetden a mikroorganizmusok
fejlodése ¢és kornyezethez vald adaptacidja soran a tulélésiik érdekében megtanultak
feldolgozni ezen anyagokat. A baktériumokrol altalanossagban elmondhato, hogy konnyen
adaptalodnak a kornyezetiikben eldallt valtozasokhoz, mely lehetové teszi szdmukra, hogy
a létezésiiket fenyegetd veszélyekre, mint példaul az antibiotikumok, ellenalloak legyenek.
Annak érdekében, hogy a karos molekulahatasokat képesek legyenek kikiiszobdlni 6si

mechanizmusokat fejlesztettek ki, melynek hatasara belsd rezisztenciat alakitottak ki
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bizonyos antimikrobialis szerek ellen, igy azok jelenlétében is képesek életben maradni.

Evoliciés szempontbol két mechanizmust alkalmaztak az antibiotikumokhoz valo

alkalmazkodashoz: a gének mutacioit felhasznalva képesek a  vegyiiletek

hatdsmechanizmusainak modositasara, illetve rezisztencia-determinansokat kodolo idegen

DNS megszerzését horizontalis géntranszfer segitségével.

Négy formaja alakult ki az antibiotikum rezisztencianak:

A) Természetes eredetii rezisztencia: A rezisztencia kialakulasa nem az antibiotikumok

B)

C)

alkalmazasa végett alakult ki ennél a tipusndl, hanem a rezisztencia. oka a
mikroorganizmus szerkezeti tulajdonsagai miatt alakult ki. A baktérium ebben az
esetben nem rendelkezik a cél antibiotikum szerkezettel, melynek kovetkeztében az
antibiotikum nem képes tdmadaspontot talalni a mikroban a szerkezetébdl adodoan.
Példaul a Gram-negativ baktériumok esetén a vankomicin nem képes a mikroba
kiils6 membranjan atjutni, ezaltal a mikroba érzéketlen ‘az antibiotikum kezelésre
(Mathur és Singh, 2005; Hasan és Al-Harmoosh, 2020).

Szerzett rezisztencia: Ebben az esetben a_rezisztencia mikroorganizmus f£6
kromoszomajabol vagy extra kromoszémastrukturakbol eredeztethetd, mint példaul
plamidok vagy transzpozonokbdl,. ezen kromoszomalis rezisztencia olyan
véletlenszerli mutaciok eredménye, melyek megvaltoztatidk a mikroba
kromoszoémajat és olyan gének alakulnak ki a mikrobaban, melyek befolyasoljak a
gyogyszer aktivitasat, aminek hatdsara a antimikrobialis-gyogyszer jelenlétében is
¢letképes marad a sejt (Antonoplis et al., 2019). A plazmidok olyan szegmensei a
DNS-nek, amelyek képesek a kromoszomalis DNS-t6l fiiggetleniil, onalldan is
replikalddni, illetve felelds az antimikrobialis szerekkel szembeni enzimek
szintéziséért (Munita és Arias, 2016). A mutaciok kialakulasai kémiai és fizikali
tényezOk hatdsara mennek végbe, tovabba a Dbaktériumsejtek csokkent
permeabilitasa, illetve a gyogyszer célpontjanak megvaltozasa a sejtben miatt alakul
ki a rezisztencia (Thomas és Frost, 2014). Jellemzden a mutaciok altal szerzett
rezisztencia negativ hatassal van a sejt homeosztazisara, ezért a sejt csak
antibiotikum jelenétében képes fenttartani a rezisztenciat. Az antibiotikum
megjelenésével az antibiotikum megsziinteti az érzékeny populaciot, igy a dominans,
antibiotikumra nem érzékeny sejtek maradnak fenn.

Keresztrezisztencia specifikus rezisztencia: Egyes mikrobak rezisztensek bizonyos

antibiotikumra, amely azonos vagy hasonlé mechanizmusokkal mikddnek, ennek
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hatasara hasonlo szerkezetii antibiotikumokkal szemben is rezisztensek. Példaul
eritromicin, neomicin és kanamicin rezisztencia (Webber és Piddock, 2003).

D) Multi-drog és mas tipust rezisztenciak: Tobbszorésen rezisztens fajok olyan
patogének, amelyek rezisztensek antibiotikumokkal szemben, ez biztositja, hogy a
baktériumokat egyetlen gyogyszer sem elimindlja (Jahne et al., 2015; Etebu és
Arikekpar, 2016). A gyogyszerek nem megfeleld kezelési alkalmazasa eldidézheti a
multirezisztens patogén baktériumok kialakuldsat. Ezen baktériumok tobb

gyogyszerrezisztenciat kodold génnel rendelkeznek az R-plazmidon (Alanis, 2005).
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4. Anyagok és mddszerek

4.1.  Felhasznalt mikroorganizmusok
A kisérleteim soran alkalmazott tejsavbaktériumokat az 1. tdblazatban foglaltam dssze.

1. téblazat: Felhasznalt tejsavbaktérium torzsek

Torzs neve Torzs sorszama

Lactobacillus plantarum OR17, OR23, OR28, OR48

Lactobacillus mucosae AT3, AT6, AT9, TS29, TS31, TS35, TS43,
TS44, TS47, TS54, TS53

4.2.  Felhasznalt tapkozegek

4.2.1. MRS tépleves
A por formdjaban 1évé MRS taplevest analitikai mérlegen mértem kiigy, hogy 40 darab

kémcesdbe elegendd mennyiségli tapleves jusson. A gyartoi utasitéds-alapjan 1 liter desztillalt
vizhez 55.2 gramm poralapu taplevest kell adagolni a megfeleld koncentracio elérése
érdekében. 55 darab kémcs6hoz 600 ml taplevest készitettem, melyhez 33.12 gramm
tapleves port mértem ki mérleg segitségével egy zarhatd, csavaros tetejli iivegedénybe,
amelyhez mérdhenger segitségével kimért 600 ml desztillalt vizet Ontdttem. Razéssal
homogenizaltam az elegyet, amig teljes. mértékben feloldédott a por a folyadékban és
homogén elegyet kaptam. 55 darab kémcsébe osztottam szét automata pipetta segitségével
ugy, hogy minden kémcsébe 9 mi-folyékony tapleves kertilt, a kémcsoveket feliratoztam.
Ezt kovetden a taplevest autoklavban sterilizaltam 20 percen keresztiil 120 °C-on ¢s 1 Pa

nyomason.

4.2.2°. MRS tapagar
Meéréhengerrel kimért 500 ml desztillalt vizhez, zarhato, csavaros tetejli tivegedénybe 27,6

gramm, analitikai mérlegen kimért poralapi MRS (Sigma-Aldrich) taplevest adtam,
melyhez_ analitikai mérleg segitségével kimért 9 g agar-agar port (Bacteriological Agar,
VWR) kevertem hozza Ezt kovetéen autoklavban 20 percen at, 120 °C-on és 1 Pa nyomason
sterilizaltam az oldatot, 6vatos razassal homogenizaltam, majd Petri-csészékbe adagoltam

az elegyet, szilardulast kovetden hasznaltam fel.

4.3. Felhasznalt antibiotikumok
A kisérleteim soran MRS taplevest készitettem, amelybe belekevertem az antibiotikumokat.

A megfeleld antibiotikum koncentraciokat analitikai mérleg segitségével mértem ki

Eppendorf csovekbe, majd beoldottam és sterilen szlirtem Oket. Az irodalomban
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meghatarozott antibiotikum koncentraciokat alkalmazva (Rychen et al., 2018) elkészitettem

crer

talalhatok.

2. tablazat: antibiotikum koncentraciok (Rychen et al., 2018)
Ampicillin 2 mg/L
Eritromicin 64 mg/L
Sztreptomicin 64 mg/L
Kanamicin 1 mg/L
Kléramfenikol 4 mg/L
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4.4. Alkalmazott modszerek

4.4.1. Fagyasztott baktériumok felélesztése
A —20 °C-on tarolt tejsavbaktérium torzseket folyékony MRS taplevesbe oltottam, 37 °C-on

inkubaltam. A fagyasztobol kivéve hagytam kiolvadni a torzseket, majd vortexeltem és
automata pipetta segitségével 100 uL mennyiséget az elére autoklavozott és feliratozott 9
mL MRS taplevest tartalmazd kémcsovekbe adagoltam, majd Ovatos razassal
homogenizaltam. 2 napon keresztiil, 37 °C-on inkubaltam a kémcsOvekben a
tejsavbaktérium torzseket. Az inkubalasi idot kovetden azt tapasztaltam, hogy-a folyékony
tapkozegben 1évo tejsavbaktérium torzsek zavarossa tették a taplevest, lamely azt jelezte,

hogy megfelelden szaporodtak a baktériumok.

4.4.2. Sejtszam meghatarozas
A két napos, 37 °C-on tortént inkubalast tizszeres higitast készitettem a sejtszam

meghatarozasahoz. A kémcsovek tartalmat vortexeltem, Eppendorf csévekbe 100 pL
mintahoz 900 pL vizet adtam, majd Biirker kamra segitségével 40x-es nagyitassal
fénymikroszkoppal megszamoltam az oldatbantaldlhat6 sejteket 10 darab négyzetben, majd
atlagoltam a kapott szamokat. A Biirker-kamrat minden szdmolés el6tt desztillalt vizzel
oblitettem. Ezt kovetden megszoroztam tizzel az eredményt a korabbi higitds miatt, illetve
4*10%-tal a Biirker-kamra térfogatidbol adodéan, igy kapva meg, 1 mL szuszpenzid

sejtszamat.

4.4.3. .Antibiotikum érzékenység vizsgalata

Korongdiffiizios modszer
Az eldre elkészitett és megszilardult MRS agarra a két napos inkubaciot kovetden 100 pL

folyékony taplevest pipettdztam automata pipettaval steril fililke alatt, majd Bunsen-égdbe
tartott, steril szélesztébottal egyenletesen eloszlattam a tejsavbaktérium szuszpenziét az agar
felszinen:~ A szlirlipapir korongokat atittam a megfeleld koncentraciora beallitott
antibiotikum oldatokbol 8-8 uL mennyiséggel és a tejsavbaktérium szuszpenziot tartalmazo
agar feliiletére helyeztem a korongokat. Torzsenként 5 antibiotikum hatasat vizsgaltam. A 2
napos, 37 °C-os inkubalast kovetden lemértem a gatlasi zonat toloméro segitségével.

Abszorbancia mérés
96 well-es plateket hasznaltam az abszorbancia mérés elvégzéshez. 100 mg/mL

crer

ampicillin  (BioChemica), eritromicin (Sigma-Aldrich) és kanamicin (BioChemica)
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torzsoldatokat készitettem. Az elkészitett torzsoldatok felhasznalasaval 5 ml MRS tapleves
adatoknak megfeleléen. A plate-k Gsszeallitasat fiilke alatt végeztem, tigyeltem arra, hogy a
mar betoltott, illetve a betoltésre vard wellek ne szennyezddjenek be. Minden torzs esetén
tiszta pipettaheggyel dolgoztam. 1 well-be 135 uL. MRS tapleves oldat keriilt, amely mar
tartalmazta az antibiotikum oldatot, és 15 pL baktérium szuszpenzid. Pozitiv kontrollként
minden torzs esetében az elsé well-be nem keriilt antibiotikum csak MRS tapleves és a
vizsgalt torzs sejtszuszpenzidja. A méréshez felhasznalt térzseket vortexeltem. A betdltott
plate-eket két napig, 37 °C-on inkubaltam, miel6tt a mérést elvégeztem. Az abszorbancia
mérés vizsgalatahoz FilterMax F5 Multi-Mode Microplate Reader eszkozt hasznaltam, a

mérést 620 nm hulldmhosszon, 10 s orbitalis rdzast kdvetden, 28 °C-on végeztem.
A plate-ek felépitése a 3. tablazatban lathat6. A mérést harom parhuzamosban végeztem el.

3. tablazat Microplate felépitése az abszorbaneia vizsgalatok sordn

KONTROLL ‘ Eritromicin Kanamicin Szreptomicin Kléramfenikol
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
OR17 | OR23 |[OR17| OR23 | OR17 | OR23 |OR17| OR23 |[OR17| OR23 | OR17 | OR23
OR28 | OR48 |[OR28| OR48 | OR28 | OR48 |OR28| OR48 |[OR28| OR48 | OR28 | OR 48
AT3 | AT6 | AT3 | AT6 | AT3 | AT6 | AT3 | AT6 | AT3 | AT6 | AT3 | AT®6
AT9 | TS29 | AT9 | TS29 | AT9 | TS29 | AT9 | TS29 | AT9 | TS29 | AT9 | TS29
TS31 | TS35 |TS31 | TS35 | TS31 | TS35 |TS31| TS35 | TS31| TS35 | TS31 | TS35
TS43 |\ IS44 | TS43 | TS44 | TS43 | TS44 | TS43 | TS44 | TS43 | TS44 | TS43 | TS44
TSA47 | TS54 | TS47 | TS54 | TS47 | TS54 | TSA47 | TS54 | TS47 | TS54 | TS47 | TS54

negativ negativ negativ negativ negativ negativ
TS 55 |kontroll | TS 55 |kontroll| TS 55 |kontroll | TS 55 |kontroll | TS 55 |kontroll | TS 55 |kontroll
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5. Kisérleti eredmények ¢€s értékelésiik
5.1. Biirker-kamras szamolas eredményei

4. téablazat Biirker-kamra szamolas eredményei 10 parhuzamos szamolés soran

Torzsek 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
OR 17 7 |10 | 18 | 23 9 14 20 12 16 14
OR 23 27 | 17| 18 | 30 | 23 28 16 25 26 24
OR 28 25 | 26 | 25 |18 | 12 12 15 16 8 14
OR 48 11 | 18 | 17 | 24 | 27 23 30 29 30 22
AT 3 17 |18 | 22 | 23| 20 18 25 20 21 19
AT 6 40 | 44 | 42 | 52 | 60 44 47 61 58 64
AT9 27 | 24| 30 | 39| 29 33 35 39 41 40
TS 29 59 | 68 | 60 | 61 | 57 54 52 54 62 60
TS 31 29 | 28 | 36 | 43 | 37 41 37 43 40 42
TS 35 38 | 28| 35 | 38| 36 43 27 36 25 37
TS 43 45 | 37 | 38 | 45| 50 39 55 50 52 55
TS 44 40 | 36 | 44 | 30 | 38 46 53 45 50 42
TS 47 23 |13 | 24 |27 | 24 23 19 29 20 18
TS 54 20 | 19 | 25 | 27 | 26 21 27 33 35 34
TS 55 40 | 35| 32 | 35 | 44 52 55 59 51 50

Az atlagokat 10x-es higitassal, illetve a Biirker-kamra térfogataval (4*10°) valo szorzést

kovetden megkaptam a sejtkoncentraciokat (5. tablazat).

5. tablazat Biirker-kamra térfogatara korrigalt sejtszdmok

Torzs Sejtszam
OR 17 5,72*108
OR 23 9,36*108
OR 28 6,84*108
OR 48 9,24*108
AT 3 8,12*108
AT 6 2,05*10°
AT 9 1,35*10°
TS 29 2,35*10°
TS 31 1,50*10°
TS 35 1,37*10°
TS 43 1,86*10°
TS 44 1,70*10°
TS 47 8,80*108
TS 54 1,07*10°
TS 55 1,81*10°
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A vizsgalatban felhasznalt térzsek mindegyike felszaporodott, szabad szemmel lathato
opalosodast, a tapleves zavarosodasat okozta. A sejtszamolas eredményei 108 és 10°

sejt/mL eredményt adtak, tehat a torzsek megfeleléen szaporodtak a kisérlet elvégzéséhez.

5.2.  Korong diffuzids vizsgalat eredményei

A korondiffiiziés mddszerrel kapott eredményeimet a 6. tablazat tartalmazza.

6. tablazat Korong diffuziés modszerrel kapott feltisztulasi zonak dtmérdinek-hossza

Feltisztulasi zona atmérdje Antibiotikum
OR 17 1,1cm Eritromicin
OR 17 2,2¢cm Ampicillin
OR 23 0,7cm Ampicillin
OR 23 lcm Eritromicin
OR 28 1,2cm Ampicillin
OR 28 1,3cm Eritromicin
OR 48 0,9cm Eritromicin
OR 48 1,1cm Ampicillin
AT 3 0,7 cm Eritromicin
AT 6 1,2 cm Eritromicin
AT 9 1,4cm Eritromicin
TS 29 0,9cm Eritromicin
TS 31 0,7cm Ampicillin
TS 31 0,9cm Eritromicin
TS 35 0,8 cm Eritromicin
TS 43 0,85 cm Eritromicin
TS 44 0,9cm Eritromicin
TS 47 0,7 cm Eritromicin
TS 55 0,6cm Eritromicin
TS55 0,6cm Ampicillin

A TS 54-es torzs a vizsgalat kozben beszennyezodott, igy erre a torzsre nem kaptam
eredményt a korong diffuzios vizsgalat soran. A kapott eredmények alapjan megallapithato,
hogy az Gsszes vizsgalt tejsavbaktérium torzs érzékenységet mutatott az ampicillin és az
eritromicin antibiotikumokkal szemben. A mérések soran a kloramfenikol, sztreptomicin és
vankomicin oldattal atitatott sztirtipapir korongok nem eredményeztek gatlasi zonat, ez arra
engedne kovetkeztetni, hogy a baktériumok rezisztensek ezekkel az antibiotikumokkal

szemben, mivel nem gatolta a baktérium torzsek novekedését.
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3. abra Az AT 9-es torzs gatlasi zonaja-eritromicin alkalmazasa soran

A 3. dbran lathato, ahogyan az AT 9-es térzs latvanyos gatlasi zonat mutat az eritromicinnel

atitatott szir6korong alkalmazasakor. A torzs az ampicillinre, illetve a vankomicinre

rezisztenciat mutatott.

Az eredmények megerdsitése érdekében Filtermax késziilék segitségével megmértem a
torzsek abszorbancidjat. is az egyes antibiotikumok jelenlétében megegyezd

sejtkoncentracional.

5.3. Abszorbancia mérés eredményei
A microplate-es abszorbancia méréseket harom kiilonbozé alkalommal végeztem el, ezek

koziil az-utolsé két mérés az elsd méréshez képest tobb mint fél év kiillonbséggel tortént. 15
torzzsel dolgoztam (7-10. tablazatok), igy a 16. helyre (H2 well) a negativ kontroll keriilt,
melynél 0,1 korili abszorbancia értéket mértem, az eredmények kiértékelésénél ezt az
értéket vettem referenciaként. Akkor tortént novekedés, amikor ennél nagyobb értéket
kaptam. Idealis esetben a pozitiv kontroll mintadk mindegyike az 1,0 abszorbancia értéket
kozelitette meg, vagy meg is haladta. Az 1,0 koriili abszorbancia értékeknél volt szabad

szemmel is lathato novekedés a mikrolemezen, ezek a torzsek opalossa tették a taplevest.
5. tablazat Microplate elrendezése. (Az ,,ng” jel6lés a negativ kontrollt jelenti)
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1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

konTroLL [ESARpIGHInG _Eritromicin | Kanamicin | Satreptomicin | Kiéramfenikol
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OR 17

OR 23

OR 17

OR 23

OR 17

OR 23

OR 17

OR 23

OR 17

OR 23

OR 17

OR 23
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OR 48

OR 28

OR 48

OR 28

OR 48

OR 28

OR 48

OR 28

OR 48

OR 28

OR 48

AT 3

AT6

AT 3

AT6

AT 3

AT 6

AT 3

AT 6

AT 3

AT 6

AT 3

AT6

AT9

TS 29

AT9

TS 29

AT9

TS 29

AT9

TS 29

AT9

TS 29

AT9

TS 29

TS 31

TS 35

TS 31

TS 35

TS 31

TS 35

TS 31

TS 35

TS 31

TS 35

TS 31

TS 35

TS 43

1S 44

TS 43

TS 44

TS 43

TS 44

TS 43

TS 44

TS 43

TS 44

TS 43

TS 44

TS 47
TS 55

TS 54

TS 47

TS 54

TS 47

TS 54

TS 47

TS 54

TS 47

TS 54

1547

TS 54

8. tablazat Els6 mérést kvetden kapott abszorbanciaértékek (Kék szinnel jelolve a pozitiv

kontroll értékei, sziirke szinnel jel6ltem a Lactobacillus platarum faj torzseit; melyek nem

noéttek fel, igy nem értékeltem a kapott abszorbancidkat. Sargaval jelélve a rezisztenciat

mérés

I OMmMmMmoOO®>

nem mutatd well-ek, zolddel a negativ kontroll értékei)

9. tablazat Masodik mérés soran kapott abszorbancia értékek (Kék szinnel jelolve a pozitiv

kontroll értékei, sziirke szinnel jeldltem a Lactobacillus platarum faj torzseit, melyek nem

néttek fel, igy nem értékeltem a kapott abszorbanciakat. Sargéaval jelolve a rezisztenciat

mérés

m O O @™ >

nem mutatd well-ek, zolddel a negativ kontroll értékei)
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F 1,128 1,288| 0,34| 0,301| 1,162| 1,234| 1,235( 1,232( 1,207| 1,222| 1,075| 0,872

1,093 1,275| 0,295| 0,301| 1,109 1,196 1,22( 1,248| 1,165| 1,24| 1,004| 0,904

H 1,098 ( 0,077| 0,311 0,082| 1,166| 0,085| 1,193| 0,085( 1,175| 0,089| 0,903 | 0,189

10. tablazat 3. mérés soran kapott abszorbancia értékek (Kék szinnel jelolve a pozitiv
kontroll értékei, sziirke szinnel jeloltem a Lactobacillus platarum faj torzseit, melyek nem
nottek fel, igy nem értékeltem a kapott abszorbanciakat. Sargéaval jelolve a rezisztenciat

nem mutatd well-ek, zolddel a negativ kontroll értékei)

mérés KONTROLL Ampicillin Eritromicin Kanamicin | Sztreptomicin | Kldramfenikol

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0,221| 0,171| 0,132 0,142| 0,148| 0,151| 0,162 | 0,176| 0,162 | 0,148 0,172| 0,173
0,192 0,26( 0,104 ( 0,098( 0,177 0,113 0,269 0,256 0,266 0,302 | 0,177 0,18

1,05( 1,181 0,263 | 0,166 1,081 ( 1,149( 1,213 1,169( 1,147 1,199| 1,024| 0,908
1,116 1,339| 0,334| 0,646| 1,156| 1,149| 1,259 1,267 1,211 | 1,304| 1,074| 0,966
1,117( 1,023| 0,404| 0,586| 1,188 0,94111,249] 1,016( 1,269 0,995| 1,066| 0,438
1,066 1,235| 0,333 0,304 | 1,165| 1,1281-1,206| 1,225( 1,209| 1,153| 1,05| 0,812
1,015 1,209| 0,303| 0,311 1,175} 1,176| 1,193| 1,216 1,204| 1,215| 0,973 0,863
0,803 0,1 0,3] 0,085( 1,103] 0,084 1,147] 0,082 1,124] 0,081 | 0,976 | 0,085

I O M moOO @™ >

Kék szinnel jeldltem a tdblazatokban a pozitiv kontroll értékeit, illetve zold szinnel jeldltem
a negativ kontroll értékeit. Az elsé két sorban 1évd 4 torzs (OR23, OR17, ...) pozitiv
kontrolljai nem néttek fel;igy ezek antibiotikum jelenlétében mért abszorbancia értékeit nem
is tudtam kiértékelni, viszonyitasi érték hianyaban, ezeket sziirke szinnel jeloltem a
tablazatokban, Narancssarga szinnel jeloltem azokat az értékeket, amelyek abszorbancia
értéke a_negativ kontroll referencia értékéhez kozel all, tehat ezekben a wellek-ben az
antibiotikum jelenléte mellett a baktériumok novekedése korlatozva volt. A masodik, illetve
harmadik mérés eredményei (9. és 10.tdblazat) merdben eltérdek az elsd mérés (8. tablazat)
adataitol, amelynek a mérések kozott eltelt idokiilonbség lehet az oka, mely soran a
hiitészekrényben tarolt antibiotikumok veszithettek a hatékonysagukbol. A fél évvel késdbbi
mérések idejére az eritromicin, Sztreptomicin és kléramfenikol aktivitasa romlott, melynek
koszonhetéen a baktériumok ezen antibiotikumok jelenlétében is novekedtek, pedig az elsé

mérés alkalmaval a névekedésiik még gatolva volt.
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Az irodalomban leirtak alapjan, az eritromicin 4 °C-os taroldsi hdmérsékleten, 8 hét utdn
nem mutatott bomlésra utalo jeleket, azonban szobahdmérsékleten tarolas soran mar romlott
a baktériumolé hatékonysaga (Haight és Finland, 1952). A sztreptomicinnel folytatott
vizsgalatok megallapitottak, hogy 10 °C-os hdmérsékleten harom honapon keresztiil marad
oldat formajaban stabil az antibiotikum (Hunt, 1947), azt kovetden mar valtozik az
aktivitasa. A baktériumok novekedésének hatterében ez az ok allhat, hiszen a tarolas miatt
romlott a hatékonysaga az antibiotikumnak. A kléramfenikol érzékeny az UV sugarakra, a
romlas oka visszavezetheté a fotokatalitikus bomlasra (Chatzitakis et al., 2008);. az
antibiotikum aktivitasdnak romlasa akar a hossza tarolasi id6re, akar a kisérlet soran
napsugarzasnak Kkitett tarolasra vezethetd vissza. Osszességében elmondhatd, hogy
megfeleld tarolasi koriilmények kozott is az antibiotikumok egy id6é.utan elvesztik

hatékonysagukat, felhasznalhatosagi idejiik véges.

A kiértékelésemben ebbdl az okbol kifolydlag a masodik és harmadik abszorbancia mérés

eredményeit nem értékeltem Ki, az els6 mérés eredményeibél vontam le kovetkeztetéseket.

A H8 well-ben 1év6 negativ kontroll 1,135-6s abszorbancia értéke pipettazasi hibara vagy
szennyezddésre utalhat. A kiillonboz6 antibiotikumok hatasat az AT 3-as torzs esetében a 4.

abra mutatja be.

AT 3
1,5
1,154 1,153
©
ks
c 1
©
2
o
5 0,5
¥e]
< 0,003 0,003 0,032 0,005
0
Pozitiv kontroll Ampicillin Eritromicin Kanamicin Sztreptomicin  Kléramfenikol

Antibiotikumok

4. abra Az AT 3-as torzs abszorbancia értékeinek atlag és szoras értékei a negativ kontroll
0,1-es értékének korrigalasaval, illetve az el6 mérés adataibol az eritromicin, sztreptomicin

¢és kloramfenikol eredményei

A pozitiv kontrollhoz viszonyitva az AT 3-as torzs eredményei alapjan a torzs rezisztenciat
mutatott a kanamicinnel szemben, mivel a kanamicint tartalmazé well abszorbancia értéke

a pozitiv kontroll abszorbanciajaval volt azonos, tehat az antibiotikum mellett is szaporodott
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a baktérium. A torzs ampicillin, eritromicin, sztreptomicin és kloramfenikol jelentében nem
mutatott ndvekedést. A vizsgalatban résztvevd antibiotikumok negativ kontrollal korrigalt
értékeihez képest a sztreptomicint tartalmazd well-ben magasabb értéket mértem, mint a
tovabbi antibiotikumokat tartalmazé wellek-ben. A korongdiffuzds vizsgalat eredménye
alapjan a torzs rezisztenciat mutatott ampicillinnel, kanamicinnel, sztreptomicinnel,
kloramfenikollal szemben. Az abszorbancia mérés alapjan azonban a torzs érzékenyen
reagalt a kloramfenikolra, illetve az ampicillinre is, mindkét antibiotikum esetében a negativ
kontroll értékével kozel azonos értékeket mértem, tehat nem novekedett a tOrzs. az

antibiotikumok jelenlétében.
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5. abra Az AT 6-os torzs negativ kontroll 0,1-es értékével korrigalt abszorbancia

értékei kiilonbozo antibiotikumok jelenlétében

Az AT 6-os torzs abszorbancia vizsgalati eredményei alapjan a torzs ampicillin,
sztreptomicin, és kléramfenikol antibiotikumokra mutatta a legalacsonyabb abszorbancia
értékeket, ezen antibiotikumok korlatoztak a vizsgalt tejsavbaktérium torzs novekedését (5.
abra). A sztreptomicin negativ kontrollal korrigalt 0,4-es értéke magasabb, mint az ampcillin
¢és kloramfenikolt tartalmzé wellek-ben mért abszorbancia érték, amelybdl azt lehet
megallapitani, hogy a torzs sztreptomicin jelenlétében ndvekedett, azonban gyengébben,
mert nem érte el a mért érték a pozitiv kontroll értékét. A mérés soran a C6 well
szabadszemmel ol lathatoan befertdz6dott, igy az itt mért érték nem vehetd figyelembe,
vagyis az eritromicin esetében mért kiugréoan magas, a pozitiv kontroll értékét megkozelitd

érték nem az eritromicinnel szembeni rezisztencia, hanem szennyezédés okozta. Ezt
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megerdsiti, hogy a torzs a korongdiffizios vizsgélat alkalmaval eritromicin jelenlétében
gatlasi zonat képezett, mely gatldsi zoéna a tovabbi vizsgalatban résztvevd torzsek
eritromicinnel mért atméréjéhez képest az egyik legnagyobb volt. A korongdiffuzios
vizsgalat kiértékelése soran figyelembe kell venni, hogy sziirépapirbol az agarba szivargd
antibiotikum koncentracidégradiens hoz 1étre, az igy képz6dd gatlasi zona atmérdje minél
nagyobb, annal érzékenyebb a vizsgalt baktérium az alkalmazott antibiotikumra. A vizsgalt
torzs kanamicinnel szembeni rezisztenciat mutatott a micropolate-es mérés, illetve a korong-
diffiizidés mérések sordn egyarant. A korongdiffiizids vizsgalat eredményei megtévesztdek
voltak, az dbran is jol lathato, hogy a kléramfenikol, illetve az ampicillin is megakadalyoztak

a baktérium torzs novekedését.
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6. abra Az AT 9-es torzs negativ kontroll 0,1-es értékével korrigalt abszorbancia értékei

kiilonb6z6 antibiotikumok jelenlétében

Az AT 9-es torzs ampicillin, eritromicin, sztreptomicin és kloramfenikol antibiotikumok
mellett adta a legalacsonyabb abszorbancia értékeket (6. dbra). A sztreptomicint tartalmazo
well-ben magasabb, azonban a negativ kontroll értékétél nem szignifikansan eltérd
eredményt kaptam. A sztreptomicin tehat nem o6lte el teljes mértékben a baktériumokat,
azonban a szaporodasukat korlatozta, érzékenyen reagalt az antibiotikumra a torzs. A
korong-diffiziés mérések eredményeként azt tapasztaltam, hogy a torzs a vizsgalatban
résztvevd antibiotikumok koziil egyediil az eritromicinre reagalt mérheté feltisztulasi

zénaval. Kanamicin jelenlétében a microplate-es és korong-diffiizios mérések alkalmaval

egyarant rezisztenciat mutatott, az antibiotikum jelenlétében novekedés tortént a mérések
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alkalméval. A korongdiffuziés mérés gatlasi zondinak eredményét is figyelembe véve a
Lactobacillus mucosae torzsek koziil a legnagyobb atmér6jii zonat eritromicin mellett az AT

9-es torzs esetében mértem.
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7. abra A TS 29-es torzs negativ kontroll 0,1-es értékével korrigalt abszorbancia értékei

kiilonb6z6 antibiotikumok jelenlétében

A TS 29-es torzs ampicillin jelenlétében az abszorbancia mérés alkalmaval a negativ kontroll
értékével szinte megegyezO eredményt produkalt (7. abra). A korongdiffuziés mérés
eredményei alapjan a torzs kizardlag eritromicinre reagalt érzékenyen, ampicillin,
kanamicin, sztreptomicin és kloramfenikolos oldattal &titatott szlirkorong koriil nem
képz6dott gatlasi zona. A rezisztencia-azokkal az antibiotikumokkal szemben, amelyek nem
okoztak feltisztuldsi zonakat nem jelenthetd ki, hiszen az abszorbancia mérések soran a
pozitiv kontroll értékeitol alacsonyabb értékeket kaptam eredményiil, a tejsavbaktériumok
novekedését visszaszoritottak a kanamicin és a sztreptomicin kivételével az antibiotikumok.
Kanamicinnel szemben a microplate-es mérés, illetve a korongdiffuziés mérés alkalmaval
egyarant_rezisztenciat mutatott a torzs. Sztreptomicinnel szemben az elsé abszorbancia
mérés. eredményét alapul véve a pozitiv kontroll értékét megkozelitd értéket kaptam
eredményiil, igy a korongdiffiiziés mérés eredményével dsszhangban a torzs rezisztenciat

mutatott az antibiotikummal szemben.
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8. abra A TS 31-es torzs negativ kontroll 0,1-es értékével korrigalt abszorbancia értékei

kiilonb6z6 antibiotikumok jelenlétében

A TS 31-es torzs az abszorbancia mérés eredményei alapjan a legalacsonyabb abszorbancia
értékeket ampicillin, eritromicin, illetve kloramfenikol jelenlétében mutatott (8. abra). A
torzs a vizsgalt Lactobacillus mucosae torzsekkel Osszhangban rezisztenciat mutatott
kanamicinnel szemben, tovabbd a pozitiv kontroll "értékéhez kozelité értéket adott
sztreptomicin jelenlétében, tehat rezisztensnek mutatkozott a térzs ezzel az antibiotikummal

szemben is. A korongdiffiizids vizsgalatok sordn-ampicillin és eritromicin jelenlétében volt

o

mérhet6 az antibiotikumokkal atitatott sztirokorongok koriil gatlasi zona, a tobbi, vizsgalt
antibiotikum nem okozott gatlasi zonat, igy a rezisztencia a két mérési modszert 6sszevetve

a kanamicin és sztreptomicinnel szemben kijelenthetd.
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9. abra A TS 35-0s torzs negativ kontroll 0,1-es értékével korrigalt abszorbancia értékei

kiilonb6z6 antibiotikumok jelenlétében
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A TS 35-0s torzs az abszorbancia vizsgalat eredményei alapjan ampicillin jelenlétében a
negativ kontroll értékénél magasabb, azonban a pozitiv kontroll 1,0-s értékénél alacsonyabb
értéket mutatott, amely arra enged kovetkeztetni, hogy az antibiotikum ugyan
visszaszoritotta a torzs szaporodasat, azonban nem akadalyozta azt meg teljes mértékben (9.
abra). A korongdiffuziés vizsgalatok eredményei alapjan a vizsgalatban résztvevo
antibiotikumok koziil kizardlag az eritromicinnel atitatott szlrépapir koriil volt mérhetd
feltisztulasi zona, a tobbi antibiotikumra latszolagos rezisztencidt mutatott a torzs. A
kanamicint és sztreptomicint tartalmazé wellek-ben a negativ kontroll értékétél magasabb
eredményeket kaptam, a vizsgélt torzs azonban nem kozelitette meg a pozitiv kontroll
értéket, tehat ennél a torzsnél a novekedést sikeriilt csokkenteni az ‘elobb emlitett
antibiotikumok jelenlétében. A TS 35-0s torzs csekély érzékenységet mutatott a faj vizsgalt
torzseivel szemben azokra az antibiotikumokra is, amelyekre a tobbi, vizsgalatban résztvevo
torzs rezisztenciadt mutatott. Kanamicin jelenlétében az abszorbancia vizsgalata soran a TS
35-0s torzs volt az egyediili torzs, amelynek abszorbancia. értéke nem kozelitette meg a

pozitiv kontroll értékét.
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10. abra A'TS 43-as torzs negativ kontroll 0,1-es értékével korrigalt abszorbancia értékei

kiilonb6z6 antibiotikumok jelenlétében

A TS 43-as torzs az abszorbancia vizsgalat eredményei alapjan a tovabbi vizsgalt
Lactobacillus mucosae torzsekhez hasonléan kanamicinnel és sztreptomicinnel szemben
rezisztenciat mutatott, az abszorbancia értékek alapjan a pozitiv kontroll referencia értekét
megkozelitették az ezen antibiotikumokat tartalmazo wellek abszorbancia értékei (10. dbra).
A korongdiffiizios vizsgalat alkalmakor eritromicin jelenlétében tapasztaltam mérhetd

feltisztulasi zonat. A torzs tehat a két mérési modszer eredményei alapjan kanamicinnel €s
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sztreptomicinnel szemben mutatott rezisztenciat, a tovabbi vizsgalt antibiotikumok jelenléte

megakadalyozta a torzs novekedését.
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11. abra A TS 44-es torzs negativ kontroll 0,1-es értékével korrigalt abszorbancia értékei

kiilonb6z6 antibiotikumok jelenlétében

A TS 44-es torzs a korongdiffizios vizsgalat walkalmaval az eritromicinnel atitatott
szlirbkorong koriil adott mérhet6 eredményt, kizardlag ennél az antibiotikummal atitatott
szlirokorong koril volt mérhetd gatlasivzona (11. abra). Az abszorbancia vizsgalatok
alkalmaval a torzs kanamicinnel .€s sztreptomicinnel szemben mutatott rezisztenciat. A
korong diffuizios vizsgalattal szemben all azonban az ampicillinnel szembeni latszélagos
rezisztencia, hiszen az .ampicillinnel atitatott szlir6korong koriil nem volt mérhetd
feltisztulasi zona, azonban az abszorbancia vizsgéalatok soran lathatéoan alacsony, a negativ

kontroll értékéhez’kozeli eredmények sziilettek. A torzs kloramfenikol jelenlétében alacsony

abszorbancia értékeket adott, tehat az antibiotikum megakadalyozta a torzs novekedését.
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12. abra A TS 47-es torzs negativ kontroll 0,1-es értékével korrigalt abszorbancia értékei

kiilonb6z6 antibiotikumok jelenlétében

A TS 47-es torzs eritromicin jelenlétében mutatott feltisztulasi zonat a korongdiffuzios
vizsgalat alkalmaval, amely eredménnyel korrelal az abszorbancia vizsgalat eredménye, a
torzs novekedését a negativ kontroll értékéhez kozeli, 0,004-es értékre sikertiilt
visszaszoritani (12. dbra). Az ampicillin jelenlétében akorongdiffiizios vizsgalat alkalméval
ugyan nem tapasztaltam mérhet6 feltisztulasi-zonat, az abszorbancia mérések mindegyike
soran a torzs novekedése a negativ kontroll-értékéhez kozeli eredményt adott. A torzs
kanamicinnel és sztreptomicinnel szemben mutatott rezisztenciat, az abszorbancia
vizsgalatok soran a pozitiv kontroll'értékét meghaladtak az eredményiil kapott abszorbancia
értekek, tovabba a korongdiffuzids vizsgalatok eredményei alapjan is a rezisztencia ténye

jelenthetd ki az elébb emlitett antibiotikumokkal szemben.
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13. abra A TS 54-es torzs negativ kontroll 0,1-es értékével korrigalt abszorbancia értékei

kiilonb6z6 antibiotikumok jelenlétében
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A TS 54-es torzs a korongdiffuzids vizsgalat alkalmaval befertéz6dott, igy nem kaptam
felhasznalhato eredményt ennek a torzsnek az esetében. Az abszorbancia vizsgalat alapjan a
torzs novekedését az ampicillin, eritromicin és kloramfenikol antibiotikumok szoritottak
vissza a negativ kontrollbol megallapitott referencia értékére (13. abra). A torzs rezisztenciat
mutatott kanamicinnel szemben, illetve sztreptomicin mellett ugyan ndvekedést mutatott,

azonban a kapott érték nem kozelitette meg a pozitiv kontroll értékét.
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14. dbra A TS 55-0s torzs negativ kontroll 0,1-es értékével korrigalt abszorbancia értékei

kiilonboz6 antibiotikumok jelenlétében

A TS 55-0s torzs a faj tovabbi tdrzseire kapott abszorbancia vizsgélat eredményeivel
Osszhangban kanamicinnel €s sztreptomicinnel szemben mutatott rezisztenciat (14. abra).
Ennél a torzsnél kapott abszorbancia érték sztreptomicin jelenlétében kiugréan magas, a
pozitiv kontroll értékétd]l csupan ket tizeddel tér el. A torzs a faj vizsgélatban résztvevo
torzseivel ellentétben nem a negativ kontroll értékénél valamivel magasabb 0,115-6s
abszorbancia értéket mértem, igy ez a torzs kevésbé érzékenyen reagalt a kloramfenikolra.
A korongdiffizos mérés soran ampicillin és eritromicin jelenlétében mértem feltisztulési
zOnat.

A vizsgalt torzsek mindegyike rezisztenciat mutatott kanamicinnel szemben. Az AT 6-0s,
TS 29-es, TS 31-es, TS 35-6s, TS 43-as, TS 44-es, TS 47-es, TS 54-es és TS 55-0s torzsek
rezisztenciat mutattak sztreptomicinnel szemben. Sztreptomicin jelenlétében az AT 3-as és
AT 9-es torzsek novekedése szorult vissza. A vizsgalt Lactobacillus mucosae torzsek

mindegyike érzékenyen reagalt az ampicillin és a kloramfenikol antibiotikumokra. Az

eritromicin a korongdiffiizids vizsgéalatok mindegyikénél feltisztulasi zonat hozott 1étre az
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agar feliiletére szélesztett baktériumtorzsekkel valod kontaktba 1épés utan. A vizsgalt torzsek
koziil kiemelném a TS 35-0s torzset, amely ampicillin jelenlétében a legmagasabb
abszorbancia értéket mutatta, a torzs azonban a kanamicinre érzékenyebben reagalt, ennél a
torzsnél mértem a legalacsonyabb abszorbancia értéket kanamicin jelenlétében. Az
antibiotikumok romldsa miatt sajnos a kisérletsorozatombdl az els6 mérés adott
kiértékelhetd eredményeket, igy érdemes lenne a késdbbiekben megismételni a mérésket
friss antibiotikumok felhasznalasaval is annak érdekében, hogy nagyobb adathalmaz
kiértékelésével atfogobb képet kapjunk arrél, hogy a Lactobacillus mucosae faj kiilonbozo
torzseinek kiugré adatai valoban pipettazasi hibak vagy keresztszennyezésekbdl fakadnak,
vagy esetlegesen az antibiotikumok romlasara vezethet6k vissza. A kisérleteim eredményeit
az irodalomban leirtakkal Osszevetve azt tapasztaltam, hogy a faj kiilonb6z6 torzseivel
végzett antibiotikum rezisztencia vizsgalatok soran ampicillin, ‘eritromicin, kanamicin,
sztreptomicinnel és kloramfenikolra is érzékenyen reagaltak (Royan et al., 2021), amely az

altalam vizsgalt torzsek esetében eltérd eredményeket hozott.
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6. Osszefoglalas

Az eml6ésok béltraktusa mikroorganizmusok széles skalajanak ad otthont, és ezek a
baktériumok részt vesznek a bélrendszerbe keriild taplalékok megfelelé metabolizmusaban.
A probiotikumok hozzdjarulnak az egészséges emésztéshez, illetve eldsegitik az
immunrendszer megfelelé mikodését, fontos szerepet jatszanak az egészséges étrend
kiegészitésében. A  probiotikumok hozzdjarulnak a  bélflora  egyensulyanak
helyreallitasahoz, amely 1étfontossagi mind az emberek, mind az allatok szamara. Az
ujonnan izolalt tejsavbaktérium torzsek probiotikummaé vald nyilvanitidsa meglehetésen
bonyolult és komplex feladat, melynek egyik alappillére, hogy az adott torzsrol
megallapitsuk, hogy a baktérium képes-e ellenallni az emésztdrendszer szélsOséges
koriilményeinek, tovabba vizsgalni sziikséges az antibiotikumokra valo érzékenységiiket,
amely potencialis veszélyforras lehet a rezisztencia gének esetleges atadasanak lehetdsége
miatt. A Lactobacillus mucosae, illetve Lactobacillus plantarum torzsek antibiotikum
rezisztenciajanak vizsgalatait két kiillonbozé moddszer. segitségével vizsgéltam, az
eredményeket  Osszevetettem. A korongdiffizios )vizsgalatok sordn  mindkét
tejsavbaktériumfaj torzsei az eritromicinre, illetve.ampicillinre reagaltak gatlasi zonaval, a
tobbi vizsgalt antibiotikumra latszolag rezisztenciat mutattak. A vizsgalt fajok koziil a
Lactobacillus plantarum faj térzsei az abszorbancia vizsgalat soran pozitiv kontrollként sem
néttek ki, igy ezeknek a torzseknek az abszorbancia értékeit nem értékeltem ki viszonyitasi
alapot ad6d kontroll érték hidnydban. A vizsgéalatom néhany torzs kivételével nagyjabol
egyontetli eredményt hozott; a vizsgalt torzsek mindegyike kanamicinnel, a térzsek néhany
kivétellel pedig sztreptomicinnel szemben is rezisztenciat mutattak. A toérzsek novekedése
az abszorbancia vizsgélat eredményei alapjan ampicillin és eritromicin jelenlétében megallt.
Az AT 6-os torzs sztreptomicin jelenlétében nem novekedett az elsé abszorbancia vizsgalat
alkalmaval.-Mivel a masodik és harmadik vizsgalat idejére az alkalmazott antibiotikumok
egy része-bomlasnak indult, ezaltal veszitettek a baktériumold képességiikbol, emiatt a fél
évvel késobbi vizsgalatok nem relevansak, igy érdemes lenne a torzseket felhasznalva
megismételni ezt a mérést. A TS 35-0s torzs a vizsgalt torzsekkel ellentétben a negativ
kontroll értekénél magasabb abszorbancia értéket mutatott ampicillin jelenlétében, azonban
kanamicin jelenlétében alacsonyabb abszorbancia értékeket mértem, mint a vizsgalt,
rezisztens torzsek esetén. Kisérleteim kiértékelése kozben azt tapasztaltam, hogy a vizsgalt
torzsek mindegyike gatlasi zonaval reagalt az eritromicinnel atitatott sziirépapirkorongra.
Az ampicillin esetében a gatlasi zonat nem mutato térzsek az abszorbancia vizsgalat soran

magasabb abszorbancia értékeket mutattak, mint a gatlasi zonaval rendelkez6 torzsek. A
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vizsgélati eredményeim alapjan a vizsgalt torzsek koziil egyik sem felel meg az EFSA
(European Food Safety Authority) altal eldirt kritériumoknak, melynek oka, hogy a vizsgalt
torzsek mindegyikénél kanamicinnel szembeni rezisztencia van jelen. A kisérleteket
érdemes lenne friss, Gjonnan vasarolt antibiotikumok felhasznaldsaval megismételni a

késébbiekben, annak érdekében, hogy pontosabb eredményeket kapjunk.
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