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1. BEVEZETES

Az ember €és a vele kozOs szimbidzisban €16 baktériumok egyiittes fejlodése dontd
fontossagu az emberi egészség és jolét fenntartasaban. A probiotikus baktériumok a belek
természetes lakoi, minden egészséges ember bélrendszerében megtalalhatdak. SOt nélkiiliik

nincsen egészséges ember!

Taplalkozastol, stresszes életmodtol, gyogyszerektdl, foleg antibiotikumok szedésétol
fliggben a természetes bélflorank megsériil. E16bb-utobb az egyensuly helyreall, de mégsem
érdemes a varakozéassal kockaztatni. Sokkal jobban tessziik, ha felgyorsitjuk ezt a
folyamatot, mivel a bélflora ,,megbetegedésének” ideje alatt a miikodése, és az altala végzett
folyamatok is zavart szenvednek, igy ennek kovetkeztében az immunrendszer védéfunkcioja
sem teljes. A probiotikumok tdbbnyire olyan tejsavbaktériumok, amelyek megfeleld
mértékben képesek talélni a tapcsatorna olyan hatasait, mint amilyen a gyomorsav
kornyezete, illetve a vékonybél enzimjei, igy Szabadon fejthetik ki pozitiv hatasukat a
szervezetre. A probiotikumok taplalékkal valod bevitele nemcsak a bélflora felborulasakor,
hanem akar az 6szi és tavaszi id6szakban is kedvez6 hatassal lehet rank, amikor amugy is
fogékonyabbak vagyunk a fert6zéses eredetli megbetegedésekre. Szedésiikkel szervezetiink
ellenalloképessége novekszik, és az dltaldnos kdzérzetlinkdn (faradtsag-, levertségérzet) is

sokat javithat.

Mig a legtobb probiotikus készitményben alkalmazott torzsek a Lactobacillus-ok és a
Bifidobacterium-ok bizonyos fajainak egyes torzsei, addig nagyon sok baktériumtorzs
életképességének vizsgalata felfedezetleniil marad. A dolgozatom f6 célja a kevésbé ismert
Lactococcus tejsavbaktériumok vizsgalata és Gsszehasonlitasa egy gyakrabban alkalmazott
Lactobacillus faj torzseivel. Ennek elérése érdekében a laboratoriumban modelleztem a
gyomor-béltraktus egyes koriilményeit. Kivancsi vagyok, vizsgalataim eredménye adhat-e
alapot jovobeni vizsgalatokhoz, amelyekkel ujabb baktériumtorzseket vehetiink be a

probiotikus hatasu készitmények soraiba.



2. AMUNKA CELJA

Szakdolgozatmunkam soran tobb kiilonbozo tejsavtermeld baktériumtorzs epesav- €s
gyomorsav tiird képességét vizsgaltam. Méréseim soran arra kerestem a valaszt, hogy ezek
a savak hogyan befolyasoljak kiilonb6z6 Lactobacillus és Lactococcus nemzetségbe tartozo
fajok sejtszamat eltérd idejli expozicio esetén. Tovabba szerettem volna meghatarozni, hogy
a vizsgalt torzsek koziil melyik lesz életképesebb a gyomor-béltraktust modellezd
kornyezeten athaladva, ezaltal melyiket lehetne probiotikus torzsként alkalmazni,

amennyiben megfelel a probiotikumokkal szemben tamasztott egyéb kritériumoknak is.
A kisérleteim soran az alabbi feladatokat terveztem megvalositani:

= Lactococcus garvieae, Lactococcus formosensis, Lactococcus lactis és
Lacticaseibacillus paracasei torzsek -20°C-on tarolt inokulumjainak MRS
taplevesben 48 oran 4t 37°C hdOmérsékleten torténd inkubacioval valod
felszaporitasa.

= A felszaporitott baktériumtenyészetek sejtszamanak meghatarozasa Biirker-
kamras vizsgalattal.

= (0,3%-0s epesav koncentracid beallitasa utan, 8 o6ras intervallumban két érankénti
mintavétellel decimalis higitasi sor készitése, majd szélesztés és inkubacio utan
az epesav Kkitettség sejtszamra gyakorolt hatdsanak meghatdrozasa az egyes
baktériumtorzsek esetében.

= 2-es pH bedllitdsa utan, a beoltas pillanatatoél 30, 60, 90 és 120 percenként
mintavétel, majd decimalis higitasi sor, szélesztés és inkubacié utan az erésen

savas pH hatasanak vizsgalata a baktériumtorzsek sejtszamara.

Kisérleteimet a Magyar Agrar-és Elettudomanyi Egyetem Elelmiszertudoméanyi Kar

Elelmiszer-biotechnoldgiai Kutatocsoportjanak laboratoriuméban végeztem.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A mikrobiom

Az emberi mikrobiom véltozatos baktériumok egyediilallo tarhdza. Az emberi bélrendszer
mintegy 1000 kiillonb6zé mikrobafajnak ad otthont, amelyek nagymértékben befolyésoljak
a gazdaszervezet belsé kornyezetét, és jelentds szerepet jatszik a gazdaszervezet
egészségében (Saha és Saroj, 2022). Egyértelmiien kimutathato, hogy minél valtozatosabb a
bélflora, minél tobbféle baktériumot tartalmaz, annal jobb hatdssal van az egészségre. A bél
bakteridlis kolonizacidja mar a sziiletés kozben megkezdddik és évekig tart. Szamos
baktériumkozosség, koztik a tejsavbaktérium torzsek alkotjak a bélmikrobiom végso

Osszetételét, amely minden egyénnél egyedi (Garbacz, 2022).

3.1.1. A mikrobiom és a dysbiosis
., Minden betegség a bélbdl ered.” (Hippokratész)

Bar ezt az idézetet Hippokratésztdl sok orvosbioldgiai szakfolyoirat idézte, tényleges
bizonyitékot, hogy €z a mondat tle szarmazna, irasaiban nem talaltak. Ennek ellenére ez a

kijelentés a legujabb kutatasok fényében igaznak bizonyult (Perlmutter, 2017).

A mikrobiotat alkotd torzsek tobbsége a vastagbelet kolonizalja, és érzékenyen reagal a
gazdaszervezet életciklusainak valtozasara. Hatassal van ra, hogy milyen az ¢letmodunk,
milyen gyogyszereket Szediink, hogy hiivelyi aton vagy csaszarmetszéssel sziiletiink,
hogyan taplalkozunk és csecsemOként anyatejes vagy tapszeres taplalasban részesiiliink
(Knight és Buhler, 2015). Ez megneheziti az egészséges mikrobiom meghatarozasat. Ezen
fenntartasok ellenére megallapithato, hogy az optimalis mikrobiom jellemzdje a fajok magas
foku, stabil diverzitasa. Ezt a stabilitast olyan kiils6 tényez6k, mint a stressz, helytelen diéta,
gyogyszerek (antibiotikumok, szteroidok és nem szteroid hatasu gyulladascsokkentok,
protonpumpa-inhibitorok) eldnyteleniil befolyasoljak. Az irodalomban dysbiosisként
szamontartott allapot a gazdaszervezet és a mikrobiota fajok kozotti szimbiotikus kapcsolat

megbomlasat és a baktériumok abnormalis allapotat jelenti.

Az emberi szervezetben a nyel6cs6tol egészen a végbélnyilasig egyrétegii hamsejtek boritjak
az emésztétraktust, ami a testink és a kornyezetiink kozotti hatart biztositja. A
bélnyalkahartya segiti a tapanyagok felszivodasat, megakadalyozza azon molekulak,
vegyiiletek és mikroorganizmusok véraramba keriilését, amelyek karosithatjak a szervezetet,

illetve immunglobulinokat tartalmaz, amelyek hozzako6tddnek az idegen baktériumokhoz és
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fehérjékhez, ezaltal megakadalyozzdk, hogy azok a bélnyalkahartydhoz tapadjanak.
Szivarg6 bél jelenség esetén a bélnyalkahartya mésodik f6 funkcidjat elveszitve szabadabba
valik a sejtek kozotti diffuzid, és a veszélyes mikroorganizmusok a véraramba keriilve
gyulladast idéznek eld. Jol dokumentalt tény, hogy ha a bélrendszer védémechanizmusa
meggyengiil, a gyulladds mértékének novekedése kovetkeztében sokféle betegségre

fogékonnya valunk (Perlmutter, 2017).

A témat kozelebbrdl tekintve leirthatd, hogy a bélpermeabilitas integritasa Kritikus az
egészség szempontjabol. Az integritas csOkkenése lehetdvé teszi a lipopoliszacharidok
membranjaban jelen 1év6 erés endotoxinok, a lipopoliszacharidok a baktériumok sejtfalabol
felszabadulva és a vérbe keriilve LPS-asszocialt toxicitast és gyulladassal jaré kronikus
immunvalaszt indukalnak, mindemellett a vér-agy gaton is atjutva, mint gyulladast kelt6
vegyiiletek az agyi funkciokban is zavart okozhatnak (Salguero et al., 2019). Ebbdl
egyértelmiien kovetkeztethetd a gyulladasos bélbetegség és az LPS kozotti kétiranyt
kapcsolat, mivel az IBD (inflammatory bowel disease) megvaltoztatja a bél permeabilitasat,
igy lehetévé teszi a szivargod bél kialakulasat és a korokozok bejutasat a véraramba (Candelli
et al., 2021). Ezt a jelenséget még inkabb fokozza a magas zsirtartalmu élelmiszerek
fogyasztdsa, vagy akdr a vércukorszintet szabalyoz6 metformin gyodgyszer szedése is,
amelyek novelik az LPS-tartalmi Gram-negativ baktériumok relativ gyakorisagat a bélben

a Gram-pozitiv baktériumokkal szemben (Salguero et al., 2019).

Azért kiilonosen veszélyes probléma a szivargd bél jelensége, mert a bélfal karosodasa
kovetkeztében fellépd gyulladdsos tiinetek szivargd agyhoz vezethetnek. A nagy
ateresztOképességnek koszonhetden Dr. Alessio Fasano feltdrta a ma mar elfogadott
Osszefiiggést a gluténfogyasztds, a bél megndvekedett permeabilitasa, valamint a
szervezetiink egészében fennalld gyulladasos allapot kozott. Ezt a felfedezést még
aggasztobba teszi az, hogyha a glutén egyik fehérjéje, a gliadin a bélbe keriil, a vér-agy gat
is atjarhatobba valik. Dr. Armando Ferraro neuropatologus és Dr. Joseph E. Kilman klinikali
pszichiater, a New York-i Pszichiatriai Intézet munkatarsai a kdvetkez6t publikaltak a
Psychiatric Quarterly (1933) folyoiratban: ,,Tavol alljon tdlink, hogy minden mentalis
megbetegedést ugyanarra az okra vezessiink vissza, de teljes mértékben indokoltnak érezziik
a kijelentést: vannak olyan mentdlis zavarok, amelyek alapvetd kivaltdé oka az

emésztorendszerben keletkez6 toxikus allapot.” (Bested et al., 2013).



Egyik figyelemre méltdo felismerés, hogy a mentalis egészséggel kapcsolatos
rendelleneségek alacsony fokt gyulladassal (gyulladasmarkerek pl. citokinek vagy C-
reaktiv proteinek emelkedésével) és oxidativ stresszel jarnak (Bested et al., 2013; Perimultter,
2017). llyen példaul a depresszio, Alzheimer-kor, Parkinson-kor, autizmus, s6t az ADHD és
néhany szorongasos kérkép sem kivétel ez aldl. Ugyanakkor tobb gastrointestinalis betegség
magas komorbiditast mutat mentalis és viselkedészavarokkal, példaul: irritabilis bél

szindroma, Crohn-betegség, colitis ulcerosa (Kiss et al., 2018).

A bél permeabilitassal 6sszefliggésbe hozhatd LPS-asszocialt toxicitas ellen kiemelkedden
fontos szerepet jatszhat a helyes taplalkozés, és a probiotikus bélbaktériumok aranyanak
novelése. Mig a nagyon magas (kb. 72%-0s) zsir- és szénhidrattartalmu étrendek csokkentik
ezen mikroorganizmusok szintjét, folyamatosan noévelik a szivargd bél kialakulasanak
esélyét, ¢és ezzel akar 2,7-szerése fokozodhat a vérben keringé LPS-szintje.
Bifidobacterium-ok beadasat kovetden a kutatas soran az omega-3 szintje megemelkedett a
szervezetben, amely a telitett zsirokban gazdag olajokkal szemben pozitiv hatassal van a
bélgatra és korlatozza az LPS karos hatasait. Lactobacillus torzsek némelyike jelentds
antioxidans hatassal rendelkezve megakadalyozza a bél permeabilitasat, és csokkentik a
stressz altal kivaltott LPS-terhelést is. A tejsavbaktériumokat tartalmazd természetes
fermentalt tejtermékekben (pl. kecsketejben) magasabb a laktoferrin fehérje, amely szintagy
eldsegiti a Bifidobacterium-ok szaporodasat a potencialisan patogén mikrobak rovasara
(Bested et al, 2013). gy megallapithatiuk, hogy ennek az egyre veszélyesebb
tiinetegytittesnek normalizalasa érdekében rendkiviil fontos, hogy a megfeleld étrenddel és

az egeészséges ¢letmoddal tamogassuk szervezetiink bélbaktériumait.

3.1.2. A mikrobiom élettani hatdsai

A mikrobiom sokféle élettani funkciot tolt be, alapvetd tapanyagforrast, vitamint biztosit, a
gyomor-bélrendszer integritasat segiti, és immunrendszeriink érettségét akar 80%-ban
determinalja. Dr. Szabé Attila és Dr. Rajnavolgyi Eva az agy-bél-immunrendszer kozotti
kolcsonos, oda-vissza iranyuld interakcio feltételezését a BIG T (brain-immun-gut-triangle)
egyenld szari haromszoggel irtak le (1. abra). E megkozelités szerint az immunfolyamatok,
a viselkedés ¢€s a taplalkozas szorosan kapcsolodnak és szabalyozzdk egymast (Szabo és

Rajnavolgyi, 2013).



Agy-Immun-Bél haromszog (BIG-T)

Immunrendszer Bél/Mikrobiota

védelem

1. abra: Az agy-immun-bél haromszog (Brain-Immun-Gut Triangle), mint integralt funkcionalis és
szabalyoz6 egység. A kétiranyu fekete nyilak a visszacsatolasos finomhangolést, mig a szines nyilak az egyes
rendszerek funkcionalis aktivitasat jelolik (Szabo és Rajnavolgyi, 2013).

A mikrobiom kémiai kozvetitokkel bele tud szolni a kdzponti idegrendszer mitkodésébe is,
ami a fejlédés korai szakaszdban kiillondsen meghatarozd tényezd lehet. Példaul korai
¢letkorban stressz hatasa aléd helyezett patkanyokban befolyasolta a késdbbi €letkor stressz-
reaktivitasat (O’Mahony et al., 2008), mig a steril béltraktusu egyedek stresszérzékenysége
fokozottabb volt. Ugyanebben a vizsgalatban megfigyelték, hogy a mikrobiom betelepitése
fiatalabb korban a stresszvalasz normalizalodasahoz vezetett (Kiss et al., 2018; Sudo et al.,
2004). A Dbél mikrobai tovabba szamos olyan vitamint is termelnek, melyek
nélkiilozhetetlenek az agy egészsége szempontjabol. A Bip-vitamin alacsony koncentracioja
oriasi kockazati tényez6 nemcsak a demencia, de egyéb idegrendszeri problémat illetéen is.
Emellett bizonyos ételekben fellelhetd OsszetevOket, a polifenolokat is Kisebb méreti,
gyulladascsokkentdé molekulakra bontanak, amelyek eljutva az agyhoz, annak védelmét
biztositjak (Perlmutter, 2017).

Kihangstlyozand6 az is, hogy egy egyén bélfloraja szignifikans mértékben, akar 25%-ban
meghatarozza a testsulyt, ugyanis a bélbaktériumok jelentés mértékben befolyasoljak a
szervezet energia-egyensulyat (Kiss et al., 2018; Turnbaugh és Gordon, 2009). A Firmicutes
és a Bacteroidetes, mint az emésztérendszerben ¢él6 baktériumpopulacié két nagy

csoportjanak egymashoz viszonyitott aranya (F/B) meglepden befolyasolja egészségiink
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allapotat, illetve betegségek megjelenésének kockdzatat. A vastagbélben talalhato
baktériumok 90%-at alkotjak, de aranyuk meglepden kiilonbdzik elhizott és sovany emberek
bélflorajaban. Mig az el6zbleg emlitett talsulyos embereknél joval tobb Gram-pozitiv
Firmicutes talalhatd, addig a sovanyabbakéban a Gram-negativ Bacteroidetes torzsbe
tartoz6 baktérium fajok torzsei dominaltak. S6t a Firmicutes magas szintje bekapcsolhat
olyan géneket, amelyek ndvelik az elhizas, a cukorbetegség, és akar a sziv- és érrendszeri
betegségek kockazatat is. Gondoljunk bele: ha valtozik ezeknek a baktériumoknak az aranya,
az megvaltoztathatja a genetikai informacionk kifejez6dését is (Kumar et al., 2014;
Perlmutter, 2017)! Az elhizasrol sokan nem gondoljak, hogy gyulladasos betegség, ahogy a
depressziorodl és a demenciardl sem, pedig mindegyik az. A zsirszovet altal termelt citokinek
mennyisége minden gyulladasos eredetli betegség esetén magas, akar az iziileti gyulladasrol,
akar a szivbetegségen at az autoimmun rendellenességekrdl vagy a demenciarol beszéliink.
Mivel a zsirfelesleg noveli a gyulladast, a gyulladas szintje pedig elorevetiti a neurologiai
rendellenességeket, megallapithatjuk, hogy az elhizds az agyi rendellenességek kockazati
tényezdje. Mas-mas tiinetegyiittesekkel rendelkezé betegségeket tobb esetben is az
elhizasnak tulajdonitunk. igy példaul az anyagcserezavarban szenvedd cukorbetegek, és a
sziv- és érrendszeri betegségbe kategorizalt magasvérnyomas hatterében is bizony a

gyulladas all (Perlmutter, 2017).

A legtijabb kutatasok szerint a mikrobiom jelent6s hatassal van az agy és az immunrendszer
immunfeligyelet ellendrzése alatt — konnyen illeszkedik a bél-agy-immun kommunikacid
harmas tagozodast funkciondlis €és szabalyoz6 halodzataba (Szabd és Rajnavolgyi, 2013).
Az immunrendszer egyik legfontosabb résztvevéi a B-sejtek, amelyek antitestek
eldallitasara termelddnek. Minden ilyen sejt egyedi receptort (BCR) hordoz, amely
meghatdrozza, mely karos részecskét képes megkotni. Ez a rendkiviili véltozatossadg a
receptorokat kodold gének atrendez6désébdl szarmazik. Igy minden B-sejtben a receptor
kiss¢ eltérd, ami a felismerheté karos molekuldk milliardnyi lehetdségét eredményezi.
A bélben talalhaté mikrobdk kivaltjak ezeknek a B-sejtpopulacidknak a terjeszkedését és az
ellenanyagtermelést. A rendelkezésre all6 antitestek kdre nagyban fiigg attol, hogy a hasznos
mikrobaink hol talalhatok meg a szervezetiinkben. Dr. Limenitakis olyan specialis
vizsgalatot végzett, amelyben genetikai szekvencidk millidinak feldolgozasa soran
Osszehasonlitotta a B-sejtek antitest-repertoarjat attol fiiggden, hogy a mikrobak a bélben,

vagy a véraramba keriilve fejtik ki hatdsukat. A bélmikrobdk érzékenyitik a kozponti



immunszoveteket, és antitestképzésre 0sztonzik oket, ha egy ismeretlen mikroba keriil a
véraramba. Ennek hatasara a meglehetdsen korlatozott bél-ellenanyag-valasz megvaltozik,
hogy alkalmazkodni tudjon az 0j baktériumhoz. Dr. Li a kisérlet adataibol megallapitotta,
hogy nemcsak a mikrobiom 0sszetétele, hanem a kommenzalis mikrobidta bizonyos
tagjaival vald érintkezés id6ézitése és sorrendje is hatassal van a kialakuld B-sejt-receptor-
repertoarra és a korokozokkal szembeni késObbi immunitasra (Li et al., 2020).
Perlmutter (2017) Agyépitok konyvébdl idézve ,,Megkeriilhetetlen tény, hogy az évmilliok
soran egyiitt fejlodtiink ezekkel a mikroorganizmusokkal. Pontosan ugyanolyan fontosak az
¢letben maradasuk, mint a sajat sejtjeink. Sziikségiink van rajuk az életiinkhoz és
egészségiinkhdz. Sajnos, nem adjuk meg a kelld tiszteletet a bélfloranknak. Veszélyes
koriilmények kozott végzik 1étfontossaghi munkajukat — eljott az ideje, hogy kelld mértékben
figyeljiink rajuk, és gy gondoskodjunk réluk, ahogy megérdemlik. Csak ilyen hozz4allassal

lesziink képesek jelentds haladast elérni a modern kori betegségekkel valo kiizdelemben.”

3.2. A probiotikumok

A probiotikumok mint ,.életképes, nem patogén, egészséget biztosito mikroorganizmusokat
tartalmazo étrend-kiegészitok™ fizioldgiai funkcidinak javitdsaval elényoket biztositanak a
gazdaszervezet szamdra, ¢és potencidlis kemopreventiv szerként is betdltik funkciojukat
(Orlando et al., 2012). A probiotikumokat tulnyomodrészt a bélrendszer egészségének
javitasara hasznaljak, de emellett az immunrendszer kiegyensulyozott mitkodésében is
kulcsszerepet jatszanak. Novelik a korokozokkal szembeni rezisztenciat, javitjak az
emésztérendszer miikodését, erdsitik a bélfalat, és potencialisan elsegitik a rakkeltd
anyagok megkotését és eltavolitasat a bélrendszerbdl (Papp-Bata és Szakaly, 2021).
Mindemellett antitumorogén vagy antimutagén vegyiileteket termelnek, ezaltal
létfontossaguak a rakos megbetegedések prevencidjaban, progresszidjanak megeldzésében,
valamint a sejtnévekedési mechanizmusok szabalyozasaban (Orlando et al., 2012; Tasdemir
¢és Sanlier, 2020).

Kivalasztasi kritériumaik kozé tartoznak a kovetkezd funkcionalis tulajdonsagok: pozitiv
hatast gyakorolnak a gazdaszervezetre, ¢letképesek maradnak a termék teljes szavatossagi
ideje alatt, ellenallnak a gastrointestinalis traktuson vald 4thaladas soran érkez6 hatasoknak,
megtapadnak a bélham sejtfalan, és kolonizaljdk a traktus lumenét, antimikrobidlis
anyagokat termelnek a korokozokkal szemben (ilyen anyagcsere-vegyiiletek pl. zsirsavak,

hidrogén-peroxid, diacetil), technoldgiai szempontbdl alkalmasak/ellenédlldak ipari



folyamatok soran és stabilizaljak a bélmikrobiotat. A bélnyalkahartydhoz valo tapadéasuk
megakadalyozhatja a probiotikus sejtek kimosasat, ezzel lehetdvé téve citokin termelés
Emellett sziikséges ahhoz is, hogy enzimeket, természetes antibiotikumokat, tejsavat,
vitaminokat allitsanak el6 és nyugodt koriilmények kozott szaporodhassanak (Shewale et al.,
2014).

A probiotikumok hatasmechanizmusai (Hancz, 2021):

= Patogén-antagonizmus: a taplalékkal szervezetbe juttatott mikroorganizmusok,
olyan anyagokat termelnek, amelyek meggatoljak a patogén mikrobak
szaporodasat, és gatoljak a korokozok kolonizacidjat (Servin, 2004).

= Kompeticié: a patogének korlatozdsa a tdpanyagforrasokhoz ¢és a tapaddsi
helyekhez val6 hozzajutasban.

* Immunmodulacio és toxin semlegesités: a probiotikum tamogatja a gazdaszervezet
immunrendszerét és/vagy inaktivalja a patogének termelte toxinokat (Brandao et

al., 1998; Ezendam és Van Loveren, 2006).

A probiotikumok funkcionalitdsa €s egészségligyi szempontjainak megismerése érdekében
in vitro és in vivo kisérleteket egymassal korrelalva végeznek. Emberi felhasznalasuk el6tt
szilkségesek a human kisérletek is. Eredetiik lehet allati, emberi mikrobiombol
(vastagbélbdl, anyatejbdl), vagy allati eredetli élelmiszerforrasbol (nyers tejbdl vagy
fermentalt élelmiszerekbdl) is. Emberi célra torténd kivalasztas esetén, ha a probiotikus
torzset az emberi mikrobiombol izolaltdk nagyobb valosziniiséggel tapad meg az emberi
bélfalon, €és nagyobb eséllyel biztonsagosabb. A WHO/FAO irdnyelvei szerint a
probiotikumok torzsspecifikusak, ezért nemzetség, faj és torzs szintjén is azonositani kell
Oket fenotipusos, és genetikai technikdk kombinalasaval egyiitt. El6bbi jellemzésének
els6dleges azonositdsi kritériumai a sejtmorfoldgia, a metabolitok meghatarozasa, az

enzimaktivitas és a cukor hasznosito képessége (Shewale et al., 2014).

Probiotikus torzsek jellemzésére elvégzendd tesztek (Shewale et al., 2014):

= A mellékhatasok értékelése korabbi human vizsgalatok soran.
= Metabolikus aktivitasok felmérése (pl. D-laktdz termelés, epesd konjugacio).
= Az antibiotikum rezisztencia mintdzatanak meghatarozasa.

= A fogyasztdkat érd nemkivanatos események piaci felligyelete.



A probiotikus termékek, kiilonosen az aktiv kultardkat tartalmazé tejtermékek jelenléte az
¢lelmiszerek piacan beliil erételjesen novekszik. Bar az emberiség felismerte az erjesztett
tejtermékeknek fontossagat az egészséges taplalkozasban, a bélmikrobiom bakterialis
Osszetételének megvaltoztatasara szolgalo, tudomanyosan megalapozott modszerek csak az

elmult évtizedekben fejlodtek ki (Papp-Bata és Szakaly, 2021).

3.3. A probiotikumok és az antibiotikumok kapcsolata

Napjainkban sajnos egyre elterjedtebb, hogy sokféle tiinetre, akar virusos, akar bakterialis
eredetii a megbetegedés, nem a koérokozo baktériumra célzottan haté hatasmechanizmussal
rendelkezd antibiotikumos kezelésben részesiil valaki. Ezaltal még nagyobb az esély, hogy
antibiotikum rezisztencia alakuljon ki, és a sokaig tartd nem megfeleld gyogyszeres kezelés

hosszl tavon csokkenti az egészség fenntartasanak esélyeit.

Az antibiotikumos kezelés megvaltoztatja a mikrobiom osszetételét, ezzel a megvaltozott
szénhidratmetabolizmus ¢és a rovid szénlanct zsirsavak csokkent felszivodasa végiil
ozmotikus hasmenést eredményezhet (Lakatos ¢és Tulassay, 2009). A hasmenést tobbek
kozott a Clostridium difficile baktériumtorzs tilszaporodasa okozhatja. Az ilyen jellegii, erds
tiinetekkel jar6 halalos fertézések esetszamai drasztikusan emelkedtek az elmult hisz év
tavlataban. Rendes koriilmények kozott nagyszamu Clostridium difficile kolonizal a
bélrendszeriinkben mar csecsemdkortol kezdve mindenféle probléma nélkiil, de a hirtelen
emésztOrendszeri valtozasok kdvetkeztében, példaul tul sok antibiotikum szedésével
tulszaporodasukat okozhatjuk. A bélbaktériumok harom fontos zsirsavat (ecetsav,
propionsav, Vvajsav) termelnek, amelyek vagy felszivodnak a vastagbélben ¢és
energiaforrasként hasznosulnak, vagy a széklettel kiiiriilnek a szervezetbdl. A Clostridium
fajok foként propionsavat (PPA) allitanak el6, ami a mikrobiom egyenstlyi allapotanak
felborulasat kovetden a sértetlenségét elveszitett bélnyalkahartyan keresztiil a véraramba
keriilve toxikus hatast valtanak ki. Ez egyrészt gyengiti a bélnyalkahartya sejtjei kozti
diffuzios gatat, kozvetleniil karositja a mitokondriumok miikodését, ezaltal megvaltoztatja
az agy energiafelhaszndlo képességét, noveli az oxidativ stresszt, ami pedig karositja a
fehérjéket, a sejtmembranokat és még a DNS-t is. Masrészt kiiirit az agybol olyan
kulcsfontossagti molekuldkat, mint az antioxidansok, neurotranszmitterek és az omega-3
zsirsavak, amelyek sziikségesek az agy megfeleld6 mikodéséhez. A PPA egyik
legdobbenetesebb hatasa az autizmus kivaltasadban mutatkozik meg, aminek a kutatasi

eredményeivel szembesiilve talan még inkabb igyeksziink bélflorank egészségét fenntartani
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(Perlmutter, 2017). Erdekes médon a Clostridium fajok kiilonosen nagy hajlamossagot
mutattak kolonizacidra antibiotikumos beavatkozast kovetden. Ez azért jelentds, mert az
altaluk okozott fertdzések széles spektrumi antibiotikumok alkalmazasaval hozhatok
kapcsolatba az akut ellatds soran. Az antibiotikumok altal kivaltott bélrendszeri dysbiosis
minimalizalasara iranyuld jovobeli gyogyszerfejlesztéseknek a Clostridium sporacsirazasi
folyamatat kell megcéloznia és a kozvetlen kolonizacios rezisztenciaval rendelkez6 hasznos

fajok, példaul a Bifidobacterium fajok béségénck novelését (Palleja et al., 2018).

Az allattenyésztésben egyre szélesebb korben alkalmazott antibiotikumok még tobb aggalyt
okoznak a gyogyszer hosszatavu hatasat és az antibiotikum-rezisztenciat illetGen.
Allatkisérletekbdl megtudhatd, hogy a haszonallatok mikrobiomjaban bekéovetkezd
valtozasok sordn olyan baktériumok veszik at az uralmat, amelyek eldsegitik az elhizast,
valamint a rezisztencia mértéke is jelentésen emelkedni kezd. Ezt kdveten a kiilonboz6
husokban és tejtermékekben is megjelennek ezek az antibiotikumok, amelyek igy mar az
emberi szervezetre hosszi tavon Kifejtik negativ hatasukat. Kozvetlenill, vagy
bélbaktériumainkon keresztiil karosan befolyasolhatjdk hormonjaink miikddését, és az

anyagcserénket is felborithatjak (Perlmutter, 2017).

Az antibiotikumoknak (AB) vald kitettség esetén a mikrobialis kozdsségek nemcsak
Osszetételiik megvaltoztatdsaval, hanem fejlédéssel is reagalnak. A minimalizalas érdekében
optimalizaljak és egymas kozott kicserélik az antibiotikum-rezisztencia géneket (antibiotic
resistance genes, ARG), ezaltal tovabb terjesztve az ellendlloképességiiket. A mikrobialis
AB-rezisztencia terjedése komoly egészségligyi kockéazatot jelent, mivel a koridbban
megbizhato antibiotikumok ma mar nem olyan hatékonyan miitkodnek. A rezisztenciagén
hordozéasa befolydsolja a bélben ¢l baktériumok tulélési és kolonizacids potencialjat

(Palleja et al., 2018).

A probiotikumok szdmos hatdsat igazoltdk akut fertézéses hasmenéses korképeknél és
irritabilis bél szindromanal is. Mindkét esetben modositottak a bélmikrobiom anyagcseréjét,
felszivodasat. Adatokkal bizonyithatd, hogy a probiotikumok hatdssal vannak a
bélmozgasra, javitjadk a barrier mikodést, a zsigeri tulérzékenységet, nem mellesleg
csokkentik a bélnedv ¢és a nyak termelését. Gyulladascsokkentd hatastiak, az
endocannabinoid rendszer és a hypothalamus-agyalapi mirigy-mellékvese tengely
modositasa révén pedig befolyasoljak az érzékelést. Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy
rendkiviill fontos mas baktériumtorzsek bevitelével helyreallitani a bélmikrobiom
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egyensulyat. Szamos probiotikus torzs vizsgalata mellett, a tanulmanyok dont6 tobbségében
a Lactobacillus torzsek élték tul a gyomor savas kozegét, alltak ellen az epesavaknak, és
még kimutathatoan életképesek maradtak a tavolabbi bélszakaszokban is (Lakatos és
Tulassay, 2009).

3.4. A probiotikus tejsavbaktériumok

A tejsavbaktériumok szamos torzsét probiotikumként alkalmazzak, és ezek kiilonféle
hatasmechanizmusokkal szamos betegséget képesek gyogyitani, megeldzni. Ebben kdzponti
szerepet toltenek be, mivel az erjesztés soran masodlagos metabolitok, bakteriocinek, etanol,
ecetsav, aromavegyliletek, exopoliszacharidok , bioaktiv peptidek, vitaminok és bizonyos

enzimek képzddését idézik eld (Tasdemir és Sanlier, 2020).

Az elmult évtizedekben a laktozt laktattd fermentalni képes tejsavbaktériumokat szamos
egészségiigyi eldnnyel hoztdk dsszefliggésbe, tobbek kozott a mutagén és rakkeltd anyagok
kockazatanak csokkentésével és a vastagbélrak megel6zésével. A probiotikumokhoz
kapcsolodo élelmiszerek fogyasztasaval érhet6k el a tejsavbaktériumok altal nyujtott

elényok (Zhao et al., 2017).

3.4.1. Lactococcus nemzetség

A Lactococcusok Gram-pozitiv, anaerob baktériumok, amelyek tejsavat termelnek az
erjesztett nyers tejben 1évé laktozbol glikkdz fermentalasaval. Taxondmiailag Bacteria
orszagaba, Firmicutes torzsbe, Lactobacillales rendbe, Streptococcaceae csaladba

tartoznak.
= | actococcus lactis

Eredetileg a Streptococcus nemzetségb6l szarmazo, de 1985-ben a Lactococcus
nemzetségbe atsorolt Lactococcus lactis fenotipusosan Gram-pozitiv baktérium, amelyet
széles korben hasznalnak fermentalt tejtermékek és sajt gyartasahoz. Sejtmorfologiat
tekintve gomb, vagy tojasdad alaku sejtekkel rendelkeznek, és egyenként vagy lancban
fordulnak elé (O’Keeffe és Hill, 1999), homolaktat, nem spodras és fakultativ anaerob
bélbaktériumnak mindésiilnek. Szaporodasuk gyors, nagy sejtsiiriiséget eredményez, emellett
nem igényel levegdztetést, ami eldsegiti a nagymértékii fermentaciot. Annak ellenére, hogy
a Lactococcus lactis-t gyakran tejtermékekkel tarsitjdk, a baktériumot eredetileg
novényekbdl izolaltak nyugalmi allapotban, és csak a kér6dzOk gyomraban valt aktivva és

szaporodott el (Song et al., 2017).
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= | actococcus formosensis

A baktériumot egy hagyomanyos tajvani fermentalt élelmiszerbdl, a yan-tsai-shin-bél,
masnéven erjesztett brokkoli szarbol izolaltak. A génszekvenalasi eredmények alapjan az 0j
kokkusz alakti 516" jelzésii szervezet 98,9%-os szekvenciahasonlosagot mutat a
Lactococcus garvieae egyik torzsével. A kisérletek alapjan az 516" torzs a Lactococcus
nemzetség egy uj fajat képviseli, mint Lactococcus formosensis sp. (Chen et al., 2014).

= Lactococcus garvieae

Korabban a Streptococcus nemzetségbe sorolt Gram-pozitiv, kataldz-negativ, fakultativ
anaerob baktérium, amely roévid lancokba csoportosul. Korabban az azsiai aQvakultara-
kornyezet f6 korokozojaként tartottak szamon, tGjabban pedig emberi szempontbdl is
figyelmet kapott, mivel zoonodzist okozé alacsony virulenciaval rendelkez6 ritka korokozo
(Ortiz et al., 2014). Bar a vizi fajok a Lactococcus garvieae leggyakoribb gazdaja, a
szervezetet kolbaszokban, sertésfeldolgozd iizemekben, baromfiban, szubklinikai
intramammalis fertézésben szenvedd tehenekben és pasztérozott tejben is megtalaltak.
Az els6é emberi fertdzést 1991-ben dokumentaltak, és az elmult néhany évtizedben szamos
betegség, mint példaul endocarditis, majtalyog, és osteomyelitis korokozojaként is
azonositottak. Az emberi fertézésekhez vezeté pontos mechanizmusa nem megalapozott, de
Osszefiiggésbe hozhaté gyomor-bélrendszeri rendellenességekkel, mint példaul

divertikulozis, vastagbélpolipozis (C. C.-Y. Wang et al., 2007).

3.4.2. Lactobacillus nemzetség

A tejsavbaktériumok korébe tartozo Lactobacillusok Gram-pozitiv, katalaz-negativ, palca
alaku, spoérat nem képzé fakultativ anaerob vagy aerotolerans mikroorganizmusok.
2021-ben a nemzetséghez mar 261 fajt soroltak, amelyek rendkiviil valtozatosak

fenotipusos, 6kologiai és genotipusos szinten is.

A Lactobacillus fajok szamos modszerrel, tobbek kozott a korokozok elnyomasaval, a
mikrobialis egyensuly fenntartasaval, immunmondulaciéval és a hamgat funkcidjanak
fokozasaval egészségjavitdo hatast fejtenek ki a gasztrointesztinalis traktusban. Egy adott
Lactobacillus fajon beliill nem mindegyik torzs tekinthetd jotékony hatastnak, mivel a
kiilonbozdé fajok kiillonbozd valaszokat valthatnak ki a gazdaszervezetben. A torzsek
eltérései a lactobacillusok sejtfelszini strukturajanak valtozatossadgaval és a baktériumok
azon képességével hozhatoak Osszefliggésbe, hogy a gazdaszervezet kornyezetére adott

valaszként bizonyos felszini komponenseket expresszalnak vagy specifikus vegyiileteket
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valasztanak ki. Tekintettel a gastrointestindlis térben taldlhatdé nehéz koriilményekre, a
Lactobacillus-okrol ismert, hogy stresszfaktorok hatasara, példaul az epére, alacsony pH-ra,
oxidativ- vagy ozmotikus stresszre reagalva megvaltoztatjak sejtfelszini struktirajukat,
amely adaptaciok segitik talélésiiket. Az elmult évek kutatdsai szamos sejtfelszinhez
kapcsolodo kémiai anyagot hoztak Osszefliggésbe az immunmodulécioval, és a bélham
barrier funkciojara gyakorolt védé mechanizmussal. A proximalis vékonybélben, mint
minimalisan el6fordulnak 0,01-0,6 kozotti %-ban, viszont aranyuk igy is egyénenként
nagymértékben valtozik. Képesek megtapadni és kdlcsonhatasba 1épni a bélhammal és a
nyalkahartya rétegeivel, a konkurens baktériumok ellenére is. A koérokozok szamos
asszocidcios mechanizmust fejlesztettek ki, hogy a bélnyélkahartyahoz kapcsolédhassanak,
¢s ellenalljanak annak dramlasanak. Kiilonosen a patogén baktériumok alakitanak ki szoros
kapcsolatokat, amelyekhez a baktériumok altal kodolt specialis faktorokra van sziikség,
mivel ezek hidnyaban gyorsan kiliriilnének a bélbdl. Kimutathatd, hogy a bél eredetii
Lactobacillus-ok ¢és Bifidobacterium-ok képesek megzavarni a patogének bélsejtekhez valo
tapadasat. A bélhamhoz vald tapadasi képességiik kulcsfontossagli tulajdonsag, mivel
mindemellett elésegiti a kolonizacid és a perzisztencia idejét, és serkenti az immunrendszer
altal kozvetitett mikroba-gazda interakciokat (Servin, 2004). Ezek a tulajdonsagaik novelik
probiotikumként valo felhasznalhatosaguk lehet6ségét, amelyek megfelelnek a 2002-ben

operativ szabvanyok altal meghatarozott paramétereknek  (Sengupta et al., 2013).

= Lacticaseibacillus paracasei

Taxonomiailag Bacteria orszagaba, Bacillota torzsbe, Lactobacillales rendbe,
Lactobacilaceae csaladba tartoznak. A Lactobacillus-okat 2020-ban 25 kiilonboz6
nemzetségre osztottak, igy az el6z6leg Lactobacillus paracasei néven ismert baktérium az
uj, Lacticaseibacillus elnevezésii nemzetségbe kertilt. A tejsavbaktériumok Gram-pozitiv,
homofermentativ, nem spéraképzd fajtija, amelyet altalaban fermentéalasra €s probiotikus
egyenként vagy lancban eléfordulva. Novekedése 10-37°C kozotti hétartomanyban
optimalis, 40°C felett pedig gatolt. Koriilbeliil 40 masodpercig marad ¢életképes 72°C-0s
maximalis hdmérs€kleten. Megtalalhaté az emberi szajliregben, bélrendszerben, valamint

szennyvizekben is (Collins et al., 1989; Rogan et al., 1988).
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Lactocaseibacillus paracasei elényeit tobbféle kutatas eredménvye aladtamasztia:

- Kimutattak, hogy a torzzsel dusitott fermentalt tej 30 napon at tart6 folyamatos
fogyasztasa hatékonyan javitotta az allergids rhinitisben szenvedd betegek
¢letmindségét, és alternativ kezelésként szolgalhat az allergias natha kezelésére is.

- Az L. paracasei KBL382 torzs szignifikdnsan csokkentette az atopids dermatitisz
okozta borelvaltozasokat, az epidermalis megvastagodast, az immunglobulin E
szérum szintjét és az immunsejtek infiltraciojat is. Igy az immunvalasz
szabalyozasaval ¢és a bél mikrobiota Osszetételének megvaltoztatasaval a tlinetek
csokkenéséhez segiti hozza a gazdaszervezetet (Kim et al., 2020).

- L. paracasei DG torzs jelent6sen indukalta a protektiv antiviralis immunitasban
szerepet jatszo gének expresszidjat, és megakadalyozta a SARS-COV-2 fertdzés altal
kivaltott proinflammatorikus gének expresszidjat, ezaltal mint probiotikus torzs
igéretes jeloltnek bizonyul, amely profilaktikus potencialt mutat a virusfertézéssel
szemben (Salaris et al., 2021).

- A vizsgalt tejsavbaktériumok koziil a hovel el6lt L. paracasei MoLac-1 indukalta
leger6sebben az interleukin-12 (IL-12) receptort (dendritikus sejtek antigén
stimuldcidra termelt valaszuk). Orélis adagolds soran megfigyelhetd volt az NK-
sejtek (természetes 616 sejtek) novekedése a lépben, amely soran enyhiiltek az
influenzavirus (IFV) fert6zés tiinetei a kisérleti egerekben. Ezek az eredmények arra
engednek kovetkeztetni, hogy a hdvel elolt MoLac-1 toérzsek képesek modulalni a
velesziiletett immunitast, s hasznosak az IFV kezelésében (lwabuchi et al., 2012).

- Hagyomanyos terapiakkal kombindlva alkalmazhat6 a fekélyes vastagbélgyulladas
kezelésére, mivel a hdvel elolt D3-5 torzs sejtfalabol szarmazo lipoteichnoinsav
enyhiti az oregedéssel jard szivargd bélrendszer gyulladasat, és megakadalyozza a
magas zsirtartalmu étrend altal kivaltott anyagcserezavarokat. A probiotikus torzzsel
valo taplalas elésegitette a mucin termelést, aminek a nyalkahartya védelmében
rendkiviil fontos szerepe van (S. Wang et al., 2020). Emellett gatolja az Escherichia
coli baktériumok gyakori torzsének bakterialis aktivitasat, igy hasmenés kezelésére
is javasoljak (Caridi, 2002).

- L. paracasei 8700:2 torzsét egészséges emberi gyomor-bélrendszeri nyalkahartyabol
¢és emberi iiriilékbol izolaltak. Kutatasok soran igazoltak, hogy gatolta a Salmonella

enterica és a Helicobacter pylori korokozo baktériumokat is. Az L. paracasei
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vizsgalt torzse lebontja az oligofruktdzt és az inulint is, mikdzben végtermékként

tejsavat termel (Makras et al., 2005).

3.5. A tejsavbaktériumok savtiirése és tiulélése az emésztérendszerben

Ahhoz, hogy a probiotikumok jotékony hatasai valoban megvalosulhassanak, at kell jutniuk
a gyomor-bélrendszer felso szakaszan, képesnek kell lennitik elviselniiik a gyomor rendkiviil
savas kornyezetét és a vékonybél detergensszerii epesavat (Whitehead et al., 2008), meg kell
tapadniuk a bélnyarkahartyan, és kolonizacids képességgel kell rendelkezniiik. Ezekben a
tulajdonsagokban ¢€s hatasukat is tekintve a kiilonbozd torzsek jelentdsen kiilonbozhetnek

egymastol (Lakatos és Tulassay, 2009).

Ezeknek a Gram-pozitiv mikroorganizmusoknak nemcsak a gyomor-béltraktusban
eléforduld savas kornyezet jelent igazdn nagy kihivast, hanem a probiotikus kulturak
elényben részesitett szallitdeszkozei, a joghurtok ¢és a fermentalt tejek savassaga is.
Ennélfogva a savtoleranciat a potencialisan probiotikus torzsek kivalasztasanak egyik

kivanatos tulajdonsagaként fogadjak el (Cotter és Hill, 2003).

A tejsavbaktériumok stresszvalaszainak feltardsa még nagyon kezdetleges. Szamos
stresszvalasz gént fedeztek fel a mas organizmusok ismert génjeivel valo homologidk révén.
Mig a stresszvalasz gének nagymértékben konzervaltnak tlinnek, szabalyozasuk azonban
nem biztos, hogy az. Igy a stresszvalasz szabalyozasanak kutatisa tejsavbaktériumokban 1;j
szabalyozasi koroket tarhat fel (Rallu et al., 1996). A savtiirési valasz (ART) néven ismert
mechanizmus segitségével a Lactobacillus torzsek talélésiik érdekében képesek
alkalmazkodni az alacsony pH értékekhez. A ,,de novo” fehérjeszintézis folyamat és egy

indukalhato rendszer egyiittesen védekezik a savas-stressz hatas ellen (Lorca et al., 1998).

3.5.1. Lactococcus nemzetség savtiirése

A franciaorszagi Nemzeti Agronémiai Kutatointézet kisérletében Lactococcus lactis
riportergénekkel jelolt torzseket, a Vibrio harveyi biolumineszcens tengeri baktérium
luciferazat (luxA-luxB génjét) és az Aequora victoria csendes 6ceani meduzabdl 1961-ben
el6szor izolalt zold fluoreszeens fehérjének (GFP) génjét hasznaltak, amelyekkel sikeresen
megkiilonboztették a beoltott mikroorganizmust az élelmiszerektél és a tobbi
bélbaktériumtol. A luciferazzal mérték a Lactococcus lactis metabolikus aktivitasat az
emésztorendszerben, mert NADH-t igényel, ami csak a metabolikusan aktiv sejtekben érhetd
el. Nemcsak arrol szamoltak be, hogy bizonyos tényezdk hogyan befolyasoljak a sejtek
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¢letképességét €s integritasat egyes emésztorendszeri Szakaszokban, hanem arrol is, hogy a
baktériumok beadasanak modja dramai hatassal lehet azok tulélésére is. Az étrenddel egyfitt
athalado Lactococcus lactis-ok meglehet6sen ellenallonak bizonyultak a gyomorsavas
kozegben (90-98%-os tulélés), ellenben a nyombéllel, ahol csak 10-30%-a maradt életben.
Az ¢életképes sejtek metabolikusan aktivak az emésztdrendszer minden traktusdban, mig a
legtobb elhalt sejt gyors lizisnek van kitéve. Ez a sajatossag arra enged kovetkeztetni, hogy
a Lactococcus-ok mint vektorok hasznalhatok a citoplazmaban termelt fehérjék céliranyos
elszallitasara a nyombélbe. Ilyen modon példaul a hasnyalmirigy hidnyossaganak kezelésére
kiilondsen alkalmas lenne, olyan emésztéenzim specialis szallitasaval, mint a lipaz (Drouault
etal., 1999).

3.5.2. Lactobacillus nemzetség savtiirése

A Lactobacillus fajokat belsdleg rezisztensnek tekintik savvakkal szemben. Bar vannak
kiilonbségek a fajok és torzsek kozott, a mikroorganizmusok altalaban fokozott
érzékenységet mutatnak 3,0 alatti pH-értékeken. A Lactobacillus-ok savtoleranciaja az
extracellularis és a citoplazmatikus pH kozotti allandé gradiens jelenlétének tulajdonithato.
Amikor a bels6 pH elér egy kiiszobértéket, a sejtfunkciok gatlédnak, és a sejtek elpusztulnak.
A Gram-pozitiv szervezetek a savas koriilmények ellen alkalmazott mechanizmusa a FoF:-
ATP-az miikodésével valosul meg. A FoF1-ATP-az tobb alegységbdl allo enzim-komplex,
amelynek a katalitikus része (F1) magéaba foglalja az a, B, v, d és € alegységeket az ATP
hidroliziséhez, mig az integralt membran (Fo) részében foglalt a, b, és ¢ alegységek, mint
membran csatornaként funkcionalnak a proton transzlokacidhoz. A kutatasok alapjan olyan
kovetkeztetést vontak le, hogy az enzim alacsony extracellularis pH-n ndvelheti az
intracellularis pH-t, és az enzim alacsony pH-n valé indukdldsanak szabalyozasa
transzkripcid szintjén torténik. A kisérletben Osszekapcsoltdk a FoF1-ATP-4z komplex
fontossagat a gliikoz jelenlétében megfigyelt talélési hatassal. Mivel a FoF1-ATP-az ATP-t
igényel H" sejtbdl torténd kilokddéséhez, ezaltal fenntartja a pH-homeosztazist és a sejt
¢letképességét. A glikoz savas koriilmények kozott ezért ndvelheti a probiotikumok
talélését azaltal, hogy biztositja a sziikséges ATP-készletet, lehet6vé téve az optimalis H

extrudalast az enzim-komplex segitségével (Corcoran et al., 2005).
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3.5.3. Epetiirési tesztek

Az epesavak amfipatikus molekuldk, amelyek koleszterinbdl szintetizalédnak a majban, és
fontos szerepet jatszanak a zsirok emésztésében ¢€s a zsirban old6do vitaminok
felszivodasaban. Az epesavak koncentracidja az emberi vékonybélben 0,2 és 2% kozott
mozog, ¢és a taplalékkal bevitt zsir mennyiségétdl fiiggden ingadozik. Az epesavak erds
antimikrobialis hatassal rendelkeznek szdmos mikrobaval szemben, és ismert, hogy
karositjak az epeellenallonak tartott sejteket, valdszinlileg a membran és a sejtfal
megbontésa révén. Bar az epesavak sejthalalt okoz6 pontos mechanizmusai nem ismertek,
kémiai természetiik arra utal, hogy képesek szolubilizdlni a membranokat és jelentds
membrankarosodast okozni (Whitehead et al., 2008). Emiatt a baktériumok epestressznek
kitett ellendlldo képessége az egyik gyakran hasznalt kritérium a potencidlis probiotikum

kivalasztasanal.

3.6. A probiotikus tejsavbaktériumok felhasznalasi lehetéségei

3.6.1. Takarmadnykiegészitoként valo alkalmazdsuk

Bar az allattenyésztés elsddleges célja az emberi fogyasztasra szant biztonsagos €¢lelmiszerek
eldallitdsa, a kornyezetet és az allatok jolétét is figyelembe kell venni. Mikrobiologiai
szempontbol az allatokbdl szarmazd egészséges ¢Elelmiszerek eldallitdsa egyrészt az
¢lelmiszerrel terjedd korokozok, masrészt a tenyésztés soran a korokozok elleni kiizdelemre
alkalmazott modszerek figyelembevételével torténik. A, Probiotikumok ¢és az
antibiotikumok kapcsolata” fejezetben kifejtettem, hogy sajnos ezen szerek talzott és
visszaélésszeri hasznalata kett6s problémahoz vezethet, amely karos kovetkezményekkel
jarhat a fogyasztok egészségére nézve: az antibiotikumokkal szembeni rezisztencia és az
antibiotikum-maradvanyok jelenléte az élelmiszerekben. A probiotikumok hasznalata sok
esetben megfelelé alternativa lehet e problémak lekiizdésére, mivel képesek az
immunrendszer és a mikrobiom modulalasara, tovabba bizonyos patogén baktériumokkal
szemben antagonista szerepet toltenek be, valamint takarmany-adalékanyagként alkalmazva

képesek novekedési faktorként miitkddni (Arseéne et al., 2021).
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Felhasznalt anyagok és oldatok Osszetétele

4.1.1. Alkalmazott oldatok
MRS (Man, Rogosa és Sharpe) tapleves/tapagar

10 db tejsavbaktérium torzzsel dolgoztam, amelyeket a Magyar Agrar- és Elettudomanyi
Egyetem Elelmiszerbiotechnolégia Kutatocsoportja izolalt és azonositott. Az alkalmazott
tejsavbaktérium torzsek felszaporitasahoz MRS taplevest és tapagart hasznaltam, mivel

szelektivitasa miatt tejsavbaktériumok izolalasara hasznaljak.

55,2 g MRS-t mértem be taramérlegen és 1000 ml desztillalt vizhez adtam, majd
tulnyomasos go6zzel torténd sterilizalas érdekében 121 °C-on 108 kPa nyomason

autoklavoztam az elkészitett taplevest €s tapkozeget.

1. tablazat: MRS taptalaj és tapleves Osszetétele

OSSZETEVOK MENNYISEG
Enzimatikusan emésztett kazein 10,00 g
Huskivonat 10,00 g
ElesztSkivonat 5,009
Glikoz 20,00 ¢
Dikalium-hidrogén-foszfat 2,00 g
Natrium-acetat 5,009
Triammonium-citrat 2,00 g
MgSO4 0,209
MnSQO4 0,059
Tween80 1,08 g
Desztillalt viz 1000 ml
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Pepton viz

A folyékony, nem szelektiv kozeget foleg higitasra alkalmazzak, igy a kisérleteimhez
kimértem 1 g peptont (emésztett huskivonatot) és 9 g NaCl-t 1 liter desztillalt vizhez. Az

elkészitett oldatot autoklavban sterilizaltam.

2. tablazat: A peptonviz dsszetétele

OSSZETEVOK KIMERT MENNYISEG
Pepton 19
NaCl 99
Desztillalt viz 1000 ml

4.1.2. Az emésztérendszer modellezéséhez alkalmazott oldatok
Epesav oldat

Gallmet-Mix epesavas kapszula alkalmazasaval 0,3%-0s pH = 6,4-es oldatot hoztam létre,
amely reprezentdlja az emberi vékonybél kornyezeti koriilményeit. Az elkészitett oldatot

autoklavban sterilizaltam.
Gyomorsav oldat

Az emberi gyomor koriilményeit modellez6 oldathoz MRS tapleves pH értékét 2-re
allitottam 5 M-0s HCI (hidrogén-klorid) segitségével. Az elkészitett oldatot autoklavban

sterilizaltam, majd ellendriztem a pH-t.

4.2. Alkalmazott modszerek

4.2.1. Lactococcus és Lactocaseibacillus torzsek felélesztése

A -20°C-on tarolt tejsavbaktérium torzseket a kisérletek el6tt 48 oran at 37°C-on inkubaltam,
amihez el6zdleg autoklavban sterilizalt MRS taplevest hasznaltam. Gyomor- és epesavas
mintak beoltasa elott a felszaporodott sejteket tartalmazo kémcsdvet vortexeltem a sejtek

egyenletesebb eloszlasa érdekében.

4.2.2. Biirker-kamrdas sejtszamlalds
A kiilonboz6 torzsek friss folyadéktenyészeteibdl a Biirker kamra {liveglapjara pipettaztam,

majd 40x-es nagyitason fénymikroszkopban 10 db kisalaki négyzetben leszamoltam a
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sejtszamokat, amelyeket 4tlagoltam. Ezt kdvetden megszoroztam az atlagokat 4 - 10°-nal,

igy megkapva 1 ml szuszpenzid sejtszamat.

4.2.3. Emésztési vizsgalatok
A tejsavbaktérium sejtek tilé16 képességét in vitro koriilmények kozott vizsgaltam. Ehhez a
gyomor-béltraktus kozegét modelleztem. A gyomorsavas vizsgalat pH 2-es értéken 2 oraig,

mig az epesavas kisérlet 8 oraig tartott.
Epesav tiirési teszt

Az epesavas kezeléshez a torzsek friss folyadéktenyészeteit vortexeltem, majd a O.
id6pillanatban 1 ml-t adtam a megfeleld epesav koncentraciora beallitott MRS taplevest
tartalmazé kémcsovekhez beldliik. A beoltas pillanatat kovetdéen kozvetlenil, majd pedig
két oranként 8 oran keresztiil 1-1 ml mintat vettem ki (6sszesen 5 alkalommal), amikbol
decimalis higitasi sort készitettem. Az egyes tagokbol 3-3 db MRS lemez feliiletére
szélesztettem 100-100 pl-t. 48 oras 37°C-on torténd inkubaciot kovetden megszamoltam a
telepeket a lemezeken, és ebbdl kovetkeztetést tudtam levonni, hogy az epesav kitettség

milyen hatdssal volt a baktériumtorzsek sejtszadmara az iddtartam fiiggvényében.
Gyomorsavy tiirési teszt

Gyomorsavas kozegben valo vizsgalathoz az elére hidrogén-kloriddal pH 2 értékre beallitott
MRS taplevesbe beoltottam a vizsgalandd baktériumtérzset. A beoltds pillanata utan
kozvetleniil, majd pedig 30, 60, 90 és 120 percnél 1-1 ml mintat vettem (Osszesen 5
alkalommal), amikbdl decimalis higitasi sort készitettem. Az egyes tagokbol ismét 3-3 db
MRS lemez feliiletére szélesztettem 100-100 pl-t. 48 oras 37°C-0s inkubaciot koveten
megszamoltam a lemezen kin6tt telepeket, és ebbdl megtudtam, hogy a 2-es pH milyen

hatassal volt a baktériumtorzsek sejtszamara a kitettség idétartamanak fliggvényében.

4.2.4. Sejtszam meghatdrozasa

A baktérium szuszpenziokbdl decimalis higitasi sort készitettem. A megfeleld higitasi
tagokbol MRS lemez feliiletére szélesztettem 100-100 ul-t. A Petri-csészéken kindtt

baktériumtelepeket az inkubaciot kovetden megszamoltam.

TKE
Sejtszam [W] = telepszam * higitasi tag » szélesztés
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4.2.5. Savtolerancia meghatdrozdsa
A torzsek tulélési képességét savas koriilmények kozott vizsgaltam pH 6,4 és pH 2 értékek
mellett. Az inkubalas utani életképes telepek szamat a kiindulasi sejtszamhoz képest az

alabbi képlet szerint fejeztem ki:

o)
TKE
)]

Tulélt sejtszam [log (

Tulélési arany % = * 100

Kiindulasi sejtszam [log(
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1. Biirker kamras sejtszamlalas eredményei

3. tablazat: Vizsgalt torzsek kiindulasi sejtszamai Biirker kamras szamolassal

Baktériumtorzsek Vizsgalt torzsek Kiindulasi sejtszam

(TKE/ml)
Lactococcus garvieae KP16 1,36 - 108
Lactococcus KP28 8,56 - 10’
Lactococcus garvieae KP66 5,24 - 10’
MA11 1,03 - 108

Lactococcus lactis
MA75 1,11 - 108
MA27 1,37 - 108
MA32 8,56 - 10’

Lactocaseibacillus
. MAS33 5,27 - 107

paracasei

MA34 1,03 - 108
MAZ35 1,11 - 108

5.2. Lactococcus nemzetség emésztési vizsgalatai

5.2.1. Lactococcus garvieae eredményei

» KP16 torzs vizsgalata

A gyomorsavas vizsgalat soran csak a kiindulasi mintaban voltak életképes sejtek, illetve a
60. percben vett mintaban (2. dbra). Az, hogy a 30. percben vett mintdban egyaltalan nem
voltak osztddasra képes sejtek, mig a 60. percben vettben igen, arra enged kovetkeztetni,
hogy a kisérlet soran valami hiba tortént. Lehetséges, hogy e torzs esetében véletleniil
elmaradt a vortexelés vagy esetleg a mintdbol mégsem sikeriilt a tapagar felszinére
széleszteni. A 90. illetve a 120. percben vett mintak esetében viszont mar lehetséges, hogy
a gyomorsavnak valo ilyen hosszt kitettség okozta a sejtek pusztuldsat. Egyetlen egy
mintdban szamoltam tuléld sejteket, viszont mivel ez a Petri-csésze befertdz6dott, emiatt az

adatok nem hasznalhatoak.
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2. abra: KP16 gyomorsavas kezelés soran vett mintavételek eredményei

A 3. ébran lathatd, hogy az epesavas vizsgalat sordn az osztodoképes sejtek szama 2 ora
elteltével is alig, majd a 4 6rds mintavételt kdvetden szamuk mar észrevehetéen csokkent,
viszont 8sszeségében megéllapithatd, hogy a 8 éras kisérlet végén is még 3,0 - 10’ TKE/m
sejtszamot kaptam. A kiindulasi 1,39 - 10° TKE/ml sejtszamhoz képest a sejtek 81,88 %-a
igy is életképes maradt (3. és 30. abra). A kiugréan alacsony sejtszamu 4. orai minta

val6szintileg a nem elég alapos vortexelésnek tudhato be.
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Kiindulasi 2 ora 4 6ra 6 ora 8 ora
KP16

3. abra: KP16 epesavas kezelés soran vett mintavételek eredményei

= KPG66 torzs vizsgalata

A gyomorsavas vizsgalat soran az els6 mintavételig a baktériumsejtek kifejezetten nagy
része maradt életképes, mivel a 30. percben vett minta 1,60 - 108 TKE/ml-es sejtszama,
kevesebb, mint 10%-kal csokkent a kiindulasi minta 5,27 - 108 TKE/ml sejtszamahoz képest
(4. dbra). A sejtek tulélési ardnya 91,82 % volt. Sajnos a sejtek az erds savas kozegnek mar
nem tudtak ellenallni hosszabb ideig és a 60. percben vett mintabol mar nem lehetett 0sztddo

sejteket kimutatni (29. abra).
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4. dbra: KP66 gyomorsavas kezelés soran vett mintavételek eredményei

Az epesavas vizsgalat nem egy iddben zajlott a gyomorsavassal, elébbinél a torzs nem éledt

fel a vizsgalat el6tt, igy a kisérletet nem tudtam elvégezni.

5.2.2. Lactococcus formosensis eredményei

=  KP28 torzs vizsgalata

A gyomorsavas vizsgalat soran csak a 60. (1,00 - 10° TKE/ml) és a 90. percben (1,00 - 10°
TKE/mI) vett minta esetében tudtam baktériumtelepeket szamolni kozel 56%-0s (55,99%)
talélési arannyal (5. és 29. abra). Viszont a 30. percben vett minta befert6zodott, ezért nem
voltak szamolhatoak a telepek. Az eredmények alapjan lathato, hogy az életképes sejtek
szama a savas kozegnek valo kitettség hosszanak novekedésével csokkent és a 120. percben

mar nem is voltak kimutathatoak.

10,0
9,0
8,0
7,0
6,0
5,0
4,0
3,0
2,0
1,0
0,0

Sejtszam [log (TKE/ml)]

Kiindulasi 30 perc 60 perc 90 perc 120 perc
u KP28

5. dbra: KP28 gyomorsavas kezelés soran vett mintavételek eredményei
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Az epesavas vizsgalat soran, ahogy a 6. abran is jol latszik, a Lactococcus formosensis torzs
rendkiviil jol teljesitett. Az Osszes mintavételi idOpontban bdven szaporodoképesnek
bizonyult, és alig csokkent a sejtszama a kiindulasi értékhez képest, hozzavetbleg egy
nagysagrendet csokkent a sejtszam a kisérlet végére. A baktériumsejtek jelentds része talélte
a vékonybelet reprezentald kozeget. 8 o6ras mintanal 88,44 %-a maradt osztdodo képes a

sejteknek (8,00 - 10’ TKE/ml) a kiindulasi értékhez (8,56 - 108 TKE/ml) képest (30. 4bra).
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6. abra: KP28 epesavas kezelés soran vett mintavételek eredményei

5.2.3. Lactococcus lactis eredményei

= MAL1 torzs vizsgalata

A gyomorsavas vizsgalat soran csak a 30. (1,82 - 108 TKE/ml) és a 60. percben (1,70 - 10°
TKE/ml) vett mintabol néttek ki baktériumsejtek a tapagar felszinén (7., 8. és 9 abra).
69,15%-a maradt életképes a kiindulaskor szamolt baktériumsejteknek a 60. percnél vett
minta eredményei alapjan (29. abra). Folyamatosan csokkend tendenciat figyelhettem meg,

mert a sejtek pusztulni kezdtek. Az eredmények a 7., 10. és 11. abran lathatoak.
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7. dbra: MA11 gyomorsavas kezelés soran vett mintavételek eredményei
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A8.,9.,10.¢és 11. abran a Lactococcus lactis MA11 torzs esetében mind a 4 idépontban vett
mintak inkubaciot kovetd eredményei lathatok. A 30. és a 60. percben vett mintavételt

kovetden az életképes sejtek telepeket képeztek, amelyek révén meghatdrozhatd volt a

sejtszam (7. 4bra).

i o o
8. abra: MA11 torzs 30 perc utani mintavétele 9. abra: MA11 torzs 60 perc utani mintavétele

gyomorsavas kdzegben gyomorsavas kdzegben

A

10. abra: MA11 torzs 90 perc utani mintavétele 11. abra: MA11 torzs 120 perc utani mintavétele
gyomorsavas kdzegben gyomorsavas kdzegben

Az epesavas vizsgalat soran, ahogy a 12. abran lathato a Lactococcus lactis torzs sejtszama
szamottevéen nem valtozott, és alig csokkent a sejtszam a kiindulasi 1,03 - 10° TKE/ml
sejtszam értékhez képest. A baktériumsejtek jelentds része tulélte a vékonybelet reprezentalod
kozeget, a sejtek 99,3%-a tovdbbra is életképes maradt (30. abra). Az utolsod

mintavételezésnél 9,00 - 108 TKE/ml volt a sejtszam.
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12. abra: MA11 epesavas kezelés soran vett mintavételek eredményei

=  MATYS5 torzs vizsgalata

A gyomorsavas vizsgalat sordn egészen a 60. percig egészen magas, 1,00 - 10’ TKE/ml-es
sejtszam mutatkozott, ami hirtelen 1,00 - 103 TKE/ml-re esett vissza a 90. percnél (13. 4bra).
A 120. percben vett mintanal mar 4,00 - 10° TKE/ml volt, vagyis szamottevd mértékben, 4
nagysagrenddel csokkent a szdmuk az erds gyomorsav hatdsara, a 60. percnél mérthez

képest. Igy végiil 39,82%-os arannyal élték tul a kisérletet (29. abra).
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13. abra: MA7S5 gyomorsavas kezelés soran vett mintavételek eredményei

A Lactococcus lactis torzs kiindulasi 1,11 - 10° TKE/ml-es sejtszamahoz képest 8 6ra
elteltével is 98,84%-os arannyal 8,70 - 108 TKE/ml sejt élte tul az epesavas kozeget (14. és
30. abra). Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy az epesav szdmottevéen nem volt
hatdssal az oszt6do sejtek szamdra. Ezért kijelenthetjiik, hogy a gyomorsav hatasaval
Osszehasonlitva a Lactococcus lactis torzsek sejtjei ellenallobbnak bizonyultak az epesavval

szemben.
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14. abra: MA7S5 epesavas kezelés soran vett mintavételek eredményei

Drouault és munkatarsai (1999) kisérleteiben Lactococcus lactis-t in vitro vizsgalat soran
gyomor- és nyombéltiszta kivonatokban inkubaltak 30 percig, 60 percig, 90 percig és 120
percig a mintakat. A vizsgalt Lactococcus lactis életképessége 90%-nal magasabb aranyt ért
el a gyomor-, mig csak 3%-ot a nyombélkivonatokban, fliggetleniil az inkubacié idejétol. 60
perc elteltével a mikroszkdppal elemzett gyomorkivonatban talalt ép sejtek aranya 89% volt,
a nyombél 9%-aval szemben. Ezeken feliil megvizsgaltak, hogy a Lactococcus lactis
szervezetbe keriilésének maddja jelentds hatassal bir a baktériumok talélési aranyara. Mig a
tiszta baktérium tenyészet kényszertaplalassal torténd bevitele esetén az emésztérendszer
minden szakaszaban tomeges lizishez vezetett, addig az emberi emésztést stimulalé eljaras
soran a taplalékkal kevert Lactococcus lactis kivaldan életben maradt a gyomorban, és
¢letképessége a nyombélben jelentdsen megnovekedett. Ez az eredmény arra vilagitott ra,
hogy az ¢lelmiszerek fontos véddhatast gyakorolnak az étrendben jelenlévd baktériumokra,
azaltal, hogy egy olyan pufferhatast fejtenek ki, amely megvédi a baktériumokat a

gyomorvaladék okozta savassagtol (Drouault et al., 1999).
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5.2.4. Lactococcus torzsek emésztéses vizsgdalatainak eredményei

Gyomorsavas kozeg

Drouault ¢s munkatarsai (1999) kisérleteinek eredményei épp azt tiikr6zték, hogy a
Lactococcus torzsek sejtjei az erds gyomorsavas kozeget feltlinden jobban birtdk, mint a
nyombélben 1év6 koriilményeket, ahova az epesavak kivalasztodnak. 60 perc elteltével 89%-
0s volt a tulélt sejtek szama, mig ez az én kisérletemben Lactococcus lactis MAL1 torzs
esetében 69,15% (7. és 29. abra), MAT5 torzs esetében pedig 77,43% volt (13. és 29. abra).
A tobbi altalam vizsgalt Lactococcus torzsnél eltérd eredményeket kaptam: Lactococcus
formosensis KP28 torzsnél bar a 30. perc utan egyetlen egy ¢€l6 sejtet sem tudtam
megszamolni (valdszinlileg mintavételezési hiba miatt), a 60. percnél 56%-os tulélési
arannyal kaptam eredményt (5. abra). Lactococcus garvieae esetében, a KP66 torzsnél 30
perc elteltével a sejtek talélési aranya 91,82 % volt, viszont a 60. percben vett mintabol mar
nem lehetett életképes sejteket kimutatni (4. abra). A KP16-0s torzs esetében a
mintavételezési hiba miatt a 30. percnél nem tudtam €16 sejteket szamolni, viszont a 60.

percben 94,85%-os volt a tlélt sejtek szama (2. abra).

A Lactococcus-ok koziil a Lactococcus lactis bizonyult a legellenallobb baktériumtorzsnek.
Legjobb eredményeket a MA75 torzs vizsgalata soran kaptam, mivel ez volt az egyetlen
minta, amelynél még 2 6ra mulva is 39,82%-o0s volt a tulélt sejtek aranya a kiindulési
sejtszamhoz képest (13. abra). Drouault ¢s munkatarsai (1999) tovabbi kisérlete soran mar
nem injektdlva, hanem téaplalékkal juttattdk be a baktériumkoncentraciot, és igy
megallapitottak, hogy a taplalék dontd szerepet jatszik a pufferhatds kialakulasa miatt a
sejtek tulélésében. Ezért probiotikumként alkalmazva mindenképp étkezéssel torténd
fogyasztassal javasolnam, hogy a sejteket minél jobban megdvhassuk a gyomorvaladék
savassagatol. A tulélt sejtek szazalékos ardnyat gyomorsavas kozegben a 29. édbra

eredményei szemléltetik.

Epesavas kozeg

A nyombél kezdetén mar a 8 oras intervallum utani Lactococcus lactis eredményeim MA11
torzsnél 99,3% (12. abra); MA75 torzsnél 98,85% (14. abra) is figyelemreméltoan jobbak
voltak, mint Drouault és munkatarsai (1999) drasztikusan alacsonyabbnak bizonyult (9%-
0S) 60 perc utan kapott eredménye. A tobbi torzs eredményével Osszehasonlitva, a

Lactococcus garvieae KP16-nal 65,17%-0s (3. abra), a Lactococcus formosensis KP28-nal
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pedig 88,44%-0s (6. abra) tulélt sejtszamot kaptam. A kiindulasi sejtszamokhoz mérve a 8
oOras epesavas kitettséget talélo sejtszamokat a 4. tablazat, mig az epesavas kozeg hatéséra a

talélt sejtek szazalékos aranyat a 30. abra szemléltetik.

4. tablazat: Lactococcus torzsek kiindulasi és kisérlet utani tulélt sejtszdmai epesavas kdzegben

Lactococcus torzsek = Kiindulasi sejtszamok | Tulélt sejtszamok

(TKE/ml) (TKE/ml)
KP16 1,36 - 10° 3,00- 107
KP66 5,24 - 10° -
KP28 8,56 - 10° 8,00- 10’
MA11 1,03 - 10° 9,00- 108
MA75 1,11 -10° 8,70- 108

5.3. Lactobacillus nemzetség emésztési vizsgalatai

5.3.1. Lactocaseibacillus paracasei gyomorsavas eredményei

A gyomorsavas vizsgalat sordn a Lactococcus torzsekhez képest sokkal jobb eredményeket
kaptam. Hozzavetdlegesen mindegyik torzs sejtszama a 90. és a 120. percnél kezdett el alig
észrevehetéen csokkenni. De a tuléld sejtszamok alapjan még mindig rendkivil jo
eredményeket mutattak. Legjobb eredményt a MA34 térzsnél tapasztaltam, 87,68%-0S
tulélési arannyal (18. abra). Nem sokkal volt kevesebb talél6 sejtszam a MA35-nél (71,0%)
¢s a MA27-nél (70,12%) sem, ezeket az eredményeket a 19. és a 15. dbra szemlélteti.
Legkevesebb ¢letképes baktériumsejtet a MA32 torzs esetében szamoltam, 59,35%-0s
talélési arannyal, a kiindulasi 8,56 - 108 TKE/mI sejthez képest 120 perc elteltével a talélt
2,00 - 10° TKE/mI sejtszammal (16. abra). A legnagyobb csokkenés is maximum harom

nagysagrend volt a kiindulasi sejtszamhoz képest, ezt az 5. tablazat eredményein lathatjuk.

Corcoran és munkatarsai (2005) kisérletében 6t kiilonbozé Lactobacillus torzs talélését
hasonlitottak 6ssze szimulalt gyomornedvben, pH 2,0 értéken 90 percig. A Lactobacillus
paracasei NFBC 338 torzs esetében azt figyelték meg, hogy a 30 perces expozicid utan
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kimutathatatlan szintre csokkent a sejtszam. Osszeségében az adatok azt mutattak, hogy a
Lactobacillus fajok tulélési aranya kiilonbozik, és a kiilonbségek torzs szintjén mutatkoznak
meg. Bar a Lactobacillus-okat savellenallo mikroorganizmusoknak tekintik, erds savas 3,0
alatti pH érték alatt mar érzékenységet mutathatnak. Ezt kutatasuk igazolta a
Lactocaseibacillus paracasei torzsnél, viszont vizsgalataim soran én nem tapasztaltam ilyen
mértékii sejtszam csokkenést egyik altalam vizsgalt torzs esetében sem (Corcoran et al.,

2005).

5. tablazat: Lactocaseibacillus paracasei térzsek 0. perces és 120. perces
sejtszamai gyomorsavas kozegben

Lactocaseibacillus Kiindulasi sejtszamok = Tulélt sejtszamok

paracasei torzsek (TKE/ml) (TKE/ml)
MA27 1,37 - 10° 2,60 - 10°
MA32 8,56 - 108 2,00 - 10°
MAZ33 5,27 - 108 2,42 - 10°
MA34 1,03 - 10° 8,00 - 107
MAZ35 1,11 - 10° 2,60 - 10°

» MAZ27 torzs vizsgalata
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15. abra: MA27 gyomorsavas kezelés soran vett mintavételek eredményei
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* MA32 minta vizsgalata
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16. abra: MA32 gyomorsavas kezelés soran vett mintavételek eredményei

» MAZ33 torzs vizsgalata
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17. abra: MA33 gyomorsavas kezelés soran vett mintavételek eredményei

* MAB34 torzs vizsgalata
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18. abra: MA34 gyomorsavas kezelés soran vett mintavételek eredményei
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= MABSS torzs vizsgalata
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19. abra: MA35 gyomorsavas kezelés soran vett mintavételek eredményei

5.3.2. Lactocaseibacillus paracasei epesavas eredményei

Az epesavas vizsgalat soran konstansnak mondhatok a sejtszdmok, és a kisérletek végén,
kifejezetten kitind tulélési aranyokat szamolhattam. A MA32 és MA33 torzseknél a
kiindulasi sejtszamokat is feliilmalé (MA32 — 8,56 - 108 TKE/ml; MA33 — 5,27 - 108
TKE/ml) eredményeket kaptam. 8 ora elteltével a talélési arany a MA32 torzs esetében
101,98%-0s volt, 1,28 - 10° TKE/mI sejtszammal, mig a MA33 torzsnél 105,0%-0s 1,42 -
10° TKE/ml sejtszammal (21. és 22. dbra eredményei). A masik harom torzs (MA27, MA34,
MA35) szintiigy eredményesnek bizonyult, majdnem 100%-0s (97,42%; 97,29%; 99,84%)
talélési arannyal (20., 23., 24. és 30. abra adatai). A kiindulasi sejtszamokhoz mérve a 8 6ras

epesavas kitettséget taléld sejtszamokat a 6. tablazat szemlélteti.

6. tablazat: Lactocaseibacillus paracasei torzsek 0. perces és 8 oras
sejtszamai epesavas kozegben

Lactocaseibacillus Kiindulasi sejtszamok = Tulélt sejtszamok

paracasei torzsek (TKE/ml) (TKE/mlI)
MA27 1,37 - 10° 7,90- 108
MA32 8,56 - 108 1,28 - 10°
MAZ33 5,27 - 108 1,42 - 10°
MA34 1,03 - 10° 5,90 - 108
MAZ35 1,11 -10° 1,07 - 10°
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MAZ27 torzs vizsgalata
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20. abra: MA27 epesavas kezelés soran vett mintavételek eredményei

MAS32 torzs vizsgalata
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21. abra: MA32 epesavas kezelés soran vett mintavételek eredményei

MAS33 torzs vizsgalata
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22. abra: MA33 epesavas kezelés soran vett mintavételek eredményei
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* MAB34 torzs vizsgalata
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23. abra: MA34 epesavas kezelés soran vett mintavételek eredményei
= MABSS torzs vizsgalata
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24. abra: MA35 epesavas kezelés soran vett mintavételek eredményei

25. abra: MAS35 torzs 2 6ra utani mintavétele 26. abra: MA35 torzs 4 ora utani mintavétele
epesavas kozegben epesavas kdzegben
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27. dbra: MA35 torzs 6 Ora utani mintavétele 28. abra: MA35 torzs 8 ora utdni mintavétele
epesavas kozegben epesavas kdzegben

Lactocaseibacillus paracasei MA35 torzsének mind a 4 idépontban vett mintak inkubaciot
kovetd eredményei lathatok a 25., 26., 27. és 28. abran. A torzs rendkiviil jo taléloképessége
miatt a 2., a 4., a 6. és a 8. draban vett mintavételt kovetden az életképes sejtek telepeket

képeztek, amelyek révén meghatarozhato volt a sejtszam (24. abra).

5.4. Eredmények osszegzése
Lactococcus nemzetség

Gyomorsavas vizsgalat soran az altalam vizsgalt Lactococcus nemzetségbe tartozé torzsek
kevésbé bizonyultak ellenallonak, szemben Drouault és munkatarsai (1999) eredményeivel.
Kisérletem soran a modellezett gastrointestinalis tér hatasaival szemben nem alkalmaztam
olyan modszereket, amelyek védelmi funkcidjukat betdltve eldsegitették volna a
baktériumsejtek talélési aranyanak novekedését. Drouault és munkatarsai (1999)
gyomorsavas vizsgalata soran kapott 89%-0s tulélési aranyat, a Lactococcus lactis MA75
torzs 60 perc utan vett mintavételi eredményem kozelitette meg a legjobban 77,43%-0s
tulélési arannyal (13. abra) nyombél. Ennél a torzsnél még 120 perc utan is 39,82%-0S
eredményt szamoltam, ami a 29. abran lathaté. Igy a vizsgalt Lactococcus nemzetségbe
tartozo tejsavbaktériumok koziil funkcionalis tulajdonsdgainak tovabbi vizsgélatara ezt a
torzset valasztanam. Ha tovabbi vizsgalatokat folytatnék nagy valdsziniiséggel alkalmaznam
a kutatd modszereit, és az élelmiszerek fontos védOhatasat mikrokapszulazéssal

reprezentalnam (Drouault et al., 1999).

Osszességében viszont epesavas kozegben a Lactococcus nemzetségnél kiemelkedden
magas szamban szamolhattam t1é16 baktériumtelepeket mind az 6t torzs esetében (30. abra).

Szemben Drouault és munkatarsai (1999) 9%-os eredményével, az altalam kapott
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eredmények a kovetkezéek voltak tulélési arany tekintetében: Lactococcus lactis MA1l
torzsnél 99,3% (12. abra); MA75 torzsnél 98,85% (14. abra); Lactococcus formosensis KP28
torzsnél 88,44% (6. abra); és Lactococcus garvieae KP16 térzsnél 65,17% (3. abra). Emiatt
felmeriilt bennem egy olyan kezelés lehet0sége, amelynél ezeket a probiotikus térzseket nem
szajon at bevihetd étrendkiegészitoként, hanem ezt kikeriilve rogton a bélrendszer kozegébe
juttatva segitenénk eld tulélésiiket és szaporodasukat. Napjainkban mar nemzetkozileg
széles korben elfogadott kezelésnek mindsiill a székletmikrobiota-transzplantacio
(faecalismikrobiota-transzplantacio — FMT), amelyet leggyakrabban a Clostridium difficile
fert6zés (CDI) kezelésére alkalmaznak. A kezelések Magyarorszagon még kezdetlegesek,
de annal nagyobb lehetdséggel birhatnak a jovore nézve. Egyik kiemelkedd elénye, hogy
biztonsagos, potencidlisan életmentd, koltséghatékony, emellett jelentdsen roviditi a
hospitalizacios id6t és az orvos-beteg talalkozasok szamat is. A Clostridium difficile magas
korhazi letalitdsdhoz viszonyitva, a széklettranszplantacié rendkiviil nagy hatékonysagu
eljaras, amely sordn a beteg (recipiens) bélrendszerébe egy egészséges donorbol készitett
sz€kletszuszpenzidt juttatnak. Az €16 bélbaktériumok helyreallitjak a beteg bélflorajat, ezzel
elimindlva a CDI-t. Szdmos esetben ez a modszer szignifikdnsan feliilmulta az
antibiotikumterapia hatékonysagat, igy eurdpai és hazai iranyelvek is ajanljak alkalmazasat
egyes esetek kezelésére. Mindemellett sikerrel alkalmaztak példaul a colitis ulcerosa és az
tovabba egyes betegségek kialakuldsdban a mikrobiom szerepének egyre szélesebb korii
felismerése a székletmikrobiom-transzplantacio indikaciojanak boviiléséhez vezethet (Nagy

et al., 2020).
Lactocaseibacillus nemzetség

Gyomorsavas kozegben Lactocaseibacillus paracasei torzsek esetében is az ellenkez6
értékeket kaptam mind az 6t esetben, mint a hasonlé Lactobacillus nemzetséghez tartozo
torzseket vizsgald kutatok: Corcoran és munkatarsai (2005). Ahhoz, hogy a vizsgalt
baktériumokat életképesnek mindsithessiik a gyomor-béltraktusban eltoltott 1d6t kovetden
el kell érniiik egy meghatirozott 10°-107 TKE/g kériili sejtszdmot. Ugyanis ekkora
sejtmennyiség sziikséges ahhoz, hogy az adott torzs ki tudja fejteni jotékony hatdsat a
bélrendszerre, illetve a gazdaszervezet egészére. Az eredményeket az 5. tablazat adatai
tartalmazzak: a MA32 és MA33 torzsek 120 perces thlélt sejtszam aranyatol (2,00 - 10°
TKE/ml; 2,42 - 10° TKE/m) eltekintve a tobbi minta elérte a meghatarozott 106-10” TKE/g
koriili sejtszamot (MA27 — 2,60 - 10° TKE/ml; MA34 — 8,00 - 10’ TKE/ml; MA35 — 2,60 -

38



10° TKE/ml). Corcoran és munkatarsai (2005) gyomorsavas kisérlete soran dsszekapcsolta
a savas koriilmények ellen alkalmazott FoF1 enzim-komplex hatasét glikozzal. Igy annak
érdekében, hogy a vizsgalt torzseimnél még tobb €10, szaporodoképes sejt ¢lhesse tul a
szervezet nehezitd koriilményeit epesavas kozegben, itt is alkalmaznam a glikoz pozitiv
hatasat, amellyel egy optimalisabb protonpumpa miikodés alakulhatna ki a sejtmembran
felszinén, és az intracellularis térben a pH csokkenésének megakadalyozasa is

kivitelezhet6vé valna.

Az epesavas vizsgalat eredményeit 6sszegezve megallapithatd, hogy a Lactocaseibacillus
paracasei gyomorsavas kozeg hatasaihoz mérve is sokkal jobb eredményeket tapasztaltam.
A MAZ27 torzs gyomorsavas 70,13%-os talélési aranyahoz képest (15. abra) epesavas
kozegben 8 ora elteltével is 97,42%-0t ért el (20. abra). A MA32 torzs 16. abran lathato
59,35%-os tl¢lési aranyt mondhatni megduplazta a 21. 4bra epesavas eredményeire tekintve
(101,98%). Szintugy a MA33 torzs is, aminél a gyomorsavas érték 61,7% (17. abra), mig az
epesavas 105% volt (22. abra). A MA34 és MA35 torzsek pH 2 és epesav tulélési aranya
kisebb volt: MA34 gyomorsavas 87,68% — epesavas 97,29% (18. és 23. abra adatai); MA35
gyomorsavas 70,9% — epesavas 99,84% (19. és 24. abra adatai).

A fent leirt eredményeket figyelembe véve a 29. és a 30. abra eredményei alapjan probiotikus
készitményekhez elsédlegesen a Lactocaseibacillus paracasei faj torzsei koziil a MA27,
MA34, MA35 torzseket, a Lactococcus lactis faj torzsei koziil pedig a MA75 torzset
javaslom, amennyiben megfelelnek a tobbi kritériumnak is, amiket egy probiotikus torzzsel
szemben tamasztottak. Ebben az esetben példaul takarmanykiegészitoként alkalmazhatdak
lennének az allattartasban. A szakirodalomban széles korben dokumentaltak mar szamos
olyan mikroorganizmust, amelyek probiotikus tulajdonsagokat mutattak, a mai napig a
legelterjedtebb  probiotikumok a Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus és
Bifidobacterium nemzetségekben talalhatok. A bakterialis probiotikumok hatékonyabbnak
bizonyultak csirkék, sertések és fiatal borjak esetében is. Kiilonds érdeklddés Ovezi a
Lactococcus lactis vizsgalatat, mivel ez a faj igéretesnek bizonyult kiilonb6z6 halfajok
védelmére a bakteridlis korokozokkal szemben. Képes volt ndvelni az immunparamétereket,
valamint védelmet nyUjtott a furunkul6zisos gennyes bdrelvaltozas ellen. Ugyanebben az
iranyban maés kutatisok is beszamoltak az Lactococcus lactis (108 TKE/g) olajbogyo
lepényhalban (Paralichthys olivaceus) torténé alkalmazasaval megemelkedett szérum
immunparamétereirdl (mint példaul a szérum peroxidaz, lizozim és antiproteaz), valamint a

Streptococcus iniae elleni rezisztenciarol (Arséne et al., 2021).
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A Lactococcus garvieae, Lactococcus formosensis és Lactococcus lactis fajok torzseit pedig
az 1jito széklettranszplantacids modszernél javasolndm, amennyiben az emlitett probiotikus

kritériumoknak teljes mértékben megfelelnek.
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29. abra: Lactococcus garvieae (KP16, KP66), Lactococcus formosensis (KP28), Lactococcus lactis (MALL,
MA75) és Lactocaseibacillus paracasei (MA27-35) térzsek tilél6képessége gyomorsavas kbzegben
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30. abra: Lactococcus garvieae (KP16, KP66), Lactococcus formosensis (KP28), Lactococcus lactis (MA11,
MAT75) és Lactocaseibacillus paracasei (MA27-35) torzsek taléléképessége epesavas kdzegben
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6. OSSZEFOGLALAS

A kutatasom soran Lactococcus és Lactobacillus nemzetségek baktériumtorzseinek
tuléloképességét kovettem nyomon a gyomor- és béltraktust modellezd kozegeket
alkalmazva. A manapsag gyakorta fogyasztott fermentalt élelmiszerekben €s tejtermékekben
alkalmazott probiotikus hatast baktériumok ko6zé sorolhatok a Lactobacillus és
Bifidobacterium nemzetségek fajainak egyes torzsei, de eldszeretettel alkalmazzak
probiotikumként az altalam vizsgalt Lactococcus lactis faj egyes torzseit is. Ezért a
Lactobacillus és a Lactococcus nemzetség egyes torzseinek Osszehasonlitasat, és savak

hatasara a valtozo ¢életképességii sejtjeik vizsgalatat tliztem ki célul.

Az egészséges mikrobiom optimalis jellemzdje a bélbaktériumok magas foku, stabil
diverzitasa. Miikodése soran sokféle ¢lettani funkcidt tolt be: alapvetd tapanyagforrast
biztosit, a gyomor-bélrendszer integritdsat segiti és tdmogatja immunrendszeriink
védekezOképességét is. A gazdaszervezet és a mikrobiota fajok kozotti szimbiotikus
kapcsolat felborulasaval a szervezet fogékonyabba valik kiilonb6z6 betegségekkel szemben.
Emlithetjik példaul az elhizast, sziv- és érrendszeri rendelleneségeket, depressziot,
anyagcserezavarokat és mentalis betegségeket is. Igy az egyre veszélyesebb tiinetegyiittesek
normalizalasa érdekében fontos a mikrobiom egyenstlydnak fenntartdsa a megfeleld
étrenddel €s probiotikus készitményekkel, a gyogyszerek koriiltekintd hasznalataval és az

¢letviteliink optimalizalasaval.

Kisérleteim soran a Lactococcus nemzetségb6l a Lactococcus lactis a Lactococcus
formosensis és a Lactococcus garvieae baktériumtorzseit vizsgaltam. Lactobacillus
nemzetségb6l pedig az eredetileg L. paracasei néven ismert, majd 2020-t6l

Lactocaseibacillus paracasei-re atnevezett faj baktériumtorzseit.

Mivel a fermentalt tejtermékek €s az erjesztett ¢lelmiszerek tartalmaznak probiotikumokat,
ezért ezeknek a gyomorban toltott altalanos idOtartaméval szamolva a pH 2-es vizsgélat
utolsé mintavételezését a 120. perc utan végeztem. Az epesav hatasanak kifejtését pedig pH
6,4 értéken vizsgaltam, szamolva a vékonybélben eltoltott koriilbeliil 8 6ras emésztési
eredményekben pontos Osszehasonlitast tudjak végezni a baktériumok tulélési aranyat
tekintve, Biirker-kamras sejtszamlalast végeztem. Ennek alapjan mindegyik torzsnél
nagysagrendileg 10’108 sejtszamot allapitottam meg, amelyek eredményeit a 3. tablazat

szemlélteti.
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A két baktérium nemzetség eredményeit dsszevetve 8 ords intervallum alatt két 6rankénti
mintavételt kovetden az epesavas kozegnek tulélési arany%-at tekintve, a Lactocaseibacillus
paracasei faj térzseinek értékei voltak a legjobbak. Eredményeim mind az 6t térzs esetében
97 - 105% kozott voltak, mig a Lactococcus fajok kiilonboz6 torzsei 65 — 99,3% kozott
valtakoztak, de leginkabb a Lactococcus lactis torzsek eredményei voltak kiemelkeddek
(MA11 - 99,3%; MAT75 - 98,85%).

A gyomorsavas kozeg hatasait szintén a Lactocaseibacillus paracasei élte tal a legjobb
sejtszammal. Tulélési aranyuk 56 — 88% kozott valtozott. Mikdzben a Lactococcus-oknal
csak egyetlen egy esetben a Lactococcus lactis MA75 torzsénél lehetett 120 perc utan is
39,82%-0s tulélt sejtszamot megallapitani. Lactococcus formosensis, Lactococcus garvieae
esetében csak 30, 60 és 90 percig maradtak szaporoddképes sejtek, igy hosszil tavi

ellenalloképességiikrdél nem volt igazdn meggydz6 eredmény.

Osszegezve az eredményeket, probiotikus készitményekhez elsdsorban a
Lactocaseibacillus paracasei faj torzseit javasolnam, koziilik is a MA27, a MA34 és a
MA35 torzseket rendkiviili gyomor- és epesav-ellenalloképességiik miatt, illetve a jovoben
akar takarmanykiegészitOként is lehetségesnek tartom alkalmazédsukat, amennyiben
megfelelnek a probiotikus torzsekkel szembeni tobbi szigora kritériumnak is. A Lactococcus
nemzetség torzseit a kitlind epesav tlirésiiket tekintve egy kezdetleges, de nagy lehetéséggel
bird, napjainkban mar nemzetkdzileg széles korben -elfogadott székletmikrobidta-

transzplantacié alapjaként tudnam elképzelni.
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