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1. BEVEZETES

A tejsavbaktériumok szénhidrat fermentalds sordn tejsavat termelnek, melynek
koszonhetden az ¢lelmiszeriparban régota hasznaljak dket zoldségek, tejtermékek, illetve
huskészitmények tartdsitasara. Egyes tejsavbaktériumokat probiotikumként is alkalmaznak
a fogyaszto egészségére gyakorolt jotékony hatasaik miatt, mind embereknél, mind az

allattenyésztésben.

Az elmult évtizedekben aggodalomra ad okot az antibiotikum-rezisztencia terjedése. A
legfébb aggodalom a korokozo baktériumok €s azok antibiotikum rezisztenciaja miatt van,
mivel a rezisztens mikrobdk altal okozott fertézések kezelése nem csak bonyolultabb, de

1ddigényesebb és sokkal koltségesebb is.

Mivel a tejsavbaktériumok nagy mennyiségben vannak jelen a gyomor-bél traktusban, és
szandékosan is bekeriilnek étrendiinkbe, illetve allatok takarmany adalékanyagaként is
alkalmazzak, igy aggodalmak meriiltek fel antibiotikum-rezisztencidjuk miatt. Bizonyos
antibiotikumokkal szemben rezisztens tejsavbaktériumok elonydsek lehetnek a
gazdaszervezetnek azaltal, hogy elésegitik a gyomor-bél traktus egyenstlyanak fenntartasat
az antibiotikum kezelés okozta hasmenés esetén. Ugyanakkor fennall annak a kockazata,
hogy ezek a rezisztens torzsek képesek a rezisztenciagént mads, esetleg patogén
baktériumoknak tovabbadni. Ez megnehezitheti az antibiotikum rezisztens bakterialis
betegségben szenvedd beteg kezelését. Ezért a megengedettnél nagyobb mértékii
antibiotikum rezisztenciaval rendelkez6 t6rzsek nem alkalmazhatdak sem élelmiszerekben,

sem takarmany kiegészitoként.



2. CELKITUZESEK

Szakdolgozatom készitésekor célul tiiztem ki a Lactobacillus paracasei fajhoz tartozo olyan
torzsek kivalasztasat a torzsgyijteménybol, melyek nem rendelkeznek antibiotikum
rezisztenciaval, igy potencidlisan hasznosak lehetnek az élelmiszeriparban vagy allati
takarmany adalékanyagként. E mellett célom volt olyan antibiotikumok kivalasztasa és
vizsgalata, melyekkel szembeni rezisztencia kizarja a torzseket a probiotikumként torténd

alkalmazas lehetdségébdl.
A cél elérése érdekében a kovetkezd vizsgalatokat terveztem megvaldsitani:

o A kivalasztott torzsek sejtszamanak Biirker-kamraval torténé szamlalasa, a
kisérletekhez sziikséges egységes sejtkoncentracio biztositasdhoz

e A torzsek antibiotikum rezisztenciajanak vizsgalata korongdiffiiziés modszer
segitségével

e Abszorbancia mérésen alapuld antibiotikum rezisztencia meghatarozasa



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. TEJSAVBAKTERIUMOK

3.1.1. TEJSAVBAKTERIUMOK ALTALANOS JELLEMZESE
A tejsavbaktériumok élelmiszeriparban torténd alkalmazasa hosszi multra tekint vissza.
Mivel a tejsav csokkenti a kdzeg pH-jat, ennek révén gatolja a romlast okoz6 mikrobak
elszaporodasat, igy kiilonbozé tejtermékek, zoldségek, valamint huskészitmények

eltarthatosagat elésegitheti.

A tejsavbaktériumok Gram-pozitiv, sporat nem képz6, katalaz-negativ palcika vagy kokkusz
alakt mikrobak. Anyagcseréjiikhdz nincs sziikségiik oxigénre, viszont jelenlétét toleraljak,
tehat aerotolerans anaerobok. Neviiket a szénhidrat anyagcseréjiik végtermékérol a tejsavrol
kaptak. Az ide tartoz6 mikrobak tehat nem egy rendszertani kategoriaba tartoznak, hanem
kozos élettani tulajdonsagaik miatt kaptak ezt a gyljténevet. Tapanyagok szempontjabol
komplex igénylik van (szénhidratok, aminosavak, peptidek, zsirsav-észterek, sok,
nukleinsav-szarmazékok, vitaminok). Szénforrasként gliikozt felhasznalva lehetnek
homofermentativak (fermentacids termékként tobb mint 85% tejsavat termelnek) vagy
heterofermentativak (tejsavat, szén-dioxidot, etanolt és/vagy ecetsavat termelnek).
Tapanyag igényiiket tiikkrozi eléforduldsi helyiik is: ndvényeken, novényi eredetii
anyagokon, erjesztett vagy romlott ételekben, illetve az allati tapcsatornaban (Wood &

Holzapfel, 1995).

3.1.2. TEIJSAVBAKTERIUMOK RENDSZERTANA
A 16S ¢és 23S rRNS szekvencia alapjan két nagy 4ag kiilonithetd el a Gram-pozitiv
baktériumoknal. A Clostridium ag esetében a DNS G+C (guanin+citozin) aranya 50 mol%
alatti. A masik &g az actinomycetes ag, ahol a G+C tartalom 50 mol% feletti. A tipikus tejsav
baktériumok, mint a Lactobacillus, Lactococcus, Leuconosto, Pediococcus és a
Streptococcus 50 mol% alatti G+C tartalommal rendelkeznek, igy a Clostridium aghoz

tartoznak (1. abra).



Magas G+C Alacsony G+C

Leuconostor,
Lactobacillus
Lactobacillus,
Pediococcus Streprococous

Atopobium

Lactococcus
Bifidobacrerium
Enterococcus

S. aureus

B. subtilis
Corvnebacterium

Propionibacterium

E. coli

1. ABRA GRAM-POZITIV BAKTERIUMOK FILOGENETIKAI TORZSFAJA

(WoOD & HOLZAPFEL, 1995)

Munkam soran a Lactobacillus nemzetséggel foglalkoztam, igy ennek a tulajdonsagait a

tovabbiakban részletesebben szeretném bemutatni.

3.1.3. LACTOBACILLUSNEMZETSEG
Az ide tartozd baktériumok Gram-pozitiv, fakultativ anaerob anyagcserével rendelkezo,
sporat nem képezd, palcika alaki mikrobdk, melyek mozgasra képtelenek. Szamos
kiilonbozd tapanyagra auxotrofok, ezért a legjobban komplex téptalajban fejlédnek. Az
optimalis ndovekedési homérsékletiik 30-40 °C, de akar 50-53 °C-on is képesek novekedni.
Optimalis novekedési pH-juk 5,5-5,8, de akar 5-nél alacsonyabb pH-n is novekedhetnek.
Szamos fermentélt élelmiszerhez adjak hozza szandékosan inditdanyagként vagy vesznek
részt az erjesztésben, mivel a kiindulasi szubsztratok természetes szennyez6i, valamint a

szajliregben, béltraktusban és a hiivelyben is megtalalhatok a normal mikrobidta részeként

(Batt, 2014).

Az utdbbi években a Lactobacillus-ok jelentds figyelmet kaptak, mivel potencialisan részt
vesznek az antibiotikumokkal szembeni rezisztencia terjedésében. A legtobb Lactobacillus

belsd rezisztenciat mutat az aminoglikozidokkal (gentamicin, kanamicin, sztreptomicin) €s
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a vankomicinnel szemben, valamint érzékenyek a béta-laktamokra (penicillin, ampiocillin),

illetve a fehérjeszintézist gatlokra (tetraciklin, eritromicin, kloramfenikol (Elizaveta, és
mtsai., 2022).

3.1.4. TEJSAVBAKTERIUMOK ANYAGCSEREIE
Tejsavbaktériumoknal két eltérd szénhidrat emésztési utat kiilonboztetiink meg, a
homofermentativat és a heterofermentativat. Homofermentativ lebontasrol beszéliink, ha a
végtermék tobb mint 85%-a tejsav, mig a heterofermentativ anyagcsere soran tejsavat, szén-
dioxidot, etanolt és/vagy ecetsavat termelnek. Az 4llati izomzattal ellentétben a
tejsavbaktériumok D (-) vagy L (+) izomert, vagy ezeknek keverékét képezhetik. Ennek a
fenotipusos diagnosztikaban van jelent6sége (Wood & Holzapfel, 1995).

3.2. AZ EMBERI ES ALLATI BELFLORA
A tejsavbaktériumok fontossagat az emberi egészség és a hosszu ¢€lettartam szempontjabol
elészor Metchnikoff vetette fel a szazad elején. O azonban a bélbaktériumokat
Osszességében inkabb karosnak, mint jotékonynak itélte. Az emberi bélcsatornaban komplex
mikro-6koszisztéma talalhato, mely rendszerr6l ¢és kolcsOnhatasair6l még mindig
korlatozottak az informacioink. Ezt a mikrobidlis populaciot tigy tekinthetjiik, mint egy
»hyitott 6korendszert”, amely mikroba populaciok egy csoportjat tartalmazza, amelyek
egyensulyban élnek egymassal egy térben és idoben. Becslések szerint a feln6tt emberi
béltraktus koriilbeliil 101 életképes baktériumot tartalmaz, ami tizszer annyi, mint az emberi
test 0sszes szovetében talalhato sejtek szama. Az optimalis bélfloraval rendelkezé ép bélham
gatat jelent a patogén mikroorganizmusok, antigének €s karos vegytiletek behatolasa vagy

felvétele ellen (Holzapfel, és mtsai., 1998).

A mikroorganizmusok szdma, illetve valtozatossaga nem egyenletes az emésztdrendszerben.
Tobb tényezd is befolyasolja, mint példaul az adott szakaszok tulajdonsagai, illetve kiilso
tényezOk, mint a stressz, diéta, vagy gyogyszerek fogyasztasa/takarmanyozésa (foleg az
antibiotikumok). A szajiireg tobbé-kevésbé semleges pH-ja utan a gyomor alacsony pH-
értéke (2,5 és 3,5 kozott) pusztitod a legtobb mikroba szaméara. A populécié nagy részét Gram-
pozitiv baktériumok, példaul Streptococcusok és Laktobacillusok, valamint élesztégombak
teszik ki. A patkobélben is viszonylag kicsi a csiraszdm, a kedvezdtlen koriilmények

kovetkeztében (gyomorsav, emésztéenzimek, epe), illetve a rovid tartdzkoddsi id6 miatt. A
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tovabbi régidk felé¢ haladva folyamatosan nd a mikrobdk szdma, és a tejsavbaktériumok
mellett megjelennek a Gram-negativ baktériumok is, mint példaul a Enterobacterium,
Bacteroides és a Fusobacterium. Karos mikroorganizmusok is mindig jelen vannak a
bélrendszerben, azonban amig kis szdmban vannak jelen nem veszélyesek a
gazdaszervezetre. A mikroorganizmusok kozott egymast segitd (szinergista) és egymast
gatld (antagonista) kolcsonhatasok alakulhatnak ki. A Lactobacillus és Bifidobacterium
fajok szerves savak, és mas antimikrobas vegytiletek kivalasztasaval szoritjak vissza szamos

koérokozo szaporodasat (Holzapfel, €s mtsai., 1998).

A ,normdl” bélflorara jellemzd baktériumok szdmos jotékony tulajdonsdggal
rendelkezhetnek, példaul képesek bizonyos ¢lelmiszer 6sszetevoket lebontani, bizonyos B-
vitaminokat termelni, valamint emésztd- és véddenzimeket termelnek. Néhany potencialisan
rakkeltd anyag metabolizmusaban is részt vesznek, illetve gyogyszerek hatékonysagaban is
szerepet jatszhatnak. Ezek a hatdsok lehetnek elénydsek vagy karosak is az egészségre

(Holzapfel, és mtsai., 1998).

3.3. TEJSAVBAKTERIUMOK MINT PROBIOTIKUMOK

Az egészséges bélrendszer megdrzése kulcsfontossaghh minden ¢él6lény szamara a
taplalékbol szarmazd tédpanyagok hatékony emésztéséhez ¢és felszivodasahoz. A
kiegyenstlyozott mikrobiota (azaz az egészséges mikro-0koszisztéma) az egészséges bél
elengedhetetlen alkotoeleme. A probiotikumok ¢16 mikroorganizmusok, melyek megfeleld
mennyiségben fogyasztva jo hatassal vannak a bélrendszer egészségére, a tapanyagok
emészthetdségét javitjak, ez altal a tapanyagok felhasznalasat is noveli (Liao & Nyachoti,
2017).

Egy torzs kivéalasztasanal fontos tényezd, hogy bizonyos mikrobiolédgiai, technologiai és
funkcionalis kritériumoknak megfeleljen. Kulcsfontossadgu, hogy a torzs biztonsagos, €s
genetikailag stabil legyen, valamint j6 gyomor- és epesavtiiréssel rendelkezzen, meg kell
tapadniuk a bélnyalkahartyan, valamint kolonizacids képességgel kell rendelkezniiik.
Technologiai szempontbol fontos, hogy a torzs ne rendelkezzen kellemetlen érzékszervi
tulajdonsagokkal, illetve életképes maradjon a termék eltarthatosagi idejének végéig. A
torzsek jelentdsen kiilonboznek egymdstol ezekben a tulajdonsagokban (Holzapfel, és

mtsai., 1998).



Kiilonb6z6 probiotikus tulajdonsdgokkal rendelkezd ¢életképes mikroorganizmusokat
tartalmazo kiegészitdk kaphatok a kereskedelemben akar liofilizalt formaban, akar
fermentalt élelmiszer-alapanyagként. A L. acidophilus és a L. casei torzsek valdszinileg a
leghosszabb felhasznalasi multtal rendelkeznek az ismert baktériumtorzsek kozil az

egészségligyi elonyeik miatt (Holzapfel, és mtsai., 1998).

Az ¢élettani és biokémiai mechanizmusok sokszor nem ismertek vagy nem bizonyitottak,
hiszen a megfigyelések részben korlatozott szamu in vitro vizsgalatokbdl, részben pedig in

vitro sejttenyészeteken végzett modell kisérletekb6l szarmaznak (Holzapfel, és mtsai.,

1998).

3.4. PREBIOTIKUMOK
A Dbélcsatorna hasznos mikrobiotdjanak aranyat nem csak a bevitt probiotikus
baktériumokkal lehet novelni, hanem a bélrendszerben mar jelenlévd baktériumok
novekedésének, szaporodasanak stimulalasaval is, melyre a prebiotikumok alkalmasak. A
prebiotikumok az ember szamara nem emészthet élelmiszer- 6sszetevok, amelyek jotékony
hatassal vannak a gazdaszervezetre azaltal, hogy szelektiven stimulaljak a vastagbélben
jelenlévd egy vagy tobb jotékony hatasti baktériumtorzs novekedését és/vagy aktivitasat

(Gibson & Roberfroid, 1995).

A perbiotikumok koz¢ tartozik a rezisztens keményitd, a nem-keményitd alapu
poliszacharidok (élelmiszer rostok), egyes cukrok és az oligoszacharidok, melyekhez

természetes uton is hozza lehet jutni kiillonb6z6 zoldség- és gyiimolesfélék fogyasztasaval
(Manning & Gibson, 2004).

3.5.  ANTIBIOTIKUMOK ALTALANOS JELLEMZESE
A mikrobdk ¢és metabolitjaik élelmiszerekben, takarmanyokban, tejtermékekben,
fermentacidban, gyogyszeriparban és mas teriileteken torténd felhasznaldsa mar évszazadok
ota folyik. Jotékony szerepiik mellett azonban karos hatasaik is lehetnek, amik az embereket,
allatokat és novényeket fenyegetd fertézések, valamint élelmiszerromlas forméjaban
jelentkeznek. Ezeknek a veszélyforrasoknak a lekiizdésére vilagszerte szdmos intézkedés

folyik, féként az antibiotikumok alkalmazasa révén (Sharma, és mtsai., 2018).

Helytelen vagy talzott alkalmazasuk antibiotikum-rezisztens baktériumok €s rezisztencia
gének kialakulasahoz, valamint terjedéséhez vezetett, ami csokkentette terapias

hatékonysagukat (Wright, 2010) .



2000-ben a WHO (Egészségiigyi Vilagszervezet) arra jutott, hogy a kozegészségiigyi
legnagyobb globalis veszély a ndvekvO antibiotikum rezisztencia (World Health
Organization, 2001).

Az antibiotikumok olyan mikroorganizmusok altal termelt masodlagos anyagcseretermékek,
melyek mas mikrobdk életfolyamatait gatoljak, viszont megfeleld koncentracidban az
emberi szervezet karosodas nélkiil elviseli 6ket. Gyakran kedvezétlen kornyezeti hatdsra
indul be a termelésiik, ilyen példaul a tobbszords tapanyag limit, az eltolt pH, illetve a

kellemetlen anyagcseretermékek felhalmozddasa (Pécs, 2009).

Koriilbeliil 12-13000 antibiotikumot irtak le, melyek koziil nagyjabol 300-at alkalmaznak
human gydgyaszatban. A klinikai gyakorlatban alkalmazott antibiotikumok tdbbsége
néhany évtized utan elavult, vagy kikeriilt az alkalmazési korbol. Ennek oka lehet a terjedd
rezisztencia, a mellékhatdsok, allergia fellépése, vagy olcsobb, hatékonyabb, esetleg

konnyebben alkalmazhato6 szerek megjelenése (Pécs, 2009).

3.6. ANTIBIOTIKUMOK CSOPORTOSITASA
Az antibiotikumokat lehet csoportositani kémiai szerkezet, hatasmechanizmus,
tamadaspont, hatasspektrum, bioszintézis Ut vagy akar orvosi alkalmazas szerint is. Kémiai
szerkezet szerint megkiilonboztetiink aminosavszarmazékokat, ilyen példaul a cikloszerin
vagy a béta-laktam. Szénhidrat szarmazékokat (sztreptomicin, vankomicin), aromasokat,
szteranvazasokat stb. A bioszintézisiik Utja kapcsolddik a kémiai szerkezethez, hiszen
hasonlo szerkezeti molekuldk hasonlé anyagcserefolyamatok sordn jonnek létre.
Hatasmechanizmus vagy tamadaspont szerint is lehet csoportositani dket, mivel a mikrobak
¢letmitkddését tobbféle modon is akadalyozhatjak. Gyakori tAmadéaspont a sejtfalszintézis, a
fehérjeszintézis €s a sejtmembranok mitkodésének gatlasa. Az orvosok szempontjabdl a
szerek hatasspektruma, azaz hogy mely mikrobak ellen hatasosak, valamint a terapias

alkalmazhatosaga f6 szempont (Pécs, 2009).

3.7. ANTIBIOTIKUMOK HATASMECHANIZMUSA
Az antibiotikumok csoportosithatoak az szerint, hogy sejthalaltidéznek-e el6 (baktericidek)
vagy pusztan gatoljadk a baktériumsejt novekedését, osztodasat (bakteriosztatikus).
Hatasmechanizmus szerint lehetnek fehérje-, sejtfal-, nukleinsav-szintézist gatlok, DNS

felcsavarodast gatlok, valamint kdrosithatjak a baktérium DNS-ét is (Kohanski, és mtsai.,

2010).



A fluorokinolonok kozé tartozik a nalidixinsav, a ciprofloxacin, a levofloxacin és a
gemifloxacin. A kinolonok elsédleges célpontja Gram-pozitiv baktériumok esetében a
topoizomeraz IV., mig Gram-negativ baktériumoknal a topoizomeraz II. A kinolon-
topoizomeraz-DNS komplex képzddése kovetkeztében a blokkolt replikacids villanal a
DNS-replikaci6 ledll, ami bakteriosztatikus hatasu, majd végiil a sejt halaldhoz is vezet. Ez
a gatlas azonban visszafordithatd. Az RNS-szintézis gatlasa a félszintetikus rifampicineknél
hasonlo6 a kinolonok altali gatlashoz. A DNS fiiggd transzkripcidt gatoljak az altal, hogy
stabilan és nagy affinitassal kotédnek a DNS-hez kotott és aktivan atird RNS-polimerazhoz
(Kohanski, és mtsai., 2010).

A sejtfal altal biztositott mechanikai szilardsag rendkiviil fontos a baktérium sejt szamara,
hogy a kiilonbozé kornyezeti tényezoknek ellen tudjon allni. A sejtfalszintézis-gatld
antibiotikumok megvaltoztatjak a sejt alakjat, méretét, és végsO soron a sejt lizisét
eredményezik. A béta-laktam antibiotikumok a sejtfalat felépité peptidoglikdnokban a
kotések kialakulasat gatoljak. A kotést kialakitod transzpeptiddz enzim aktiv centruméaba kot

a peptidoglikan analogjaként (Kohanski, és mtsai., 2010).

A fehérjeszintézist gatl6 antibiotikumok két alosztalyra oszthatok: Az egyik a 50S riboszéma
alegységet gatolja, mig a masik az 30S alegységet. Az 50S riboszéma inhibitorok kozé
tartozik példaul az eritromicin és a kléramfenikol. Ugy fejtik ki hatasukat, hogy fizikailag
blokkoljak a fehérje transzlacio beinduldsat (lanckezdés) vagy a keletkezd fehérje lanc
folytatasat. A 30S riboszoéma inhibitorok koz¢ tartoznak a tetraciklinek és az
aminociklitolok, utobbiak k6zé tartoznak a spektinomicin és az aminoglikozidok. A
tetraciklinek ugy fejtik ki hatasukat, hogy blokkoljak az aminoacil-tRNS hozzaférését a
riboszomahoz, hatasuk visszafordithato, igy csupan bakteriosztatikusak. Az
aminoglikozidok megvaltoztatjdk az mRNS kodon és az ahhoz kapcsol6dé aminoacil-tRNS
parosodast okoz, ezaltal a genetikai kod hibasan forditddik le, ami hibas fehérjék szintézisét
eredményezi. Ez a folyamat nem visszafordithato és a sejt halalat okozza, tehat baktericid

hatast (Kohanski, ¢s mtsai., 2010).

3.8.  VIZSGALATAIM SORAN HASZNALT ANTIMIKROBAS SZEREK

Ampicillin

Az ampicillin egy félszintetikus penicillin (béta-laktdm antibiotikum) szarmazék,

mely foként Gram-pozitiv baktériumokra hatasos, azonban egyes Gram-negativ szervezetek



membranjan is képes atjutni. Gatolja a sejtfal szintézisét az altal, hogy a penicillink6td
fehérjékhez kapcsolodva inaktivalja a peptiddzokat, ami sejtlizishez vezet. Fels6 és also
1éguti fertdzések, bor- €s borszerkezeti fert6zések, huigyuti fertdézések és kozépfiillgyulladas

kezelésére hasznaljak az egészségiigyben (Castle, 2007).
Sztreptomicin

A sztreptomicin az aminoglikozidok csoportjaba tartozik, a riboszomak 30S alegységéhez
kotédik €s konformacio valtozast okoz. Ez a konformacio valtozas a genetikai kod hibas
leforditasat okozza, ami hibas fehérjék szintézisét eredményezi. Konnyen atdiffundal a
baktériumok kiils6 membranjan. Széles spektrumu antibakterialis hatassal rendelkezik. A
legtobb Gram-negativ és néhany Gram-pizitiv baktériummal szemben is hatasos. Kiilonb6zé

hagyhti fert6zésekre és gyomorfertézésekre alkalmazzak (Vardanyan & Hrudy, 2006).
Kanamicin

A kanamicin szintén az aminoglikozidok csoportjaba tartozik, széles spektrumu
antimikrobialis hatassal rendelkezik. Hatasos a legtobb Gram-pozitiv és Gram-negativ
mikroorganizmussal szemben. Tamadaspontja a fehérjeszintézis gatlasa a 30S riboszéman.
Agyhartyagyulladas, tiidogyulladas, elfert6zodott sebek, valamint miitétek utani gennyes
szovodmények kezelésére hasznaljak (Vardanyan & Hrudy, 2006).

Eritromicin

Az eritromicin gatolja a bakterilis fehérjeszintézist azaltal, hogy reverzibilisen k6todik az
50S riboszomalis alegységiikhoz, igy gatolja az 1) peptidkotések kialakuldsat. A
bakteriosztetikus antibiotikumok ko6zé soroljak, azonban néhany mikrobaval szemben
baktericid hatast is kifejthet a megfeleld koncentracidoban. Féként Gram-pozitiv de néhany
Gram-negativ mikroorganizmus ellen is hatasos. Olyan bakterialis fertézésekre hasznaljék,
mint példaul a szamarkohogés, mandulagyulladas, epeholyag gyulladas és a tiidogyulladas
(Vardanyan & Hrudy, 2006).

Kléramfenikol

A kléramfenikol gatolja a fehérjeszintézist a baktériumokban, valamint kis mértékben az
eukariota sejtekben. Konnyen diffundal a baktériumsejtbe, ahol reverzibilisen kotodik az
50S riboszomalis alegységhez. Széles spektrumu antimikrobialis aktivitassal rendelkezik,
beleértve a Gram-pozitiv, Gram-negativ, aerob és az anaerob baktériumokat is. A
kléramfenikollal szembeni rezisztenciategy olyan plazmid jelenlétével magyarazzak, amely
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meghatarozza a kloramfenikol-acetiltranszferaz termelését. A kloramfenikol potencialisan
mérgez0 gyogyszer, néhany javallat van a hasznalatara, példaul a tifusz vagy az agytalyogok
kezelése. Szamos fert6zés hatékony alternativaja olyan helyzetekben, amikor a valasztott
gyogyszerek valamilyen okbol nem alkalmazhatok, azonban sosem hasznalhaté olyan
fertézések esetén, amelyek mas antimikrobidlis gyodgyszerekkel konnyen kezelhetOk

(Vardanyan & Hrudy, 2006).

3.9. ANTIBIOTIKUM REZISZTENCIA MEGSZERZESE
A mikroorganizmusok antibiotikumokkal szembeni rezisztencidja lehet természetes vagy
szerzett. A természetes rezisztencia allando, orokletes tulajdonsag, mely fajokra vagy
nagyobb rendszertani egységekre jellemz6. A szerzett antibiotikum-rezisztencia a
természetes érzékenységi spektrum orokletes megvaltozasa egy generacion beliil (Barcs,

2009).

Természetes védelem esetén az adott fajnak vagy torzsnek az alapvetd felépitése vagy
funkciondlis sajatossdga miatt hatdstalan az adott antibiotikum. Egyes Gram-negativ
baktériumok szamos vegyiilettel szembeni természetes rezisztenciaja abbol adodik, hogy
ezek a szerek nem képesek atjutni a kiilsé membranjukon. Ilyenre példa a vankomicin, ami
a peptidoglikanok kozotti kotések 1étrejottét gatolja, azonban csak a Gram-pozitiv

baktériumok esetében hatasos (Blair, és mtsai.,2014).

Szerzett rezisztenciarol akkor beszéliink, ha a természetes rezisztenciaval nem rendelkez6
baktérium mutécio vagy genetikai anyag atvitele révén szerez rezisztencia-mechanizmust
kodold géneket mas, azonos vagy eltéro fajba tartozo baktériumoktodl. A rezisztencia géneket
altalaban mobilis genetikai elemek hordozzak, amik lehetnek plazmidok (kromoszémétol
fliggetlen, cirkularis kettds szalt DNS) vagy transzpozonok (DNS mobilis szekvenciai,
melyek a genomon beliil képesek valtoztatni a helyiiket). Az atvitel tobbféle modon
torténhet: konjugacioval (kozvetlen sejt-sejt kozotti transzfer), transzdukcioval (bakterialis
DNS atvitele bakteriofaggal) és transzformécidval (DNS felvétele kornyezetbdl).
(MacGowan & Macnaughton, 2017).

3.10. SZERZETT ANTIBIOTIKUM REZISZTENCIA MECHANIZMUSAI
A szerzett antibiotikum rezisztenciat szamos mechanizmus kozvetitheti, amelyeket harom
f6 csoportba sorolhatunk. Az elsé (I) mechanizmus minimalizalja az antibiotikum

crer

intracellularis koncentraciojat. A masodik (lI) az antibiotikumot a tamadaspontjanak
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megvaltoztatasan keresztiil teszi hatastalanna. A harmadik (I11) védekezési lehetdség, hogy

a hatdanyag elbontasaval inaktivaljak az antibiotikumot (Blair, és mtsai., 2014).

A Gram-negativ fajokra jellemzd kiils6 membran permeabilis gatat képez a sejt
koriil, mely meggatolja az antibiotikum sejtbe jutdsat. Ennek a kiilsd
membrannak fontos szerepe van a sejtek védelmében, ugyanakkor a sejt
¢letfunkcidihoz sziikséges anyagok atjarasat is biztositania kell, igy igen Osszetett
a felépitése. Ez az erdsen hidrofob lipid kettds réteg specifikus méretkizarasi
tulajdonsagokkal rendelkezd porusképzd fehérjéket tartalmaz, példaul a porint.
A kis méretli hidrofil antibiotikumok ezeken a porin csatornakon keresztiil
juthatnak be passziv diffuzioval a sejtbe. Ennek megakadalyozasa két modon
lehetséges. Az egyik, hogy a membran Osszetétele megvaltozik, és a porinok
szama nagy mértékben lecsokken, vagy teljesen el is tiinnek. A masik, hogy a
porinok funkcidja valtozik meg egy mutacio altal (Delcour, 2009).

Az efflux pumpak olyan transzport fehérjék, melyek szamos antibiotikumot
aktivan (energiaigényes) pumpalnak ki a sejtbdl. Ezek a pumpék lehetnek
specifikusak is egy szubsztratra vagy kijuttathatnak struktralisan teljesen eltéré
szubsztratokat is (Blair, és mtsai.,2014).

A legtobb antibiotikum specifikusan, nagy affinitassal kotédik a célpontjahoz a
sejtben, igy megakadalyozva annak normalis aktivitasat. A célpont egy vagy tobb
genomi mutacidja olyan strukturalis valtozasokat okozhat, melyek
megakadalyozzak az antibiotikum hatékony kotddését, de tovabbra is lehetove
teszik a célfehérje normal aktivitasat, nagymértékii rezisztenciat biztositva (Blair,
¢és mtsai.,2014).

Amellett, hogy megakadalyozhatjak az antibiotikum bejutasat a sejtbe vagy
megvaltoztathatjak a célpontjaikat, a baktériumok el is pusztithatjdk vagy
modosithatjdk az antibiotikumokat. Az antibiotikumok enzimkatalizalt
modositasa az antibiotikum-rezisztencia egyik f6 mechanizmusa. Ennek
klasszikus esete a penicillin tipust antibiotikumok béta-laktdm gytir(ijének
hidrolitikus hasitdsa a rezisztens baktérium altal termeltbéta-laktaméz enzimmel.
Az antibiotikumok inaktivaldsanak masik moédja, hogy valamilyen kémiai
csoport (pl.: acil, foszfat, adenil) kapcsolddik az antibiotikumhoz, ami igy
képtelen, vagy kisebb affinitassal képes kotddni a célfehérjéhez (Blair, és mtsai.,
2014).
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3.11. ANTIBIOTIKUMOK TAKARMANYKENT TORTENO
FELHASZNALASANAK PROBLEMAI

Egyes antibiotikumok a haszonallatokra nézve, nem megfelel6 mennyiségben vagy ideig
alkalmazva akar toxikusak is lehetnek. Az antibiotikumok emberi fogyasztasra szant allati
részekben is felhalmozodhatnak, igy jelentds élelmiszerbiztonsagi kockazatot jelentenek.
Nem megfeleld dozisban vagy ideig torténd adagolasanak egyik nem kivant hatisa a
bélrendszerben taldlhatdé hasznos mikrobak szdmanak a csokkenése, ami a tdpanyagok
emésztésének romléasara, illetve potencidlisan patogén fajok elszaporoddsara teremt
lehetéséget. A masik nem kivant hatés a rezisztencia, illetve keresztrezisztencia kialakulésa.
Ennek a problémanak a kialakuldsdhoz nem feltétlen sziikséges til nagy mennyiség
alkalmazasa, elég csupan kis mennyiség alkalmazasa is hosszt id6n keresztiil. A rezisztencia
kialakulasa két szempontbdl is gondot jelent. Egyrészt, ha a takarmanyozott allatokban
rezisztens patogén torzsek jelennek meg, akkor nem vagy nem kello-képpen reagal a célzott
antibiotikum terapidra. Masrészt ezek a rezisztens torzsek a kornyezetbe keriilve vagy éallati
termékek fogyasztasaval akar az ember egészségére is veszélyesek lehetnek (Mézes &

Kulcsar, 2019).

A takarmany-adalékanyagként alkalmazott baktériumok nem bdvithetik az antibiotikum
rezisztencia gének készletét a bélben jelenlévd baktérium populdcioban. Emberi és allati
felhasznalds szempontjabol relevans antimikrobidlis szereket kell figyelembe venni. A
takarmanyokban alkalmazhaté tejsavbaktérium fajokra az EFSA (Eurépai Elelmiszer
Bizottsag) meghatarozta az antibiotikum hatarértékeket mg/L koncentracioban (Rychen, és

mtsai., 2018).

3.12. BURKER-KAMRAS SEJTSZAMLALAS
Meghatéarozott folyadék térfogatban szuszpendalt mikrobak meghatarozasara szamlalo
kamrakat szoktak hasznalni. Ezek olyan targylemezek, melyekre négyzethaldsan csatornakat
marnak, melyekben a lefedett folyadékoszlop magassaga ismert. A négyzethalo osztasainak
mérete is ismert, igy pontos térfogatot kapunk a feddlemez és a targylemez kozott. Az
altalam is hasznalt Biirker-kamra (2. abra) esetében a mintaterek magassaga 0,1 mm, a nagy
négyzet mérete 1/25 mm?, a kis négyzet pedig 1/400 mm2. A faktor érték kiszamitasanal
meghatarozzuk, hogy az egy négyzethez tartozé folyadéktérfogat hanyad része az 1

mililiternek:
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Nagy négyzet esetén:
V=0,2x0,2x0,1=0,004 mm?3 f = 1000 mm?3/0,004 mm?3 = 2,5x10°

Kis négyzet esetén:

V = 0,05 x 0,05 x 0,1 = 0,00025 mm? f = 1000 mm®/ 0,00025 mm? = 4x10°
a Ys mm
1720 mm
X
y
b o
Biirker-kamra, a — oldalnézetben; A Biirker-kamra beosztdsa

b — feliilnézetben

2. ABRA BURKER-KAMRA FELEPITESE (INTERNET 1)

A megszamlalandé négyzeteket véletlenszerlien az egész szamlalokamra feliiletérdl
valasztjuk. Ha van/vannak olyan sejtek, melyek a kamra hatarvonalan helyezkednek el,
akkor célszerti a felsd és a jobb oldali hatarvonalon elhelyezkedd sejteket beleszamitani, mig

a bal oldali és als6 vonalon 1év0 sejteket kihagyni a szamlalasbol (Kunglné Nagy, 2013).

3.13.  KORONGDIFFUZIO
A korongdiffiiziés mddszer az egyik legrugalmasabb érzékenységi vizsgalati modszer a
vizsgalhato antimikrobidlis szerek tekintetében. Rugalmassdga és gyorsasaga miatt
sz¢leskortien hasznaljak. A modszer abbol 4ll, hogy antimikrobialis szerekkel atitatott
papirkorongokat helyeziink el a tesztbaktériummal elézbéleg szélesztett agarra, majd
inkubaljuk. Az antibiotikum az agarba diffundal, és inkubélas utan megfigyeljiik a gatlasi
zona jelenlétét, ahol az antibiotikum gatolta a mikroba novekedését, illetve miliméterben

lemérjiik annak nagysagat (Tenover, 2015).
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3.14. ABSZORBANCIA MERES
A spektrofotometria gyakran hasznalt analitikai eljaras, alkalmas kis mennyiségli anyagok
gyors, egyszeru €s rutinszerii mérésére. A spektrofotométer abszorbancia mérésére alkalmas
miszer, amely egy altalunk meghatarozott hulldmhosszisagu fényt allit el6, majd a mintéra
irdnyitja és méri az atjutd fénysugar intenzitasat. A minta 4ltal elnyelt fényt a beesd és az

ateresztett fényintenzitds hanyadosaval jellemezziik. A fényelnyelés nagysagabol az

crer

s

a fényelnyelése, tehat az abszorbancia értéke is. Ezt a fényateresztd képesség valtozast akar

szabad szemmel is meg lehet figyelni az inkubacios id6 letelte utan (Hegyi, és mtsai., 2003).
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4., ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1,  ALKALMAZOTT TAPTALAJOK
MRS (De Man, Rogosa, Sharpe Broth, VWR) taplevest hasznaltam munkam soran, mely
szelektiv a tejsavbaktériumokra. Mivel ez egy por allagt tapleves, desztillalt vizben kellett
feloldanom. 1 liter tépleves elkészitéséhez 55,2 g por sziikséges. Az MRS tapleves

Osszetételétaz 1. tablazat tartalmazza.

1. TABLAZAT: MRS (DE MAN, ROGOSA, SHARPE BROTH) TAPLEVES OSSZETETELE

Osszetevd neve Mennyiség (g/L)
Enzimatikusan emésztett kazein 10,00
Hus kivonat 10,00
Elesztd kivonat 4,00
Gliikoz 20,00
Dikalium-hidrogén-foszfat 2,00
Natrium-acetat 5,00
Ammonium-citrat 2,00
Magnézium-szulfat 0,20
Mangan-szulfat 0,05
Polioxietilén(20)-szorbitan-oleat (Tween | 1,08
80)

A korongdiffuzios vizsgalathoz sziikségem volt tépagarra, melynek feliiletére
kiszéleszthettem a mikroba szuszpenziokat. Ehhez szintén az MRS por allagu taplevest
hasznaltam, melynek Osszetételét a fentebb levd tdblazat tartalmazza, annyi kiillonbséggel,
hogy a szilardulés érdekében agart adtam hozza. Fél liter tapagarra volt sziikségem, mely
elkészitéséhez 27,6 g port és 9g agart (Bacteriological Agar, VWR) oldottam fel desztillalt
vizben. Autoklavban sterileztem 121 °C-on, 1,1 bar nyomason, 15 percig. Dermedés elott

petri-csészékbe Ontdttem szét a taptalajt, majd hagytam kihilni.

A mikrobaszuszpenziok abszorbancia méréses vizsgalatdhoz peptonvizet hasznaltam
higitészerként, mely Gsszetevoi a 2. tablazatban lathatoak. A peptonviz egy nem szelektiv

kozeg, melyet els6sorban higitészerként hasznélnak izotoniés tulajdonsdga miatt.
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2. TABLAZAT: PEPTONViZ OSSZETETELE

Osszetevd neve Mennyiség
Pepton 1g
Natrium-Kklorid 99
Desztillalt viz 1L

4.2.  VIZSGALT TORZSEK
Munkam soran a MATE Elelmiszertudoményi és Technologiai Intézet, Elelmiszer-
biotechnologiai Kutatdcsoportja altal izolalt torzseket hasznaltam. 16 torzset vizsgaltam,
melyek mindegyike a Lactobacillus paracasei fajhoz tartozott. A -20 °C-on glicerolban
tarolt torzsekbdl kiolvadas utan 100 pL-t pipettaztam 9 mL MRS taplevesbe, majd 48 6ran

at 37 °C- on inkubaltam. Az igy kapott friss tenyészeteket hasznaltam a munkém soran.

4.3. BURKER-KAMRAS SEJTSZAMLALAS
A tenyészeteket vortexeltem, majd 10x-es higitast készitettem, hogy konnyebb legyen a

szamolas, igy a kapott értékeket 10 -zel kell szorozni a szamolas végén.
A targylemezre raszoritottama fedélemezt.

A szuszpenzidbdl vortexelés utan a fedélemez mellé pipettdztam, ami a kapillaris erék

hatasara felszivodik a feddlemez alé.
40x-es nagyitasu objektivvel vizsgaltam a mintakat.

Mintanként 10-10 kis négyzetet szadmoltam le, majd ezeknek az atlagdbol szamitottam ki
mililiterenkénti sejtszamot, majd a korabbi higitasi 1épés miatt 10-zel szoroztam a kapott

atlag érteket.

4.4, KORONGDIFFUZIO
Sziir6papirbol lyukaszto segitségével 6 mm atmérdjii korongokat lyukasztottam (3. abra),
amiket autoklavban lesterileztem, majd az EFSA 4altal meghatarozott koncentracidju
antibiotikumokbol 8 uL-t (ekkora mennyiséget volt képes felszivni a sziir6papir) pipettdztam

rajuk. Ezek a koncentraciok a 3. tdblazatban lathatoak.
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3. TABLAZAT: L. PARACASEI ANTIBIOTIKUM HATARERTEKEI MG/L-BEN MEGADVA

Ampicillin

Kanamicin

Streptomicin

Eritromicin

Kloéramfenikol

L. paracasei 4

64

64

1

4

Minden vizsgalt torzset MRS tapagarra 2-2 petri-csészére kiszélesztettem, majd a lemezeket

3 részre osztottam. A korcikkekre elére felirtam az alkalmazott antibiotikum kezddbetiijét,

majd laminaris box alatt rdhelyeztem az antibiotikummal atitatott korongokat az agar

feliiletére ligyelve ra, hogy a korong teljes feliilete érintkezzen az agarral. Fontos, hogy a

korongokat utélag ne mozgassuk, mert a diffuzi6 azonnal megkezdddik, ami az

eredményeket befolyasolhatja. 48 6ran at 37 °C-on inkubaltam, majd megfigyeltem a gatlasi

zoOna jelenlétét/hianyat, amit lemértem mm-ben.

-

“““"'7

3. ABRA: ANTIBIOTIKUMMAL ATITATOTT KORONGOK KESZITESE HAZILAG LAMINARIS BOX ALATT
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4.5.

ABSZORBANCIA MERES

Munkam soran a FilterMax F5 Multi-Mode Microplate Reader-t hasznaltam, melybe

egyszerre tobb minta is vizsgalhatd, esetemben egy 96-0s plate-et téltdttem fel a mintakkal

(4. abra), melyek elhelyezését a 4. tablazat tartalmazza.

4. TABLAZAT MINTAK ELHELYEZKEDESE A PLATE-EN

Kontroll

Ampicillin

Kanamicin

Eritromicin

Sztreptomicin

Kléramfenikol

1

2

3

4

5

7

8

9

10

11

12

MAG

MA7

MAG

MA7

MAG

MAG

MA7

MAG

MA7

MAG

MA7

MA9

MAZ26

MA9

MAZ26

MA9

MA9

MAZ26

MA9

MA26

MA9

MA26

MA27

MA31

MA27

MA31

MA27

MA27

MA31

MA27

MA31

MA27

MA31

MA32

MA33

MA32

MA33

MA32

MA32

MAS33

MA32

MA33

MA32

MA33

MA34

MA35

MA34

MA35

MA34

MA34

MA35

MA34

MA35

MA34

MA35

MA36

MA37

MAS36

MA37

MA36

MA36

MA37

MAS36

MA37

MA36

MA37

MAA42

MAA43

MA42

MAA43

MA42

MA42

MAA43

MA42

MAA43

MAA42

MAA43

I o M m g O W >

MA44

MA46

MA44

MA46

MA44

MA44

MA46

MA44

MA46

MA44

MA46

4. ABRA: AZ ABSZORBANCIA MERESHEZ HASZNALT PLATE. A MINTAK KIOSZTASA A 4.
TABLAZATBAN LATHATO
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A plate elsé két oszlopaba 135 pl MRS téplevest, valamint a vizsgalt térzsek 100x-0s
higitasabol 15 pl -t pipettaztam. Ebbe a két oszlopba nem kertilt antibiotikum, igy ezek adjak
az ugynevezett pozitiv kontroll értékeit, melyhez tudtam viszonyitani, hogy az adott
antibiotikum hatassal volt-e a ndvekedésre. A plate tobbi oszlopa az EFSA altal

meghatarozott antibiotikum koncentraciokat tartalmazta.

A 48 6ras 37 °C-on torténd inkubalas utan 620 nm-en mértem a mintak abszorbanciajat.

5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

51. BURKER-KAMRAS SEJTSZAMLALAS
Ahogyan az Anyagok és Modszerek részben is emlitettem, a sejtek felszaporoddsa akar
szabad szemmel is lathatd. Az inkubdcios 1d0 letelte utan a friss tenyészetek kémcsoveit
Osszehasonlitottam egy olyan kémcsdvel, amiben csupan az MRS tapleves volt. Szabad
szemmel is jOl érzékelhetd volt, a taplevesek zavarosodasa, tehat a fényatereszt6 képességik
csOkkent. Ebbdl arra lehetett kovetkeztetni, hogy minden térzs felszaporodott, amit a

mikroszkop alatti vizsgalat is igazolt.

Mintanként 10-10 kis négyzeteben talalhat6 sejtet szamoltam le, majd ezeknek vettem az
atlagat. A milliliterenkénti telepképz6 egységet az Anyagok és Modszerek részben leirtak

szerint szdmoltam ki. A sejtkoncentraciokataz 5. tablazat tartalmazza.

5. TABLAZAT: A VIZSGALT TORZSEK SEJTKONCENTRACIOJA BURKER-KAMRAS SEJTSZAMLALASSAL

Vizsgalt torzsek sejt atlag sejt/mL

MAG 14,5 5,8*108

MA7 14,8 5,92*108
MA9 14,9 5,96*108
MA26 8,1 3,24*108
MA27 12,8 5,12*108
MA31 26,6 1,06%10°
MA32 16,6 6,64*108
MA33 11,7 4,68*108
MA34 27,1 1,08*10°
MA35 18,8 7,52*108
MA36 37,1 1,48*10°

20



MA37 23,3 9,32*108
MA42 19,4 7,76*108
MA43 csomos, nem szamolhato -

MA44 39,2 1,57*10°
MA46 24,6 9,84*108

A Lactobacillus paracasei torzsek viszonylag egységesen szaporodtak adott koriilmények
kozott, a legkisebb sejtkoncentracio 3,24*108 és a legnagyobb 1,57*10° sejt/mL volt. A

kiilonbség az egy nagysagrendet sem érte el.

Az MAA43 torzs esetében a mikroszkdpban sejtcsomokat Iehetett 1atni (5. abra), igy ezeknek
a négyzeteknek a leszamlaldsa nem volt lehetséges. Ennek tobb magyarédzata is lehet.
Okozhatta a tul magas sejtkoncentracié vagy a nem megfelelé/nem elég ideig tartd
vortexelés. Masik magyardzat lehet az, hogy a torzs biofilmképzd tulajdonsaggal
rendelkezik, pl.: exracellularis poliszacharidokat képes termelni, ami elésegitette a sejtek
Osszeallasat a taplevesben. Ugyan ez a tulajdonsag nem kifejezetten jellemzd6 a faj torzseire,
de Tang és munkatarsai (2021) leirtak egy L. paracasei torzset, amelynél megfigyelték ezt a
képességet. Lactobacillus nemzetség esetében nem szokvanyos modon ez a torzs fert6zo

endokarditiszt is okozott egy betegnél.

5. ABRA: BAL OLDALT A BURKER-KAMRA KIS NEGYZETEBEN JOL LATHATO ES ELKULONULT
TELEPKEPZO EGYSEGEK, MIG JOBB OLDALT AZ MA43 TORZS OSSZEALLT SEJTJEI LATHATOAK
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5.2. KORONGDIFFUZIO
A vizsgalt torzsek mindegyike kindtt a tdpagaron 37 °C -on 48 oran at torténd inkubalas
utan. Gatlasi zonat egyediil az eritromicin esetében lehetett megfigyelni (6. abra). Ezeknek

a mm-ben lemért atmérdit a 6. tablazat tartalmazza.

6. TABLAZAT: A VIZSGALT TORZSEK GATLASI ZONAI MM-BEN MEGADVA ERITROMICIN ESETEBEN

Eritromicin feltisztulasizona (mm)

MAG 13,1
MA7 14

MA9 17,7
MA26 11,2
MA27 16,2
MA31 11

MA32 12,3
MA33 16,7
MA34 10,7
MA35 18,1
MA36 141
MA37 11,9
MA42 8,4

MA43 11,4
MA44 12

MA46 13,6
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6. ABRA: MA27 TORZS ANTIBIOTIKUM REZISZTENCIAJANAK VIZSGALATA KORONGDIFFUZIOS
MODSZERREL. ERITROMICINRE JOL LATHATO GATLASI ZONA JELENT MEG, MIG AZ AMPICILLIN ES A
SZTREPTOMICIN ESETEBEN NEM LEHET GATLASI ZONAT LATNI

Ezekbdl az eredményekbdl az kovetkezik, hogy az Osszes vizsgalt torzs érzékeny az

eritromicinre, ami a késébbiekben az abszorbancia vizsgalatnal igaznak is bizonyult.

A tobbi antibiotikumnal nem lehetett megfigyelni gatlasi zonat, ami arra utal, hogy
rezisztensek az antibiotikumokra. Ez nem valdszinil, és az abszorbancia mérésnél be is

bizonyosodott, hogy nem rezisztensek a tobbi antibiotikummal szemben.

Ezek az eredmények kdvetkezhetnek abbol, hogy hazilag készitettem el a korongokat, mivel
a laborban nem alltak rendelkezésre gyari korongok. Az volt a célom, hogy megprobaljam
hazilag készitett korongokkal vizsgalni az antibiotikum rezisztenciat, hogy a késdbbiekben
koltséghatékonyabba tehessem igy a vizsgalatot, amennyiben a modszer miikodik. Azonban
hiaba pipettaztam a megfelelé koncentracioj antibiotikumbol 8 pl-t a korongokra (ennyi
volt a maximalis mennyiség, amit a korongok fel tudtak szivni), lehetséges, hogy nem volt

elegend6 a mikrobak szaporodasanak gatlasdhoz.

A vizsgalt antibiotikumok koziil az eritromicin koncentracidjat hatarozta meg az EFSA a
legkisebbnek, azaz 1 mg/L-nek, tehat ez rendelkezik a legerésebb antimikrobialis hatassal a

vizsgalt antibiotikumok koziil, amit a korong diffuzids vizsgalat alé is tamasztott. Annak,
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hogy egyediil az eritromicinnel atitatott korongok koriil jelent meg gatlasi zona, ehhez az

erds antimikrobialis hatashoz lehet koze.

Erdemes megemliteni az M9-es torzs kléramfenikollal atitatott korongra adott reakciéjat,
mely a 7. abran lathato. Megfigyelhet6, hogy az agar teljes feliiletén egyenletesen néttek ki
a telepek, kivéve a fels6 korong koriil, ami a kléramfenikollal atitatott sztirOpapir volt. A
nyillal jelzett teriileten ugy tlinik, hogy géatolva van a mikrobédk szaporodasa. A modszer
miikodési elvébdl adodik, hogy a korongbodl sugar iranyban diffundal az antibiotikum az
agarba, igy érve el azt a koncentraciot, amin mar nem gatolja a torzs szaporodéasat (érzékeny

torzs esetében), tehat a korong kortili a feltisztulasi zonanak szabéalyos kor alaktinak kellene

lennie. Ebbdl kifolyodlag az eredményt nem vettem figyelembe.

7. ABRA: MA9 TORZS KLORAMFENIKOLRA ADOTT SZABALYTALAN ALAKU GATLASI ZONAJA

A korongdiffiiziés modszer 1ényeges hibaforrdsa az emberi tényezd. A gétlasi zona széle
nem teljesen egyértelmi, illetve nagyon kis méretekrdl van sz6, igy a zona atmérdjének

pontos leolvasasa hordoz magéban hiba lehetdséget.
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53. ABSZORBANCIA MERES
A 16 vizsgalt torzs az 5 antibiotikumra és a pozitiv kontroll a plate mind a 96 lyukat
elfoglalja, igy negativ kontrollt, amiben csak az MRS téapleves van, nem vizsgaltam.
Ugyanakkor, korabbi kisérleteknél a kutatocsoport mar lemérte az MRS tapleves
abszorbanciajat, ami 0,1 volt. Negativ kontroll esetében azt varnank, hogy az eredmények
nagysagrendileg kisebbek a pozitiv kontrollhoz képest, igy ahol az antibiotikumra rezisztens
torzsek vannak, ott az eredmények nagysagrendileg a pozitiv kontroll értékeivel mutatnak
hasonldsagot, mig ahol gatolva vannak a mikrobak, ott nagysagrendileg kisebbek az értékek,

a negativ kontroll értékéhez hasonldan.

Az abszorbancia mérési eredményei a 8. abran lathatok.

Settings Information

Platel Endpoint
n 4 Absorbance
(i 2) G 4) (5 6) (7 8] [¢ 1] [ 1) .
Lmi 620
idels)
A |(fs | se)|(Giss | ose)|(2se | 123¢)|(0ass | case)|(sse | o7as (P22 | 02:5) Stide(s) Ex2
15 4 Plate Type
B ||1173 | 1256 ||| o6t | ou1s2 ||| 2216 | 2228 ||| 0268 | 0167 |||ost1 | o735 ||| 0205 | c.2a5 96 Well Standard cirbtm [Landsc
T Height 14.6 mm
C [|r1es | 2232 ||| o1ss | o162 ||} 2216 | 2280 ||| 0266 | o265 ||o777 | ossa |[| 0262 | o252 Ao ST
I Shake Off
D (1221 | 2272 |[J o160 | o163 ||| 22¢5 | 2257 || 0260 | 0167 |[|o782 | o798 ||| 0262 [ c.267
i ReadOrder Row
E ||zt | 2252 ||| o158 | o182 |||2255 | 2215 ||| 0265 | o262 |||o750 | o.sss |[| o257 | c.26t Show Optimizer On
F ||z1ms | 1262 ][] otse | o162 ||} 2213 | 2224 || 0288 | 0165 ||ost7 | o795 |[| c26c | o240
G |l11e3 | 1273 ||| 0158 | o1st|||2288 | 2223 ||| 0264 | o168 |||07a7 | osss ||| 0224 | o238
.152 1202 0.16 16 1.2 1181 4 1 0.7 3 .22 0.22 Read Information
LRS! 202 J({ o163 | 0183 10 ) 069 | oss)|\oser | 1119 JI{ 0228 222 ;
L 1 FilterMax F5

ROM v1.2 013 11.12.2014

- v Start Read : 3:51PM
Reduction Settings

4/20/2022
Optical Density Temperature S=t Point : 28 °C
Wavelength Combination : 'Lmi Mean Temperature : 28 °C

8. ABRA: AZ ABSZORBANCIA MERES EREDMENYEI. A PLATE-KIOSZTASA A 4. TABLAZATBAN LATHATO. A 9.
ABRAN HASZNALT SZINEKKEL JELOLTEM AZ ANTIBIOTIKUMOKAT

Az abran is jol lathatd, hogy az elsd két oszlopban a pozitiv kontrollok értékei
nagysagrendileg azonosak, ¢s igen kis kiilonbségek vannak kozottiik, tehat mindegyikben
felszaporodtak a torzsek, igy minden torzs antibiotikumra adott reakcidjat tudtam a pozitiv

kontrollhoz hasonlitani.
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Ahhoz, hogy az eredmények konnyebben atlathatoak és értelmezhetdek legyenek, egy
diagram segitségével szemléltettem a kapott abszorbancia értékeket, valamint a diagramon

hasznalt szinekkel jeldltem melyik oszlopban melyik antibiotikum van (9. abra).

14
12 » V‘.-‘( v YAVAVA
'
1
©
2
S 08
2
o
N 0,6
o)
<
04
02 o= B—p——p——-——a s
0
MA6 MA7 MA9 MA26 MA27 MA31 MA32 MA33 MA34 MA35 MA36 MA37 MA42 MA43 MA44 MA46
Torzsek
=@=Kontroll e=@@ueAmpicillin Kanamicin Eritromicin ==@== Szterptomicin ==@== Kléramfenikol

9. ABRA: TORZSEK ANTIBIOTIKUMOKRA ADOTT ABSZORBANCIA ERTEKEI VONALDIAGRAMON
ABRAZOLVA

Ampicillin

Az abszorbancia eredmények harmadik és negyedik oszlopaban (8. abra) az ampicillin
hatasat figyelhetjiikk meg a torzsekre. Egyértelmiien latszik az eredményekbdl és a 9. abran
lathaté diagrambol is (fekete szinnel jeldlt adatok), hogy egyik toérzs sem rendelkezik
ampicillin elleni rezisztenciaval. Minden érték nagysagrendileg kisebb a pozitiv kontrollhoz

képest.

Ellentétben az eredményeimmel Rossi és munkatarsai (2014) vizsgalataik soran tobb olyan
L. paracasei torzset is talaltak, melyek az EFSA altal meghatarozott hatarértéken
ampicillinre rezisztensnek bizonyultak. Ezeknél a torzseknél a MIC (minimalis gatlo
koncentracid) értékek alacsonyak vagy kozepesek voltak, legfeljebb nyolcszorosa a

hatarértéknek.
Eritromicin

Eritromicin esetében is egyértelmiien hatasosnak bizonyult az antibiotikum minden vizsgalt

torzzsel szemben, mely az eredmények 7. és 8. oszlopaban (8. abra), valamint a diagrammon
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a sargaval jelolt értékeken (9. abra) is lathatd. Ez alatimasztja a korongdiffuzios modszerrel

kapott eredményeimet.

Comunian ¢s munkatarsai (2010) hasonlé eredményeket kaptak vizsgalataik soran.
Olaszorszag kiilonboz6 foldrajzi teriileteirdl szarmazo, fermentalt termékekbdl izolalt
Lactobacillus paracasei torzsek eritromicinnel szembeni érzékenységét is vizsgaltak az
EFSA altal meghatéarozott antibiotikum koncentraciot alkalmazva. Eredményiil azt kaptak,

hogy 121 vizsgalt torzs koziil 94,2% volt érzékeny az eritromicinre.
Kanamicin

Az eredmények 5. és 6. oszlopa (8. abra) azt mutatja az abszorbancia értékek alapjan, hogy
minden vizsgalt torzs zavartalanul szaporodott az inkubaci6 alatt, tehat a torzsek
rezisztensek a kanamicinre. Ez a diagramon (9. abra) is igen latvanyosan mutatkozik a
sziirkével jelolt értékeken. Sok esetben a kontrollhoz képest minimalisan, de magasabb
értekek 1s megfigyelhetok, mely azt jelenti, hogy a szuszpenzid fényatereszto képessége
alacsonyabb volt, tehat tobb sejt van az adott lyukakban. Mivel igen kis mennyiségekrdl van

sz0, nagy valdszinliséggel pipettazasi hibakbol adodik ez az eltérés.

Mangia és munkatarsai (2018) juhsajtbol izolalt potencidlisan probiotikus hatéash
tejsavbaktériumokat vizsgaltak. Hasonldan az én eredményeimhez, az altaluk vizsgalt
torzsek is érzékenynek bizonyultak kloramfenikolra, eritromicinre és ampicilinre, mig

kanamicinre rezisztensek voltak.
Sztreptomicin

A sztreptomicin eredményeit a 8. abran kék szinnel abrazoltam, jol latszik, hogy a pozitiv
kontrollhoz viszonyitva atlagosan 65%-0s abszorbancia értéket mutattak. Vagyis az
antibiotikum nem gatolta a torzsek szaporodasat teljes mértékben, de némi gatld hatast

kifejtett, ha 6sszevetjlik az értékeket a pozitiv kontrollal.

Fontos kiemelniaz MA46 torzset, mely esetében nem volt jelentds kiilonbség a kontroll és
a sztreptomicint tartalmaz6 lyuk abszorbancia értéke kozott, tehat a torzs rezisztens az

antibiotikumra, igy zavartalanul szaporodott.

Solieri és munkatarsai (2014) hossz( érlelésti sajtokbol izolalt tejsavbaktériumok
probiotikus alkalmassagat vizsgaltak, mely soran antimikrobialis szerekkel szembeni
rezisztenciat is mértek. Az altaluk vizsgalt Osszes L. paracasei torzs érzékeny volt
ampicilinre, eritromicinre és kloramfenikolra, viszont a sztreptomicinre rezisztenciat
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mutattak, mely eredmények nagyon hasonloak az enyémekhez. Tovabbi vizsgalataik soran
kideriilt, hogy egyetlen térzs sem tartotta meg sztreptomicin rezisztenciajat epesok

jelenlétében, mely informaciod a probiotikumként torténd alkalmazas szempontjabodl fontos.
Kloramfenikol

A diagramon (9. abra) zolddel jelolt adatok a torzsek kloramfenikolra adott eredményeit
jelzik. Itt megfigyelhetd, hogy a pozitiv kontrollhoz viszonyitva atlagosan 20%- 0s
abszorbancia értékeket kaptam eredményiil. Mivel ilyen alacsonyak az abszorbancia
értékek, hatasosnak tekintettem az antibiotikumot az adott koncentracioban, tehat gatolta a

torzsek szaporodasat.

Damodharan és munkatarsai (2019) egy Indiaban izolalt L. paracasei torzs antimikrobialis
tulajdonsagait vizsgaltak az EFSA altal el6irt antibiotikum koncentraciok mellett. A KNI9-
es torzs érzékenységét tobbek kozott a  kloramfenikolra, eritromicinre, illetve
sztreptomicinre is vizsgaltak. Az én eredményeimhez hasonldan a térzs kléramfenikolra és
eritromicinre az 6 esetiikben is érzékenynek bizonyult. Azonban az eredményeimmel

ellentétben nekik sztreptomicinreis érzékenynek bizonyult a torzs.

Osszességében megallapithatd, hogy az EFSA altal eldirt koncentraciok magas hatasfokimak
bizonyultak az ampicillin, az eritromicin és a kloramfenikol esetében is a vizsgalt torzsekkel
szemben. A kanamicin és a sztreptomicin esetében az el6irt antibiotikum koncentraciok nem
voltak gatlé hatassal a torzsekre. Mindkét antibiotikum koncentracidja 64 mg/L-nek
hatarozta meg az EFSA, az abszorbancia eredményekbdl azonban latszik, hogy a
sztreptomicin antimikrobidlis hatdsa erdsebb a térzsekre. Mivel mindegyik torzs mutatott
rezisztenciat az EFSA 4ltal meghatarozott koncentracion a kanamicin és a sztreptomicin
esetében is, igy egyik sem alkalmazhato takarmany kiegészitOként, mivel fennall a

rezisztencia ataddsanak veszélye mas, esetleg patogén mikrobanak.
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6. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A Biirker-kamras sejtszamlalasnal csomosnak latott MA43-as torzs csomosodasanak okat
szivesen vizsgalnam a jovében, mivel a L. paracasei faj torzseire ez a tulajdonsag

altalanossagban nézve nem jellemzo.

A korongdiffiiziés mddszer egy nagyon egyszert és kis koltségii eljaras, mely tulajdonsagok
alkalmassa teszik kisebb laboratoriumok szamara, vagy oktatasi célu hasznalatra. Ahogy
munkam soran is tapasztaltam, ezekkel az anyagokkal és eljarasokkal nem ad a mddszer
megbizhatd eredményt, igy még tovabbi fejlesztésére lesz sziikség. Példaul nagyobb
korongok lyukasztasa, vagy mas anyagok keresése, mely esetleg tobb folyadékot képes
magaba szivni, illetve jobban rasimul a tapagar feliiletére, segithetné javitani a modszer
hatékonysagat. A mddszer masik eleme, ami befolyasolhatta az eredményeket a mikrobak
szélesztése volt, igy érdemes megprobalni lemezontéssel. Mindazonaltal, ha a mddszer

megbizhatéan fog miikddni, csokkenthetdek vele a laboratoriumi koltségek.

Az abszorbancia mérésnél minden altalam vizsgalt torzs pozitiv kontrollja felszaporodott,

igy minden antibiotikumra adott reakcié eredményét értékelhettem.

Az abszorbancia mérést egyszer végeztem el, igy a mérési eredmények megerdsitése még
sziikséges, ezért a jovOben sziikséges lesz megismételni Oket. Az egyszeri mérésem alapjan
a vizsgalt torzsek midegyike mutatott rezisztenciat az EFSA altal eldirt koncentracion a
kanamicinre és a sztreptomicinre, ezeknek MIC tesztjét is érdemes lenne a jovOben
elvégezni, amennyiben a megismételt abszorbancia vizsgalat megerdsiti a korabbi mérési

eredményeimet.
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7. OSSZEFOGLALAS

A tejsavbaktériumokat rengeteg helyen alkalmazzak az élelmiszeriparban, valamint
probiotikumként torténd alkalmazasuk is egyre gyakoribb. Az emberi fogyasztas mellett

allati takarmany adalékként is egyre fontosabb szerepet kapnak.

Munkam soran Lactobacillus paracasei fajhoz tartozo 16 torzs antibiotikum rezisztenciajat
vizsgaltam. A vizsgalt antibiotikumok az ampicilin, kanamicin, eritromicin, sztreptomicin

¢és a kloramfenikol voltak.

A 16 torzsbol nagysagrendileg azonos sejtkoncentracioju szuszpenziot kellet készitenem az
abszorbancia vizsgalathoz. Ehhez Biirker-kamrat haszndltam. A rezisztencia vizsgalat egyik
részét korongdiffuzios modszerrel végeztem, mely soran a taptalajra szélesztettem a
torzseket, majd hazilag készitett, az EFSA daltal meghatarozott koncentracioji
antibiotikummal atitatott korongokat helyeztem a feliiletére. Eredményiil azt kaptam, hogy
az eritromicinen kiviil a tobbi antibiotikumra rezisztens az Osszes torzs. Mivel ezt az

eredményt nem tartottam valoszinlinek, abszorbancia vizsgélatot is végeztem.

A mérés soran a pozitiv kontrollok szemmel lathatéan és az eredmények alapjan is
felszaporodtak, igy mindegyik eredményt tudtam értékelni. Az ampicilin, az eritromicin és
a kléramfenikol is magas hatasfokkal gatolta a baktérium térzsek névekedését az EFSA altal
meghatarozott koncentracion. Ezekkel szemben a torzsek kanamicinre és sztreptomicinre

rezisztensnek bizonyultak, az adott koncentracioban.

Eddigi eredményeim alapjan az EFSA 4ltal meghatarozott antibiotikum koncentracidkon
mindegyik térzs mutatott rezisztenciat valamely antibiotikumra, igy egyik torzs sem

alkalmazhat6 takarmany adalékanyagként a rezisztencia dtadasanak kockéazata miatt.
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