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1. BEVEZETES

A tejsavbaktériumokkal erjesztett kiilonféle élelmiszerek eldallitdsa tobb ezer éves multra
tekint vissza, mivel az anyagcsere folyamataik soran képz6dd savak ¢és aromaanyagok
kedvezd tulajdonsagu, tdpanyagokban ¢és izanyagokban gazdag, ugyanakkor antinutritiv
anyagokban szegényebb termékek kialakuldsat eredményezik. Ezen kiviil — tekintve, hogy az
¢lelmiszer fermentaciokban részt vevd fajokat hosszu ideje biztonsdgosan hasznaljak fel — a
tejsavbaktériumok a GRAS (Generally Recognised As Safe) kategoéridba tartoznak, azaz
biztonsagosan felhasznalhatok az élelmiszer termelésben.

A tejsavbaktériumokkal erjesztett termékek nem csupan izanyagokban gazdagabbak, hanem
az alapanyaghoz képest biztonsagosabbak, hosszabb ideig eltarthatok is, ami a fermentacid
soran keletkezd antimikrobds anyagok hatasanak koszonhetd. Ezek elsdsorban: a szerves
savak (valamint a savas pH), a hidrogén-peroxid és a fehérje természetli antimikrobéas
anyagok, a bakteriocinek. A tejsavbaktériumok ezen tulajdonsagait kihasznalva kiilon erre a
célra kifejlesztett védokultirakat is alkalmaznak a fermentacid soran, amelyek pl. bakteriocin-
képzd képességiik segitségével pusztitjak el a terméket fert6z6 romlds- és/vagy korokozd
mikroorganizmusokat. Ez az eljarads 6sszhangban van a megvaltozott fogyasztoi elvarasokkal
is, melyek a természetesebb allapotl, kevesebb kémiai tartositoszert tartalmazd termékeket
igénylik.

Az ¢lelmiszer-el6allitdo lizemek higiéniai allapota alapvetd fontossdgi a biztonsagos
¢lelmiszertermelésben. A nyersanyagrol vagy a levegdébdl az ilizembe keriild karos
mikroorganizmusok megtelepedhetnek és bevonatokat (biofilmet) képezhetnek a kiilonb6zo
tizemi feliileteken és ezaltal folyamatos fertdzési forrast jelentenek, termékveszteséget és
¢lelmiszer-biztonsagi problémakat okozva a feldolgozott termékben. Erre a problémara
megoldast jelenthet az lizem un. ,,hdzi mikroflordjanak” gatld hatdsa, amikor az autochton
mikrobafajok (pl. tejsavbaktériumok) a kotohelyekért és a tapanyagokért valdo versengés,
antimikrobds anyagok vagy gatl6 hatast extracellularis polimer matrix (EPS) termelése révén
akadalyozzak meg a karos mikroorganizmusok megtelepedését, elszaporodasat.

Az utdbbi néhdny évtizedben kezdett ismertté valni, hogy milyen élettani-biokémiai
folyamatok allnak az egészséges bélflora egészségvédd hatdsa mogott. A bélflora hasznos
baktériumainak — elsdsorban tejsavbaktériumok és bifidobaktériumok — szerepe sokréti.
Részt vesznek tobbek kozt a korokozd mikroorganizmusok visszaszoritdsdban, részben a
kotohelyek térbeli gatlasa, részben az antimikrobas hatdsu anyagcsere termékek révén,

amelyek ugyanolyan hatékonyak a bélcsatorna lumenében, mint az élelmiszer matrixokban.



2. CELKITUZESEK

Célkitiizéseim a kovetkezok voltak:

- Tejsavbaktériumok ¢és romléas/kérokozo baktériumok kolcsonhatasanak vizsgalata
rozsdamentes acél feliileten.

- Jo adhézids képességli tejsavbaktérium torzs(ek) szelektdlasa Caco-2 bélhamsejt
vonalon ¢és a tapadés vizsgélata a koncentracio fiiggvényében.

- Tejsavbaktériumok és korokozé baktériumok kdlcsonhatasa bélhamsejtek felszinén.

- Tejsavbaktériumok ¢és romlas/korokozd baktériumok kolcsonhatdsanak vizsgalata

laboratoriumi taptalajban és folyékony élelmiszerekben.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. Tejsavbaktériumok altalanos jellemzése

A ,tejsavbaktériumok” (angolul: Lactic Acid Bacteria, LAB) név nem rendszertani kategoria,
hanem ko6z0s anyagcsere ¢és ¢élettani sajatossagokkal rendelkezé baktériumcsoportok
gyljtoneve. Az ide tartoz6 baktériumok Gram-pozitiv, sporat nem képzd, katalaz- ¢s oxidaz
negativ palcak vagy kokkuszok, melyek szénhidratokbol szigortan fermentative mdédon
nyernek energiat, melynek f6 végterméke a tejsav. A tejsavbaktériumoknak nincsenek
citokromjaik, nem aerobok és jol tolerdljak a savas kornyezetet. Bar az anyagcseréjiikhoz
nincs sziikség oxigénre, képesek oxigén jelenlétében is ndvekedni (aerotolerdns anaerobok).
Tapanyag-ellatas szempontjabol nagyon igényesek: komplex igényilik van szénhidratokra,
aminosavakra, fehérjékre, zsirsavészterekre, sokra, nukleinsav szdrmazékokra és vitaminokra.
A fenti altalanos jellemzés kivételeiként olyan fajok is eléfordulnak a tejsavbaktériumok
kozott, amelyek katalazt vagy citokromokat képeznek hematin tartalmu téptalajokban (a hem
forras példaul a vér), illetve hem-et nem tartalmazo katalazt, pszeudokataldzt termel6 fajok is
vannak [HOLZAPFEL et al. 2001].

Komplex tapanyagigényiik miatt elsésorban olyan ¢éléhelyeken fordulnak eld, ahol nagy
mennyiségli oldott szénhidrat, fehérje bomlasi termékek és vitaminok vannak jelen:
novényeken €s novényi eredetli anyagokon, erjesztett vagy romlott élelmiszerekben, emberi

¢s allati szervezetek tapcsatornajaban, stb [HAMMES & VOGEL 1995].

3.2. Tejsavbaktériumok rendszertana

A tejsavbaktériumokhoz tartoz6 nemzetségeket, az Eubacteria doménen beliil a Firmicutes
torzsben talaljuk. Az ide tartozé baktériumok — az atipikus sejtfallal rendelkezd csoportoktol
eltekintve — mind Gram-pozitiv mdédon festédnek és kis és nagy G+C tartalma csoportokra
oszlanak. A G+C tartalom a DNS guanintcitozin tartalmanak mol%-ban kifejezett aranya,
meghatarozdsa az egyik fontos Iépése a genotipus alapjan torténd rendszerezésnek. A
tejsavbaktériumok a kis G+C tartalma csoportba tartoznak, a DNS G+C aranya 55 mol%
alatti.

Erdemes megjegyezni, hogy a bifidobaktériumok, melyeknek tbb hasonlé tulajdonsdguk van
tejsavbaktériumokkal, és ezért hagyoméanyosan és gyakorlati okokb6l még a LAB egyik
csoportjanak tartjak Oket, filogenetikailag teljesen elkiiloniilnek: G+C tartalmuk 55-67 mol%

(az Actinobacteria csoportba tartoznak).



A tejsavbaktériumokhoz tartoz6 nemzetségek 16S rRNS szekvencidin alapuld konszenzus
fajat az 1. abra mutatja. A torzsfa szerint kdzeli rokon a Carnobacterium, Enterococcus,
Vagococcus, Aerococcus, Tetregenococcus, Lactophaera és Melissococcus nemzetség.
Ugyancsak kozeli rokonsagban van a Lactococcus ¢€s Streptococcus nemzetség, mig a
Lactobacillus nemzetség egy filogenetikailag kiilonallé éagat alkot. A Lactobacillus és a
Pediococcus nemzetségek filogenetikailag kevertek, hiszen 5 Pediococcus faj egy csoportba
keriilt 32 homo- illetve heterofermentativ Lactobacillus fajjal az in. Casei és Pediococcus
csoportban. Ez egyébként jo példa arra, hogy a Pediococcus és a Lactobacillus nemzetségek,
melyeket a fenotipusos jellemzdok alapjan — pl. sejtmorfologia, fermentacio tipusa — hoztak
létre, nincsenek Osszhangban a filogenetikai alapti csoportositassal. A Lactobacillus
nemzetség genetikai heterogenitasara utal az is, hogy a kiilonb6z6 fajok G+C tartalma nagyon
széles, 32-55 mol% kozotti tartoméanyban helyezkedik el, mig altalaban ha két faj kozott tobb,
mint 10 mol% a kiilonbség, akkor mar nem tartoznak ugyanabba a nemzetségbe [The

Prokaryotes, 2005].

em dCOCCls

SIreprococcns

Laciococous
Leuconostoc

Enterococous,
-\f elissococcus, Welsiella
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Carnobacterium -
Lactospligere Loctobacillus
Aerococcus = Pediococeus
Alloipcoccus
Dholosigranium

Prapionibacterinm

Bifidobacrerium

1. abra: 16S rRNS szekvencidk dsszehasonlitd elemzésén alapuld konszenzus fa, amely a
nagyobb, tejsavbaktériumokhoz tartozo filogenetikai csoportokat, valamint a nem rokon, nagy
G+C tartalmu Bifidobacterium és Propionibacterium nemzetségeket mutatja. A vonal a

filogenetikai tavolsagot jeloli (HOLZAPFEL et al. 2001 és The Prokaryotes, 2005] nyoman).



3.3. Tejsavbaktériumok anyagcseréje

A szénhidratok lebontasa a tejsavbaktériumokban két Iényegesen kiilonb6z0 biokémiai uton
folyhat: homofermentativ és heterofermentativ modon. Homofermentativ lebontds esetén a
végtermékek tobb, mint 85%-a tejsav, mig a heterofermentativ anyagcsere soran a tejsav
mellett szén-dioxid és ecetsav és/vagy etanol is keletkezik (valamint kisebb mennyiségben
hangyasav ¢€s glicerin). Az eltérd anyagcsere magyardzata, hogy a homolaktikus fajok (pl.
Lactobacillus delbrueckii) a hexdzokat a glikolizis tvonalan bontjak le, mig a heterolaktikus
fajok (pl. Lactobacillus fermentum) a pentdzfoszfat itvonalon. Az utobbi utvonal meglétéhez
szlikséges a foszfoketoldz enzim, ami a glilkkonsavbdl képz6ddé pentdzokat hasitja, és ami
hianyzik az obligat homofermentativ fajokbol. Az obligdt homo- illetve heterolaktikus fajok
mellett 1éteznek még fakultativ heterofermentativ tejsavbaktériumok (pl. Lactobacillus
plantarum) is, melyek a gliikozbdl csak tejsavat termelnek, viszont erjesztik a gliikkonsavat és

a pentdzokat is.

3.4. Tejsavbaktériumok antimikrobas anyagai

3.4.1. A pH és a szerves savak

A fermentdcid6 sordn a tejsavbaktériumok az alapanyagban taladlhatdo szénhidratokat
(elsdsorban a gliikozt és a laktdzt) anaerob modon tejsavva bontjak, ezaltal a termék pH-jat a
savas tartomanyig csokkentik (pH<4,5). Ezt a savas kozeget a tejsavbaktériumok tobbnyire
jol toreldljak, viszont sok mas baktérium (koztiik romlas- és korokozok) nem viselik el. A
savas pH denaturald hatassal van a sejtfelszini enzimekre, valamint a protonok citoplazmaba
valé bearamlasa miatt a sejt belsé pH-ja is lecsokken, karosodasokat okozva a fehérjék és a
DNS szerkezetében, a baktériumok anyagcsere folyamataiban. A savas pH mellett jelentds
karositd hatasa van a képzddd gyenge savak (tejsav, ecetsav, stb.) disszocidlatlan
molekulainak is. Ezek a lipofil molekuldk ugyanis konnyen atjutnak a plazmamembréanon, és
a citoplazméaban disszocialodnak. A sejtbe beszivargd, valamint a disszocidcid soran
felszabadulo protonok feldisulnak a citoplazmaban és tonkreteszik a transzmembran
protongradienst (mds néven proton-mozgatd erét), ami sziikséges a kiilonbozoé transzport
folyamatokhoz, a mozgasképességhez ¢és az ATP-bioszintézishez. A  baktériumok
protonpumpék és ioncseréld csatorndk segitségével, illetve negativ toltésli ionok felvételével
igyekeznek helyredllitani a homeosztazisukat, azonban ezek ATP-t igénylé folyamatok,

amelyek elobb-utobb kimeritik a sejtek energiatartalékait [BOOTH & KROLL 1989]. Egyes

.....

10



okoznak gondot, hanem a képzdd6 anionok is, amelyek gatoljak a baktériumok anyagcseréjét

[CORLETT & BROWN 1980].

3.4.2. Hidrogén-peroxid

Oxigén jelenlétében a tejsavbaktériumok elektronokat visznek rd a molekulara, és ezaltal
szuperoxid anion (O’), hidrogén-peroxid (H,O,) vagy viz keletkezik. A hidrogén-peroxid

erds oxidaloszer 1évén képes gatolni illetve elpusztitani a romlas- és korokozo baktériumokat.

3.4.3. Bakteriocinek

A tejsavbaktériumok szerves savak termelése mellett fehérje természetli antimikrobas
anyagok, un. bakteriocinek termelésével is képesek gatolni mas, els6sorban Gram-pozitiv
mikroorganizmusok novekedését, szaporodasat. TAGG ¢és munkatarsai [1976] definicigja
szerint a bakteroicinek fehérje jellegli vegyiiletek, amelyek kozelrokon baktériumokat
képesek elpusztitani. Bar ez a meghatarozds a bakteriocinek tobbségére igaz, ismertek
olyanok is, amelyek rendszertanilag tdvolabbi baktérium csoportok ellen is hatdsosak, és a
fehérje rész mellett lipid illetve szénhidrat komponenseket is tartalmaznak. A
tejsavbaktériumok  altal termelt szamos bakteriocint négy osztalyba  soroljak
[KLAENHAMMER 1993]:

I. osztaly: lantibiotikumok, kis membran-aktiv peptidek (<5 kDa), amelyek szokatlan
aminosavakat, Un. lantioninokat (pl. B-metillantionin) tartalmaznak. Ide tartozik a lakticin
481, a laktocin S vagy a nizin.

II. osztaly: kis, hostabil, lantioninokat nem tartalmazé membran-aktiv peptidek (<10 kDa).
Az ide tartoz6 bakteriocineket tovabbbi harom alosztalyba (Ila, IIb, Ilc) soroljak. Ide tartozik
a pediocin PA-1, sakacin A vagy a leucocin A.

III. osztaly: nagy, ho-labilis fehérjék (> 30 kDa). Ide tartozik példaul a helveticin J és a
helveticin V-1829.

IV. osztaly: 0sszetett bakteriocinek, melyek a fehérje rész mellett lipid vagy szénhidrat

részt is tartalmaznak. Ide soroljak a plantaricin S-t és leucocin S-t.

3.4.3.1. Nizin

A szamtalan felfedezett tejsavbaktérium bakteriocin koziil, a Lactococcus lactis subsp. lactis
altal termelt nizin az egyediili, amelynek élelmiszer tartdsitoszerként vald felhasznalasat a
WHO engedélyezte. Azota a vilagban tobb, mint 50 orszagban hasznaljak fel. Az Eurodpai
Ko6zosségben a nizint a tartositoszerek kozott az E 234 szam jeloli.
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A nizin gatlo hatasat Lactobacillus bulgaricus-szal szemben eldszor ROGERS irta le 1928-
ban. Azdta a nizin baktericid hatdsdt szdmos Gram-pozitiv baktérium ellen kimutattdk,
beleértve a legtdobb tejsavbaktériumot, a Staphylococcus aureus-t ¢és a Listeria
monocytogenes-t [BENKERROUM & SANDINE 1988]. A Bacillus és Clostridium fajok
esetében a nizin nem csupan a vegetativ sejteket pusztitja el, de meggatolja a sporak kihajtasat
is. Gram-negativ baktériumokkal szemben a nizin hatastalan természetes koriilmények kozott,
azonban a kiils6 membran szétszakitisaval (fagyasztds, hdkezelés, sav, stb.
[KALCHAYANAND et al. 1992]) vagy a lipopoliszacharid réteg kelal6 szerekkel (pl. EDTA)
valo meggyengitésével [STEVENS et al. 1991] ezek a baktériumok is érzékennyé tehetok.

A nizin egy 3488 Da nagysagu, 34 aminosavbdl all6 hidrofob peptid, amely o6t tioéter
keresztkotést tartalmaz. A nizinnek két természetesen eléforduld formdja van, a nizin A ¢és
nizin Z, amelyek csupan egy aminosavban térnek el a 27. helyen. A fehérjét egy kortilbeliil 10
kilobdzis nagysdghi nizin operon kodolja, amely a strukirgén mellett tartalmazza a
prepeptidként szintetizalodo fehérje poszttranszlacids modositdsdban szerepet jatszo enzimek,
valamint nizin exportaldsdhoz sziikséges transzport fehérjék génjeit is. Az operonban ezen
kiviil kodolodik egy, a nizin elleni védelemhez sziikséges fehérje is, azaz a termeld torzs
mindig rezisztens a sajat bakteriocinjére [KLAENHAMMER 1993]. Erdekes modon a nizin-
termeléssel és nizin-immunitdssal genetikai kapcsoltsagban van a szachar6z fermentéciod
képessége is (nizin-szachar6z elem). Egyes tanulményok szerint a nizin bioszintézis génjei
plazmidon helyezkednek el, amit aldtdmaszt, hogy egyes torzsek képesek véglegesen
elveszteni a nizin-termeld képességiiket. Mas szerzOk ugyanakkor a nizin-szachardz elem
kromoszéman valo elhelyezkedésérdl szamolnak be [STEEN et al. 1991]. Masok szerint
azonban a nizin bioszintézis génjei egy 70 kilobazis nagysagi konjugativ transzpozonon
talalhatok, ami kromoszomalisan helyezkedik el [RAUCH & DE VOS 1992].

A nizin vegetativ sejtekkel szembeni antimikrobds hatdsa abban rejlik, hogy a citoplazma
membranba beépiilve azon porusokat hoz létre, amelyeken keresztiil kiegyenlitédik a
membran potencial felépitésében szerepet jatszo ionok koncentracidja a membran két oldalan,
igy megsziinik a proton gradiens, a protonmozgatd erd. A nizin molekuldk nem
monomerként, hanem tobb molekula 6sszekapcsoldodasaval alakitjak ki a membrant ativeld
csatorndkat. A nizin hatisat segiti a kozeg savas pH-ja, hiszen a jelentdsebb proton
koncentraci6o kiilonbség meggyorsitja a hidrogén ionok kiegyenlitddést a membran két
oldalan. A kisebb pH emellett azért is fontos, mert savas kornyezetben megnd a nizin
oldhatosaga és a stabilitasa is (alkalikus pH-n a molekula inaktivalodik) [GARCERA et al.

1993]. A nizin a baktérium sprorak kihajtasat is képes meggatolni azéltal, hogy a fehérjében
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talalhaté dehidro-aminosavak koélcsonhatasba 1épnek a csirdzd sporak membréanjaiban 1évo
szulfhidril csoportokkal [MORRIS et al. 1984].

A tejsavbaktériumok altal a kdrnyezetbe bocsajtott membran-aktiv bakteriocinek, igy a nizin
is [HENNING et al. 1986] — pH-fliggé mdédon — megkdtddnek az érzékeny baktériumok
sejtfalan [YANG et al. 1992], majd beljebb haladva beépiilnek a citoplazma membranba. A
bakteriocinra rezisztens baktériumok vagy meg sem kotik a bakteriocint [HURST 1981] vagy
a megkotddd bakteriocinek tovabbjutdsat a sejtfelszin védé funkcidi akadalyozzdk meg. A
nizin ellen védelmet biztosit példaul a Gram-negativ baktériumok szdmara a kiilsé membran
vagy a termel0 torzs szdmara a nizin operonban kodolodo védofehérje (egy extracellularisan
elhelyezkedd lipoprotein).

A citoplazma membran foszfolipid Osszetétele is befolydsolja a nizin beépiilésének
hatékonysagat [VENEMA et al. 1995]. A két- és haromértékii ionok példaul hozzakstédve a
foszfolipidek negativan toltott fej részéhez, semlegesitik azt ¢€s ezéltal a lipidek
molekuldk beépiilésének ¢és poérus képzésének hatékonysagat. A legnagyobb hatast a
gadolinium ion (Gd®") esetében figyelték meg, amelynek hozzdadasa a nizin Z pérusok
bezardédasat eredményezte. Hasonld hatas figyelhetd meg alacsony hdmérsékleten, ami
szintén a membranok rigidebbé valasat okozza [ABEE et al. 1994]. Mivel a membran fluiditas
létfontossdgt a membran-folyamatok fenntartdsdhoz, a baktériumok szabalyozzdk a
membranok foszfolipid-Osszetételét a homérseklet fiiggvényében (hidegadaptacio) azaltal,
hogy tobb telitetlen zsirsavat épitenek a membranokba. Ennek koszonhetd, hogy a nizin kis
hémérsékleten is hatdsos marad.

A nizin az emberi szervezetre veszélytelen, mert elfogyasztdsa utan gyorsan inaktivalodik a

bélcsatorna emésztéenzimjei (a-kimotripszin) hatasara.

3.5. Tejsavbaktériumok szerepe a fermentalt élelmiszerek eloallitasaban

A kiilonféle erjesztett élelmiszerek eldallitdsa tobb ezer éves multra tekint vissza. Az
Eufratesz volgyében talalt, i.e. 3000 koriilrdl szarmazd agyagtablak tantisaga szerint, az ott
el6 népek mar készitettek példaul sajtokat.

A tejsavasan erjesztett termékek alapanyaga lehet tej, hus, z6ldség vagy gabona, melyekbdl a
fermentéacio koriilményeinek szabalyozasaval valtozatos élelmiszerek készithetok. Az igy
késziilt termékek - a tejsavbaktériumok tevékenysége eredményeképpen - az alapanyaghoz
képest biztonsadgosabbak, hosszabb ideig -eltarthatok, tdpanyagokban ¢és izanyagokban

gazdagabbak, ugyanakkor antinutritiv anyagokban szegényebbek lesznek. Ilyen élelmiszerek
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a fermentalt tejtermékek (pl. joghurt, kefir, vaj, sajtok), a fermentalt huskészitmények (pl.
szalami- ¢és kolbaszfélek), az erjesztett zoldségfélek (pl. savanyt képoszta, uborka,
olivabogyd) vagy a savanyl kovéaszos kenyér.

Az erjesztés a kezdetekben spontan fermentacioval tortént, az alapanyagban 1évé vagy a
kornyezetbdl véletlenszertien belekeriild baktériumok segitségével. Ezt a moddszert
alkalmazzdk ma is a zoldségfélék erjesztésénél. Késdbb a korabbi erjesztésbdl megmaradt
baktériumtdmeg tovabboltasaval igyekeztek azonos mindségli terméket létrehozni. A
mikroorganizmusok a folyamatos atoltassal valo fenntartds soran alkalmazkodtak a kiilonb6z6
alapanyagokhoz, igy ezekben jol és gyorsan tudtak elszaporodni. A baktériumok felfedezése
¢s a mikrobiologiai modszerek fejlddése tette lehetdvé a fermentdcidban részt vevd fajok
megismerését, pontos jellemzését és ezen ismeretek birtokdban inditdtenyészetek, vagy mas
néven starter kulturak kifejlesztését. A starterkultirdk egy vagy tobb tejsavbaktérium
keverékét tartalmazzak meghatarozott mennyiségben [DEAK 2006]. Egyes termékek esetében
nem-tejsavbaktériumokat (pl. élesztoket, penészeket) is tartalmaz a starter kultura. Az
inditotenyészetben 1év0, genetikailag stabil torzseket olyan szelekcids kritériumok alapjan
valasztjak ki, mint a gyors savanyité képesség, bakteriofag rezisztencia, izanyagok képzése,
bakteriocin termelés képessége, stb. [CHAMPOMIER-VERGES et al. 2002]. Tekintve, hogy
az ¢lelmiszer fermentacidkban részt vevo tejsavbaktérium fajokat hosszl ideje biztonsdgosan
hasznaljak fel, ezért a GRAS (Generally Recognised As Safe) azaz ,altalanosan

biztonsdgosnak ismert” kategdridba soroljak oket.

3.6. Tejsavbaktériumok szerepe az élelmiszer tartositasban

3.6.1. Az élelmiszer tartositds uj kihivasai

Az ENSZ Mezdgazdasagi és Elelmezési Szervezete (a FAO) becslése szerint szerint
vilagatlagban az élelmi anyagoknak legalabb egynegyede veszendébe megy ma is. Az élelmi
anyagok romléstél valdo megovasa ezért elsorendii gazdasigi kérdés valamennyi orszag
szamara.

Evezredes fejlédés eredményeként, tapasztalati alapon szamos hagyomanyos élelmiszer-
tartositasi eljards (pl. szaritas, sozas, fagyasztis, pacolas, fiistolés, fermentalas, hokezelés)
alakult ki, amelyek alkalmazéasaval az élelmiszerek honapokig, s6t esetenként évekig
biztonsagosan eltarthatova tehetok. Az ezekkel a modszerekkel tartositott ¢lelmiszerek hossza
idon keresztiil kielégitették a fogyasztoi igényeket. A 20. szdzad kozepétdl azonban Uj
kihivasok is jelentkeztek: a fogyasztok — foként az életszinvonal javuldsa, a megvaltozott

¢letstilus és a taplalkozas-tudomanyi ismeretek terjedése révén — azt is igénylik, hogy az
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¢lelmiszerek az eddigieknél ,természetesebb” allapotban, kevesebb vegyi adalékanyaggal,
jobb érzékszervi mindséggel, ugyanakkor kényelmes formaban és kevésbé szezonalis
jelleggel jussanak el hozzajuk.

Az eltarthatdsag mellett az ¢lelmiszerek biztonsagos, az egészséget nem veszélyeztetd volta is
alapkovetelmény az ¢élelmiszertermelésben. Az elmult évtizedek élelmezés-egészségiigyi
statisztikai az ételmérgezési, ételfertdzési problémak novekedését mutatjak, elsésorban a
patogén mikroorganizmusokkal vald szennyezddés miatt. Ennek kivaltd okai részben az 1ij
korokozd mikrobak (pl. Listeria monocytogenes, Escherichia coli O157:H7 szerotipus,
Salmonella Enteritidis alfaj, Campylobacter fajok) megjelenésében keresendd, részben a
fogyasztok fogékonysdganak novekedésében, amelyeknek hatterében szocio-6kondmiai,
demogréfiai és globalizacids tényezdk allnak. Ilyen tényezok példaul a nagyobb élelmiszer-
szennyezddési lehetdség a tomegtermelés és hosszabb ¢élelmiszer lancok miatt, a fogyasztok
nagyobb , kitettsége” a varosiasodas, a tomeges helyvaltoztatas és megnovekedett nemzetkozi
kereskedelem miatt, vagy a csokkent ellenalloképesség a népesség eloregedése és altaldban az
immunszupresszalt népességhanyad novekedése miatt [FARKAS 2002].

Az 1j kihivasokra, azaz hogy a termék egyszerre legyen biztonsdgos és ,természetes”
allapotti, az ¢lelmiszeripar 01 megkdzelitések és eljarasok kifejlesztésével igyekszik valaszt
talalni. Olyan uj, kiméletes tartosito technoldgiak (,,minimal processing”) vannak kidolgozas,
tovabbfejlesztés illetve gyakorlati bevezetés alatt, mint példaul a nagy hidrosztatikus nyomas
(HHP), a pulzal6 elektromos téreré (PEF), a pulzalé nagyintenzitast fény vagy az ultrahang.
Az 1j technolégidk mellett novekvd szerepet kapnak a természetes antimikrobas anyagok is
[GOULD 1996]. Mivel a kiméletes modszerekkel altalaban csak kisebb mértékli pusztitd
hatas érhetd el, a biztonsdgos tartositd hatas elérése érdekében, ezeket mds eljarasokkal

kombinalva hasznaljak.

3.6.2. A kombinadlt tartositdas gat elve

Kombinalt tartositas esetén két vagy tobb tényezot egyiittesen alkalmaznak olyan mértékben,
amelyek kiilon-kiilon csak részleges mikrobagatlast fejtenének ki, de egyiittesen teljesebb
gatlast, biztonsdgosabb tartossagot eredményeznek. A tényezOk egyiittes hatdsa lehet
Osszeadddd (additiv), vagy ennél nagyobb (szinergens). Az élelmiszerben lejatszodo
folyamatot az un. gat elvvel lehet megkozeliteni, melyet Lothar Leistner vezetett be a 1980-as
években, és amelynek alkalmazasardl részletes dsszefoglalo mii jelent meg [LEISTNER &
GOULD 2002]. A gat hasonlat szerint a mikroorganizmusoknak tobb tartositd tényezd (pl.

hokezelés, pH, sokoncentracid, tarolasi homérséklet) gatjan kell atjutni ahhoz, hogy a
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termékben elszaporodjanak vagy életben maradjanak. Minél tobb gat van, anndl kisebb a

mikroba tulélésének valoszinlisége.

3.6.3. Tejsavbaktériumok a gat elméletben

A tejsavbaktériumok, kiilonb6zé anyagesere tevékenységeik révén, hozzdjarulnak az
¢élelmiszer-eredetli romlas-, és korokozo baktériumok aktivitasanak visszaszoritasdhoz. A
kiilonb6zd antimikrobas hatasok egy idében, kombindcioban érvényesiilnek, ezért a

gyakorlatban nem valaszthatok el egymastol.

3.6.3.1. Verseng6 mikroflora

A tejsavbaktériumok - melyek a starter kultirdk alkalmazasa révén mar beoltaskor tobb
nagysagrenddel nagyobb koncentracioban vannak jelen az alapanyagban, mint a karos
mikroorganizmusok - eredményesen versengenek a tapanyagokért, igy teremtve kedvezotlen
koriilményeket szamukra [PITT et al. 2000]. Azokban az esetekben, amikor az erjesztett
termékeket spontan fermentacioval allitjak eld (pl. szdmos zoldségféle), az alapanyag
feliiletén 1év0, majd a fermentdciot végzd epifita mikroorganizmusok képesek versengd
mikrofloraként viselkedni. COOLEY és munkatarsai [2006] kimutattak, hogy ez esetben azok
az epifita mikrobak sikeresek, amelyek ugyanazt a szénforrast hasznositjak, mint a patogén.

FARKAS ¢s munkatarsai [2002] eredményei ugyanakkor arra mutatnak rd, hogy a
tejsavbaktériumok gatldé hatdsa, a tdpanyag kimeriilése mellett, szignal-molekuldk
termelddésével is magyardzhatd. A szignal-molekuldk felhalmozddnak a nagy populacid

slirliség esetén €s a karos mikrobak stacioner fazisba keriilését eredményezik.

3.6.3.2. pH, savak és hidrogén-peroxid

A starter kultira gyors savanyitdé képessége elsérendli fontossdgii szempont a fermentalt
¢lelmiszerek eldallitasa soran, minthogy az elégtelen savtermelés, és az ebbdl adodo lassu pH
csOkkenés hozzajarulhat a termékben 1évd karos baktériumok felszaporodasadhoz. Tejtermékek
esetében a pH a 3,7-4,4 tartomanyba keriil a tejsavbaktériumok anyagcseréje folytan, ami jo
mikrobiologiai biztonsadgot ¢és hossz eltarthatosagi 1d6t eredményez. A fermentalt
huskészitményekben a pH csokkenés ugyan kisebb mértéki (kb. pH 5,2), azonban a
termékekben 1évo egyéb gatlé anyagok (NaCl, Na-nitrit, fliszerek, stb.) segitségével ezek a
termékek is jo mindségiivé és biztonsagossa valnak [DEAK 2006]. Egy tanulmany arrol
szdmol be, hogy egyes starter kultirdk pH-t6l fiiggetlen mddon gatoltdk pszichrotrof

baktériumok szaporodasat. A tejsavbaktériumok védd hatdsa katalaz hozzaadasara megszint,
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ami arra utal, hogy a gatlas a hidrogén-peroxidnak tulajdonithaté [GILLILAND & SPECK
1975, JUFFS & BABEL 1975].

3.6.3.3. Bakteriocinek

Tekintettel arra, hogy a tejsavbaktériumokat széles korben hasznaljak fel starter kultarakban,
els6sorban az altaluk termelt bakteriocinek azonositdsa, vizsgalata ¢és gyakorlati
alkalmazhatosadga felé¢ fordult a tudomanyos érdeklddés. A bakteriocinek bejuttatasa a
termékbe tobb moddon is megvalosithatd. A termék beolthatd a bakteriocin-termeld torzzsel,
amely lehet a starter kultura része, de lehet kifejezetten a bakteriocin-termelésért felelds un.
védokultura is. A bakteriocin hozzdadhatd a termékhez tisztitott vagy részben tisztitott
formaban. Végiil, a bakteriocin bevihetd bakteriocin-termeld torzzsel késziilt adalékanyag
hozzéadasaval is.

Annak ellenére, hogy bakteriocinek élelmiszer tartdsitoszerként vald felhasznédldsa szamos
nehézségbe litkdzik, a szerzok tobbsége mégis olyan biotartdsitoszereket 1at benniik, amelyek
megfeleld alternativat kinalhatnak a hagyomanyos kémiai tartositoszerekkel szemben. Ezek a
bioldgiai tartositdsi modszerek varhatoan kedvezd fogadtatdsra taldlnak majd a fogyasztok
korében, pl. a nitrit, a szorbat vagy a benzoat kivaltasa esetén [SCHILLINGER et al. 1996].
Ugyanakkor a bakteriocinek alkalmazéasanak nehézségei is vannak. A tisztitott formaban vald
alkalmazésnak gatat szab, hogy a kereskedelmi forgalomba kertilés el6tt az 1) bakteriocin bio-
tartositoszert engedélyeztetni kell a FAO/WHO ¢lelmiszer adalékokért felelds szervénél.
Ugyancsak megneheziti a tisztitott bakteriocinek elterjedését relative nagy eldallitasi
koltségiik is [PARENTE & RICCIARDI 1999]. Végiil hatrany, hogy a bakteriocinek ,,single-
hit” mechanizmus szerint hatnak [TAGG et al. 1976], azaz miutdn ellattdk feladatukat
irreverzibilisen inaktivalodnak, igy a kezelést taléld populacid ismét felszaporodik.
Elonydsebb ezért a tejsavbaktériumok in situ bakteriocin termelése, amelyhez plusz
biztonsagi faktorként hozzajarul a tejsavbaktériumok savtermelése is. Figyelembe kell
azonban venni, hogy a bakteriocinek els6sorban a kozelrokon fajok ellen hatnak, igy a starter
kultara egyéb tagjait is gatolhatjadk [ENNAHAR et al. 1998]. Ennek kivédése érdekében a
starter baktériumok 0sszeférhetdségét eldzetesen tesztelni kell.

A legtdbb tanulmany szerint a bakteriocinek hatdsa a célmikrobdra csak ,,mérsékelt” vagy
»korlatozott” (altalaban 1-3 log egység csokkenés). Ennek hatterében tobb tényezd is all. A
termeld torzs hatékonysagat csokkenthetik: 1. az élelmiszerben uralkodd kedvezdtlen
korilmények (pl. pH, homérséklet, tapanyagok), 2. bakteriofag fertdzés, 3. a bakteriocin-
képzd képesség spontan elvesztése, 4. a jelenlévd antagonista mikroorganizmusok. A

bakteriocin hatékonysagat csokkenthetik: 1. a rossz oldékonysag €s az egyenlétlen eloszlas az
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¢lelmiszer matrixban, 2. a pH hatasa a bakteriocin stabilitasara €s aktivitasara, 3. az €¢lelmiszer
komponensein (pl. zsir részecskéken, fehérjéken) valé megkotddes, 4. a bakteriocin biologiai
aktivitasat karositd folyamatok (pl. protedzok, oxidacids folyamatok) valamint 5. bakteriocin-
rezisztens célmikrobak megjelenése [SCHILLINGER et al. 1996]. A kisebb mértékii pusztitd
hatds miatt a bakteriocinek tehat nem hasznalhatok egyediili tartdsitoszerként, azonban jol
beillesztheték a gat elméletbe. Meg kell jegyezni, hogy a bakteriosztatikumokkal szemben,
amelyek csak gatoljak a mikroba szaporodasat, a bakteriocinek baktericid gatként is
szolgélnak, igy hozzdjarulnak az érzékeny mikrobdk vegetativ sejtszdmanak csokkentéséhez
[MURIANA 1996].

A nizint, mint egyetlen engedélyezett mikrobidlis tartositoszert, tobb hagyomanyos és 1j,
kiméletes tartositd eljarassal egylitt alkalmaztdk mar sikeresen. Megnovekedett gatlo hatast
eredményezett, ha a nizint mas bakteriocinnel [HANLIN el al. 1993], vagy a tej
laktoperoxidaz rendszerével [RODRIGUEZ et al. 1997] egyiitt alkalmaztak Gram-pozitiv
baktériumok vegetativ sejtjeivel szemben. Szinergens hatést taldltak a nizin és egy ndvényi
eredetli antimikrobds anyag, a karvakrol [POL & SMID 1999] valamint a nizin és a PEF
kezelés [POL et al. 2000] kozott Bacillus cereus vegetativ sejtjein, viszont a sporain nem
[POL et al. 2001]. WANDLING ¢s munkatarsai [1999] arr6l szamoltak be, hogy a nizin
érzékenyebbé tette a Bacillus cereus és Bacillus stearothermophylus sporakat a hdkezelésre.
Mas szerzOk [BEUCHAT et al. 1997, JAQUETTE & BEUCHAT 1998] pedig a hiitd-

homérséklet kedvezo hatasat irtak le nizinnel vald kombinacid esetén.

3.7. Tejsavbaktériumok és a biofilm

3.7.1. A baktérium biofilmek jelentosége az élelmiszeriparban

A mikroorganizmusok szinte minden feliilet-tipuson képesek megtapadni, igy jol kolonizaljak
az ¢lelmiszer-feldolgozé lizemek nedves, rendszerint szerves anyagokkal boritott feliileteit is
(pl. fa, acél, iiveg, csempe, milanyagok, feldolgozand6 nyersanyagok) [BECZNER 2001]. A
helyhez kotott baktériumok kedvezd koriilmények kozott gyorsan elszaporodnak, és vastag
bevonatot Un. biofilmet képeznek. A mikroba sejtek kdz¢é gyakran nagy mennyiségli szerves
¢és szervetlen tormelék is berakodik.

A biofilmek jelenléte és miikodése lehet hasznos, példaul a bioldgiai ecetgyartasban ¢és a
szennyviztisztitasban, azonban komoly gazdasagi és higiéniai problémakat is okozhatnak a
gyogyszeriparban ¢és az ¢élelmiszeriparban. Hcserélokon és hiitdtornyok feliiletein képz6dd
biofilmek energia veszteséget okoznak, mivel a megtelepedd baktériumok csokkentik a

hoatadas hatékonysagat. Energia veszteséget jelent a csOvezetékek belsd falan kialakuld
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biofilmek aramlast akadéalyozé hatasa is, amely végso esetben a csovek elduguldsahoz vezet.
A biofilm képes eltomiteni a szlirdrendszereket is, ezaltal nagyban csokkenteni a membranok
ateresztOképességét. A biofilmek anyagesere aktivitdsa, elsdsorban szulfat-redukald és sav-
termeld baktériumok tevékenysége altal, a fémfeliiletek korroziojahoz, majd gyors
eloregedéséhez, kilyukadasahoz vezet [ KUMAR & ANAND 1998].

A Dbiofilmekben megtelepedd, majd onnan levalé romlas-, és korokozd baktériumok
ugyanakkor allandé fertézési forrast képeznek az élelmiszer-el6allitd lizemekben, ezaltal
termékveszteséget €s ¢élelmiszer-biztonsagi problémakat okoznak a feldolgozott termékben.
Ezt tdmasztjak alda MIETTINEN és munkatarsai [1999] eredményei is, akik hét éven at
folyamatosan izolaltdk ugyanazt a L. monocytogenes torzset egy fagylalt lizembdl, mig a
nyersanyagbol nem tudtak kimutatni a mikrobat.

A biofilmképzés gyakori esemény a mikrobdk vilagdban, mivel a biofilmben valo élet
tobbféle elénnyel jar a baktériumok szaméra: védelmet biztosit, a sejtek kozelsége miatt
gyakrabban fordul el6 horizontalis géntranszfer, tobb fajbol 4allo6  biofilmekben
melléktermék/végtermék hasznositasi kapcsolatok alakulnak ki a fajok kozott, stb. Szamos
tanulmany bizonyitja, hogy a biofilmben €16 sejtek sokkal rezisztensebbek az antimikrobas
kezelésekkel szemben 1is (pl. fertdtlenitd szerek, savak, bakteriocinek, hd), mint a
planktonikus sejtek [MORTON et al. 1998].

Ebbdl adodik, hogy mind gazdasagi, mind higiéniai szempontbdl a biofilm létrejottének
megakadalyozasa a cél. Ennek érdekében elengedhetetlen megismerni a biofilm

kialakulasdnak mechanizmusat ¢s mitkodésének torvényszeriiségeit.

3.7.2. A baktérium biofilmek kialakuldsa és szerkezete

A biofilm felszinhez kot6dd sejtegylittes, amely irreverzibilisen kotddik a feliilethez azaltal,
hogy a sajat maga altal termelt extracelluldris polimer matrixba (extracellular polymer
substances, EPS) mertil. Kialakuldsa a sejtek reverzibilis megtapadasaval kezdddik, ami az
EPS termel6désével parhuzamosan valik irreverzibilissé. A felszinhez tapado sejtek
novekednek, osztddnak és tovabbi sejteket is megkdthetnek a kornyezetbdl: mikrokolonidk
képzddnek. A mikrokolonidk tovabb novekedve, majd aggregalodva alakitjak ki az érett
biofilmet. A biofilm lehet csupan egy vastag, homogén sejtmassza, de lehet Osszetett
szerkezetll, oszlopokbdl és kozottiik 1€vo vizesatornakbol allo sejtegyiittes is. A vizcsatornak
a tapanyagnak a biofilm belsejében 1évo sejtekhez vald eljutasaban, valamint a végtermékek

kijuttatasaban van szerepiik.
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Az érett biofilm dinamikus rendszer, melyben a sejtek novekednek, osztodnak, elpusztulnak,
levélnak, illetve felszint kindlnak tovabbi sejtek megtapadasdhoz [CHAVANT et al. 2002].

A biofilm képzés utols6 fazisa az, amikor a helyhez kotott sejtek visszatérnek planktonikus
allapotba. A sejtek szétterjedése bekovetkezhet osztédas utan a leanysejtek levalasaval, vagy
kisebb darabok szakadhatnak le a biofilmrdl az dramlds hatdsara. Ritkabban a biofilm teljes
levalasa is bekovetkezik, amit a kozeg jellemzd paramétereinek drasztikus megvaltozasa valt
ki (pl. hirtelen pH-csokkenés, tapanyagkimeriilés, oxigénhiany). Ha egy sejt szamara
kedvezdtlenné valnak a szaporoddsi/anyagcsere koriilmények és van ra lehetdsége, elhagyja
biofilmet. A biofilm belsejében 1€vo sejtek erre altalaban mar nem képesek és elpusztulnak. A
levalast kivaltd kornyezeti szigndlok ez esetben a tapanyaghidny, az oxigénhidny, a quorum
sensing (a sejtek kozotti szignalmolekuldkkal torténd kommunikacid), stb. A sejtnek, hogy el
tudjon szakadni a biofilmtdl, el kell bontania a koriilotte 1évé EPS-t, és aktivalnia kell a

mozgasfunkcioit [DONLAN 2002].

3.7.3. A baktériumok felszinhez tapadasat befolydsolo tényezok

Egy mikrobasejt megtapadésat szadmos kiilonbdzd tényezd hatdrozza meg, beleértve (1) magat
a mikrobat, (2) a felszint és (3) a kozeget - mivel a kitapadds mindig folyadékkozegben, tehat

nedves feliileteken torténik (2. abra).

Tapanyag elldtottsag
EPS képzés
Hémérsélklet

pH Kozeg Mikroorganizmus

Taxzondrnial csoport

Genetikal szabilyozas

Mowveledas: fazis

Felszin elékezeléze Sejtfulszin

4z balktérinmolk

jelenléte a felzzinen AR R

Eitapadasi idd hossza

Hidrofil/hidroféib felszin

Simaddurva felszin

2. dbra: A baktériumok megtapadasat befolyasold legfontosabb tényezdk (az illusztracio

eredete: [Montana State University honlapja])
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3.7.3.1. A mikroorganizmus tulajdonsagai

A mikroba esetében meghatdrozo a taxondmiai csoport: a felszinhez tapadas nem csak faj
szinten, de torzs [GORSKI et al. 2004], s6t szerotipus szinten is eltéréseket mutat.
NORWOOD & GILMOUR [1999] tanulménya szerint L. monocytogenes esetében példaul az
1/2¢ a legjobban tapadé szerotipus. Ez az eredmény meglepdnek tiinhet, mivel az €élelmiszer-
fertdzésekben leggyakrabban az 1. osztalyba tartozo 4b szerotipus fordul eld, ezzel szemben a
I1. osztéalyba tartozé 1/2a és 1/2c¢ szerotipus csak ritkan izolalhato.

A legutobbi évek molekularis mikrobioldgiai eredményei bizonyitottdk, hogy kornyezeti
szignalok - illetve az altaluk kivaltott génexpresszid valtozasok - szabalyozzdk, vajon egy
baktérium megtapad-e egy felszinen vagy nem, valamint hogy ez a szabdlyozas eltér a
kiilonb6zé fajokban. Valoszinilileg ez teszi lehetdvé, hogy egy-egy faj a szdmara idedlis
kornyezetet tudja kolonizélni. A kézeg tdpanyag ellatottsaga is egyike a kornyezetbdl érkezo,
a felszinhez tapadast befolyasolo szignaloknak. FEhezés hatasara a mikrobdk jobban
kitapadnak (mivel a felszinhez adszorbealddnak a tdpanyagok), a teljes tdpanyag hiany
azonban negativ szignal [STANLEY & LAZAZZERA 2004].

A feliletet elérd baktérium kezdeti, reverzibilis kotodését kiilonbozo fiziko-kémiai
kolcsonhatasok hatarozzak meg. Ezek koziil a legfontosabbak a Lewis-féle sav-bazis
kolesonhatasok, az elektrosztatikus, valamint a van der Waals (hidrofob) kdlcsonhatdsok. A
baktériumsejt felszine jellegzetesen negativan toltott, azaz elektron-donor felszin, ami a
sejtfalban jelenlévd szdmtalan foszfat- és karboxil csoport miatt alakul ki. BRIANDET ¢és
munkatarsai [1999] leirjak, hogy példaul a L. monocytogenes Scott A torzs esetében 1,5 x 107
M NaCl oldatban, pH 2 és 7 kozott nem lehetett meghatarozni az izoelektromos pontot, ami
arra utal, hogy a sejt felszinén 1év0 vegyliletek pK,-ja nagyon kicsi. (A teichoinsavak
foszfodiészter hidjat alkotd foszfat csoportok pK,-ja kisebb, mint 2,1.) A mikrobidlis
kolonizacié szempontjabol tehat a elektron-akceptor (bazikus) felszinek a kedvezdek. Ez
azonban nem jelenti azt, hogy az elektron-donor felszineken, mint amilyen pl. a rozsdamentes
acél, ne telepednének meg a baktériumok. A két negativan toltott felszin kozott fellépd
elektrosztatikus taszitoeroket a Lewis-féle sav-bazis és van der Waals kolcsonhatasok,
valamint a sejtfelszinen 1évo kiillonbozo strukturdk segitenek legydzni.

A feliilethez tapadasban részt vevo sejtfelszini struktarak a flagella, a fimbridk és a pilusok,
valamint a glikokalix. A flagella segiti a baktériumot, hogy eljusson a felszinhez, és segit
legy6zni a fellépd taszitd erdket, forgd mozgasa azonban hosszi tdvon mar gatolhatja a
tapadast. VATANYOOPAISARN ¢és munkatarsai [2000] eredményei szerint a flagellanak
csupan a tapadas kezdetekor van szerepe, hosszu tavon (24 ora elteltével) mar nincs. Ekkor

ugyanis mas sejtfelszini strukturdk miikodnek kozre a tapadasban. A fimbridk koziil a
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leginkédbb tanulményozott az enteralis baktériumok Un. I-es tipusu fimbriaja, amellyel
specifikusan képesek kotni a gazda bélhdmsejtjeinek glikoproteinjeit. CHIGO [2001] az F
pilust (konjugécios pilus) vizsgalta, és azt talalta, hogy szerepet jatszik nemcsak a sejt-sejt, de
a sejt-feliilet adhézioban is, igy hozzédjarul a harom-dimenzids biofilm kialakuldsahoz az
Escherichia coli-nédl. A Listeria monocytogenes egyes torzsei rendelkeznek glikokalixszal
(poliszaharid tok), amely a virulenciaval kapcsolatos, és ugyancsak szerepet jatszik a
feliilethez tapadasban.

A sejt feliiletén 1évd molekuldk mennyisége és mindsége (akar a sejtfelszinen akar valamely
sejtfelszini struktaran helyezkednek el) tehat egyiittesen hatdrozzak meg a baktérium
kiilonboz6 felszinekhez valo tapadoképességét. Ebbol adodoan barmilyen valtozés kovetkezik
be a molekularis dsszetételben, az kihathat a tapadasra is. Ilyen véltozas példaul, hogy a sejt
az exponencialis novekedési fazisbol staciondrius fazisba keriil, vagy a homérséklet-
csokkenés hatasara bekdvetkezd hidegadaptacio.

Egy felszin sikeres mikrobidlis kolonizacidja szempontjabol nem elhanyagolhaté a mikrobak
koncentraciodja, azaz hogy hany baktérium éri el a felszint, valamint a kitapadasi id6 hossza
sem. A kitapadasi 1d6 kiillonosen hosszura nytlhat a nehezen takarithatd helyeken, pl.

tomitéseknél, szelepeknél, csuklorészeknél, stb.

3.7.3.2. A felszin tulajdonsagai

A felszinek jellemzd6i koziil alapvetd fontossagi azok hidrofob/hidrofil, illetve elektron-
donor/elektron-akceptor jellege, mert ez jelentdsen befolyasolja a baktérium kezdeti,
kiilonbozd fiziko-kémiai kdlesonhatasokon alapul6 reverzibilis kotddését.

A mikrobdk megtelepedése szempontjabol 1ényeges tulajdonsag a felszin bardzdaltsaga is. A
durvabb felszineket a mikrobdk jobban kolonizaljdk, mert a barazdaltsag miatt egyrészt
megnovekszik a tapadasi feliilet, masrészt pedig csokkennek a baktériumra haté nyir6 erdk
[ARNOLD & BAILEY 2000]. A rozsdamentes acél példaul — amelyet széles korben
hasznalnak az élelmiszeripari lizemek munkafeliileteinek, berendezéseinek kialakitasakor —
bar els6 ranézésre simanak tlinik, az elektronmikroszkopos képén lathatd, hogy
mikrobarazdakkal stirtin tagolt a felszine (3. dbra). Ha az acél felszinét sériilések, karcolasok

érik, a keletkezett feliileti hibak tovabb novelik a kedvezd tapadasi helyek szamat.
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3. dbra: Rozsdamentes acél feliilete tapado L. monocytogenes 399 torzzsel (Péasztazo

elektronmikroszkopos felvétel, a vonal 3 pm-t jelol) [KALMOKOFF et al. 2001]

A baktériumok feliilethez tapadasat rendszerint megeldzi, hogy a folyadékkozegbdl szerves
polimerek (pl. hidrolizalt fehérje, poliszaharidok) adszorbealédnak a felszinhez. Ezek a
tovabbiakban eldsegitik, esetenként gatoljdk a mikrobak megtapadasat. Ha a
folyadékkozegbdl hidnyzik a tidpanyag, a felszinhez kotott szerves anyag pozitiv
valaszreakciot valt ki a baktériumokban, amelyek elindulnak a nagyobb ozmolaritasi hely
felé és ott megtapadnak. A szerves polimerekkel boritott felszinek altalaban a feliileti toltés
szempontjabol is kedvezdbbek. Példaul a huslével kezelt rozsdamentes acél feliilete kevésbé
negativ, mint a tiszta acél feliileté, igy a baktériumok konnyebben tudnak hozzéd tapadni
[ZOTTOLA & SASAHARA 1994]. Ugyanakkor HELKE ¢és munkatarsai [1993] azt
tapasztaltdk, hogy sovany tejjel vagy [-laktoglobulinnal elékezelt rozsdamentes acél
felilethez kevésbé tapadnak a L. monocytogenes ¢és Salmonella typhimurium sejtek. A
jelenség magyarazatara McGUIRE [1989] javasolt egy modellt: a megkotott fehérjék ebben
az esetben egyensulyi allapotban vannak a folyadékban 1évé fehérjékkel, ezért tovabbi
részecskek — pl. mikrobak — mar nem tudnak kitapadni.

Az adszorbealt polimerek mellett mas mikrobafajok is segithetik, illetve gatolhatjak a
baktériumok megtapadasit. SASAHARA & ZOTTOLA [1993] arr6l szamol be, hogy a L.
monocytogenes dnmagaban gyenge biofilm képzd, ezért mas, elsédleges biofim képzd fajokra
(pl. Pseudomonas spp.) van sziiksége, hogy azok tapadasi feliiletet kindljanak szamaéra.
NORWOOD & GILMOUR [2001] eredményei ugyanakkor azt mutatjdk, hogy a L.
monocytogenes Scott A jobban tapad egyedi tenyészetben, mint Pseudomonas fragi ATCC
4973 illetve Staphylococcus xylosus DP5SH torzsek jelenlétében, mivel ilyenkor versengenie
kell a tobbi fajjal. CARPENTIER & CHASSAING [2004] 29 ¢lelmiszeripari izolatum
jelenlétében vizsgalta a L. monocytogenes tapadasat rozsdamentes acélhoz; ezek koziil 16

torzs szignifikansan gatolta, 4 torzs pedig szignifikansan segitette a Listeria tapadasat.
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3.7.3.3. A kozeg tulajdonsagai

A kozeg tapadast befolyasold jellemzdi koziil a legfontosabbak a hémérséklet, a pH és a
tapanyag ellatottsag. Ezen faktorok mindegyike hatassal van a baktérium ndvekedési
sebességére, igy a biofilm ndvekedési litemére. Ezen kiviil befolyasoljak az EPS képzést és a
fibrillumok/flagellédk szintézisét is.

A L. monocytogenes esetében példaul a flagella szintézise homérseklet fiiggd: 20-25°C kozott
motilis (peritrich flagellat szintetizal), 35°C felett nem motilis (csak néhany flagelldja van)
[PEEL et al. 1988]. Emellett ujra meg kell emliteni a hOmérséklet csokkenés hatisara
bekovetkezd hidegadaptaciot, amely a sejtfelszin molekularis dsszetételének megvaltozasaval
jar, és emiatt szintén befolyasolhatja a baktériumok adhézios képességét. (A hidegadaptéacio a
baktériumok sejtmembran szerkezetének atalakulasat jelenti, ami a membran fluiditasanak
fenntartasa érdekében kovetkezik be.)

A pH a mar felsoroltakon kiviil hatdssal van a sejtfelszini vegyliletek toltottségére is: pH
csOkkenés hatdsdra ugyanis protonalddnak a sejt felszinén 1évé karboxil, foszfat és mas
anionos csoportok. Mivel a protonalddas semlegesiti a sejtfelszin toltottségét befolyasolo
csoportokat, a sejtek hidrofobitasa ndvekszik [PELLETIER et al. 1997].

A kozeg nem megfeleld tdpanyag ellatottsdga altalaban olyan kornyezeti szignél, amire a
baktérium a feliilethez vald kitapadassal vélaszol, mivel a felhasznalhatd tdpanyagok is
rendszerint a felszinhez kotddnek. A kornyezetben fellelhetd tapanyagok emellett azt is
meghatarozzak, hogy milyen jellegii ¢s mennyiségii EPS-t tud a baktérium szintetizalni.

A biofilm 4ltal termelt EPS szerepe tobbrétli. Az egyik legfontosabb funkcidja, hogy a
felszinhez rogziti a mikroorganizmusokat. Az EPS emellett nagy mennyiségli vizet képes
megkotni hidrogén kotésekkel, ezaltal megovja a baktériumokat a kiszaradastol. Az EPS ezen
kiviil megkothet fémionokat, makromolekuldkat (fehérjéket, zsirokat, nukleinsavakat),
agyag/iszap szemcséket, korr6zids részecskéket, stb. is. Az EPS szerkezetét elsdsorban a
poliszacharidok Osszetétele és konformacidja hatarozza meg, ezaltal befolyasolja a biofilm
merev/konnyebben formalhatd, oldhatd/oldhatatlan jellegét. A rezisztenciaban ugyancsak

nagy szerepe van az EPS-nek [DONLAN 2002].

3.7.4. Biofilm elleni védekezés

A baktériumok tapaddsinak és biofilm képzésének torvényszerliségeit megismerve, a
biofilmek kialakuldsa jobban megelézhetd, illetve a meglévd mikrobidlis bevonatok
eltavolitasa hatékonyabban megvalosithatd. Ezaltal a biofilm okozta veszélyek kockazata

csOkkenthetd.
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Az ¢lelmiszer-eldallitdé sorok atgondolt tervezésével (szétbonthatd, jol takarithatd
berendezések hasznalata, a csOvezetékekben a folyadékok pangasanak megeldzése, stb.), jo
mindségli, sima, kopasallo anyagok alkalmazéséaval ¢és a nedves feliiletek kikiiszobdlésével a
biofilm képzddés problémaja nagyrészt megeldzhetd. A mikrobdk megtelepedését ezen kiviil
akadalyozza a kiilonb6z6 ipari feliiletek vagy csomagold anyagok antimikrobds szerekkel
torténd impregnalasa, atitatdsa is.

Ismert tény, hogy a baktériumok a tapadas kezdetén csak reverzibilisen kdtddnek a felszinhez,
ezért ebben a fazisban még viszonylag konnyen, kis energiabefektetéssel eltavolithatoak.
Ezért van nagy jelentdsége a napi takaritdsi rutin betartasdnak — féleg azokon a helyeken, ahol
potencidlisan biofilm képzddéssel szamolhatunk. A reverzibilis tapadas az EPS termeléssel
valik irreverzibilissé. A biofilm képzddés ezen fazisdban a sejtek mar sokkal nehezebben
tavolithatoak el és n6 az antimikrobas kezelésekkel szembeni rezisztencidjuk.

A mar kialakult biofilmek eltavolitasa megoldhat6 fizikai, kémiai vagy biologiai eljarasokkal,
illetve ezen modszerek kombindldsaval. A fizikai modszer esetében a hagyomdanyos
mechanikai tisztitas mellett olyan Gjabb moddszerek is felhasznalhatdak, mint az ultrahangos
kezelés, a pulzalo elektromos mezd vagy a gyengearam (200-400 pA). A kémiai eljarasok
esetében tisztitd (detergensek) és fertdtlenité szerek (perecetsav, kloros fertdtlenitok,
hidrogén-peroxid, stb.) egymast kovetd alkalmazésa tavolitja el hatékonyan a biofilmet [PAP
et al. 2006]. A legiijabb mddszerek a bioaktiv vegyiiletek, mint pl. a bakteriocinek, enzimek
felhasznalasaban rejlik, valamint torténtek vizsgalatok a kompetitiv mikrobafajok hatasdnak
vizsgalatara is [KUMAR & ANAND 1998].

A szorgos ¢és rendszeres takaritds megelézi a mikrobidlis bevonatok képzddését az
¢lelmiszerrel érintkezo feliileteken, az élelmiszerrel nem érintkezd — €s emiatt ritkdbban vagy
kevésbé hatékonyan takaritott — feliileteken (pl. padld, falak, lefolydk) azonban mar
kialakulhatnak és problémakat okozhatnak a biofilmek. Ezeken a helyeken akar évekig is
¢letben maradhatnak a mikroorganizmusok, és az aeroszolba keriilve folyamatos fertdzési
forrast jelenthetnek [ZOTTOLA & SASAHARA 1994]. Egy-egy lizemben jelenlévo, tobbé-
kevésbeé stabil mikrobakdzdsség, az un. ,,hazi mikrofléra”, amely jellemzd az adott {izemre.
Egy élelmiszeripari iizem hazi florajanak, azaz autochton mikrobidtajanak jelentds befolyasa
van arra, hogy egy patogén mikroorganizmus, pl. Listeria monocytogenes, Salmonella spp.
meg tud-e telepedni az tizemben [CARPENTIER & CHASSAING 2004]. COSENTINO ¢és
PALMAS [1997] hat, juhsajtot eldallitd kis, helyi tejiizem mikrobioldgiai allapotat vizsgalta
¢s megallapitotta, hogy — bar az iizemek rossz higiéniai allapotiiak voltak — sosem lehetett
Listeria vagy Salmonella fajokat izoldlni. ZHAO ¢és munkatarsai [2004] Listeria

monocytogenes-mentes ¢€lelmiszer iizemekbdl izolalt mikroorganizmusokat és az izolatumok
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kozott 24 anti-lisztérias hatdsa torzset talalt. Korokozo baktériumok megtelepedésének
megakadalyozasara ezért egy lehetséges megoldas lehet a patogének maés, biztonsagos
baktériumokkal valé kizardsa az élelmiszerel6allitd iizemekbdl. A kompetitiv mikrobafajok
altal okozott gatld hatasok a kotohelyekért €s tdpanyagokért vald versengés, az antimikrobas

anyagok és a gatlo hatast EPS termelése.

3.7.5. Biofilmek vizsgalatanak lehetdségei és nehézségei

A feliiletekhez tapadé mikroorganizmusok vizsgélatara, az egyszerli gyorstesztektdl a
bonyolult mikroszkdépos technikdkig, szamos modszer kinalkozik azok minden elényével és
hatranyaval. Az ¢lelmiszer-feldolgozd tlizemek feliileteinek higiéniai allapotarol, vagy a
takaritas hatékonysdgarol gyors eredményt ad az ATP-kimutatison alapuld luminometrias
modszer. Figyelembe kell azonban venni, hogy a feliileten ATP-tartalmt szennyezddések (pl.
novényi részek) is lehetnek, emiatt a modszer fals eredményt adhat a biofilmrél [DE ROSA et
al. 1998]. Kvantitativ eredményt szolgaltatnak a feliileti mintavételt kovetd tenyésztéses
eljarasok. A mintavétel torténhet a taplemez feliilethez valo érintésével kozvetleniil, vagy a
feliilet tamponos letorlése utdn. Erdsebben kotddd biofilmek esetében vortexelésre vagy a
felszini réteg lekaparasara lehet sziikség [KUMAR & ANAND 1998]. A tenyésztéses
modszer esetében azonban tobb jelentds probléma is felmeriilhet: (1) a mintavétel sordn nem
sikertil eltavolitani valamennyi mikrobat a feliiletrdl, (2) a mikrobak egy része elpusztul az
eltavolitas (pl. iiveggyongyos vagy ultrahangos lerazas) soran [WIRTANEN et al. 1996], (3) a
sejtek nagy része nem nd ki a taptalajon, mert holt, sériilt vagy €16, de nem kitenyészthetd
(viable but non culturable, VBNC) allapotban van [CHAE & SCHRAFT 2001]. Kiilonb6z6
feliilet-vizsgaldo mikroszkopos technikdk is hasznalhatok biofilmek tanulmanyozésara, bar
ezek a modszerek nem hasznélatosak rutin-szerli mérésekre az élelmiszer-feldolgozas soran.
Fluoreszcens festéssel [KALMOKOFF et al. 2001] vagy jeloléssel [GORSKI et al. 2004]
lathatova tett biofilmek vizsgalatara az epifluoreszcens mikroszkopia alkalmas. Erett
biofilmek esetében ugyanakkor gondot jelent, hogy a festékek nem jutnak el a mélyebb
sejtrétegekbe illetve az EPS koti meg az azokat. A vastag, tobb rétegbdl allo biofilmek
haromdimenzios vizsgalatdira a konfokalis lézer szkenning mikroszkopia (CLSM) nyujt
lehetéséget [NEU et al. 2001]. A feliiletek nagy felfelbontasu letapogatasara az atomi erd
mikroszkopia (AFM) és a pasztazo elektronmikroszkopia (SEM) [ARNOLD & BAILEY
2000] a legalkalmasabb modszerek. Az utobbi harom technika azonban rendkiviil koltséges

berendezéseket és nagy szakértelmet igényel, igy sok kutatd szdmara nem elérhetd.
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3.8. Tejsavbaktériumok, mint probiotikumok

3.8.1. A probiotikum definicidja

A probiotikumok olyan mikroorganizmusok vagy mikrobidlis sejtalkotok, amelyek —
megfeleld mennyiségben fogyasztva — jotékony hatdssal vannak a gazdaszervezet egészségi
allapotara és kozérzetére [SALMINEN et al. 1999]. Ezek a mikroorganizmusok lehetnek
csupan atmeneti lakoi is a gyomor-bél rendszernek, azonban elengedhetetlen szempont a
jotékony egészségi hatds, amelyet tudoméanyos kisérletekkel kell alatamasztani. A fenti
definicio igen atfogd mddon hatdrozza meg a probiotikumokat, hiszen egyarant kiterjed az
emberi és allati szervezetben vald alkalmazasokra, a bélmikrobidta mellett a test mas részein
— pl. a hiivelyben — €16 mikrobialis kdzdsségek egyensulyanak helyredllitdsara, az egyedi €s
kevert tenyészetek valamint az ¢€l6 mikrobdk mellett holt sejtek vagy sejtalkotok
felhasznalasara is.

A disszertacio tovabbi részében a probiotikum elnevezést az emberi gyomor-bél rendszer
egészségének megdrzésében ¢és helyredllitasdban szerepet jatszo, €l6 mikroorganizmusokra

fogom hasznalni.

3.8.2. A probiotikumok felfedezése

A tejsavképz6” mikroorganizmusok pozitiv szerepét a bélcsatorna mikrobialis
egyensulydnak megOrzésében mar a mult szazad forduldjan feltételezték a kor
mikrobiologusai. Az erjesztett tejtermékekben €16 tejsavbakériumok egészség-megdrzo
szerepére a parizsi Pasteur Intézetben dolgozo, orosz szarmazasu tudos Ilja Mecsnyikov hivta
fel a figyelmet. Mecsnyikov Osszefliggésbe hozta a Kaukazusban és a Balkanon ¢él6 népek
magas atlagos élettartamat rendszeres, nagy mennyiségli tejtermék-fogyasztasukkal.
Megfigyeléseit azzal magyardzta, hogy a tejtermékek tejsavbaktériumai gatoljadk a karos
rothaszto, toxintermeld baktériumok tevékenységét a bélben, csokkentve egyes betegségek
kockazatat [HOLZAPFEL & SCHILLINGER 2002, SZAKALY 2004].
A probiotikumokkal kapcsolatos kutatasok a 20. szdzad utolso két évtizedében lendiiltek fel
ismét, ami elsdsorban a vizsgalomodszerek (pl. DNS technikak) gyors fejlédésének volt
koszonhetd. A kutatasok tobb szalon indultak el:

az egyes bélszakaszokban, idObeli valtozasai, stabilitasa, kdlcsohatasa a gazdaszervezettel,

stb.),
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2. torzsszelektalas: lehetséges probiotikus torzsek keresése (a természetbdl, tejtermékekbol
illetve a bélcsatornabol izolalt torzsek vizsgalata tekintettel probiotikus és technologiai
tulajdonsagaikra, in vitro tesztek kidolgozasa, torzstulajdonsagok szabvanyositésa),

3. jelolt probiotikus baktérium torzsek vizsgalata in vivo allatkisérletekben és human klinikai
vizsgalatokban, lehetséges egészségi hatdsok vizsgélata, a jotékony hatds meglétének
bizonyitdsa, a napi dozis meghatarozasa,

4. a jotékony hatasok mogott huzodo élettani-biokémiai folyamatok megismerése.

A kiterjedt kutatasoknak koszonhetden ma mar szamos probiotikus mikroba torzset ismeriink,
ezek tobbsége a tejsavbaktériumok kozé tartozik. Ezeken kivill néhany nem-tejsavbaktérium
(pl. Bacillus cereus ’toyoi’, Escherichia coli *Nissle 1917’) és élesztd (pl. Saccharomyces
cerevisiae ’boulardii’) torzset ismertek el probiotikumként [HOLZAPFEL et al. 1998]. A
probiotikus torzsek jelentds része valamely szakteriileti vilagcég tulajdona é€s szabadalmi
védelem alatt all. A Lactobacillus-ok koziil példaul a Lb. casei Shirota a japan Yakult, Lb.
rhamnosus GG a finn Valio, a Lb. casei Immunitas a Danone cég tulajdona [SZAKALY

2004].

3.8.3. Az emberi gyomor-bél rendszer mikrobiotdja

Az ember bélcsatornajat - a gyomortol a vastagbélig - komplex mikrobakdzdsség népesiti be.
Becslések szerint a felnétt béltraktus dsszesen szazbillié (10'*) mikroba sejtet tartalmaz, ami
tizszer tobb mint az emberi szervezetet alkotd sejtek szdma. A mikroorganizmusok nem
egyenletesen oszlanak el a bélcsatorna kiilonb6z0 szakaszaiban: a gyomorban ¢és a
patkobélben viszonylag kicsi a csiraszam (10'-10%g béltartalom), amit az itt uralkodé
kedvezétlen koriilmények, a gyomorsav, az emésztéenzimek és az epe mikrobagatld hatdsa
valamint a béltartalom rovid tartézkodasi ideje magyardz. A vékonybél alsobb szakaszaiban
folyamatosan né a csiraszam (10°-10%/g béltartalom), ami a vastagbélben, a mikrobak szamara
legkedvez6bb bélszakaszban, 10'°-10'%/g béltartalom sejtszamot ér el [HOLZAPFEL et al.
1998]. Ezt a bonyolult 6koszisztémat egyes becslések szerint ezernél tobb mikrobafaj alkotja.
Ezek kozott vannak egyértelmiien hasznosak, mint az Eubacterium, Bifidobacterium és
Lactobacillus nemzetségekhez tartozd fajok, és karosak (megbetegedést okozdk), mint
példaul a Pseudomonas aeruginosa, vagy a Proteus, a Clostridium, a Staphylococcus
nemzetség fajai. Emellett vannak esetileg karosak vagy hasznos és kéros tulajdonsagokat
egyarant mutatdé ,kétarcuak”, mint pl. az Escherichia coli, és a Bacteroides, az

Enterobacterium, az Enterococcus, és a Streptococcus nemzetségek fajai. A bélmikrobidta
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tagjai kozott kis szamban mindig jelen vannak karos mikroorganizmusok is, de ezek addig
nem veszélyesek a gazdara nézve, mig egy meghatirozott csiraszdm alatt maradnak. A
bélmikrobiota szoros kolcsonhatasban €l a gazdaszervezettel és annak szamos élettani-
biokémiai folyamataban kézremuikodik.

A bélmikrobidta egyénre jellemzd [LAY et al. 2005], amely mar a sziiletés utan elkezd
formalodni [POLGAR 2004]. Osszetételét és eloszlasat a gazdaszervezet élettani jellemzdi
(azaz kozvetve a genotipusa [ZOETENDAL et al. 2006]), a mikroorganizmusok
tulajdonsagai, a bélcsatorna és a mikrobak illetve a mikrobdk kozotti kolcsonhatasok,
valamint a kornyezeti faktorok egylittesen alakitjak ki. Az élettani jellemzdok koziil fontosak
pl. a bél lumenébe kivélasztott anyagok (enzimek, savak, immunglobulinok), a bélmozgés
intenzitasa és mas tulajdonsagok. A mikrobidlis jellemzdk kozott a bélfalhoz vald tapadas
képessége, a tdpanyag-ellatottsag valtozasaihoz vald alkalmazkodd képesség vagy a kitartd
képletek (pl. spordk) képzésének képessége lehet fontos szempont. A kiilonbozo
mikroorganizmusok kozott szinergista (egymast segitd) €s antagonista (egymast gatld)
kolcsonhatasok egyarant létrejohetnek. A hasznos csoportba sorolt Lactobacillus és
Bifidobacterium fajok, pl. szerves savak ¢€s mas, specifikus antimikrobds vegyiiletek
termelésével tudjak visszaszoritani szamos korokozo baktérium szaporodasat [HOLZAPFEL
et al. 1998]. Mint a fentiekbdl is latszik, a bélmikrobidta egyensulyat kdlcsonhatdsok
szovevényes halozata alakitja ki. Bar ez az egyenstly az egészséges felndttekben stabil
[ZOETENDAL et al. 1998], egyes kiils6 koriilmények (pl. fertdzések, gydgyszeres kezelés —
foként antibiotikumok —, egyoldalu taplalkozas, ésszerlitlen fogyokura) vagy belsé valtozasok
(az oOregedés, az immunrendszer meggyengiilése, stresszes allapot, a bél nyalkahartya-
gatjanak sériilései, stb.) hatdsara felborulhat és a karos mikroorganizmusok irdnyaba tolodhat
el. Ezek a mikrobak kellemetlen bélrendszeri tiineteket, megbetegedéseket okozhatnak, az
altaluk termelt toxinok illetve fekalis enzimek — melyek rékkeltd vegyiiletek képzddését

katalizaljak — hozzajarulhatnak a vastagbélrak kialakuldséhoz.

3.8.4. Probiotikus torzsek tulajdonsagai

A bélmikrobidta egyensulyanak helyreéllitisa, valamint a kiilonboz6 bélrendszeri
megbetegedések megeldzése, gyogyitasa érdekében a hasznos mikrobdk felé kell eltolni a
bélmikrobiota Osszetételét. Ez eldsegithetd probiotikumok — megfeleld mennyiségben torténd
— fogyasztasaval. Tekintettel arra, hogy a bélmikrobiota egy oriasi faji diverzitasi és
csiraszdmaban is jelentds méretli 6koszisztéma (3.8.3. fejezet), a bevitt hasznos mikrobak

csak egy bizonyos csiraszam felett képesek benne valtozasokat el6idézni. Becslések szerint
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napi 10°-10'"" db probiotikus baktériumot kell elfogyasztani a jotékony hatds elérése
érdekében [FONDEN et al. 2003]. Egy probiotikum sikeressége azonban nem csak a
csiraszamon mulik, &ltaldnos mikrobiologiai, technologiai és funkciondlis kritériumoknak
egyarant meg kell felelniiik. Kulcsfontossagi mikrobiologiai feltétel, hogy a térzs biztonsagos
legyen, emellett fenotipusosan és genetikailag stabil, valamint jO sav- és epetiiréssel
rendelkezzen, ami biztositja szamara a tulélést a fels6bb bélszakaszokon vald athaladas soran.
A technoldgiai tulajdonsagok koziil fontos szempont, hogy a probiotikus toérzs képes legyen
alkalmazkodni egy megfeleld szallitohoz vagy fermentdlhatd szubsztrathoz (pl. a tejhez), ne
okozzon kellemetlen ¢érzékszervi tulajdonsagokat, €s ¢életképességét illetve anyagcsere
aktivitasat megtartsa az eltarthatdsagi ido végéig.

A funkciondlis tulajdonsagok, a bélhamhoz val6 tapadas képessége, az antimikrobés anyagok
termelése €s az immunogén jelleg, az egészségre gyakorolt jotékony hatdsok kifejtéséhez
sziikségesek [TUOMOLA et al. 2001]. A klinikai hatasok mogott hizodo élettani-biokémiai
mechanizmusok azonban sok esetben még nem ismertek illetve nem bizonyitottak, hiszen a
megfigyelések részben a korlatozott szdmu in vivo vizsgdlatokbol, részben az in vitro

sejttenyészeteken végzett modell kisérletekbdl szarmaznak [HOLZAPFEL et al. 1998].
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4. abra: A probiotikumok jétékony hatasai

A probiotikumok tudomanyosan bizonyitott élettani hatasai elsésorban a bél mukoza gatjanak
megerdsitésével és az immunvalasz modositasaval kapcsolatosak [SALMINEN et al. 1996],
melyet Ggy érnek el, hogy (1) helyredllitjak a bélmikrobidta egyensulyat, (2) a kotohelyek
elfoglalasa altal gatoljak a korokozok (baktériumok, virusok, gombak) kitapadasat és

aktivitasat, (3) az élelmiszer eredetli fehérjék modositasa altal csokkentik illetve megsziintetik
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azok allergén jellegét, (4) modositjak a tumorok kialakuldsat indukalo bakteridlis enzimeket,

(5) befolyasoljak a mukdza ateresztoképességét (4. abra).

3.8.5. Prebiotikumok

A bélcsatorna hasznos mikrobiotdjanak ardnyat nem csupan kiviilrél bevitt probiotikus
baktériumokkal lehet novelni, hanem a mar betelepiilt baktériumok novekedésének,
szaporodasanak serkentésével is. Ez megvaldsithaté az un. prebiotikumok fogyasztasaval. A
prebiotikumok (korabbi néven bifidogén faktorok) olyan, a gazda szdmara emészthetetlen
¢lelmiszeralkotok, amelyek szelektiven serkentik a vastagbélben jelen 1évd, hasznos
mikrobacsoportok szaporodasat €s/vagy aktivitasait [GIBSON & ROBERFROID 1995]. A
prebiotikumok legfontosabb csoportjai: a rezisztens keményitd, a nem-keményitd
poliszacharidok (pl. pektin, cellul6z, hemicelluléz, guargumi) illetve egyes cukrok és
oligoszacharidok (pl. laktoz, laktul6z, raftindz, frukto-oligoszacharidok). A prebiotikumokhoz
hozza lehet jutni természetes uton kiilonbozo ¢lelmiszerekbdl: sok gylimdles- és zoldségtéle
tartalmaz példaul frukto-oligoszacharidokat (hagyma, péréhagyma, bandn, csicsoka, stb.),
azonban gyakran nem akkora mennyiségben, amely elegendd a pozitiv hatasok kifejtéséhez.
Ezért van nagy jelentdsége a kiilonb6zd élelmiszerek prebiotikumokkal vald kiegészitésének
[GIBSON 2004]. A pro- ¢és prebiotikumokat egyarant tartalmazo termékekben a kedvezd

hatasok 0sszeadddnak, ezek a termékek a szinbiotikumok.

3.8.6. Adhézio

A legtobb élettani hatds kivaltasdhoz sziikséges, hogy a probiotikum megkotddjon a
bélhamsejtek felszinén. A megtapadads az elsd 1épés afelé, hogy a torzs kolonizalja, vagy
legalabbis atmenetileg kolonizalja a bélcsatornat [SALMINEN et al. 1996]. A tapadas
folyamatanak kezdeti 1épése egy aspecifikus, azaz fiziko-kémiai kolcsonhatasokon alapulo
kotédeés, amit egy specifikus — a baktérium feliiletén 1évé adhézids molekulédk (adhezinek) és
a epithelialis sejtek receptorainak dsszekapcsolodaval megvalosuld — adhézio kovet [MIRON
et al. 2001]. Probiotikus baktériumok kivalasztasa soran ezért meg kell vizsgalni a torzsek
bélhamsejtekhez vald tapadoképességét, amely laboratoriumi koriilmények kozott emberi

bélhambodl szarmazé szovettenyészetek felhasznalasaval valodsithaté meg.
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3.8.7. Tapadasteszt

Az in vitro tapadés-vizsgélatokban altalanosan alkalmazott human sejtvonalak a Caco-2 ¢és a
HT-29 jelli vonal, valamint az utobbi nyalkat termeld valtozata, a HT-29-MTX. Bar mindkét
sejttipus vastagbél karcindmabol szadrmazik, mégis felhaszndlhatok a tapadas tesztekben,
mivel differencidlodott bélhamsejtekre jellemzd tulajdonsdgokat mutatnak. In vivo a
bélhamsejtek lumen felé esé (apikalis) felszinét nyalka boritja, ami védi a sejteket a
mechanikai kdrosodasoktol és az enteralis korokozoktol. Mivel ezzel a réteggel taldlkoznak
eldszor az elfogyasztott baktériumok, a nyalkdhoz vald tapadads képessége is fontos lehet a
mikrobialis kolonizacid szempontjabol. A sejttenyészetek mellett ezért a tapadas tesztekben
székletbdl izolalt nyalkdn [KIRJAVAINEN et al. 1998] valamint a nyalkabol kivont
glikoproteineken [TUOMOLA et al. 1999, OUWEHAND et al. 2000] is végeznek
vizsgalatokat.

A Caco-2 sejtvonal poszt-konfluens allapotban (6sszendvés utan) spontan modon a vékonybél
felszivo bélhamsejtjethez hasonld polarizalt, kefeszegéllyel rendelkezd enterocitakka
kozott a szoros sejtkapesolatok (tight junctions) megléte, amelyek a polarizalt nyalkahartyakra
jellemzdek. A funkciondlis differencidcié a sejtek ndvekedésével parhuzamosan alakul és a
sejtek enzimaktivitdsainak valtozasaival kdvethetd nyomon. Az in vitro sejttenyészetekben
megfigyelhetd strukturdlis és funcionalis differenciacio hasonld a bélben lejatszodo érési
folyamathoz, ezért ez a sejtvonal megfelel6 modellje az emberi bélhamnak [PINTO et al.
1983].

A tapadasteszt célja tehat megallapitani, hogy a bélhamsejt-tenyészethez adott baktériumok
milyen mértékben képesek megkotddni a sejtek felszinén. Annak ellenére, hogy az 0j torzsek
probiotikus potencialjanak megallapitdsa szempontjabol elengedhetetlen a tapadasi képesség
vizsgélata, az irodalomban nem taldlhatd standardizalt vizsgalati modszer, a protokollok
egyes paraméterei kutatocsoportrol kutatocsoportra valtoznak. Az egyes torzsekre vonatkozo
eredmények ezért jelentds kiilonbségeket mutathatnak. Tekintettel arra, hogy ezek az in vitro
kisérletek csupan modellezik a bélcsatornaban uralkodo koriilményeket, ezért egyik protokoll
sem ajanlhatd teljes bizonyossaggal és egyik torzs tapadoképességérél sem adhaté meg
abszolut tapadasi érték [BLUM et al. 1999]. Ezért az egyes kisérleti beallitasokban a tapadasi
képességet egy nem-tapadd torzs (negativ kontroll) tapadasdhoz viszonyitva kell

meghatarozni.
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3.8.8. Detektalasi modszerek

A bélhamsejt tenyészet feliiletén megtapadd baktériumok detektalasara és kvantifikaldsara
tobb modszert k6zol az irodalom. A modszerek fobb elényeit és hatranyait az 1. tdblazatban
foglaltam Ossze. A megfeleld mddszer kivalasztasa a tesztelni kivant torzsek tulajdonsagai, a

tapadasteszt koriilményei és a laboratoriumban elérhetd eszkozok alapjan torténik.
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1. tablazat: Bélhamsejtek feliiletéhez tapado baktériumok detektalasara alkalmas modszerek, valamint azok elonyei €s hatranyai [LE BLAY et al. 2004,

VESTERLUND et al. 2005]

Modszer

Elonyok

Hatranyok

Gram-festés
+ mikroszkopos
szamlalas

Egyszerli

Nem kiilonbozteti meg az azonos Gram-csoportba tartozé
baktériumokat

Féaradsagos ¢€s idoigényes

Szubjektiv (baktérium aggregatumok)

Nagy széras (gyakran baktérium/100 sejtre adjak meg)

+ képanalizis

Egyszerti és gyors

Digitalis kép sziikséges
Csomokat egybeszamolja

Lemezontés Nagyon érzékeny (log 3 kimutathat6) Munka- és anyagigényes
Nem igényel specialis felszerelést Ha csomokban tapad a baktérium, aldbecsiili a szamukat
Sejten beliili korokozok kimutatasara (pl. Szelektiv taptalajokat igényel
Salmonella spp.) is hasznalhat6 Feltételezi, hogy az 6sszes tapadd baktérium kitenyészthetd
Radioaktiv jelolés Pontosabb és egyszerlibb, mint a sejtszamlalas Specidlis kisérleti koriilményeket igényel (izotdp-labor)
¢s a lemezontés cpm arany (counts-per-minute) nem stabil
Erzékeny és reprodukélhato E16/holt sejteket nem kiiloniti el
Kevert tenyészeteknél is alkalmazhato
ELISA Kényelmes Ellenanyag beszerzése probléma lehet (specifikussag)
Nagy kisérletekben, sok torzs tesztelésekor is Keresztreakcio el6fordulhat
hasznalhato Rosszul tapadd baktériumoknal nem megfeleld (hattérzaj)
E16/holt sejteket nem kiiloniti el
Fluorimetria Kevert tenyészeteknél is alkalmazhato A fluoreszcens jeldlés megvaltoztathatja a baktérium felszinét/

Biztonsagos (radioaktiv jeldlés kivaltasara)

¢letképesseégét
Rosszul tapadd baktériumoknal nem megfeleld (hattérzaj)
Kevésbé érzékeny, mint a radioaktiv jelolés
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3.9. Elelmiszer-eredetii romlas-, és kérokozé baktériumok

Ebben a fejezetben csak az altalam a kisérletekben hasznalt mikrobakat ismertetem.

3.9.1. Pseudomonas fajok és a Pseudomonas fluorescens

A Pseudomonas nemzetség a — Gram-negativ baktérium csoportokat egyesitdé —
Proteobacteria torzs gamma osztalyaba tartozik. A pszeudomonaszok aerob, katalaz-pozitiv,
jellemzden oxidaz-pozitiv, palca alakt, polaris ostorral mozg6 baktériumok, kemoorganotrdf
anyagcserét folytatnak és semleges koriili pH-n ndvekednek a mezofil hémérséklet
tartomanyban. Egyes fajaik hiitéhdmérsékleten is képesek szaporodni. Tapanyag ellatas
szempontjabol rendkiviil igénytelenek: nodvekedésiikh6z nem igényelnek novekedési
faktorokat, vitaminokat, ugyanakkor a szerves vegyliletek széles skaldjat képesek felhasznalni
szén- és energiaforrasként. Egyes fajok 100-nal is tobb vegyiiletet képesek hasznositani. Ezek
kozott az egyszerii szénhidratokon, zsirsavakon, aminosavakon kiviil sok olyan vegyiilet is
van (pl. szénhidrogének, szteroidok, kondenzalt gyliriis heterociklusos vegyiiletek), amelyeket
kevés mas mikroorganizmus tud lebontani. Ezért a mineralizdcioban, szénkorforgalomban
aktiv szerepet toltenek be. Masrészrdl viszont a pszeudomondszokbol altalaban hidnyoznak a
hidroldzok, ezért nem képesek a polimer molekuldk monomerekre vald lebontasara.
Anyagcser€jiikbdl fakadoan széles korben elterjedtek a természetben, talajban, vizekben, sot
tobb novényi €s allati korokozd is van kozottiik. Gyakran okozzak €lelmiszerek, elsdsorban
zo6ldségek, husok és hiuiskészitmények romlasat. A Pseudomonas nemzetség tobb faja termel
egy sargaszold, vizben oldhato fluoreszcens festékanyagot, amely UV fényben fluoreszkal (pl.
P. aeruginosa, P. fluorescens, P. putida) [DEAK 2006].

A P. fluorescens pszichrofil baktérium, ezért képes a hiitott termékeken is elszaporodni, €s
azokban romlast eldidézni. Ritkan korokozo, mivel 37°C-on nem szaporodik jol [MADIGAN

etal. 2003].

3.9.2. Bacillus fajok és a Bacillus cereus

A Bacillus nemzetség a Gram-pozitiv baktériumok Firmicutes torzsébe tartozik, ahova a kis
G+C tartalmt csoportokat soroljak. A Bacillus-ok jellemz6 tulajdonsaga az endospora képzés.
Az endospora egy kiilonleges szerkezetil, inaktiv allapota baktérium sejt, amely kedvezdtlen
koriilmények kozott képzodik a vegetativ sejten beliil (majd szabadda valik). Szerkezetébdl
adéddan rendkiviili moddon ellendll a kedvezdtlen koérnyezeti tényezdknek (pl. nagy

hémérséklet, kiszaradas, kémiai behatdsok). A Bacillus nemzetség egy ¢€lettani és 6kologiai
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szempontbol is heterogén mikroba csoport: vannak koztiik kemolitotréf és kemoorganotrof,
fakultativ és obligat aerob, pszichrofil és termofil valamint acidofil és alkalofil fajok is.
Szamos szerves vegylilet oxidaciojara képesek, tobb faj a szénhidratok erjesztésére is képes.
A monomerek mellett a polimer molekulakat is hasznositjak (a kiilonb6z6 fajok pl. a kazeint,
a keményitét, a pektineket, vagy a cellul6zokat hidrolizaljak). Sokoldalti anyagcsere
képességiik folytan széles korben elterjedtek a természetben, elsdsorban a talajban, melynek
anyagkorforgalmaban alapvetd szerepet jatszanak. Néhany Bacillus faj korokozd (pl. B.
anthracis), de még ezek a fajok is elsdsorban talajlaké mikroorganizmusok, amelyek
véletlenszertien fertézik meg a gazdaszervezeteket. Az endospdra képzés képessége nagy
elényt jelent szamukra a talélésben, minthogy a talaj egy igen valtozékony kdrnyezet, mind a
tapanyag ellatas, mind a hdmérséklet vagy a vizaktivitds szempontjabol [MADIGAN et al.
2003].

Sok Bacillus faj altalanosan el6fordul nyers- és feldolgozott élelmiszerekben. Ezek kozott
kiilonds jelentéséggel bir a B. cereus, mert ¢élelmiszer-mérgezési tlinetekkel jard
megbetegedést okoz. A baktérium feltételes korokozo, az infektiv dozisa 10° sejt vagy spora/g
[DEAK 2006]. A B. cereus, mint élelmiszer-eredet(i korokozo, az 1950-es évek 6ta ismert. A
baktérium két kiilonb6zé enterotoxint termel. Ezek egyike — egy nagy molekula tomegi,
hélabilis fehérje — hasmenéssel jar6 megbetegedést okoz, amely nagyon hasonlit a
Clostridium perfringens okozta megbetegedés tiineteire. A masik toxin — egy kis hdstabilis
peptid — hanyéssal jard ételmérgezést okoz. Ennek tiinetei a Staphylococcus aureus altal
okozott megbetegedés tiineteire hasonlitanak. A hasmenéses megbetegedést, elsésorban nagy
szamu baktérium elfogyasztdsa, a hanyéssal jaré tiineteket az élelmiszerben 1évd toxin
okozza. A B. cereus fOként gabonafélékben, zoldségekben, tejtermékekben,
huskészitményekben, keményitd tartalmu termékekben (pl. fott rizs) fordul eld6 [DOYLE
1988].

Jelentds ¢lelmiszer-biztonsagi problémat okozhat a baktérium endospéra képzd képessége is,
annak ellenére, hogy a baktérium csak relative magas csiraszdm esetén okoz megbetegedést.
A hokezelést (pl. pasztorozést) taléld sporak wugyanis gyorsan kicsirdznak a
szobahdmérsékleten hagyott élelmiszerben, majd a baktériumok elszaporodnak és néhany
oran beliil elérik a kritikus csiraszdmot. A mezofil torzsek elszaporoddsa megakadalyozhato
az ¢élelmiszer hiitésével. A B. cereus-ok kozott azonban eléfordulnak pszichrotrof torzsek is,
melyek képesek tovabb szaporodni és toxinokat termelni hiitdhdmérsékleten (<7°C)

[DUFRENNE et al. 1995].
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3.9.3. Listeria fajok és a Listeria monocytogenes

A Listeria nemzetséget — akarcsak a Bacillus-okat — a Firmicutes torzsben talaljuk, a Gram-
pozitiv, kis G+C tartalma baktériumcsoportok kozott. A Listeria nemzetségbe palca alaku,
sporatlan, kataldz-pozitiv baktériumok tartoznak. Filogenetikailag a Lactobacillus fajokhoz
allnak kdzel, azonban mig azok aerotolerans anaerobok, addig a lisztéridk fakultativ aerobok
[DEAK 2006]. Hasonléan a Lactobacillus fajokhoz, képesek a tejsavas erjesztésre, azonban
gliikozbol nem képeznek gazt.

A ma ismert hét Listeria faj koziil csak a hemolitikus fajok korokozok: L. monocytogenes, L.
ivanovii, L. seeligeri. A két utobbi faj azonban csak ritkdn okoz megbetegedést emberben.
Ezzel szemben a L. monocytogenes altal okozott liszteriozis stlyos, és az esetek 25-30%-aban
haldlos kimeneteli megbetegedés, amely elsdsorban gyerekekre, iddsekre, legyengiilt
immunrendszerli betegekre és varandds anyakra veszélyes. Bar a liszteridzis enteralis iton
kapott fertézés, a tiinetek elsésorban nem itt, hanem a gyomor-bél rendszeren kiviil
jelentkeznek. A baktériumok a bélhamsejteken attorve megfertézik a fagocita sejteket,
elszaporodnak benniik és a vérrel szétterjedve altalanos szepszist, agyhatyagyulladast, terhes
anyaknal vetélést okozhatnak, valamint a szivet és a szemet karosithatjak.

A L. monocytogenes széles korben megtalalhatd a természetben (talaj, viz, szennyviz,
novényzet, stb.) és gyakorta izolalhaté kiilonb6zd élelmiszer-feldolgozd tizemekbdl is. A
kornyezetben vald tulélését segiti, hogy rendkiviil ellendlld a kedvezdtlen koérnyezeti
tényezOkkel szemben: széles hdmérsékleti (1-50°C) és pH (4,0-9,5) tartoméanyon beliil képes
szaporodni, valamint elviseli a 10 %-os s6koncentraciot, a fagyasztast és a szaritast is. A L.
monocytogenes atvivoje leggyakrabban valamilyen fert6zott tejipari termék (nyers tej, sajt,
fagylalt) vagy huskészitmény, de eléfordulnak tojas, hal, z6ldség okozta fertdzések is. Bar a
baktérium széles korli elterjedtsége miatt a fert6zddés esélye nagy, az akut liszteridzis csak
ritkan és sporadikusan fordul eld6 [MADIGAN et al. 2003]. A kialakult liszteriézis magas
haldlozasi ratdja valamint a baktérium pszichrofil jellege miatt azonban a L. monocytogenes
ellen zér6 tolerancia van érvényben, ami azt jelenti, hogy az élelmiszer nem tartalmazhat

egyetlen ¢l6 baktériumot sem [LOVETT & TWEDT 1988].

3.9.4. Az Enterobacteriaceae csaldd és az Escherichia coli

Az Escherichia coli az Enterobacteriaceae csalad tipikus képviseldje. Ez a csaldd — nevének
megfeleléen — az enteralis (bél) baktériumok csoportjait egyesiti, egy filogenetikailag relative
homolég csoportot alkotva a Proteobacteria torzs gamma osztalyan belil. Az enteralis

baktériumok Gram-negativ, sporat nem képzd, mozdulatlan vagy peritrich ostorral mozg6
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rovid palcak. Fakultativ anaerob, oxiddz-negativ baktériumok. Aerob 1égzéssel tobbféle
szerves vegyiiletet (szénhidratokat, szerves savakat, aminosavakat) képesek hasznositani, s6t
gyakran polimerek (pl. keményitd, pektin, fehérjék) lebontisara is képesek. Anaerob
koriimények kozott szamos mono- és diszacharidot tudnak erjeszteni. Két jellemz0 erjesztési
mintdzat fordul eld: a vegyes savas erjedés (pl. Escherichia coli) és a butandiolos erjedés (pl.
Enterobacter spp.). Az enteralis baktériumok kiilonboz6 fajait hagyomanyosan fenotipusos
bélyegek alapjan kiilonitik el (pl. indol, metilvords, uredz, Voges-Proskauer tesztek, stb). A
gyorsan elvégezhetd fenotipikai teszteknek fontos szerepe van a klinikai diagnosztikaban,
mivel az Enterobacteriaceae csaladban szamos korokozo baktérium is eléfordul. A faji szintt
azonositas mellett kiilondsen fontos az izolatumok szeroldgiai azonositdsa is, amely a feliileti
antigének (sejtfal lipopoliszacharidok, ostor fehérjék, tokanyagok) besorolasa alapjan torténik
[DEAK 2006].

Az Escherichia coli az ember €s a melegvérli allatok vastagbelének jellemzd lakdja. Fontos
szimbionta baktériumnak tekinthetd, mivel részt vesz egyes vitaminok, elsdsorban a K-
vitamin termelésében. Emellett, mint fakultativ anaerob baktérium hozzajarul az oxigén
elfogyasztasahoz, ezaltal az anaerob kornyezet megteremtéséhez, amely kritikus kornyezeti
feltétel az obligat anaerob bélbaktériumok (pl. Bifidobacterium spp.) szamara. Az E. coli
torzsek tobbsége tehat artalmatlan bélbaktérium, azonban szdmos patogén torzs is ismert,
amelyek sulyos hasmenéses megbetegedéseket és hugyuti fertézéseket okoznak. A patogén
torzseket — elsOsorban az altaluk termelt endotoxinok és az okozott megbetegedés tipusa
alapjan — specialis csoportokba soroljak, pl. enteropatogén E. coli (EPEC), enteroinvaziv E.
coli (EIEC), enterotoxigén E. coli (ETEC), enterohemorréagias E. coli (EHEC).

Mint jellegzetes bélbaktérium, az E. coli megjelenése a fekélis szennyezddés f6 indikatora. Az
E. coli-val valo fert6z6dés veszélye ezért csokkenthetd a megfeleld higiéniai koriilmények és
vizmindség fenntartasdval, és az eldirasoknak megfeleld élelmiszer-kezelés betartasaval

[MADIGAN et al. 2003].
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Baktériumtapadas vizsgalata rozsdamentes acélon

4.1.1. Mikroorganizmusok

Vizsgalataimhoz a kovetkezd baktérium torzseket hasznaltam fel: Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus, Pseudomonas fluorescens 111 P 13a, Listeria monocytogenes LM6. A
torzseket a Nottingham-i Egyetem Elelmiszertudomanyi Osztalyan (Division of Food
Sciences, The University of Nottingham, Nottingham, Anglia) izolaltdk. A tejsavbaktérium a
»hyarmié” nevli, Ghanaban fogyasztott fermentalt tejtermékbdl szarmazik és azonositasa az
API 50 CHL teszt (BioM¢érieux, Marcy I’Etoile, Franciaorszag) segitségével tortént. A
Lactobacillus torzset 20% glicerinnel kiegészitett De Man, Rogosa, Shape taplevesben (MRS,
Oxoid, Basingstoke, Anglia) tartottam fenn —20°C-on. A P. fluorescens torzset egy félkész
¢lelmiszereket gyartd iizembdl izolaltak az osztdly munkatarsai, a torzs azonositasat az API
20NE teszttel (BioMérieux) végezték el. A L. monocytogenes torzs a 4b szerotipusba tartozik
¢s tejbdl izolaltak. A Pseudomonas fluorescens €s Listeria monocytogenes torzseket egyarant

Brain Hearth Infusion taptalajon (BHI, Oxoid) tartottam fenn 4°C-on.

4.1.2. A rozsdamentes acél

A vizsgélatok soran AISI 304-es tipust, 2B simasagl rozsdamentes acél lapocskdkat, n.
kuponokat hasznaltam fel (1,5 x 1,5 cm?; Ohw Heap Shang Hang Ltd., Bangkok, Thaifsld). A
kuponokat semleges detergensben (Savona D2, Premiere Products, Cheltenham, Anglia)
lemostam, desztillalt vizzel ledblitettem, majd 30 perces ultrahangos razéassal tovabb
tisztitottam (Sonicleaner, Ultrasonic Ltd., London, Anglia). Ezt kdvetéen a kuponokat
megszaritottam €és 3 Oran at sterilizaltam 160°C-on (Gallenkamp Oven 300 Plus Series,

Loughborough, Anglia).

4.1.3. Baktériumtapadas vizsgalata fiiggoleges helyzetii kuponon

4.1.3.1. Torzsszuszpenzio készitése

A glicerinben fenntartott Lactobacillus tenyészetekb6l 100 pl-t oltottam be 150 ml MRS
taplevesbe, és 30°C-on inkubaltam 18-24 6ran keresztiil 150 rpm-en torténd razatds mellett

(Gallenkamp Orbital Incubator, Loughborough, Anglia) anaerob koriilmények kozott
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(CampyGen™ Atmosphere Generation System, Oxoid). A Pseudomonas fluorescens és
Listeria monocytogenes torzseket 150 ml BHI taplevesbe oltottam be és 30°C-on inkubaltam
18-24 6ran keresztiil 150 rpm-en torténd razatas mellett. A felszaporitott mikrobakat 10 percig
centrifugdltam (Beckman® J2-21 modell) 15,000 (Lactobacillus torzs) illetve 5,500
(Pseudomonas ¢és Listeria torzsek) g-értékkel. A feliiluszot ledntdttem, a sejteket foszfat
pufferrel (PBS, Oxoid) mostam, majd ujra centrifugdltam a fenti paraméterek szerint. A
feliilaszot ismét ledntdttem és a sejteket PBS-ben reszuszpendaltam. A Pseudomonas és
21, 2000 series, Cecil Instruments Ltd., Cambridge, Anglia), ez 4-5x10° telepképzé egység
(TKE)/ml (Pseudomonas), illetve 8-9x10° TKE/ml (Listeria) csiraszamot jelent. A
Lactobacillus sejteket 15 ml PBS-ben vettem fel, majd ebbdl egy decimalis higitast
készitettem. A torzsszuszpenzio csiraszama igy 4-5x10° TKE/ml-re allt be, amit MRS agaron

(Oxoid) torténd lemezontéses csiraszdm meghatarozassal allapitottam meg.

4.1.3.2. Tapadasvizsgalat

Az elkészitett torzsszuszpenziokbdl 1-1 ml-eket mértem be steril, 30 ml Ossztérfogatq,
csavaros tetejli muanyag edényekbe (universal tube, Scientific Laboratories Supply,
Nottingham, Anglia), majd PBS-sel 10 ml-re egészitettem ki dket a 2. tablazatban feltiintetett

beallitasok szerint.

2. tablazat: Kisérleti beallitasok fiiggéleges helyzetli kupon esetében

Kombinacio Lb. delbrueckii P. L. PBS | Végso sejt-
elnevezése subsp. bulgaricus fluorescens monocytogenes | (ml) | koncentracio
(ml) (ml) (ml) (TKE/ml)
Lb. 1 - - 9 4-5x10’
Ps. - 1 - 9 4-5x107
Lm. - - 1 9 8-9x10’
Lb. + 1 8 4-5x10’
Ps. 1 - 4-5x10’
Lb. + 1 8 4-5x10’
Lm. - 1 8-9x10’

A steril kuponokat fliggbleges pozicioban helyeztem el az edényekben, ezzel biztositva, hogy
a kupon mindkét oldala elérhetd legyen a baktériumok szamdra. A miianyag edények ktipos
aljuak, igy a kuponokat fliggéleges helyzetben tartjdk. A kuponokat 24 o6ran keresztiil
inkubéltam a sejtszuszpenzidban 30°C-on 100 rpm-en torténd rdzatds mellett. Az inkubécios
1do letelte utan a kuponokat steril csipesszel eltdvolitottam, majd a nem tapado6 baktériumokat
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2x10 ml PBS-sel ovatosan ledblitettem. A kuponok sz€lét steril papirvattdhoz érintve

leitattam a nagyobb folyadékcseppeket, majd a kuponokat Bunsen-ég6 alatt megszaritottam.

4.1.3.3. A tapadd baktériumok szamanak meghatarozasa lemezontéssel

A ledblitett kuponokat egyenként 5 ml 2% Tween 80-nal kiegészitett higitofolyadékba
helyeztem (MRD, Oxoid), és 2 percen at folyamatosan vortexeltem (Whirlimixer, Fisons Ltd.,
Loughborough, Anglia) a tapadd baktériumok eltavolitasa céljabol. A lerazott sejteket
tartalmazd szuszpenziobol decimalis higitasi sort készitettem, majd a csiraszamot szelektiv
tapagarok segitségével meghatdroztam. A Lactobacillus torzsek esetében MRS agarral
kétrétegli lemezontést végeztem, a lemezeket 37°C-on inkubdltam, a telepszamlalast 2 nap
elteltével végeztem el. A Pseudomonas fluorescens csiraszamot Pseudomonas szelektiv
agarra (Oxoid), a Listeria monocytogenes csiraszamot Listeria szelektiv (Oxford) agarra
(Oxoid) torténd szélesztéssel hataroztam meg. A telepszdmot 30°C-on torténd, egy napos

inkubdlés utan hataroztam meg.

4.1.3.4. Mikroszkopos vizsgalat

A kupon festése

A megszaritott kuponokat fluoreszcens festékkel festettem. A Lactobacillus és Pseudomonas
torzsek kolcsonhatasanak vizsgalatakor a LIVE BacLight™ Bacterial Gram Stain Kit-et (L-
7005, Molecular Probes, Leiden, Hollandia) hasznaltam. A Kit két fluoreszcens
festékkomponenst tartalmaz: a zdld fluoreszcens SYTO 9-et és a vords fluoreszcens
hexidium-jodidot, mindkettd nukleinsav kotd festék. Osszekevertem 3 pl SYTO 9 és 0,5 pl
hexidium-jodid tdrzsoldatot (3,34 mM SYTO 9 ¢és 4,67 mM hexidium-jodid 300-300 pl
DMSO-ban oldva) ¢és steril desztillalt vizzel 1 ml-re higitottam. Minden kuponra 250-300 pl-t
pipettaztam a festékelegybdl, majd a pipetta hegyével dvatosan eloszlattam, hogy teljesen
beboritsa a kupon feliiletét. A kuponokat 15 percig sotétben inkubaltam, majd a felesleges
festéket 2x10 ml PBS-sel ovatosan ledblitettem. A Lactobacillus ¢és Listeria torzsek
kolcsonhatasanak vizsgalatakor 0,01%-os akridin naranccsal (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Németorszag) festettem meg a baktériumokat. (Ebben az esetben nincs értelme a fenti Kit-et
hasznalni, hiszen mind a két baktérium Gram-pozitiv.) A festést az el6zéekben leirt moédon
végeztem azzal a kiilonbséggel, hogy 2-3 percig festettem a kupont és nem alkalmaztam
sOtétben torténd inkubalast. A felesleges festéket itt is 2x10 ml PBS-sel Oblitettem le. A
kuponok szélét steril papirvattdhoz érintve leitattam a nagyobb folyadékcseppeket, majd a

kuponokat Bunsen-¢gd alatt megszaritottam.
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A kupon mikroszkdpos vizsgalata

A LIVE BacLight™ Bacterial Gram Stain Kit é16 baktériumok Gram csoport szerinti
elkiilonitését teszi lehetdvé. A Kit-ben 1év0 két fluoreszcens festék eltérd spektralis
tulajdonsagokkal rendelkezik, illetve eltéréen festi a Gram-pozitiv illetve Gram-negativ
baktériumokat: a SYTO 9 mindkét baktériumtipust jeloli, a hexidium-jodid csak a Gram-
pozitivokat. A Gram-pozitiv baktériumokban a hexidium jodid hatékonyan elfedi a SYTO 9-
et. A gerjeszté/emittalt fény hulldmhossza a SYTO 9 esetében 480/500 nm, a hexidium-jodid
esetében 480/625 nm. Gram-pozitiv ¢és -negativ baktériumokat is tartalmazo festett
tenyészetben tehat a Gram-negativ baktériumok zodlden, a Gram-pozitivok pedig pirosan
fluoreszkdlnak. (Az elpusztult baktériumok kiilonféleképpen festddnek.) Megfeleld
szinszlir6k kozbeiktatasaval elkiilonithetéek a Gram-pozitiv baktériumok, hiszen csak ezek
tartalmazzak a hexidium-jodidot.

A festett kuponokat pillanatragasztdval targylemezekhez rogzitettem. Az acélfeliiletre tapadd
baktériumokat fluoreszcens mikroszkop alatt (Axiovert 135TV, Carl Zeiss, Jena,
Németorszag) vizsgaltam meg 40x ¢és 100x olaj immerzids objektiveket hasznalva.
Kupononként 10-10 véletlenszertien kivalasztott latomezdt fényképeztem le (ORCA-2 hiitott
CCD kamera, Hamamatsu) 100x olaj immerzids objektivet hasznalva az Openlab 2.2.5.
program (Improvision Ltd.) segitségével. A mikroszkop bedllitasait a 3. és 4. tablazatok

mutatjak.

3. tablazat: A mikroszkop bedllitasai Lactobacillus (Lb.) és Pseudomonas (Ps.) torzsek

vizsgalatakor
Megvilagité fény Sziro A mikroszkopban
hulldmhossza lathato baktérium(ok)
Lb. 479 nm GFP/FITC 535RDF45 Lb. delbrueckii
488,0 nm
Ps. 479 nm GFP/FITC 535RDF45 P. fluorescens
488,0 nm
Lb. + Ps. 553 nm CY3/TRI 95RDF60 Lb. delbrueckii
550,0 nm
479 nm GFP/FITC 535RDF45 Lb. delbrueckii és
488,0 nm P. fluorescens
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4. tablazat: A mikroszkop beallitasai Lactobacillus (Lb.) és Listeria (Lm.) torzsek
vizsgélatakor
Megvilagito fény Szird A mikroszkdpban
hullamhossza lathato baktérium(ok)

Lb. 423 nm GFP/FITC 535RDF45 Lb. delbrueckii
488,0 nm

Lm. 423 nm GFP/FITC 535RDF45 L. monocytogenes
488,0 nm

Lb. + Ps. 423 nm GFP/FITC 535RDF45 Lb. delbrueckii és
488,0 nm L. monocytogenes

A boritottsag szazalékanak meghatarozasa (képanalizis)

Az elmentett képeken meghataroztam a baktériumok altal boritott teriilet nagysagat pixelben
(Scion Image Software, Scion Corporation, Frederick, MD, USA). A kapott értéket elosztva a
teljes kép - szintén pixelben megadott - méretével, megkaptam a boritottsagot, majd ezt 100-
zal megszorozva a boritottsag szazalékat. A P. fluorescens altali boritottsagot ugy hataroztam
meg, hogy a két baktérium altal boritott teriilet nagysagabol kivontam a Lactobacillus sejtek
altal boritott teriilet nagysagat. Mivel a Lactobacillus és Listeria sejteket nem lehetett
egymastol festés alapjan elkiiloniteni a kevert tenyészetben, ezért a képanalizist itt vizudlis
elkiilonitéssel egészitettem ki.

A tapadasvizsgalatot négy (Lb.+Ps.) illetve harom (Lb.+Lm.) ismétlésben végeztem el,
minden kisérletben 3-3 kupont hasznaltam az adott beallitdsok tesztelésére — ebbdl a két
kupont a lemezontéses csiraszam-becsléshez hasznaltam, egyet mikroszkopos vizsgalatnak

vetettem ala.

4.1.4. Baktériumtapadas vizsgadlata vizszintes helyzetii kuponon

4.1.4.1. Torzsszuszpenzid készitése

A torzsszuszpenzidkat a 4.1.3.1. pontban leirtaknak megfeleléen készitettem el azzal a
kiilonbséggel, hogy a csiraszamot valamennyi baktériumtorzs esetében 10° TKE/ml-re
allitottam be optikai denzitas alapjan. Ehhez elOzetesen meghatdroztam az ehhez a

sejtkoncentracidhoz tartozé ODgg értéket minden egyes torzs esetében.

4.1.4.2. Tapadasvizsgalat [CHAE et SCHRAFT 2001] nyoméan

Tapadasvizsgalat foszfat pufferben
A steril kuponokat vizszintes pozicidoban helyeztem el telitett paratartalmu kamrakban. A

kamrakat a kovetkezd modon készitettem: milanyag petricsészék aljara megfeleld nagysagu,
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kor alaku sztirpapirt helyeztem, melyet elézdleg PBS-sel itattam at, a petricsészékre
rahelyeztem a tetejiiket, végiil parafilmmel lezartam Oket. A telitett paratartalmt kamraban
torténd inkubdlds megakadalyozza a baktériumszuszpenzid parolgasat, ezaltal a
sejtkoncentracid6 megvaltozasat. A  torzsszuszpenziokbol a kovetkezd bedllitasokat
készitettem: Lb. delbueckii subsp. bulgaricus, P. fluorescens €s L. monocytogenes egyedi
kultaraban valamint Lb. delbueckii subsp. bulgaricus kevert kultraban P. fluorescens-szel
minden térzsre nézve 10’ TKE/ml volt. 150-150 pl-eket pipettiztam a kuponokra ugy, hogy a
baktériumszuszpenziok teljesen beboritsak a feliiletiiket. A kamrakat 30°C-on inkubdaltam 3
oran keresztiil. Az inkubaciés 1d6 letelte utan a kuponokat steril csipesszel eltavolitottam,
majd a nem tapadd baktériumokat 2x10 ml PBS-sel 6vatosan ledblitettem. A kuponok szélét
steril papirvattahoz érintve leitattam a nagyobb folyadékcseppeket, majd a kuponokat Bunsen-

€g0 alatt megszaritottam.

4.1.4.3. Mikroszkopos vizsgalat

A kupon festése

A megszaritott kuponokat a 4.1.3.4. pontban leirtaknak megfeleléen 250-300 ul 0,01%-o0s
akridin naranccsal festettem. A felesleges festéket 2x10 ml PBS-sel ledblitettem, a kuponok
sz€1ét steril papirvattahoz érintve leitattam a nagyobb folyadékcseppeket, majd a kuponokat

Bunsen-¢ég6 alatt megszaritottam.

A kupon mikroszkopos vizsgalata és a tapadd baktériumok szdmanak meghatarozasa

A festett kuponokat a 4.1.3.4. pontban leirtaknak megfelelden targylemezekhez rogzitettem,
fluoreszcens mikroszkdp alatt megvizsgaltam és 100x olajimmerzids objektivet hasznalva,
kupononként 10-10 véletlenszerlien kivalasztott latdmez6t lefényképeztem. A tapadd
baktériumok szamat — morfoldgiai alapon térténd azonositds utan - vizualis sejtszamlalassal
hataroztam meg. Vonatkoztatasi alapként a lefotézott 1atotér mm?-ben megadott mérete
szolgalt (5,73 x 107 mm?).

A tapadasvizsgalatot két ismétlésben végeztem el, minden kisérletben 2-2 kupont hasznéltam

az adott tOrzs/ek tesztelésére.
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4.2. Baktériumtapadas vizsgalata bélhamsejteken

4.2.1. Mikroorganizmusok

A vizsgalatokban a kovetkezO baktérium torzseket hasznaltam fel: Lactobacillus plantarum
2142, Lb. casei subsp. pseudoplantarum 2749, Lb. casei subsp. pseudoplantarum 2750, Lb.
casei subsp. casei 2752, Lb. casei subsp. casei 2756, Lb. casei subsp. casei 2763, Lb. curvatus
2768, Lb. curvatus 2770, Lb. curvatus 2771, Lb. curvatus 2775, Lb. sakei DSM20017,
Bifidobacterium bifidum B3.2, Escherichia coli Bay 100. A Lactobacillus torzsek a Perugia-i
Egyetem torzsgylijteményébdl szarmaznak (Dairy Institute Collection of the Agricultural
Faculty of Perugia, Perugia, Olaszorszag). Korabbi vizsgalatokban mar bebizonyosodott,
hogy az elobbi torzsek kozil néhany jo tapadoképességet mutat Caco-2 és IEC-18
bélhamsejtekhez, azonban ezek az eldzetes vizsgalatok mas kisérleti koriilmények kozott
torténtek, valamint a tapad6 baktériumok kimutatdsa csak mikroszkdpos vizsgélattal tortént
(SZEKER et al., 2005).A torzseket tej taplevesben tartottam fenn 4°C-on. A Bifidobacterium
torzset a Budapesti Corvinus Egyetem Sor- és Szeszipari Tanszékétdl kaptam. A tdrzset
csecsemd székletbdl izolaltdk, majd fermentacios tesztek valamint 16S rDNS szekvencia
analizis alapjan azonositottak [MAYER et al. 2003]. A torzs fenntartasa 87%-o0s glicerinben
(Reanal, Budapest) tortént -20°C-on. Az E. coli Bayl00 torzset a Szent Istvan Egyetem
Allatorvostudomanyi Kara Gyogyszertani és Méregtani Tanszékétél kaptam A torzset
elvalasztott malac bélsarabol izolaltak, majd biokémiai tesztekkel azonositottak. Szerologiai
vizsgélat alapjan az O139:K82 szerotipusba soroltak. Az E. coli torzset félferde BHI agaron

(Merck, Darmstadt, Németorszag) tartottam fenn 4°C-on.

4.2.2. Caco-2 sejtkultura

A tapadéas vizsgélatokban hasznalt emberi vastagbél adenokarcinoma sejtvonal (Caco-2,
ATCC HTB 37) Dr. Jos Koninkx (Utrecht University, Hollandia) ajandéka volt. A sejtek
tenyésztése ¢€s fenntartdsa 37°C-on, 5% CO, koncentracié mellett tortént Dulbecco’s
Modified Eagle’s tapfolyadékban (DMEM, Sigma-Aldrich), amelyhez el6zdleg 1% (v/v)
MEM-nem esszencialis aminosav oldatot, 50 mg/l gentamicin-szulfatot, 100 mg/l kanamicin-
szulfatot, 4 mM glutamint, 25 mM Hepes puffert, 1 mM néatrium-piruvatot (valamennyi
vegyszer Sigma-Aldrich) és 10% (v/v) hé-inaktivalt fetalis bovin szérumot (FBS, Gibco,
Paisley, Anglia) adtam hozza. A tapfolyadékot heti harom alkalommal cseréltem. A Caco-2
sejteket 40,000 sejt/cm’ koncentracioban vittem 4t 24 lyukd sejttenyészté edényekbe (2
cmz/lyuk, Costar, Corning, NY, USA). A lyukakba elézoéleg 70%-o0s alkoholban zsirtalanitott
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¢és UV fénnyel 3-4 orén at sterilezett feddlemezeket (Gerhard Menzel, Braunschweig,

Németorszag) helyeztem. A Caco-2 sejteket 14 napig tenyésztettem a vizsgéalatokhoz.

4.2.3. Baktérium torzsszuszpenziok készitése

A tejtaptalajban fenntartott Lactobacilllus tenyészetekbol 200 ul-t oltottam be 10 ml MRS
taplevesbe (Merck) és 30°C-on inkubdltam 24 oOran keresztiil statikusan. A friss
tenyészetekbdl tovabb oltottam MRS taplevesbe és ismét a fenti paraméterek szerint
inkubaltam a tenyészeteket. A Bifidobacterium torzs glicerinben fenntartott tenyészetét 10 ml
Trypticase-Phytone-Yeast (TPY) téplevesbe (M.2. melléklet) vittem at, majd 37°C-on
inkubaltam 24 o6ran keresztlil statikusan anaerob koriilmények kozott (Bugbox, Ruskin
Technology, Leeds, Anglia). Az atoltast legalabb haromszor ismételtem mieldtt a torzset a
kisérletekben felhasznéltam. Az E. coli torzs félferde agaron fenntartott tenyészetébdl egy
kacsnyit oltottam be 10 ml steril BHI taplevesbe (Merck) és 37°C-on inkubaltam 18 oran
keresztiil A felszaporitott mikrobdk tenyészeteibdl 1-1 ml-t steril Eppendorf csdvekbe
mértem, majd 5 percig centrifugdltam (Minispin, Eppendorf, Hamburg, Németorszag)
13,000g sebességgel 4°C-on. A feliiliszot ledntottem, a sejteket steril fizioldgias sooldattal
mostam, majd Ujra centrifugaltam a fenti paraméterek szerint. A feliiliszot ismét ledntottem
és a sejteket fizioldgids sooldatban vagy antibiotikum- ¢és FBS-mentes DMEM-ben (a
tovabbiakban: sima DMEM) reszuszpendaltam.

4.2.4. Tapadasvizsgalat kiilonbozo detektaldasi modszerekkel

Ebben a kisérletben harom baktériumtdrzset hasznaltam fel: Lb. casei subsp.
pseudoplantarum 2750, Lb. sakei és Bifidobacterium bifidum B3.2. A kisérletet két

ismétlésben végeztem el.

4.2.4.1. Tapadasvizsgalat

Tizszeres higitast készitettem a hexidium-jodid térzsoldatbol (LIVE BacLight™ Bacterial
Gram Stain Kit; L-7005, Molecular Probes) steril desztillalt vizzel, majd ebbdl 7,5 pl-t adtam
hozza 1-1 ml - fizioldgias so6oldatban felvett — torzsszuszpenziohoz, majd 30 percen keresztiil
sOtétben inkubaltam 50 rpm-en torténd razatas mellett (LE-204/2, Laboratériumi Miiszergyar
Rt., Budapest). Festés utan a baktérium szuszpenziokat négyszer mostam steril fizioldgias
sooldattal, hogy eltavolitsam a felesleseges festéket. Hasonl6 modon négyszer mostam 1-1 ml

festetlen baktérium tdrzsszuszpenziot is, ezaltal kikiiszoboltem a centrifugalasokbol adodo
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csiraszam-veszteség miatti kiilonbségeket. Mosas utan a baktériumokat sima DMEM-ben
reszuszpendaltam. A Caco-2 sejteket 1-1 ml sima DMEM-mel mostam, majd - a megfeleld
higitds utan - kb. 10" TKE/lyuk baktérium szuszpenziét (fluoreszcensen festett illetve
festetlen) helyeztem a lyukakba (két illetve négy) parhuzamosban. A térzsszuszpenziok
torzsek esetében MRS agart (Merck), a Bifidobacterium torzs esetében TPY agart (M.2.
melléklet) haszndltam. Egy 6ra inkubalds utdn 37°C-on 5% COs-ot tartalmazd pardsitott
légtérben, a Caco-2 sejteket kétszer mostam 1-1 ml sima DMEM-mel, hogy eltavolitsam a

nem tapado6 baktériumokat.

4.2.4.2. A tapadd baktériumok szdmanak meghatirozasa lemezontéssel

A lemezOntéses csiraszam meghatdrozasra szant lyukakba 0,5 ml tripszin oldatot (M.2.
melléklet) pipettdztam, majd 15 percen keresztiil inkubaltam 37°C-on. A tripszin reakcid utdn
0,5 ml 10% FBS-sel kiegészitett sima DMEM-et adtam a sejtekhez. Az epithel sejteket — a
hozzajuk tapadd baktériumokkal egylitt — ismételt pipettazasokkal tavolitottam el az
tiveglapokrol, majd fiziologias sooldatban sorozathigitast készitettem beldliik. A megfeleld
higitasi tagok csiraszamat lemezontéssel hataroztam meg. A Lactobacillus torzsek esetében
MRS agart hasznéltam, telepszamlalds el6tt a lemezeket aerob koriilmények kozott
inkubaltam 30°C-on 48 oran at. A Bifidobacterium torzs esetében TPY agart hasznaltam, a
telepek szamat 72 ora elteltével hataroztam meg a lemezek 37°C-on, anaerob koriilmények

kozott torténd inkubalasa utan.

4.2.4.3. Mikroszkopos vizsgalat

A mikroszkopos vizsgalatra szant lyukakba 1 ml 10%-os formaldehid oldatot (Reanal)
pipettdztam a készitmény rogzitése érdekében. Tiz perc fixalas utdn a még festetlen
készitményeket Gram szerint megfestettem (GRAM-color Staining Set, Merck), majd
valamennyi lyukbdl eltdvolitottam az {iiveglapokat és mowiol oldattal (M.2. melléklet)
targylemezekre ragasztottam Oket. A tapado baktériumokat 1000x-es nagyitassal vizsgaltam
(Axiophot, Carl Zeiss, Oberkochen, Németorszadg). A fluoreszcensen festett baktériumok
vizualizalasat UV megvilagitas mellett, az XF43 sziir6 (Omega Optical Inc., Brattleboro, VT,
USA) kozbeiktatasaval végeztem. Minden iiveglap esetén 10-10 1atotérrdl (8,6x107 mm?)
fényképet készitettem (AxioCam HRC, Carl Zeiss) és mentettem el az AxioVision 4.5
program (Carl Zeiss) segitségével. A baktériumtapadas mértékét sejtszamlalassal allapitottam
meg. Emellett meghataroztam a baktériumok altal boritott teriilet szézalékos aranyat is a

Scion Image képelemz6 program segitségével (4.1.3.4. pont).
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4.2.5. Lactobacillus térzsek tapaddsdanak tesztelése

Ebben a kisérletben a 4.2.1. pontban felsorolt Lactobacillus térzseket hasznaltam a Lb. casei
subsp. pseudoplantarum 2750 és a Lb. sakei DSM20017 kivételével. A kisérletet két

ismétlésben végeztem el.

4.2.5.1. Tapadasvizsgalat

A Caco-2 sejteket 1-1 ml sima DMEM-mel mostam, majd a baktériumok sima DMEM-ben
felvett torzsszuszpenzioibol (4.2.3. pont) - a megfelelé higitas utan - kb. 10’ TKE/lyuk
baktérium szuszpenzidt helyeztem a lyukakba minden torzs esetén 2-2 parhuzamosban. A
MRS agaron. Egy ora inkubalas utan 37°C-on 5% CO;-ot tartalmaz6 parasitott 1égtérben, a
Caco-2 sejteket kétszer mostam 1-1 ml sima DMEM-mel, hogy eltavolitsam a nem tapad6

baktériumokat.

4.2.5.2. Mikroszkopos vizsgalat

Mosas utan 1-1 ml 10%-os formaldehid oldatattal fixaltam a sejteket 10 percen keresztiil. A
készitményt ezutdn Gram szerint megfestettem, majd valamennyi lyukbol eltavolitottam az
iiveglapokat és mowiol oldattal targylemezekre ragasztottam Oket. A tapad6 baktériumokat a

4.2.4.3. pontban leirtak alapjan mikroszkopos vizsgalatnak vetettem ala.

4.2.6. A Lactobacillus casei subsp. pseudoplantarum 2749 tapaddasanak vizsgdlata a
kiindulasi koncentrdcio fiiggvényében

A kisérletet két ismétlésben végeztem el.

4.2.6.1. Tapadasvizsgalat

A Lb. casei subsp. pseudoplantarom 2749 torzs sima DMEM-ben felvett torzsszuszpenzidibol
(4.2.3. pont) decimalis higitast készitettem. A Caco-2 sejteket 1-1 ml sima DMEM-mel
mostam, majd a higitasokbol kb. 10°, 10%, 107, 10°, 10°, 10* TKE/lyuk baktérium
lemezontéses csiraszam-meghatarozassal pontositottam MRS agaron. Egy 6ra inkubalas utan
37°C-on 5% CO;-ot tartalmazo parasitott 1égtérben, a Caco-2 sejteket kétszer mostam 1-1 ml

sima DMEM-mel, hogy eltdvolitsam a nem tapadé baktériumokat.
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4.2.6.2. A tapadd baktériumok szamanak meghatarozasa

Valamennyi higitasi tag esetében 3-3 lyukban lemezontéses csiraszam becsléssel hataroztam
meg a tapadd baktériumok szdmat MRS agaron. A negyedik lyukakban a sejteket Gram
szerint festettem, majd a tapadd baktériumokat a 4.2.4.3. pontban leirtak alapjan

mikroszkdpos vizsgalatnak vetettem ala.

4.2.7. A Lactobacillus casei subsp. pseudoplantarum 2749 és az Escherichia coli Bay 100

torzsek versengd tapadasanak vizsgalata

A kisérletet harom ismétlésben végeztem el, azonban az egyik kisérletben csak lemezontéses

csiraszam becsléssel hataroztam meg a tapado baktériumok szamat.

4.2.7.1. Tapadasvizsgalat

A Caco-2 sejteket 1-1 ml sima DMEM-mel mostam, majd a baktériumok sima DMEM-ben
felvett torzsszuszpenzioibol (4.2.3. pont) kb. 107 illetve 10® TKE/lyuk baktérium szuszpenziot
pipettaztam a lyukakba egyedi €s kevert tenyészetben, 2-2 parhuzamosban a kdvetkezd

beallitasok szerint:

5. tablazat: Kisérleti beallitasok verseng0 tapadas esetén Caco-2 sejteken

Lyukak Lb. E. coli | E. coli Lb. + E. coli Lb. + E. coli
Végso sejt-
koncentracid 108 107 10® 108 107 10® 10®
(TKE/lyuk)

crer

A Lactobacillus torzsek esetében MRS agart, az E. coli torzs esetében ChromoBio Coliform
agart (Biolab, Budapest) hasznaltam. Egy ora inkubaléds utdn 37°C-on 5% CO»-ot tartalmazé
parasitott légtérben, a Caco-2 sejteket kétszer mostam 1-1 ml sima DMEM-mel, hogy

eltavolitsam a nem tapadd baktériumokat.

4.2.7.2. A tapado baktériumok szamanak meghatarozasa

Valamennyi beallitas esetében két lyukban lemezontéses csiraszam becsléssel hataroztam meg
a tapad6 baktériumok szamat (4.2.4.2. pont). Az E. coli térzs esetében ChromoBio Coliform
agart hasznaltam, a telepek szamat 24 ora elteltével hataroztam meg a lemezek 37°C-on,
aerob koriilmények kozott torténd inkubaldsa utdn. (A kromogén taptalajon az E. coli

kékeslila telepeket képez.)
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Két-két lyukban a sejteket Gram szerint festettem, majd a tapad6 baktériumokat a 4.2.4.3.
pontban leirtak alapjan mikroszkopos vizsgélatnak vetettem ald azzal az eltéréssel, hogy a
fotokat Dp50 digitalis fényképezdgéppel (Olympus, Tokyo, Japan) készitettem a Viewfinder

lite program (Olympus) segitségével. A 1atotér mérete 1,4x10 mm? volt.

4.3. Versengo szaporodas vizsgalata folyékony tapkozegekben

4.3.1. Mikroorganizmusok

A vizsgalatokban a kovetkezd baktérium torzseket hasznéltam fel: Lactococcus lactis subsp.
lactis CCM 1881, Lb. casei subsp. pseudoplantarum 2749 (4.2.1. pont), Bacillus cereus T és
Escherichia coli Bayl100 (4.2.1. pont). Lactococcus térzs a cseh torzsgytijteménybdl (Czech
Collection of Microorganisms, CCM, Brno, Csehorszag) szarmazo, nizin termeld torzs,
amelyet Clostridium eredetli gdztermelés megakadalyozasara hasznalnak svajci sajtokban. A
tejsavbaktérium torzseket tej taplevesben (M.2. melléklet) tartottam fenn 4°C-on. A B. cereus
T egy pszichrofil Bacillus torzs. Az E. coli és a B. cereus torzseket félferde BHI agaron

tartottam fenn 4°C-on.

4.3.2. Bacillus cereus T torzs nizin érzékenységének vizsgalata

24 oras tenyészeteket készitettem a B. cereus T torzsbol BHI taplevesben 30°C-on razatva
(SW22, Julabo, Seelbach, Németorszdg), majd 0,2 ml friss sejtszuszpenziot 10 ml BHI
lagyagarhoz mértem hozza. Vortexelés (Reax control, Heidolph, Schwabach, Németorszag)
utdn a lagyagart petricsészébe Ontottem, és hagytam megszilardulni. A petricsészében a B.
cereus csiraszama kb. 10" TKE/ml lett. A megszilardult agarba 6 mm atmér6jii lyukakat
fartam, majd ezekbe 25 pl-t pipettdztam a nizin torzsoldatbol (2 mg/ml, M.2. melléklet),
valamint a torzsoldat két-, négy-, €s nyolcszoros higitasaibol két parhuzamosban. A lemezeket
ezutdn 30°C-on inkubaltam (KB 240, Binder, Tuttlingen, Németorszag) 1 napig, majd a

feltisztulasi zondk atmérdjét vonalzé segitségével lemértem.

4.3.3. Lactococcus lactis subsp. lactis 1881 és Bacillus cereus T versengd szaporoddsa
PCB-ben

18 oras tenyészeteket készitettem a két baktérium torzsbdl: a B. cereus-t BHI taplevesben
razatva, a Lc. lactis-t MRS taplevesben statikusan szaporitottam el 30°C-on. B. cereus

sporakat 60°C-on 30 percig hdaktivaltam. 500 ml-es steril, csavaros tetejii centrifuga
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csovekbe bemértem 300 ml steril PCB taplevest (M.2. melléklet), majd két parhuzamosban

beoltottam az edényeket a kovetkez6 beallitasok szerint:

6. tablazat: Kisérleti beallitasok Lc. lactis subsp. lactis és B. cereus T versengd szaporodasa

esetén PCB-ben.

Kombinacid | Lc. lactis subsp. B. cereus B. cereus Kiindulasi sejt-
elnevezése lactis vegetativ sejt spora koncentracio
(TKE/ml)
1-2 + - - 10°
3-4 + - 10°
5-6 - - + 10°
7-8 + 10°
+ - 10°
9-10 + 10°
- + 10°

Az edényekben kiinduldsi sejtkoncentraciot Thoma kamrdban torténé mikroszkopos
sejtszamlalés alapjan allitottam be, majd a pontos értékeket MRS agaron (Lactococcus) illetve
véres agaron (Bacillus, M.2. melléklet) torténd lemezontéses csiraszdm meghatarozassal
allapitottam meg. A beoltott edényeket 30°C-on inkubaltam statikusan, majd meghatarozott
1d6kozonkeént (0, 4, 8, 24, 48, 72 6ra) mintat vettem beldliik. A mintakbol peptonvizben (M.2.
melléklet) decimalis higitasi sort készitettem, majd MRS taptalajon hataroztam meg a
tejsavbaktérium szamot, véres agaron a Bacillus cereus szamot. A Lactococcus esetében MRS
agarral kétrétegli lemezontést végeztem, a lemezeket 30°C-on inkubaltam, a telepszamlalast 2
nap elteltével végeztem el. A Bacillus cereus csiraszamot véres agarra torténd szélesztéssel
hatdroztam meg. A csiraszamon beliil kiilon meghatdroztam a spdérdk szadmat igy, hogy a
sz¢lesztést megeldzden egy 60°C-on 30 percig torténd hdkezelést végeztem a vegetativ sejtek
elpusztitasa céljabol. A telepszamot 30°C-on torténd, két napos inkubalds utan hatdroztam
meg. A vett mintdkban meghataroztam a pH-t Physitemp tipusi pH mérdvel (Physitemp
Instruments Inc., Clifton, NJ, USA), amelyhez OP-0808P kombinalt iivegelektrod (Radelkis,
Budapest) kapcsolodott.

4.3.4. Lactococcus lactis subsp. lactis 1881 és Bacillus cereus T versengo szaporoddsa
tejben

A kisérletet a 4.3.2. pontban leirtak szerint végeztem, azzal a kiilonbséggel, hogy PCB
tapleves helyett 0,1% zsirtartalmi UHT tejbe (Parmalat, Budapest) oltottam be a
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baktériumokat. Ebben a vizsgalatban B. cereus esetén csak a teljes sejtszdmot hataroztam meg

kioltaskor.

4.3.5. Lactobacillus casei subsp. pseudoplantarum 2749 és Escherichia coli Bayl00
versengo szaporoddsa csicsokalében

18 oras tenyészeteket készitettem a két baktérium torzsbdl: az E. coli-t BHI taplevesben
razatva 37°C-on, a Lc. lactis-t MRS taplevesben statikusan 30°C-on szaporitottam el. 150 ml-
es Erlenmeyer lombikokba bemértem 100 ml 7,5%-os csicsokalevet (M.2. melléklet), majd
beoltottam az edényeket. Az edényekben a kiindulasi sejtkoncentraciot Thoma kamraban
torténd mikroszkopos sejtszamlalas alapjan allitottam be, majd a pontos értékeket MRS
agaron (Lactobacillus) illetve ChromoBio Coliform agaron (E. coli) torténd lemezontéses
csiraszam meghatarozassal allapitottam meg. A beoltott edényeket 25°C-on inkubéltam
statikusan 0-48 oraig, majd hiitdhdmérsékleten (12°C) taroltam tovabb oket. Az edényekbdl
meghatarozott 1dékozonként (0, 4, 8, 24, 48, 168 oOra) mintat vettem. A mintdkbol
peptonvizben decimalis higitdsi sort készitettem, majd MRS téptalajon hataroztam meg a
tejsavbaktérium szamot, ChromoBio Coliform agaron az E. coli szdmot. Az MRS agar
lemezeket 30°C-on inkubaltam, a telepszamlalast 2 nap elteltével végeztem el. Az E. coli
telepszdmot 37°C-on torténd, 24 Oras inkubalds utdn hataroztam meg. A vett mintakban

meghataroztam a pH-t.
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5. EREDMENYEK

5.1. Baktériumtapadas vizsgalata rozsdamentes acélon

5.1.1. Baktériumtapadas vizsgalata fiiggoleges helyzetii kuponon - Lb. delbrueckii subsp.

bulgaricus és P. fluorescens kélcsonhatdsa

5.1.1.1. A tapado baktériumok €10 csiraszamanak meghatarozasa lemezontéssel

A Lactobacillus négy kisérletbél hdromban - mind az egyedi, mind a P. fluorescens-szel
kevert tenyészetben - 10° TKE/cm® nagysagrendben tapadt a rozsdamentes acélhoz
(6sszfeliilet 4,5 cm?®) (6. tablazat). Ez azt jelenti, a kezdeti sejtkoncentracio (4-5x10" TKE/ml)
figyelembe véve, hogy a szuszpenzidoban [évd baktériumok kb. 0,1%-a tapadt az

acélfeliilethez. A negyedik ismétlésben az élécsiraszam 10° TKE/cm®-re csokkent.

6. tablazat: A kuponokrdl lerazott Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus (Lb) és P. fluorescens
(Ps) él6 csiraszama egyedi és kevert tenyészetben. Kiindulasi koncentraciok: 4-5x10

TKE/ml.

A kisélet Lb egyedi Ps egyedi Lb kevert Ps kevert

sorszama tenyészetben tenyészetben tenyészetben tenyészetben
(LogTKE/cm®) | (LogTKE/cm®) | (LogTKE/cm®) | (LogTKE/cm?)

1. 4,9 7,0 5,1 7,3

2 4,7 7,0 4,9 7,0

3. 54 6,8 5,4 6,8

4 3,6 7,2 3,2 7,1

Eredmények 5,1 7,0 5,2 7,1

atlaga (1-3. kisérlet) (1-3. kisérlet)

A P. fluorescens 616 csiraszama minden ismétlésben elérte a 107 TKE/cm® nagysagrendet,
azaz a sejtek kb. 10%-a tapadt a kuponhoz. A Pseudomonas fluorescens polaris flagellaval
rendelkezik, igy aktiv mozgassal képes eljutni a kiilonbozd feliiletekhez. A flagellanak
kiilondsen a tapadas kezdeti szakaszdban van szerepe. Forgd mozgasa késobb eldidézheti a
megtapadt baktériumsejt levalasat a feliiletr6l. Az irodalom a Pseudomonas fajokat, mint

elsddleges biofilm képzd baktériumokat tartja szdmon, melyek tovabbi fajok megtelepedését
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is elosegitik [SASAHARA & ZOTTOLA 1993]. A Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus ezzel szemben nem rendelkezik flagellaval, nem motilis, és nagy méretli sejtjei
konnyen kitilepednek a szuszpenziobol.

Szamos baktérium esetében a kozeg kis tdpanyag tartalma fokozza a tapadas mértékét, mivel
az elérhetd tapanyagok a felszinhez adszorbealddnak, amit a baktériumok a koncentracio
gradiens mentén migralva megtaldlnak és hozzakotddnek. Forditva: a nagy tdpanyag tartalmu
kozegben a tapadas azért kisebb mértékii, mert a baktériumok sejtfelszini receptorai telitédnek
a kozegben jelenlévd tapanyagokkal és mar nem képesek megkdtni a felszinhez
adszorbedlodo tapanyagokat [ZOTTOLA & SASAHARA 1994]. Kisérleteim soran ezért PBS
pufferben vizsgaltam a baktériumtapadast, ami nem tartalmaz szerves tdpanyagokat, igy
szerves anyagok egyediill a baktérium szuszpenzidbdl, az elpusztuld, szétesd sejtekbol
keriilhettek a kozegbe, és adszorbealddhattak a kupon feliiletéhez. Ezaltal olyan tdpanyag
szegény kozeg jott 1étre, ami ndvelhette a baktériumtapadas meértékét.

A tejsavbaktérium esetében az eredmények nem bizonyultak reprodukalhatonak, ezért ezeket
nem vontam be a statisztikai vizsgalatba. A P. fluorescens tapadéasanak statisztikai
értékelésére Poisson-eloszlast alkalmaztam, mivel a lemosott, majd meghigitott mintaban a
baktérium szdm Poisson-eloszladst kovet (7. tablazat). A proba elvégzése utan
megallapitottam, hogy kevert tenyészetben szignifikdnsan tobb Pseudomonas sejt tapad a
kuponhoz, mint egyedi tenyészetben (p=0,0039). Ugyanakkor tekintettel arra, hogy az eltérés
mértéke csupan 1,84x10° TKE/ml volt, raadasul ilyen mértékii ingadozasok a telepszamban az

egyes ismétlések kozott is megfigyelhetok voltak, a kiilonbséget nem tekintettem relevansnak.

7. tablazat: P. fluorescens egyedi (Ps) €és kevert (Ps (+Lb)) tenyészetben mért tapadasanak

statisztikai vizsgélata. Kiindulasi koncentracio: 4-5x10” TKE/ml, n=4

Kisérleti Atlag Atlagok kozti 95%-o0s konfidencia intervallum p értek
beallitas (TKE/ml) kiilonbség
Ps 1,00x10’ 1,84x10° 6,0x10° 3,08x10° 0,0039

Ps (+Lb) 1,19x10’

5.1.1.2. A tapadd baktériumok mikroszkopos vizsgalata

A Lactobacillus altali boritottsag a négy kisérletben széles hatarok kozott valtozott: 3,16% —
11,3% egyedi tenyészetben és 0,30% - 12,12% kevert tenyészetben, emellett az egyes
kisérletekben az atlagokhoz tartozd szordsok is nagyok voltak (8. tdblazat). A 3. és 4.
kisérletben a boritottsagi értékek 0,5% ald csokkentek (ennél a boritottsagnal egy-egy
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mikroszkdpos latomezoén 0-3 baktérium lathatd), emellett a 4. kisérletben az éldcsiraszam is
csak 10° TKE/ml nagysagrendii volt. A tejsavbaktériumok tapadasvizsgalata tehat ezzel a
detektaldsi modszerrel sem adott reprodukdlhaté eredményeket a fiiggbleges helyzetii
kuponon. A kiilonbségek valoszintileg abbol adddtak, hogy a sejtek egy része elpusztult vagy
¢l6, de nem kitenyészthetd (VBNC) allapotba keriilt a 24 oras foszfat pufferben torténd
inkubalas sordn, valamint hogy a nagy méretli, nem motilis baktériumok hamar kitilepedtek a
szuszpenziobol és ezért nem volt lehetdségiik a feliilethez tapadni. Az alkalmazott, 100 rpm-
en torténd razatds nem volt alkalmas a kiiilepedés megakadalyozasara, illetve a tapadas

eldsegitésére.

8. tablazat: Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus (Lb) és P. fluorescens (Ps) éltal boritott tertilet
nagysaga egyedi és kevert tenyészetben. Kiindulasi koncentraciok: 4-5x10” TKE/ml. Atlag +
S.E.M.

A kisérlet Lb egyedi Ps egyedi Lb kevert Ps kevert
sorszama tenyészetben tenyészetben tenyészetben tenyészetben

(boritottsag %) | (boritottsag %) | (boritottsag %) | (boritottsag %)

1. 5,46 +1,09 5,81 +0,62 12,12+ 1,10 8,06 + 1,30
2 11,30 £ 0,57 6,95 + 0,45 9,66 + 0,67 7,07 + 1,47
3. 7,41 +1,17 4,13+ 0,53 0,30+ 0,14 6,10 +0,81
4 3,16 0,34 4,90 +0,26 0,42 £ 0,06 8,30 + 1,00
Eredmények 6,83 + 0,63 5,45+ 0,29 11,0 £ 0,74 7,39 £ 0,56
atlaga (1-2. kisérlet)

0,36 + 0,07

(3-4. kisérlet)

A P. fluorescens altali boritottsag egyedi tenyészetben 4,13% - 6,95%, kevert tenyészetben
6,1% - 8,3% kozott valtozott. Annak ellenére, hogy a P. fluorescens két nagysagrenddel
nagyobb mennyiségben tapadt a kuponhoz, mint a tejsavbaktérium, ez a jelentds kiilonbség
nem tlikroz6dott a boritottsag értékekben, mivel a Lactobacillus-ok joval nagyobb méretli
baktériumok. Emellett a tejsavbaktériumok esetében megfigyelhetd volt, hogy lancokban ¢és
gyakran csomokban tapadt az acélhoz (5. abra), amelyekbdl lerazas utan csak egy kolonia
képzddhetett a tdptalajban, ami aldbecsiilhette a tényleges sejtszamot. A négy kisérlet atlagat
Osszehasonlitva megéllapithatd, hogy a P. fluorescens kb. 2 szazalékponttal nagyobb
boritottsagot eredményezett a kevert tenyészet esetében. Statisztikai vizsgalatnak ennél a

detektalasi modszernél is csak a Pseudomonas tapadasi értékeit vetettem ala, minthogy a
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Lactobacillus nem adott reprodukalhato eredményeket. Az egyedi €s kevert tenyészetben mért
tapadasokat két szempontos varianciaanalizissel (ANOVA) elemeztem, ahol a kisérletek
random faktorként, a boritottsagi szazalékok pedig fix faktorként szerepeltek. A statisztikai
préba alapjan megallapitottam, hogy kevert tenyészetben szignifikansan tobb Pseudomonas
sejt tapadt a kuponhoz, mint egyedi tenyészetben (p=0,001, a 95%-0s konfidencia intervallum
0,86%-3,18%). Ez az eredmény 6sszhangban volt a tenyésztéses eredményekkel, és arra utalt,
hogy a tejsavbaktérium segitette a P. fluorescens tapadasat rozsdamentes acélhoz.

Az ¢élelmiszeriparban leggyakrabban a rozsdamentes acélt hasznaljak az élelmiszerrel
¢érintkezo feliiletek boritasara, mivel a rozsdamentes acél fizikailag és kémiailag stabil (inert)
a kiilonb6zd élelmiszer feldolgozasi hémérsékleteken, konnyll tisztitani és jol ellenall a
korrézionak [STONE & ZOTTOLA 1985]. A rozsdamentes acél mikroszerkezete azonban —
ellentétben makroszkopos megjelenésével — repedésekkel, hasadékokkal tagolt (3. abra),
amely tapadasi helyeket kinal a baktériumoknak ¢s megvédi Oket az aramlo folyadékban rajuk
hat6 nyir6 erdktél [ZOTTOLA & SASAHARA 1994]. Ebben a vizsgélatban a Pseudomonas
sejteknél tapasztaltam a hasadékokba vald beletapadast. Ugyanez nem volt megfigyelhetd a
tejsavbaktériumoknal, amelyek méretiikbél adoddéan nem fértek el a rozsdamentes acél

repedéseiben (5. abra).

5. abra: P. fluorescens tapadasa rozsdamentes acélhoz Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus
mellett. A fehér nyil egy olyan négyszog alakl hasadékra mutat, amelybe Pseudomonas sejtek

tapadtak bele. A: CY3/TRI szlirdvel késziilt felvétel, B: GFP/FITC sziirdvel késziilt felvétel.
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5.1.2. Baktériumtapadas vizsgalata fiiggoleges helyzetii kuponon - Lb. delbrueckii subsp.

bulgaricus és L. monocytogenes kdlcséonhatdasa

5.1.2.1. A tapado baktériumok €10 csiraszamanak meghatarozasa lemezontéssel

A Lactobacillus-ok mind az egyedi, mind a L. monocytogenes-szel kevert tenyészetben 10°-
10* TKE/cm® nagysagrendben tapadtak a rozsdamentes acélhoz (9. tablazat). A 5.1.1. pontban
ismertetett eredményeket is figyelembe véve ez azt jelenti, hogy a tejsavbaktériumok egy
része kipusztult/nem tenyészthetd allapotba keriilt vagy kiiilepedett a szuszpenziobol, még

miel6tt kitapadhatott volna.

9. tablazat: A kuponokrol lerazott Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus (Lb) és L. monocytogenes
(Lm) él8 csiraszama egyedi és kevert tenyészetben. Kiindulasi koncentraciok: 4-5x10’

TKE/ml (Lb) és 8-9x10” TKE/ml (Lm).

A kisélet Lb egyedi Lm egyedi Lb kevert Lm kevert

sorszama tenyészetben tenyészetben tenyészetben tenyészetben
(LogTKE/cm®) | (LogTKE/cm?) | (LogTKE/cm®) | (LogTKE/cm?)

1. 3,7 6,1 3.4 59

2. 3,7 6,2 2,9 6,5

3. 4,0 6,5 4,4 6,2

Eredmények atlaga 3,8 6,3 4,0 6,3

A L. monocytogenes mind az egyedi, mind a Lactobacillus-szal kevert tenyészetben — 10°
TKE/cm” nagysagrendben tapadt, azaz a sejtek csupan kb. 1%-a kotédott az acélfeliilethez. Ez
csupan egytized része a P. fluorescens-nél mért tapadasnak. SASAHARA ¢és ZOTTOLA
[1993] atfolyd rendszerben vizsgalta a baktériumtapadast és azt tapasztalta, hogy a L.
monocytogenes alig tapadt a felszinhez (iiveg) egyedi tenyészetben, ¢és nem képzett
mikrokolonidkat sem, amit a szerzOk az EPS képzés hidnyaval magyaraztak. Ugyanakkor
Pseudomonas fragi jelenlétében a Listeria sejtek beletapadtak a Pseudomonas altal termelt
EPS matrixba és képesek voltak mikrokolonidkat képezni, alatdmasztva, hogy a L.
monocytogenes-nek elsddleges biofilm képz6é mikroorganizmusokra van sziiksége, hogy a
kiilonbozé feliileteket kolonizalni tudja. Hasonld eredményeket kaptak KALMOKOFF ¢és
munkatarsai [2001] rozsdamentes acélon tripton-szoja tdplevesben (TSB) rovid idStartami (2
orés) tapadasi kisérletben: a L. monocytogenes torzsek kisebb mértékii (kb. 1%-o0s) tapadast
mutattak, mint a legtobb — Gram-pozitiv és Gram-negativ — baktérium izoldtum €s csupan

egyedi sejtekként tapadtak a felszinhez. BORUCKI és munkatérsai [2003] szerint azonban
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néhany L. monocytogenes torzs képes érett biofilm képzésére is. A jo biofilm-képzok
rendszerint perzisztens torzsek, amelyek dllanddan jelen vannak az {izemben, szemben a nem
perzisztens, atmeneti torzsekkel. A tanulmany szintén kimutatta, hogy a II. osztalyba (1/2a és
1/2¢ szerotipusok) tartozo torzsek jobb biofilm képzdk, mint az 1. osztalyba (1/2b ¢és 4b
szerotipusok) tartozok. A vizsgalataimban felhasznalt torzs tej eredetli, perzisztalo
képességével kapcsolatban nincsenek adatok. Azonban ismert, hogy a 4b szerotipusba
tartozik, ami Osszhangban van a gyenge tapadasi képességével. JASSIM és munkatarsai
[2005] szintén 4b szerotipusba tartozd L. monocytogenes torzs tapadasat vizsgaltdk TSB-ben:
18 6ras inkubalas utan 30°C-on a baktériumok csupéan 0,8%-a tapadt a rozsdamentes acélhoz.
A tapadas kezdeti szakaszaban jelentds szerepe van a flagelldval torténd mozgasnak, ami
segiti a baktériumot a felszinhez val6 eljutasban [LUNDEN et al. 2000]. A L. monocytogenes
homérseklet-fliggd flagellaképzést mutat: 20-25 °C kozott peritrich flagellat szintetizal,
motilis, 35°C {olott azonban nem motilis és csak kevés flagellja van
[VATANYOOPAISARN et al. 2000]. A kismértékli tapadas tehat feltehetden Osszefiigg a
korlatozott flagellaképzéssel és motilitas csokkenéssel is, ami a kisérletem soran alkalmazott
30°C-os inkubalas hatasara kovetkezett be. Emellett - 0sszehasonlitva a Pseudomonas-ok
poléris flagellajaval, amellyel egyenes vonalli mozgasra képes a baktérium - a Listeria-k
peritrich flagellai csupan bukfencezd, bukdacsolé mozgast tesznek lehetové, ami sem a
haladas, sem a megtapadas szempontjabol nem idedlis.

A tejsavbaktériumot ebben a kisérlet sorozatban sem vontam be a statisztikai vizsgalatba. A L.
monocytogenes tapadasanak statisztikai értékelésére itt is Poisson-eloszlast alkalmaztam (10.
tablazat). A proba elvégzése utan megallapitottam, hogy kevert tenyészetben szignifikansan
kevesebb Listeria sejt tapad a kuponhoz, mint egyedi tenyészetben (p=0,0001). Ugyanakkor
tekintettel arra, hogy az eltérés mértéke csupan 3,04x10° TKE/ml, raadasul ilyen mértéki
ingadozasok a telepszamban az egyes ismétlések kozott is megfigyelhetdk, a kiilonbséget itt

sem tekintettem relevansnak.

10. tablazat: L. monocytogenes egyedi (Lm) és kevert (Lm (+Lb)) tenyészetben mért

tapadasanak statisztikai vizsgalata. Kiindulasi koncentracio: 8-9x10” TKE/ml, n=3.

Kisérleti Atlag Atlagok kozti 95%:-o0s konfidencia intervallum p érték
beallitas (TKE/ml) kiilonbség
Lm 2,00x10° 3,04x10° 1,35x10° 4,73x10° 0,0001

Lm (+Lb) | 1,70x10°
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5.1.2.2. A tapado baktériumok mikroszkopos vizsgalata

A mikroszképos vizsgalatok szerint (11. tdblazat) a Lactobacillus-ok egyedi tenyészetben
elenyészé mértékben tapadtak az acélkuponhoz, kevert tenyészetben pedig egyaltalan nem
voltak kimutathatok. Ez 6sszhangban van a lemezdntéses eredményekkel, amelyek szerint a
tejsavbaktériumok 10* TKE/cm® nagysagrendben tapadtak a kupon felilletéhez, ami a
mikroszkopos detektaldsi modszer kimutatasi hatarértéke alatti csiraszam. A mért boritottsagi
szazalek értékek igy kizdrdlag a L. monocytogenes altali boritottsdgot jelentik a kevert
tenyészet esetében. A L. monocytogenes mind egyedi, mind kevert tenyészetben csupan 1%

koriili boritottsagot adott.

11. tablazat: Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus (Lb) és L. monocytogenes (Lm) altal boritott
teriilet nagysaga egyedi és kevert tenyészetben. Kiindulasi koncentraciok: 4-5x10” TKE/ml

(Lb) és 8-9x10” TKE/ml (Lm). Atlag + S.E.M.

A kisérlet Lb egyedi Lm egyedi Lb és Lm kevert tenyészetben

sorszama tenyészetben tenyészetben (boritottsag %)
(boritottsag %) | (boritottsag %)

1. 0,67 +0,27 1,13+0,48 0,34+ 0,09

2. 0,31 +0,39 0,69 £ 0,23 1,22 +0,76

3. 0 1,41 £ 0,68 0,69 +£0,13

Eredmények 0,33 +£0.38 1,08 + 0,57 0,75 £ 0,57

atlaga

Statisztikai vizsgalatnak ennél a detektalasi modszernél is csak a Listeria tapadasi értékeit
vetettem ald. Az egyedi és kevert tenyészetben mért tapadasokat két szempontos
varianciaanalizissel (ANOVA) végeztem az 5.1.1. pontban leirt modon. A statisztikai proba
alapjan megallapitottam, hogy kevert tenyészetben szignifikdnsan kevesebb Listeria sejt
tapadt a kuponhoz, mint egyedi tenyészetben (p=0,027, a 95%-o0s konfidencia intervallum
0,04%-0,62% kozé esik). Ez az eredmény 6sszhangban volt a tenyésztéses eredményekkel,
azonban feltehetéen nem a tejsavbaktériumok hatasanak volt koszonhetd, mivel azok — a
lemezontés tantisaga szerint — legaldbb két nagysagrenddel kisebb szamban voltak csak jelen

a kupon feliiletén.
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5.1.3. Baktériumtapadas vizsgalata vizszintes helyzetii kuponon

A fiiggbleges helyzetli kuponon torténd vizsgalatok nem adtak értékelhetd eredményeket a
baktériumok kdlcsonhatasa szempontjabol, mivel a Lactobacillus-ok tapadasat nem sikertilt
reprodukélhatdé moédon lemérni. Ezért - CHAE és SCHRAFT [2001] munk4jat alapul véve —
vizszintesre valtoztattam a kuponok helyzetét. A tapadasvizsgalatot két ismétlésben végeztem

el, minden kisérletben két kupont hasznaltam.

5.1.3.1. A tapado baktériumok mikroszkopos vizsgalata

Az eredmények értékelése soran a tapadd baktériumok szamat hasonlitottam Ossze a két
ismétlés Osszevondsa utdn. Az Osszehasonlitist Welch-probaval végeztem. Grafikusan
ellendriztem a sejtszamok eloszlasat, hogy kozelitdleg normalis-e, bar ennek nincs nagy
jelentésége ilyen nagy mintaelem-szamoknal (40 megfigyelés). Az értékelést a 12.
tablazatban tlintettem fel. A Lactobacillus tapadédsanak mértéke hasonld volt az egyedi ¢€s a
két kevert tenyészetben, azonban statisztikailag kimutathatd eltérés volt a P. fluorescens
jelenlétében, ami arra utal, hogy a romlast okozo6 baktérium kis mértékben ugyan, de gatolta a
tejsavbaktérium tapadasat. Ezzel szemben mind a P. fluorescens, mind a L. monocytogenes

nagyobb mértékben tapadt a tejsavbaktérium mellett, mint egyediil.

12. tablazat: Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus (Lb), L. monocytogenes (Lm) €s P. fluorescens
(Ps) egyedi és kevert tenyészetben mért tapadasanak statisztikai vizsgalata. Zarojelben az a
baktérium lathato, amelynek jelenlétében az adott torzs sejtszdmat megadtam kevert

tenyészetek esetén. NS — nem szignifikans. n=2

Kisérleti Atlag Atlagok kozotti p értek 95%-0s konfidencia
beallitas (baktérium/latomezd) kiilonbség intervallum

Lb 199,00 61,85 0,00001 37,73 85,97
Lb (+Ps) 137,15

Lb 199,00 22,07 NS

Lb (+Lm) 176,93

Lb (+Ps) 137,15 39,78 0,001 17,32 62,23
Lb (+Lm) 176,93

Ps 54,31 343,39 0,00001 317.9 368.9
Ps (+Lb) 397,70

Lm 29,58 149,42 0,00001 129,9 168,9
Lm (+Lb) 179,00
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A mikroszkopos felvételek tantisdga szerint a Pseudomonas ¢€s Listeria sejtek nem csupan az
acél feliilet¢hez tapadtak, hanem magukhoz a tejsavbaktériumokhoz is; feltehetdleg ezzel

segitette el a Lactobacillus a romlas/kérokozé baktériumok tapadasat (7. abra).

10 um

7. &bra: Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus és P. fluorescens tapadasa rozsdamentes acélhoz
kevert tenyészetben. Hosszu pélcdk — Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, révid palcak - P.
fluorescens. A 7/B abran a fehér nyilak tejsavbaktériumokhoz tapadd Pseudomonas sejtekre
mutatnak. Az 7/A abrat fot6zas utan szineztem az Openlab program segitségével. GFP/FITC

szurdvel késziilt felvételek.

A kisérlet eredménye tehat nem tdmasztotta alé azt a feltételezést, hogy a tejsavbaktériumok,
ellenkezdleg, tapadasi feliiletet biztositottak szdmukra. CARPENTIER és CHASSAING
[2004] 29 — tobbségében ¢€lelmiszeriizemi feliiletekrdl izolalt — baktérium torzs jelenlétének
hatdsat vizsgalta L. monocytogenes torzsek tapadasara higitott TSB-YE/20 (¢élesztOkivonattal
kiegészitett tripton-szdja) taplevesben és azt talalta, hogy az ,lizemi flora” torzsek koziil 16
csokkentette, 4 pedig novelte a korokozok biofilm képzésének mértékét. A pozitiv hatas — ami
a szerzOk szerint lehet a L. monocytogenes tapadasanak és/vagy szaporodasanak eldsegitése is
— kivalthat6 volt az ,,lizemi flora” térzsek sejtmentes feliiliszoival is, ami arra utal, hogy az
tizemi baktériumok valamely anyagcsere terméke befolyasolta a biofilm képzést. Ezen kiviil
harom (Gram-pozitiv) torzs esetében megfigyelték, hogy a Listeria sejtek az ilizemi
novekedését ebben az esetben a baktériumok koaggregacidja okozhatta. Kisérletemben a
baktériumokat PBS pufferben szuszpendaltam, igy anyagcseréjiilk erdésen gatolva volt —
kiilondsen a tejsavbaktériumoké, amelyek tdpanyag ellatds szempontjabol rendkiviil
igényesek — ami ugyancsak alatdmasztja, hogy a romlas/korokozé baktériumok tapadasanak

novekedését nem metabolitok, hanem a tejsavbaktériumokkal valé koaggregacio okozta.
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Emellett a 3 6ras inkubdlasi id0 — szemben a fenti kisérletben alkalmazott 3 + 20 o6ras
inkubdléasi idovel — sem lett volna elegendd megfelelé mennyiségli metabolit képzésére.
Erdemes megemliteni, hogy a tanulmanyban hasznalt, azonositott izolatumok koz6tt nem volt
egy tejsavbaktérium toérzs sem. ZHAO és munkatarsai [2004] ugyanakkor 413 ,,lizemi flora”
torzset izolalt és tesztelt antiliszterids hatdsuk szempontjabol és azt talalta, hogy a kifejezett
Listeria-ellenes hatassal csupadn 9 tejsavbaktérium izoldtum (Enterococcus durans,
Lactococcus lactis subsp. lactis, illetve Lactobacillus plantarum-ként meghatérozott faj)
rendelkezett. LERICHE ¢és CARPENTIER [2000] egy L. monocytogenes-t gatld
Staphylococcus sciuri torzset vizsgalt és megallapitotta, hogy egy napos inkubalds utan a
tapadast foként a S. sciuri éltal termelt exopoliszacharidok gétoljak. Harom napos inkubalas
utan mar jelentds hatasa volt a tapanyagokért folyd versengésnek is. COOLEY és munkatarsai
[2006] szerint, akik novényi epifita baktériumok hatasat vizsgaltdk E. coli O157:H7 talélésére
és novekedésére salata novényen, a versengés nem a tapadasi helyért, hanem az elérhetd
tapanyagokért folyik. Kisérleteikben az epifitdk nem befolyasoltdk az E. coli kezdeti
megkotddését, ugyanakkor sikeresen versengtek az E. coli-val a tdpanyagokért. A kérokozo
csiraszamat azonban csak az azonos szénforrast hasznosito fajok voltak képesek csokkenteni.
BANKS ¢s BRYERS [1991] P. putida és Hyphomicrobium sp. torzsek vegyes kultarain
végzett megfigyelései szerint a biofilmben a gyorsabban szaporodé baktérium toérzs dominal,
fiiggetlentil attdl, hogy melyik torzs keriilt el6szor a feliiletre. Lactobacillus-ok esetében
VELRAEDS ¢és munkatarsai [1996] azt irtak le, hogy a tejsavbaktériumok altal termelt bio-
feliiletaktiv anyagok gatoljak uropatogén Enterococcus faecalis kezdeti tapadasat. LERICHE
¢s munkatarsai [1999] tanulmanya szerint hatékonyan lehetett gatolni a L. monocytogenes-t
nizin-termeld Lactococcus lactis-szal rozsdamentes acélon amennyiben a koérokozéd
csiraszama maximum 10’ TKE/ml. Ennél nagyobb csiraszam esetén ugyanis a kezdeti
csiraszam esés utan a L. monocytogenes szdama 10°-10° TKE/cm® szamban stabilizalodott a
biofilmben, aldtdmasztva azt a korabbi megfigyelést, hogy a nizin kezelést taléld sejtek
rezisztenssé valnak a bakteriocin sokkal koncentraltabb oldatara is. A tanulmany szerint a
nizint nem termeld Lactococcus torzsnek szintén volt antiliszterids hatasa, ami a tadpanyagok
kimeritésével és a kozeg savanyitasaval volt magyarazhato.

A biologiai kontroll soran tehat a kompetitiv mikroflora tobb ponton gatolhatja a
romlas/korokoz6d mikrobak biofilm képzését: akadalyozhatja a megtapadasukat illetve
elosegitheti a levalasukat a felszinrdl, gatolhatjdk a szaporodasukat. Az antimikrobas
metabolitok (pl. bakteriocinek, szerves savak) termelése és a tapanyagokért vald versengés
(ide értve a szideroforok termelését is) elsGsorban a karos mikroorganizmusok szaporodasat

gatoljak illetve elpusztitjak azokat. Az EPS vagy a feliiletaktiv anyagok a romlas/kérokozé
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mikrobak megtapadasat akadalyozzak. Figyelembe kell venni ugyanakkor, hogy a feliiletet
kolonizal6 mikrobdk kozott egymast segitdé kolesonhatasok is 1étrejonnek és ennek a ,,nem
kivanatos” mikrobdk is részesei lehetnek. Vizsgalataimat - tapanyagokat nem tartalmazé -
oldatban végeztem, amelyben a kiilonféle antimikrobas (és egyéb) metabolitok termelése
illetve az EPS képzés is gatolt volt, a tejsavbaktériumok puszta jelenléte pedig nem gatolta,
hanem a koaggrecié miatt tdmogatta a romlds/kdrokozd baktériumok megtapadéasat. A
baktériumok térbeli kozelsége azonban eldnyt jelenthet, amennyiben a tejsavbaktériumok

képesek anyagcserét folytatni.

5.2. Baktériumtapadas vizsgalata bélhamsejteken

5.2.1. Tapadasvizsgalat kiilonbozo detektdldsi modszerekkel

A 13. tablazat a hozzédadott valamint a tapadd baktériumok szamat mutatja egy-egy lyukra
vonatkoztatva, amelyet lemezontéssel és — Gram festést kovetden — sejtszdmlalassal
allapitottam meg a harom vizsgalt baktérium torzs esetében. A tapadd baktériumok nem
homogénen oszlottak el a sejttenyészet feliiletén, emiatt a standard hiba nagy lett a

sejtszamlélés esetében.

13. tablazat: A hozzaadott €s a tapadd baktériumok szama/lyuk. Sejtszadmléalas a Gram szerint

festett készitményeken. Atlag + S.E.M., n=2

Baktérium Hozzéadott Tapadé baktériumok szama (x 10°) és
torzsek baktériumok A tapadas mértéke (%)
(x 10°)
Lemezontés Sejtszamlalas

Lb. casei subsp. 56,8+ 11,3 6,65 £ 0,70 33,5+ 6,36
pseudoplantarum 2750 (11,7%) (59,0%)
Lb. sakei DSM20017 165 + 24,5 12,3 £ 0,21 (7,5%) 224 +2,11

(13,6%)
B. bifidum B3.2 130 + 60,5 3,93 +£1,32(3,0%) | 4,77 £ 1,47 (3,7%)

A két detektalasi médszert Mann-Whitney probaval 6sszehasonlitva, szignifikans kiilonbséget
kaptam a 2750-es torzsnél. A detektalasi modszereket a biofilm vizsgéalatoknal alkalmazott
statisztikai értékeléssel is Osszehasonlitottam: a lemezontéssel kapott értékekre Poisson-

modellt alkalmaztam és ebbdl hatiroztam meg a standard hibat, a sejtszdmlalas esetében
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magabdl a mintabol szamoltam ki a standard hibat (14. tablazat). Ezzel a statisztikai probaval
szignifikans kiilonbséget kaptam a DSM20017-es torzs esetében is. A lemezontéses csiraszam
meghatarozas érzékeny kimutatdsi modszer, azonban nem megfeleld az aggregatumképzésre
hajlamos baktériumok esetében, mivel az aggregatumokbol késobb csak egy-egy telep nd ki a
taptalajon és ezért alabecsiilheti a tapadd baktériumok szamat [LE BLAY et al. 2004]. A
2750-es torzs esetében erds aggregatumképzd hajlamot figyeltem meg (8/A abra). A Lb. sakei
¢és a B. bifidum sejtek sokkal inkabb elkiiloniilten tapadtak (8/B ¢és 8/C abrak), ezaltal kisebb
kiilonbségek jelentkeztek a lemezontéssel illetve sejtszamlalassal kapott eredményekben. A
tenyésztéses csiraszam meghatarozas masik hatranya, hogy nem mutatja ki azokat a sejteket,
amelyek elpusztultak, vagy megsériiltek és ezért kitenyészthetetlenné valtak a kisérlet
folyaméan [VESTERLUND et al. 2005]. A lemezontéssel kapott kisebb tapadd baktérium
szamot ezért ez is magyardzhatta. A baktérium-aggregatumok képzddése nem csak a Caco-2
sejtek feliiletén, hanem valdsziniileg mar a szuszpenzidban megtortént, kiilonds tekintettel
arra, hogy a tapadas vizsgalatot megel6zéen a baktériumokat tobbszor centrifugaltam. A
baktériumcsomok letapadéasa ebben az esetben jelentdsen megnovelte a tapadas mértékét —
elsésorban a 2750-es torzs esetében — igy a valosdgosnal nagyobb mértékii adhéziot
tapasztaltam. Ebbdl a szempontbdl a lemezontéses modszer valoszintileg realisabb eredményt
adott, mint a sejtszamlalds. Irodalmi adatok szerint szoros Osszefliggés van egyes
Lactobacillus és Bifidobacterium torzsek autoaggregaciora és adhéziora vald képessége kozott
[DEL RE et al. 2000, KOS et al. 2003]. Ezért - bar az aggregatum képzd hajlam nehezitheti a
veliik valo kisérletes munkat — ezek a torzsek igéretes potencidlis probiotikus mikrobak

lehetnek.

14. abra: Detektaldsi modszerek kozti kiilonbségek statisztikai vizsgéalata. Kiindulasi

koncentracié kb. 107 baktérium/lyuk, n=2

Torzs Lemezontés | Sejtszamlalas Atlagok 95%:-o0s konfidencia p érték
atlag atlag kozti intervallum
(TKE/lyuk) | (TKE/lyuk) | kiilsnbség

2750 6,65x10° 3,35x10° 2,69x10° 1,44x10° | 3,94x10° | 0.0001

DSM20017 | 1,23x10° 2,24x10° 1,01x10° 5,89x10° 1,43x10° | 0.0001

B3.2 3,93x10° 4,77x10° 8,4x10" -2,08x10° | 3,76x10° NS

NS — nem szignifikans

A hexidium-jodiddal festett mikroszkopos készitményeken a baktériumok mellett a Caco-2

sejtek egyes sejtalkotoi (elsdsorban a sejtmagok) is latszodtak €s ezek a miitermékek zavartak
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a kiértékelést (8/D éabra). A hexidium-jodid egy nem specifikus nukleinsav-festék, amely a
Caco-2 sejtek nukleinsavaihoz is kotddott, mivel az alapos (négyszeri) mosas ellenére is
maradhattak festéknyomok a baktérium szuszpenzidban. A hexidium-jodiddal torténd
fluoreszcencens festés emiatt nem bizonyult megfeleld festési eljarasnak ebben a modell
kisérletben. Ennek ellenére a fluoreszcencidn alapuld technikak igéretes moddszerek a
bélhamsejtekhez tapadd baktériumok detektalasaban. BIANCHI és munkatarsai [2004]
példaul sikeresen alkalmaztdk a karboxifluoreszcein diacetdtot (cFDA) baktériumok
fluoreszcens jeldlésére: ebben az esetben a fluoreszcens termék a cFDA észterazos hasitasa
soran képzddik a baktériumokban. Hasonloképpen megfeleld, specifikus modszernek
bizonyult a baktériumok jelolésére, hogy a fluoreszcens fehérje (green fluorescent protein,
GFP) génjét tartalmazd plazmiddal transzformaltdk a vizsgalni kivant baktériumokat

[VESTERLUND et al. 2005, SCHULTZ et al. 2005]. A tovabbi kiértékelésekben ezért a

Gram szerint festett készitményet hasznaltam fel.

8. abra: Lactobacillus és Bifidobacterium torzsek tapadasa Caco-2 sejtekhez. 8/A és D: Lb.
casei subsp. pseudoplantarum 2750, 8/B: Lb. sakei DSM20017, 8/C: B. bifidum B3.2. 8/A-C

Gram-szerint festett készitmények, 8/D hexidium-jodiddal festett készitmény
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15. tadblazat: A bélhamsejtekhez tapadd baktériumok mennyisége a Gram szerint festett

készitményeken, a boritottsag mértékében kifejezve (boritottsagi %). Atlag = S.E.M., n=2

Torzs Tapadé baktériumok
(boritottsagi %)

Lb. casei 2750 2,53+ 0,44

Lb. sakei 1,40 £0,14

B. bifidum B3.2 0,54 £0,15

A tovabbiakban meghataroztam a tapad6 baktériumok altal boritott teriilet szazalékos aranyat,
azaz a boritottsdg %-ot (15. tablazat), valamint a baktériumszam és a boritottsagi % kozotti
Osszefliggést (16. tablazat). Ez az Osszefliggés mindharom baktériumtorzs esetében
linedrisnak adodott és a regresszids koefficiens szoros Osszefiiggést mutatott. Ebbol arra
kovetkeztettem, hogy a boritottsagi % értékek is alkalmasak arra, hogy a térzsek adhézios
képességét Osszehasonlitsam, feltételezve, hogy a baktérium sejtek hasonldé méretiiek. A
legkevésbé szoros osszefliggést a B. bifidum esetében tapasztaltam (R*=0.9163), ami arra utal,

hogy a sejtek kiillonb6z6 méretiiek (8/C abra).

16. tablazat: A bélhamsejteken tapadd baktériumok szama és a boritottsagi % kozotti
Osszefliggés a Gram szerint festett készitményeken. x érték: baktériumok szama/latomezo, y

érték: boritottsag %, n=2

Torzsek Egyenes egyenlete Regresszios koefficiens
(R?)

Lb. casei 2750 y=0.0169x + 0.2479 0.9767

Lb .sakei y=0.0105x +0.128 0.9485

B. bifidum B3.2 y=10.023x + 0.0386 0.9163

5.2.2. Lactobacillus torzsek tapaddsanak tesztelése

A 9. abran a tesztelt tejsavbaktérium torzsek tapadasanak mértékét abrazoltam, melyet a
boritottsag %-aban adtam meg. A torzsek koziil a Lb. casei subsp. pseudoplantarum 2749
bizonyult a legjobban tapad6 tejsavbaktériumnak (1,84% boritottsag), ezért ezt a torzset

valasztottam ki a tovabbi vizsgalataimhoz.

66




w

N
o
I

N
I

Boritottsag %
-~ &

o
o

0 —=== — $‘E‘Iﬁ‘=

2142 2749 2752 2756 2763 2768 2770 2771 2775

9. abra: Tejsavbaktérium torzsek tapadasa Caco-2 sejtekhez. Atlag + S.E.M., n=2

A probiotikus mikroorganizmusok jotékony hatdsaik jelentds részét csak akkor tudjak
kifejteni, ha képesek megkotddni a bél mukoézan. A potencialisan probiotikus torzsek
kivalasztasara végzett in vitro elGtesztekben ezért fontos szelekcids kritérium a bél
mukdzahoz valo tapadas képessége. Ennek ellent mond, hogy a kereskedelmi forgalomban
kaphaté és bizonyitottan probiotikus hatdsu torzsek kozott is vannak gyengén tapadok:
TUOMOLA (NEE LEHTO) és SALMINEN [1998] tanulményaban a Lb. casei Shirota
(Yakult®, Yakult) vagy a Lb. casei Imunitas (Actimel®, Danone) Caco-2 sejtekhez valo
tapadasa nem kiilonbozott a vizsgalatdban hasznalt negativ kontroll térzs tapadasatol. Ez arra
enged kovetkeztetni, hogy a jotékony hatas létrejon a baktériumok megtapadasa nélkiil is,
illetve, hogy a Caco-2 sejtekhez vald tapadas képessége onmagaban nem feltétleniil alkalmas
a probiotikus torzsek in vivo hatasainak becslésére. Az in vitro tapadasi tesztek madsik
ezért még ugyanannak a torzsnek a tapadasa is gyakran eltér a kiilonb6z6 tanulméanyokban,
megnehezitve az 0sszevetést [BLUM et al. 1999]. Annak ellenére, hogy az in vitro tapadas
vizsgalatok eredményei nem alkalmazhatok kozvetleniil az in vivo helyzetre, tobb tanulmany
is bizonyitja, hogy a jo tapadoképességii térzsek koziil nagyobb valdsziniiséggel keriilnek ki a
bélcsatornat is — legalabb atmenetileg — kolonizalni képes torzsek [ZARATE et al. 2002]. A
torzsek in vivo sikerességét ugyanakkor erésen befolyasolja a bélcsatornaban valo tulélés és
elszaporodas képessége is [CROCIANI et al. 1995, JACOBSEN et al. 1999]. Az éltalam
kivéalasztott torzs tehat addig nem nevezhetdé probiotikusnak (legfeljebb potencidlisan
probiotikusnak), amig in vivo tesztek nem igazoljdk egészségre kifejtett jotékony hatdsat. A
probiotikumokkal kapcsolatban altaldban kovetelmény, hogy humén eredetii legyen

[FONDEN et al. 2003]. Ennek ellenére tobb tejtermék-eredetii tejsavbaktérium torzsrél is
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bebizonyosodott, hogy probiotikus tulajdonsdgokkal — pl. sav- és epetlirés, bélhdmsejtekhez
val6 tapadds — rendelkezik [JACOBSEN et al. 1999, KIMOTO et al. 1999,
MARAGKOUDAKIS et al. 2006], ami arra utal, hogy lehetnek jotékony hatésaik in vivo.

5.2.3. A Lactobacillus casei subsp. pseudoplantarum 2749 torzs tapaddsdanak vizsgalata a
kiindulasi koncentracio fiiggvényében

A 10. ébra a Lb. casei subsp. pseudoplantarum 2749 torzs tapadasdnak mértékét mutatja a
novekvé hozzdadott baktérium koncentracio fiiggvényében. A tapadd baktériumok
detektalasat lemezontéssel valamint Gram-festést kovetd sejtszamlaldssal allapitottam meg.
Szamlalas esetében a teljes lyukra atszamolt tapadd baktérium szamot adtam meg az
Osszehasonlithatosag érdekében. Az eredményekbdl lathatd, hogy a mikroszkopos vizsgalati
modszerrel szlikebb koncentracié tartomanyban (10°-10") voltak vizsgalhatok a tapado
baktériumok, mint a taptalajon vald csiraszam meghatarozas esetében: 10° baktérium/lyuk
tapadas esetén mar nem voltak baktériumok a latomezékon, a 10° baktérium/lyuk mennyiség

pedig mar szamolhatatlanul sok volt (11. &bra).
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10. abra: Lb. casei subsp. pseudoplantarum 2749 torzs tapadasa Caco-2 sejtekhez novekvo
hozzaadott baktérium koncentracié fiiggvényében. Lemezontés esetében egy pont 3

parhuzamos adat atlaga, szamlalas esetében 15 1atomez6 adata. Atlag + S.E.M., n=2
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11. abra: Lb. casei subsp. pseudoplantarum 2749 torzs tapadasa Caco-2 sejtekhez novekvo
hozzaadott baktérium koncentracié fliggvényében. Gram szerint festett készitmények.

Hozzaadott baktériumszam: A: 10*, B: 10°, C: 10°, D: 107, E: 10%, F: 10° TKE/lyuk.

A lemezontéses csiraszam meghatarozas szélesebb koncentracio-tartomanyt fogott at (10°-
10%), azaz érzékenyebb modszernek bizonyult, ami Gsszhangban van az irodalmi adatokkal
[LE BLAY et al. 2004]. Ennél a torzsnél a két detektalasi modszerrel kapott eredmények
megegyeztek egymassal. Az eredmények alapjan megallapitottam, hogy a vizsgalt
tejsavbaktérium torzs koncentracio-fliggé modon tapadt, hiszen a hozzaadott baktériumok

szamanak novelésével aranyosan nétt a megtapadd baktériumok szama is. Ez dsszhangban
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van az irodalmi adatokkal [TUOMOLA (NEE LEHTO) et SALMINEN 1998, FORESTIER et
al. 2001]. A megtapad6 baktériumok aranya 7% volt a 10°-10°, 12.5 % a 10° és 139% a 10*
baktérium/lyuk hozzaadott baktériumszdm esetén a lemezontéssel kapott eredményekbdl
szamolva. A csokkend hozzaadott baktérium szammal a tapado baktérium szam szdrasa is
ndtt, mutatva a detektalas bizonytalansagat a kisebb koncentracio-tartomanyban.

Megallapitottam tovabbé, hogy a megfelelé kiértékelhetéség érdekében minimum 10°-10’
baktérium/lyuk szdmban kell a tejsavbaktérium-tdrzset a Caco-2 sejtekhez adni a
lemezontéses detektalas, illetve 107-10° baktérium/lyuk szamban mikroszképos detektalas
esetében. A tovabbi kisérletekben ezért — tekintettel arra, hogy mindkét detektaldsi modszert
alkalmazni kivantam — a tejsavbaktériumokat 10°® baktérium/Iyuk szamban adtam hozza a
sejtekhez. A vizsgalt koncentracio tartomanyban nem alakult ki plato allapot, ami arra utalhat,
hogy az alkalmazott legnagyobb koncentracional sem telitodtek a kotOhelyek a Caco-2 sejten.
A tapadd baktériumok mikroszképos képe (11. abra) ugyanakkor azt mutatta, hogy a
baktériumok egymasra rétegzddtek, egymashoz tapadtak és jelentds résziikk mar nem érte el a
Caco-2 sejtek felszinén 1évo specifikus receptor molekulakat. Ebben a fazisban ezért jelentds
szerepe lehet a baktérium torzs autoaggregacios képességének a tapadas mértékének

alakulasaban.

5.2.4. A Lactobacillus casei subsp. pseudoplantarum 2749 és az Escherichia coli Bay 100

torzsek versengd tapadasanak vizsgalata

A kisérlet eredményeit a 17-21. tablazatok foglaljak Gssze. A lemezontéssel kapott értékek
statisztikai értékelése soran Poisson modellt alkalmaztam és ebbdl hatdroztam meg a standard
hibat. A sejtszdmlalas esetében magabol a mintabol szdmoltam ki a standard hibat és az
egyedi illetve kevert tenyészetben tapadd baktériumok szdmat Mann-Whitney probaval
hasonlitottam Ossze. A kisérletekbdl ellentmonddsos eredmények sziilettek. A lemezdntéses
eredményeket tekintve az elsd €s a masodik kisérlet volt csak Osszhangban, azonban a
harmadik ismétlés az el6zdekkel ellentétes eredményt adott: az elébbi esetben mind az E. coli,
mind a tejsavbaktérium kisebb szamban tapadt kevert tenyészetben, mint egyedileg; a

harmadik ismétlésben azonban a tapadas tendencidja megfordult.
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17. tablazat: Lb. casei subsp. pseudoplantarum (Lb) és E. coli (Ec) egyedi és kevert

tenyészetben mért tapaddsanak statisztikai vizsgalata. Tapadd baktériumok szdmanak

meghatdrozasa lemezontéssel. Zarojelben az a baktérium lathatd, amelynek jelenlétében a

masik torzs sejtszdmat megadtam kevert tenyészetek esetén. Az elsd vizsgalat eredményei.

Kisérleti Atlag Atlagok kozti p értek 95%-o0s konfidencia
beallitas (TKE/lyuk) kiilonbség intervallum

Ec 10° 2,6x10" 2,41x10* <0,0001 1,70x10* 3,12x10°
Ec 10° (+Lb) 1,9x10°

Ec 10’ 1,0x10° 8,00x10” 0,0006 3,57x10” 1,24x10°
Ec 107 (+Lb) 2,0x10?

Lb 1,7x10’ 1,29x107 <0,0001 1,11x107 1,47x10’
Lb (+Ec 10%) 4,1x10°

Lb 1,7x10 1,40x10’ <0,0001 1,22x10’ 1,58x10’
Lb (+Ec 107) 3,0x10°

18. tablazat: Lb. casei subsp. pseudoplantarum (Lb) és E. coli (Ec) egyedi és kevert

tenyészetben mért tapadasanak statisztikai vizsgalata. Tapadd baktériumok szdmanak

meghatarozasa lemezontéssel. Zarojelben az a baktérium l4thatd, amelynek jelenlétében a

masik torzs sejtszamat megadtam kevert tenyészetek esetén. A masodik vizsgalat eredményei.

Kisérleti Atlag Atlagok kozti p érték 95%:-0s konfidencia
beallitas (TKE/lyuk) kiilonbség intervallum

Ec 10° 5,8x10° 4,92x10° <0,0001 4,58x10° 5,26x10°
Ec 10° (+Lb) 8,8x10°

Ec 10’ 3,9x10° 2,80x10" <0,0001 2,68x10" 2,92x10"
Ec 107 (+Lb) 1,1x10*

Lb 1,8x10’ 5,00x10° <0,0001 2,56x10° 7,44x10°
Lb (+Ec 10®) 1,3x10’

Lb 1,8x10’ 6,00x10° <0,0001 3,58x10° 8,42x10°
Lb (+Ec 107) 1,2x10’
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19. tablazat: Lb. casei subsp. pseudoplantarum (Lb) és E. coli (Ec) egyedi és kevert
tenyészetben mért tapaddsanak statisztikai vizsgalata. Tapadd baktériumok szdmanak
meghatdrozasa lemezontéssel. Zarojelben az a baktérium lathatd, amelynek jelenlétében a

masik torzs sejtszamat megadtam kevert tenyészetek esetén. A 3. vizsgalat eredményei.

Kisérleti Atlag Atlagok kozti p értek 95%-o0s konfidencia
beallitas (TKE/lyuk) kiilonbség intervallum

Ec 10° 5,8x10° 2,32x10° <0,0001 2,06x10° 2,58x10"
Ec 10° (+Lb) 2,9x10*

Ec 10’ 1,6x10° 2,30x10° <0,0001 1,97x10° 2,63x10°
Ec 107 (+Lb) 3,9x10°

Lb 8,6x10° 3,44x10° <0,0001 3,01x10° 3,87x10°
Lb (+Ec 10%) 4,3x10°

Lb 8,6x10° 1,34x10° <0,0001 1,10x10° 1,58x10°
Lb (+Ec 107) 2,2x10°

A sejtszamlalassal kapott eredmények kevésbé voltak ellentmondéasosak, mint a lemezdntéssel
kapottak: az E. coli tapadasdnak mértéke nem tért el egyedi illetve kevert tenyészetben
(kivéve a masodik ismétlésben 10° TKE/lyuk hozzdadott csiraszam esetén, ahol tSbb
baktérium volt a kevert tenyészetben), a tejsavbaktérium tapaddsdnak mértéke pedig mindkét
ismétlésben nagyobb volt kevert tenyészetben. Bar az ismétlések eredményei nem voltak
minden esetben Osszhangban, a kapott adatok alapjan Iehetett tenni néhany O&vatos
kovetkeztetést: a tejsavbaktérium jelenléte feltehetdleg nem befolyasolta az E. coli
tapadasanak mértékét, ugyanakkor a korokozo sejtek egy része elpusztulhatott, illetve
megsériilhetett (VBNC allapotba keriilhetett) a kevert tenyészetben, valdszinlileg a
tejsavbaktériumok anyagcsere termékei hatdsa miatt. A tejsavbaktérium tapadasat ezzel
szemben tamogatta az E. coli jelenléte. Az éldcsiraszam ez esetben pedig csomosodas vagy a
sejtpusztulds miatt csokkenhetett. Az eldbbi feltételezéseknek ugyanakkor ellenmond, hogy a
torzs koncentraciofiiggd tapadasanak vizsgalatakor nem tapasztaltam ilyen mértékii eltérést a
két detektalasi modszer kozott. Tekintettel a tapasztalt ellentmondasokra, a két baktérium
kolcsonhatasat Caco-2 sejteken tovabb kell vizsgalni. Az egyértelmiibb eredmények
reményében ajanlatos mas detektalasi modszer(eke)t is alkalmazni. Tovabba, a nem tapadd
baktériumok mosasat tobbszor (3-4-szer) ismételve ki kell zarni a gyengén (nem specifikusan)

tapado baktériumok jelenlétét.
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20. tablazat: Lb. casei subsp. pseudoplantarum (Lb) és E. coli (Ec) egyedi és kevert

tenyészetben mért tapaddsanak statisztikai vizsgalata. Tapadd baktériumok szdmanak

meghatdrozasa mikroszkdpos szamlalassal. Zardjelben az a baktérium lathatd, amelynek

jelenlétében a masik torzs sejtszdmat megadtam kevert tenyészetek esetén. 1. ismétlés

eredményei. NS — nem szignifikéns

Kisérleti beallitas Baktériumszam/latotér p érték
Ec 10° 366,6 + 70,0 NS
Ec 10® (+Lb) 432,1 55,7

Ec 10’ 56,0+ 10,7 NS
Ec 10 (+Lb) 65,0 £ 20,3

Lb 57,3 +12,8 <0,0001
Lb (+Ec 10%) 713,6 + 1254

Lb 57,3+ 12,8 <0,0001
Lb (+ Ec 107) 802,6 +207,9

Lb (+ Ec 107 802,6 +207,9 NS
Lb (+Ec 10%) 713,6 + 125,4

21. tablazat: Lb. casei subsp. pseudoplantarum (Lb) és E. coli (Ec) egyedi és kevert

tenyészetben mért tapadasanak statisztikai vizsgdlata. Tapadod baktériumok szdmanak

meghatarozadsa mikroszkopos szadmlalassal. Zarojelben az a baktérium lathatd, amelynek

jelenlétében a masik torzs sejtszdmat megadtam kevert tenyészetek esetén. 2. ismétlés

eredményei. NS — nem szignifikans

Kisérleti beallitéas Baktériumszam/latotér p értek
Ec 10° 127,5+ 18,5 0,0003
Ec 10° (+Lb) 309,1 £43,0

Ec 10’ 19,5 + 3,06 NS
Ec 10 (+Lb) 16,0 + 1,73

Lb 100,6 22,2 0,002
Lb (+Ec 10°) 176,8 +21,3

Lb 100,6 + 22,2 0,001
Lb (+ Ec 107) 232,6 +49,5

Lb (+ Ec 107) 232,6 +49,5 NS
Lb (+Ec 10°) 176,8 +21,3
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A tejsavbaktériumok  tobbféle mechanizmussal csokkenthetik az  enteropatogén
baktériumokkal valo fert6z6dés kockazatat: pl. olyan antagonista hatasii anyagcsere termékek
termelésével, amelyek csokkentik a korokozok szamat illetve virulencidjat; a mukodza
felszinén 1évo kotohelyek elfoglalasa vagy a gazda immunvélaszanak serkentése altal
[GANZLE et al. 1999]. Az irodalom szdmos tanulmanyt k6zol, amelyek Lactobacillus és
Bifidobacterium torzsek, valamint enterdlis korokozé baktériumok in vitro kdlcsdnhatdsanak
vizsgélataval foglalkozik epithelidlis sejteken. GAGNON ¢és munkatarsai [2004] leirjak, hogy
— tenyésztéssel meghatarozva a baktérium szamot — harom Bifidobacterium térzs 5-10,4%-kal
csokkentette az E. coli tapaddsanak mértékét. Masrészrol az E. coli mellett a
bifidobaktériumok tapadésa is csokkent. TODORIKI és munkatarsai [2001] két Lactobacillus
torzs antagonista hatdsat vizsgalva Salmonella typhimurium, E. coli és Enterococcus faecalis
tapadasara - és a tapadd baktériumokat tenyésztéssel detektalva — megallapitottak, hogy az
eldbbi ket korokozo esetében a tejsavbaktériumok csak kis mértékben (27-70%) csokkentik a
képes volt csokkenteni. A tovabbi vizsgalat kideritette, hogy a jelentds mértékii gatlasért a
tejsavbaktérium altal termelt antimikrobidlis vegyiilet volt a felelds, azaz ebben az esetben a
receptorért folyd versengésnek illetve a patogének megkotddése térbeli akadalyozasanak
nincs jelentds szerepe. Ez Osszhangban van az éaltalam tapasztaltakkal is. DRAGO és
munkatarsai [1997] szintén azt talaltak, hogy u0jsziilottek bélsarabol izolalt, potencidlisan
probiotikus Lactobacillus-ok hatékonyan gatoltak S. enteritidis és E. coli szaporodasat kevert
tenyészetben €s a gatlast anyagcesere termékek okoztik. A szerzék tovabba koaggregéciot
figyeltek meg a Lactobacillus-ok és a patogének kozott, ami a hozzdjarulhatott a
tejsavbaktériumok antibakterialis anyagcsere termékeinek hatékony miikddéséhez, hiszen
azok kozvetleniil atadodhattak a veliikk Osszekapcsolodd korokozoknak. A koaggregacio
azonban nem csak az antibakteridlis vegyliletek atadasa szempontjabdl fontos. A baktériumok
Osszekapcsoloddsa ugyanis elfedheti azokat az adhézidos molekuldkat, amelyekkel az
epithelialis receptorokhoz tudnanak kotddni. Ez is egy, a korokozok megtapadasat akadalyozo
mechanizmus, amellyel a tejsavbaktériumok hozzajarulhatnak a szervezet védekezéséhez
[SPENCER et CHESSON 1994]. A koaggregacio jelent0ségét hangsulyoztdk JIN és
munkatarsai [1998] is, akik E. coli-val nem aggregalddod Lactobacillus torzseket vizsgaltak és
nem tapasztaltak tapadas gatldo hatast a korokozoval szemben. Kisérleteim sordn nem

crer

koaggregacid a baktériumok kozott, annak nem volt hatasa az E. coli tapadasanak mértékére.
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5.3. Versengo szaporodas vizsgalata folyékony tapkozegekben

5.3.1. Bacillus cereus T vegetativ sejtjei nizin érzékenységének vizsgalata

A vizsgalat eredényét a 22. tablazatban tiintettem fel. A nizin mennyiségét pg mellett
nemzetkozi egységben (IU) is megadtam. Az adatok alapjan megallapithatd, hogy a B. cereus
T torzs érzékeny volt a nizin bakteriocinre, mivel a lyukak koriil feltisztulasi zonak alakultak
ki az agarba diffundalé nizin oldat hatasara. A feltisztulasi zondk mérete a hozzdadott nizin

mennyiségének csokkenésével csokkent, a 6,25 pg nizin mar gyakorlatilag hatastalan volt.

22. tablazat: B. cereus T vegetativ sejtjeinek gatlasa nizinnel. Az agarba kevert tesztmikroba

koncentracidja kb. 10’ TKE/ml.

Nizin mennyisége a lyukban Gatlasi zona atmérdje (mm)
ng (IU)

50 (2000) 13,5 12,5
25 (1000) 11 10
12,5 (500) 9 8,5
6,25 (250) 7 6

Az irodalom gy tartja szamon a nizint, mint a Gram-pozitiv baktériumfajok széles spektruma
ellen hatasos bakteriocint, amely a vegetativ sejtek elpusztitdsa mellett a sprorak kihajtasat is
képes gatolni [DELVES-BROUGHTON 1990]. Az ¢érzékeny baktériumok azonban
védekezésképpen rezisztenciat alakithatnak ki a nizin ellen. A rezisztencia oka lehet, hogy a
baktériumok nem képesek tobbé megkotni a bakteriocint a felszinlikon, vagy enzimes
modositassal teszik hatdstalannd a molekulat. B. cereus esetében példaul kimutattdk, hogy a
baktérium a dehidroalanin reduktdz enzimmel képes inaktivalni a nizin molekulat [JARVIS et

FARR 1971].

5.3.2. Lactococcus lactis subsp. lactis 1881 és Bacillus cereus T versengd szaporoddsa

PCB-ben

Az eredményeket a 12-13. abrak mutatjadk. A grafikonokrdl leolvashatd, hogy mindkét
baktérium beoltds utan gyorsan elszaporodott a tapkdzegben, ami a tejsavbaktérium esetében
log 2-3, a B. cereus esetében log 3-4 egységgel valo csiraszdm ndvekedést jelentett az egyedi
tenyészetekben. A B. cereus spérdk beoltds utdn azonnal kicsiraztak és elszaporodtak, és a

tovabbiakban a vegetativ formaban beoltott baktériumokhoz hasonld csiraszamot érték el.
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12. é&bra:. Lactococcus lactis subsp. lactis 1881 és Bacillus cereus T versengd szaporodasa

PCB-ben. B. cereus beoltasa vegetativ sejtként, az inkubalas 30°C-on tortént. n=2
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13. abra:. Lactococcus lactis subsp. lactis 1881 és Bacillus cereus T versengd szaporodasa

PCB-ben. B. cereus beoltasa spéraként, az inkubalas 30°C-on tortént. n=2

A maximalis csiraszamot mindkét mikroorganizmus esetében a 24 6ras kioltaskor mértem, ez
a tejsavbaktériumnal 1x10°, a B. cereus-nal pedig 7x10° (beoltas vegetativ sejtként) illetve
3x10° (beoltas sporaként) TKE/ml volt. A csiraszam novekedéssel forditottan aranyos
mértékben csokkent a pH a savtermelés kovetkeztében. A legnagyobb pH csokkenés, érthetd

modon, a beoltas utani 8-24 ora kozott volt megfigyelhetd, amikor a baktériumok szaporodasa
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logaritmikus fazisban volt. A pH-csokkenés, a disszocialatlan savak jelenléte, valamint a
tapanyagok kimeriilése miatt kialakulé kedvezétlen koriilmények hatdsdra a B. cereus
vegetativ sejtek sporazni kezdtek, egy résziik pedig elpusztult. Harom nap elteltével a
populacidban mar 10°-10% TKE/ml spéra volt jelen. Kevert tenyészetben vizsgalva a mikrobak
csiraszamat, lathato, hogy a tejsavbaktérium szaporodasat nem befolyasolta jelentdsen a B.
cereus jelenléte, ami elsésorban annak koszonhetd, hogy 1000-szer nagyobb kiindulasi
koncentracioban oltottam be a taptalajba. Ezzel szemben a B. cereus szaporodasat gatolta a
Lc. lactis jelenléte: a legnagyobb csiraszamot a beoltas utdn 8 o6raval mértem, €s csupan 2
nagysagrendnyi novekedést tapasztaltam a beoltashoz képest. A baktériumok egy része
(6,6x10" TKE/ml) mar ekkor spora allapotban volt, 75 6raval a beoltas utan pedig a B. cereus
sejtek szinte kizarolag sporaként voltak jelen. Hasonl6 folyamatok jatszodtak le a B. cereus
sporaval beoltott kevert tenyészetben is, bar a sporaképzés itt csak késébb kezdddott el. A
tejsavbaktérium baktericid hatasa tehat érvényesiilt a B. cereus vegetativ sejtjein, azonban
teljes elimindci6 nem kovetkezett be, mivel a sejtek spora allapotba ,menekiiltek” a
kedvezétlen koriilmények kozott. A savas pH szaporodds gétldo hatasat tamasztjak ala
BENEDICT ¢s munkatarsai [1993] eredményei, akik B. cereus novekedési kinetikajat
vizsgalva azt talaltak, hogy a pH-t 4,75-r61 5,00-re allitva, a lag szakasz 20,04 orarol 2,26
orara csokken. Bar a B. cereus képes szaporodni a 4,3-9,0 pH tartomanyon beliil [LUND
1990], a minimalis pH, amit a baktérium még toleralni tud, torzsrdl torzsre valtozik, valamint
fiigg a sav tulajdonsagaitol is. VALERO ¢és munkatarsai [2000] vizsgalataiban ugyanakkor a
pH 4,75 volt a legkisebb pH érték, amin a B. cereus térzsek még szaporodni tudtak sargarépa
szubsztraton. Kisérletemben a Lc. lactis savtermelése hatdsara a pH 4,4-4,5-re csokkent, ami
akar onmagaban elegendd lehet az antimikrobas hatas kialakitasdhoz. Ez a pH érték azonban
csak lassan — a tejsavbaktérium elszaporodasdval parhuzamosan — alakult ki, ezért a
szaporodasgatld hatéas is késleltetett volt. Mas a helyzet, amikor a korokozd a beoltds utan
néhany oraval késobb keriil a termékbe, amikor a tejsavbaktériumok tevékenysége mar
kialakitotta a savas kornyezetet. Ezért van nagy jelentdsége annak, hogy inokulalaskor az
aszeptikus koriilmények biztositva legyenek.

A Lc. lactis anyagcseréje soran nagy mennyiségli szerves sav, elsdsorban tejsav képzodik, a
B. cereus szaporodasanak gatlasaban ezért jelentds szerepe van a savhatasnak is. A képz6dd
gyenge sav disszocialatlan, apolaros molekulai konnyen atjutnak a plazmamembranon, majd a
citoplazmaban disszocialodnak. A felszabaduld protonok csokkentik a sejten beliil a pH-t €s
ezaltal gyengitik, végsO esetben megsziintetik a transzmembran protongradienst. A proton
mozgatoerd megsziinése végzetes a sejtre nézve, hiszen ez miikddteti pl. az ATP-bioszintézist

vagy a kiilonb6z6 transzport folyamatokat. Az egyes gyenge savak antimikrobas hatasa eltérd,
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ami disszociacios allandojukkal fiigg Ossze. A tejsav ebbdl a szempontbol hatékonyabb, mint
a citromsav, azonban az ecetsavnal gyengébb [DEAK 2006].

Az antimikrobas hatdsu anyagcseretermékek termelése mellett a tejsavbaktériumok a
tapanyagokért is versengenek a fermentacio soran. Kisérleteimben a tejsavbaktériumok mar a
beoltaskor 2-3 log egységgel nagyobb koncentracioban voltak jelen, mint a korokozoé, ezért
képesek voltak talnéni a korokozot annak ellenére, hogy a Lc. lactis generacios ideje
hosszabb, mint B. cereus-é. A beoltasi csiraszamok ilyen mértéki eltérése a tejsavbaktérium
javara realis helyzetet modellez, hiszen a B. cereus csiraszama 10>-10° TKE/ml a nyers
termékekben, ugyanakkor a tejtermékek beoltdsa kb. 10°-107 TKE/ml starter kultiraval
torténik. Mivel a baktérium spérai nem pusztulnak el pasztérozés soran, ezért a B. cereus
el6fordulasara pasztérozott tejben is szamitani kell.

A tejsavbaktérium jelenlétében a B. cereus a beoltastdl szdmitott 8 ora elteltével stacioner
tazisba keriilt, mig egyedi tenyészetben ez csak 24 ora elteltével kovetkezett be. A stacioner
tazis korai indukcidjat vegyes tenyészetek esetében mas szerzdk is leirjadk [FARKAS et al.
2002, BUCHANAN et BAGI 1997]. A szerzdk szerint a jelenség tipikus véalaszreakcid
versengd mikroba tenyészetekben €s magyardzata a maximalis populacido denzitdis (MPD)
novekedésgatlo hatasdban keresendd. A megfigyelések szerint, amikor a gyorsabban
szaporodd kompetitor eléri a maximalis csiraszamat, a masik organizmus szaporodéasa is
abbamarad. A folyamatot feltehetdleg szignal molekuldk (az un. quorum sensing jelenség)
iranyitjak a ,,zsufoltsag” elkeriilése érdekében. Kisérletemben a gyorsabban szaporodo
kompetitor, a Lc. lactis a beoltas utan 8 6radval még nem érte el a rd jellemzé MPD értéket,
ezért a B. cereus korai stacionaris fazisba keriilésében ennek feltehetden nincs, vagy kisebb a
szerepe.

Az antimikrobialis hatasok kozott szamitasba kell venni a bakteriocin hatast is, hiszen a Lc.
lactis subsp. lactis CCM1881 szamu torzs torzsgylijteményi adatai szerint termel nizint. (Ez a
torzs egyébként identikus az ATCC 11454 torzzsel, amely szamos nizinnel kapcsolatos
vizsgalat tesztorganizmusa, pl. [MILLETTE et al. 2004, YUKSEL et HANSEN 2007].) Mivel
a kisérlet soran nem tdrtént nizin-meghatarozas, ezért a nizin jelenlétét nem lehet biztosra
venni. Ismert ugyanis, hogy a tejsavbaktériumok bakteriocin termelését a torzson kiviil
alapvetden meghatarozza a tenyésztokozeg Osszetétele is: a szén-, a nitrogén- és a foszfat-
forras, a kationok, a feliiletaktiv anyagok és az inhibitorok. Emellett befolyassal vannak ra a
fermentacio koriilményei is: a pH (az optimalis altaldban a pH 5,5-6,0), a homérséklet (a
baktérium az optimalis novekedési homérsékletén termeli a legtobb bakteriocint) vagy a
levegdztetés hatdsa [PARENTE et RICCIARDI 1999]. Emiatt a nizin termelés képességét

hordozd6 baktérium nem feltétlentl termel nizint.

78



5.3.3. Lactococcus lactis subsp. lactis 1881 és Bacillus cereus 7T versengd szaporoddsa
tejben

A Kkisérlet eredményeit a 14-15. dbra mutatja. Hasonloképpen a PCB taptalajhoz, a beoltott
baktériumok gyors szaporodasnak indultak a tejben is, és 24 oran beliil log 2 (Lc. lactis)
illetve log 4 (B. cereus) csiraszam ndvekedést értek el egyedi tenyészetben. A tej pH-ja -
ellentétben a tapkozegben mérttel, - nem drasztikus, hanem fokozatos csokkenést mutatott
mindkét egyedi tenyészet esetében. A minimalis pH érték a vizsgalt idészak végéig sem
csokkent pH 5 ald (Lc. lactis pH 5,4, B. cereus pH 6,1 illetve 6,3), amit a tej jo pufferolo
képessége magyaraz. Kevert tenyészetben a baktériumok csiraszdmvaltozasai hasonlé modon
alakultak az egyedi tenyészetben mértekhez, ami arra utal, hogy egyik baktérium sem zavarta
a masik szaporodasat jelentds mértékben. A pH alakuldsat a tejsavbaktérium savtermelése

hatarozta meg.
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14. abra:. Lactococcus lactis subsp. lactis 1881 és Bacillus cereus T versengd szaporodasa
0,1% zsirtartalma UHT tejben. B. cereus beoltasa vegetativ sejtként, az inkubalas 30°C-on

tortént. n=2
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15. é&bra:. Lactococcus lactis subsp. lactis 1881 és Bacillus cereus T versengd szaporodasa
0,1% zsirtartalma UHT tejben. B. cereus beoltadsa sporaként, az inkubalas 30°C-on tortént.

n=2

Eltéréen a Lc. lactis PCB tapkozegben megfigyelt bakteriosztatikus hatasatol, a B. cereus-ra
nem hatott jelentds gatld hatas tejben. Ennek leginkabb a tej pufferold képessége lehet az oka
(a pH 3 nap elteltével is csupan 5,1 illetve 5,0 a kevert tenyé€szetben). Emellett a koagulal6do
tej kazeinmicellai koz¢é bezarédod baktériumok térben jobban elvalasztodhattak egymastol, és
igy a B. cereus sejtek egy védettebb mikrokdrnyezetben tudtak szaporodni, védve a
tejsavbaktériumok antimikrobds anyagcseretermékeitdl. Tekintettel arra, hogy a tej a
taptalajnal tdpanyagokban gazdagabb szaporitd kozeg, amely lassabban meriil ki, a
tapanyagokért folyo versengésnek sem lehetett jelentds hatdsa.

Az irodalomban mar régota ismert, hogy a taptalajban végzett kisérletek eredményei nem
extrapolalhatok egy az egyben az élelmiszerekre, hiszen az €lelmiszerek nagyon Osszetett,
tobbkomponensii rendszerek, amelyek Aaltaldban tobb, egymassal kapcsolatban 1€vo
mikrokornyezetbdl allnak. Kiilondsen igaz ez a bakteriocinek hatasaira. Az élelmiszerekben
uralkodd koriilmények, vagy az élelmiszerek Osszetevdi €s a bakteriocinek kozott 1étrejovo
szamos kolcsohatds ugyanis jelentés mértékben gatolhatja a bakteriocinek hatdsat. Nizin
esetében példaul, problémat okoz a molekula apolaros jellege. JONES [1974] vizsgalataiban a
nizin sokkal hatékonyabban gatolta a Staphylococcus aureus-t zsirmentes tejben, mint teljes
tejben, a szerz0 a hatdst a tej zsirtartalmanak tulajdonitotta. JUNG ¢és munkatarsai [1992]
novekvo zsirtartalom (0-12,9%) hatasat vizsgaltak tejben és megallapitottak, hogy ahogy nott

a zsir koncentracidja, ugy csokkent a nizin antibakterialis hatasa a Pediococcus pentosaceus
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érzeékeny tesztorganizmussal szemben. 12,9% zsirtartalmu tejben a csdkkenés 88%-os volt a
desztillalt vizben oldott nizinhez képest (50 IU/ml, pH 2). A nizin molekula lipidoldékony
jellege sziikséges a célmikrobdk membranjaba vald beépiiléshez, azonban emiatt jol kotddik
az ¢lelmiszerben taldlhatd zsirszemcsékhez is, amelyek igy inaktivaljdk a lipofil nizin
molekuldkat. Ennek ellenére a nizin hagyomanyosan jol hasznalhato pl. sajtok klosztridiumos
romlésdnak késleltetésére, illetve megelézésére [DELVES-BROUGHTON, 1990].
Hasonloképpen gatolhatd volt pl. a L. monocytogenes ndvekedése is a Le. lactis ATCC 11454
nizin termeld tdrzzsel nyers tejben [RODRIGUEZ et al. 1997]. A nizin hatékonysagat
ugyanakkor tovabb lehet novelni, amennyiben a tejet emulgedloszerrel, Tween 80-nal
egészitik ki. A Tween 80 képes elmozditani a fehérjéket a zsirszemcsékrdl, ezzel
megakaddlyozni az inaktivalédasukat [JUNG et al. 1992]. Hasonloképpen a Tween 80
hatdsosnak bizonyult a pediocin AcH stabilizalasaban is Listeria monocytogenes gatlasa soran
tejszinben [DEGNAN et al. 1993]. Mivel azonban az élelmiszer eldallitds soran nem
hasznalhato fel a Tween 80, ezért a nizin védelmét — az élelmiszeriparban izesitd illetve
emulgeald szerként hasznalt — monogliceridek (pl. monolaurin [MANSOUR et MILLIERE
2001]) hozzaadésaval vagy liposzomakba csomagolasaval [DEGNAN et al. 1993, BENECH
et al. 2002] lehet megoldani. JUNG ¢és munkatérsai [1992] a desztillalt vizben oldott nizinhez
képest csokkent hatékonysagot tapasztaltak zsirmentes tejben is (33%-os csokkenés), azaz a
nizint nem csak a tej zsirszemcséihez, hanem mas komponenseihez (fehérjékhez) vald
kotddés is képes inaktivalni. Ennek ellenére az irodalomban leggyakrabban zsirmentes tejet
(skimmed milk) hasznalnak a nizin antibakterialis hatidsanak tesztelésére egyedi vagy
kombinalt kezelések sordn. Vizsgéalataimban ezért én is zsirmentes (0,1% zsirtartalmu) tejet
hasznaltam, ugyanakkor mégsem tapasztaltam a B. cereus szdm csokkenését az egyedi
tenyészethez képest. Mivel eldzetes tesztben mar igazoltam a B. cereus T torzs érzékenységét
nizinre, ezért ezekbdl az eredményekbdl arra kovetkeztetek, hogy a CCM 1881 szamu torzs
feltehetden elvesztette a bakteriocin termeld képességét illetve valamilyen mas okbo6l nem

termelt — elegendd — nizint a B. cereus gatlasara.

5.3.4. Lactobacillus casei subsp. pseudoplantarum 2749 és Escherichia coli Bay100
versengo szaporodasa csicsokalében

A kisérlet eredményét a 16. abra mutatja. A grafikonokrol leolvashatd, hogy a csicsokalé
mindkét baktérium szdmdara megfeleld tapkdzegnek bizonyult. A tejsavbaktérium 24 6ran
belil elérte a maximalis csiraszamat, 8,4x108—t, ami kb. 2 log novekedést jelent a beoltasi

koncentracidhoz képest. Az E. coli szama 24 6ra alatt tobb mint 3 log egységgel novekedett
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meg, majd tovabbi 24 ora elteltével még 1 log egységnyi ndvekedést ért el, igy a maximalis
csiraszama csicsokalében szintén 8,4x10° volt. Az E. coli lassabb szaporodasat elsésorban a
szuboptimalis novekedési homérséklet (25°C) okozhatta, hiszen enteralis baktérium lévén a
szamara optimalis szaporodasi hémérséklet 37°C koriili. Bar a csicsokalé kiindulasi pH-ja
gyengén savas (pH 5,4), a baktériumok anyagcseréje tovabbi pH csokkenést eredményezett. A
Lb. casei esetében a pH 3,87-ig csokkent. Figyelemre méltd, hogy bar a maximadlis
csiraszdmot a tejsavbaktérium a beoltds utan 24 o6raval elérte és utdna nem nott tovabb, a pH
tovabb csokkent és a minimalis értéket csak 48 ora eltelével érte el. Ez arra utal, hogy bar a
baktérium populéaci6 szaporodasa leallt (vagyis az osztddas €és pusztulas mértéke egyensulyba
kertilt), a baktériumok anyagcseréje tovabb folytatodott. A platdé allapot tehdt nem a

tapanyagok kimeriilése miatt allt be.
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16. abra: . Lactobacillus casei subsp. pseudoplantarum 2749 és Escherichia coli Bay100
versengd szaporodasa csicsokalében. Az inkubaléas 48 oraig 25°C-on, 48-168 oraig 12°C-on

tortént. n=2

Az E. coli szaporodasa soran szintén csokkent a tapkozeg pH-ja, de kisebb mértékben, mint a
Lb. casei esetében: a végso pH 4,7-re allt be. Kevert tenyészetben a tejsavbaktérium az egyedi
tenyészettel azonos szaporoddst mutatott, ami arra utal, hogy a korokozé jelenléte nem
befolyésolta a szaporodéasat. A pH valtozas mértékét a tejsavbaktérium hatdrozta meg (végso
pH 3,84). Az E. coli szaporodasa gatlédott a tejsavbaktérium jelenlétében és az egyedi
tenyészethez képest 2 log egységgel kisebb volt a végsd csiraszama. A kisérlet végéig mar

nem volt jelentds valtozas a 48 dra elteltével mért csiraszamokhoz képest, hiitbhdmérsékleten
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(12°C) mintegy ,,konzervalddott” az addig kialakult allapot. Tejsavbaktériumok jelenlétében
az E. coli szaporodasanak gatlasat mas szerzOk is megfigyelték [MAREK et al. 2004,
MUFANDAEDZA et al. 2006], s6t a részletes vizsgélatok arra is fényt deritettek, hogy a
gatlasért szinte kizarolag a szerves savak (elssorban a tejsav és az ecetsav) feleldsek. Ahogy
a 3.4.1. fejezetben leirtam az antimikrobas hatast legnagyobb részben a szerves savak
disszocialatlan molekulai okozzak, amelyek — lipofil vegytiletek 1évén — kdnnyen atjutnak a
plazmamembranon, majd a citoplazmaban disszocidlodnak. A képz6dd anionok gatoljak a
baktériumok anyagcseréjét, a felszabaduld protonok pedig lecsokkentik a pH-t és ezaltal
gyengitik a transzmembran protongradienst. OGAWA ¢és munkatarsai [2001] megallapitottak,
hogy a tejsav disszocialatlan molekuldinak a szaporodas leallitasa mellett citotoxikus hatésa is
van. Vizsgalataik szerint a tejsav 3,2 - 62 mM koncentracidban bakteriosztatikus hatasu az E.
coli O157:H7 torzsére, mig 62 mM-nal nagyobb koncentracidban mar baktericid hatasa van.
Az E. coli szaporodédsanak visszaszoritdsaban vegyes tenyészet esetén az el6bbiek mellett
szerepe lehetett az 5.3.2. fejezetben leirt maximalis populacié denzitds (MPD) novekedésgatlo
hatasanak, a tapanyagokért folytatott versengésnek, valamint egyes bakteriocinek jelenlétének
is. A bakteriocinek normal koriilmények kozott hatastalanok a Gram-negativ baktériumokkal
szemben — mivel nem képesek atjutni a baktériumok kiilsé membranjan — azonban egyes
mechanikai hatasok (pl. fagyasztas, hodkezelés) vagy a membran ateresztoképességét
megvaltozatd vegyiiletek (Un. permeabilizatorok, pl. EDTA, polimixin-B) hatdsara a kiilsd
membran destabilizalodik ¢és érzékennyé valik a bakteriocinek tdmadasaval szemben
[BELFIORE et al. 2007]. ALAKOMI ¢s munkatérsainak [2000] eredményei szerint a tejsav
szintén hatékony permeabilizator, ugyanis hatdsidra kioldodnak a kiils6 membranbol a
lipopoliszacharid (LPS) molekuldk, amelyek alapvetd fontossagiak a membran permeabilis
gat funkcidjanak megteremtésében. A Lb. casei altal esetlegesen termelt bakteriocin tehat
hatdsos lehetett a kevert tenyészetekben, amelyekben a jelentés pH csokkenés nagy
mennyiségll sav (foként tejsav) termelddésére utal. Mivel azonban nem kovetkezett be az E.
coli teljes eliminacidja, a tejsav koncentracioja valosziniileg nem érte el a megfeleld szintet. A
teljes elimindcié elmaradéasat ugyanakkor magyarazhatja az is, hogy a korokozdban tolerancia
alakult ki a kis pH-val szemben, amint arr6l tobb szerzd is beszdmol az E. coli és mas Gram-
negativ baktériumok esetében [BAIK et al. 1996, PARK et al. 1996, RYU et al. 1999].

A 23. tablazatban 6sszefoglaltam a folyadék tapkozegekben végzett kisérletek paramétereit és
a tejsavbaktériumok jelenlétében a romlds/korokozo baktériumok szaporodésara hato gatlas
mértékét az egyedi tenyészeteikhez képest. A gatlas szdzalékat a kovetkezoképpen szamoltam
ki: 1-A/Bx100, ahol A = a romlas/kérokozé baktérium végsd csiraszama (TKE/ml) egyedi

tenyészetben, B = a romléas/korokozo baktérium csiraszama (TKE/ml) a tejsavbaktérium
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jelenlétében [PITT et al. 2000 nyomén]. Az eredmények azt mutatjak, hogy a legjelentésebb

gatlas (99,6%) az E. coli szaporodasaban kovetkezett be csicsokalében, mig legkevésbé

(38,3%) a B. cereus vegetativ sejtjeit volt képes gatolni a tejsavbaktérium a tejben. Az

eredmények magyardzatara az egyes kisérleteknél tértem ki.

23. tablazat: A folyadék tapkozegekben végzett kisérletek paraméterei €s a tejsavbaktériumok

altal okozott gatlas mértéke.

Tejsavbaktérium Koérokozo Tapkozeg | Homérséklet | Gatlas Végsd
(o) pH

Lc. lactis subsp. B. cereus vegetativ PCB 30°C 93,5% 4,5

lactis sejt

Lc. lactis subsp. B. cereus spora PCB 30°C 99,1% 4,5

lactis

Lc. lactis subsp. B. cereus vegetativ Tej 30°C 38,3% 5.5

lactis sejt

Lb. casei subsp.

pseudoplantarum E. coli Csicsokalé 25°C 99,6% 3,9
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5.4. Uj tudomanyos eredmények

1. Meghataroztam 3 baktériumtorzs (Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, P. fluorescens 111
P 13a, L. monocytogenes LM6) fliggdleges fém feliilethez valo tapadoképességét és
megallapitottam, hogy jelentdsen eltér (0,1-10%). A fém feliilethez vald tapadast
befolyasolta annak helyzete, fiigg6leges feliiletre a Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus

tapadasa kisebb volt, mint vizszintesre.

2. Vegyes tenyészetben vizszintes fém feliilethez vald tapadds esetén megallapitottam,
hogy a Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus eldsegitette a vizsgalt romlést-okozo6 illetve

korokozo torzs kitapadasat.

3. Elé szovethez vald kitapadast vizsgalva megéllapitottam, hogy a Lb. casei subsp.
pseudoplantarum 2749 torzs az E. coli Bayl00 torzs megtapaddsat nem, vagy nem

Iényegesen akadalyozta, de a kitapadt sejtekre baktericid hatast fejtett ki.

4. Eredményeim alapjan megéllapitottam, hogy a tapadds-vizsgalatokra altalanosan
elterjedt modszerek nem elég érzékenyek egzakt, kvantitativ 6sszehasonlitasokhoz. A
valos helyzet jobb megismerése érdekében parhuzamosan tébb kimutatdsi mddszer

alkalmazasa adhat csak realis képet.

5. Folyékony tapkozegben a Lc. lactis subsp. lactis CCM1881 gatlo hatést fejtett ki B.
cereus T vegetativ sejtekre, azonban nem akadalyozta a spdra kicsirazasat, illetve a

sporaképzést. Gazdagabb tapkozegben (tej) a gatld hatas mérsékeltebb volt.
6. Az E. coli Bay100 jol gatolhatd volt Lb. casei subsp. pseudoplantarum 2749 torzzsel

csicsOkalében, a gatlas valtozatlan mértékben fennmaradt hitdszekrény

homeérsékleten.
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6. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Vizsgalataim soran fliggbleges ¢és vizszintes helyzetli rozsdamentes acél feliileten
tanulmanyoztam a Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Pseudomonas
fluorescens ¢€s a Listeria monocytogenes tapadasat (a biofilm képzddés elso fazisa), és
megallapitottam, hogy a tejsavbaktériumok esetében a tapadas mértékét befolyasolta a
vizsgalt feliilet helyzete: fiiggbleges feliilet esetében a tapadas vizsgalata nehezebb volt,
¢és ritkédn adott reprodukalhaté eredményeket. A jelenség oka valosziniileg az lehetett,
hogy a nagy méretli, nem motilis Lactobacillus sejtek kiiilepedtek a szuszpenziobol. A
természetben mind fliggdleges, mind vizszintes feliileteken el6fordul biofilm képzddés.
Ebbdl adoédoan — tekintettel a megfigyeléseimre — javasolt, hogy biofilmek
tanulmanyozasara beallitott modell-rendszerekben mind a fliggdleges, mind a
vizszintes feliiletek bakteridlis kolonizacidja vizsgéalat ald keriiljon, igy a

biofilmképzddésrdl atfogobb képet lehet alkotni.

Rozsdamentes acélhoz torténd versengd tapadas esetén megallapitottam, hogy a
vizsgalt tejsavbaktérium torzs nem gatolta, hanem ellenkezdleg, elésegitette a P.
szamukra. A kisérletben alkalmazott, tdpanyag-mentes kdrnyezetben a
tejsavbaktériumok nem tudtak novekedni és ezért antimikrobidlis anyagokat sem
termeltek, amelyek visszaszorithattdk volna a kdaros mikrobdkat. Tapanyagszegény
koriilmények — legaldbbis atmenetileg — gyakorta eléfordulnak az élelmiszeripari
feliileteken, emiatt a gazdag tapanyag-ellatottsagot igényld tejsavbaktériumok
hatranyba keriilhetnek, és nem képesek betolteni szerepiiket a bioldgiai védekezésben.
Ebbdl adododan javasolt — a tapanyagokban gazdagabb kornyezethez alkalmazkodott
torzsek helyett — az adott tizemek feliileteirdl, az ott uralkod6 koriilményekhez mar
alkalmazkodott torzseket izolalni és ezek koziil kivalasztani a potenciélis biokontroll

szervezeteket.

Harom Dbaktériumtorzs bélhamsejtekhez valé tapaddsdnak vizsgalata soran
megallapitottam, hogy a tapadd baktériumok kimutatisara alkalmazott modszerek
(tenyésztéses ¢és mikroszkOpos vizsgalat) — kisebb-nagyobb mértékben — eltérd
eredményeket adtak. Az eltérés hatterében jelen esetben a baktériumok aggregatum-

képzd hajlama allhatott. A valés helyzet jobb megismerése érdekében ezért
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parhuzamosan tobb kimutatasi modszer alkalmazasa javasolt. Célszeri lenne olyan
modszer(ek) kidolgozasa is, amely(ek) in situ vizsgalatokat tesz(nek) lehetévé az

¢lelmiszeripari iizemekben.

Folyékony tapkozegben Lc. lactis subsp. lactis és B. cereus T versengd szaporoddsanak
vizsgélata sordn megallapitottam, hogy a tejsavbaktérium gatlé hatast fejtett ki a
korokozo vegetativ sejtjeire, azonban nem akadalyozta a spdra kicsirdzasat, illetve a
sporaképzést. A tejsavbaktérium elszaporodéasaval kialakuld kedvezdtlen koriilmények
hatdsara a B. cereus spoOra allapotba “vonult vissza”, és ezaltal nem kdvetkezett be a
koérokozo teljes eliminacidja. B. cereus jelentds problémakat okozhat a tejiparban,
mivel a pasztérozés nem pusztitja el a spordkat, amelyek kedvezd koriilmények kozé
keriilve gyorsan kicsiraznak és elszaporodnak a tejben. Eredményeim ugyanakkor arra
engednek kovetkeztetni, hogy a tejsavas fermentaci6 soran képzddd anyagcsere-
termékek fenntartjdk a kedvezdtlen koriilményeket, amelyek kozott a spordk nem
képesek kicsirdazni. EbbSl a szempontbdl jelentds szerepe van annak, hogy a

fermentacio minél gyorsabban végbemenjen a nyersanyagban.

Folyékony tapkozegben Lb. casei subsp. pseudoplantarum és E. coli Bay100 torzsek
versengd szaporoddsanak vizsgalata alapjan megallapitottam, hogy a tejsavbaktérium,
bar hatékonyan gatolta a korokozot, nem okozott teljes elimindciot az E. coli
populécidban a vizsgalt idOtartamon beliil. A gatldss mértéke késdbb valtozatlan
formaban maradt fenn hiitészekrény hdmérsékleten. Ezek az eredmények arra hivjak fel
a figyelmet, hogy a tejsavbaktériumok alkalmazdsa Onmagdban nem jelent teljes
biztonsagot e korokozokkal szemben. A kockéazat csokkentése érdekében tovabbra is
fontos szerepe van a higiéniai szabalyok szigorti betartdsdnak és az alapanyag

pasztérozésének.
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7. OSSZEFOGLALAS

Elozmények, célkitiizések

A tejsavbaktériumokkal erjesztett ¢élelmiszerek alapveté szerepet toltenek be
taplalkozasunkban, mivel ezek a termékek a tejsavas fermentacié eredményeképpen az
alapanyaghoz képest tap-, és izanyagokban gazdagabbak, ugyanakkor antinutritiv anyagokban
szegényebbek. Emellett ezek az ¢élelmiszerek biztonsagosabbak is, mivel a tejsavbaktériumok
anyagcser¢jiilk sordn szamos antimikrobas hatast vegyliletet termelnek, amelyek gatoljak,
illetve megakadalyozzdk a romlas-, és korokozo mikroorganizmusok elszaporodasat a
termékben. Mindezeken feliil a tejsavbaktériumok biztonsadgosan felhasznalhato, un. GRAS
tejsavbaktériumok az els6k kozott szerepelnek, mint a kdros mikrobak ellen felhasznalhato,
potencialis biokontroll szervezetek.

A tejsavbaktériumok ¢és antibakteridlis anyagcseretermékeik nem csupan az élelmiszer-
matrixokban lehetnek hatasosak, hanem az élelmiszerel6allitd iizemek feliileteinek védelme
soran is. A korokozo baktériumok megtelepedésének megakadalyozasara egy lehetséges
megoldds lehet a patogének mas, biztonsagos baktériumokkal valé kizarasa az
¢lelmiszerel6allitd tizemekbdl. A kompetitiv mikrobafajok altal okozott gatldé hatasok a
kotéhelyekeért és tapanyagokért vald versengés, az antimikrobds anyagok és a gatlé hatdsu
extracellularis polimer matrix (EPS) termelése.

Az ¢élelmiszerek eldallitasdban és tartdsitdsaban betdltott szerepiik mellett a tejsavbaktériumok
részt vesznek az egészséges bélmikrobiota megteremtésében is. A bélmikrobidta egyensulya
egészséges felndttekben stabil, azonban egyes kiilsé koriilmények (pl. fertdzések, gyogyszeres
kezelés — foként antibiotikumokkal — egyoldalu taplalkozas) vagy belsé valtozasok
(6regedés, az immunrendszer meggyengiilése, a bél nyalkahartya-gatjanak sériilései, stb.)
hatasara felborulhat és a karos mikroorganizmusok irdnyaba tolodhat el. Ezek a mikrobak
kellemetlen bélrendszeri tiineteket, megbetegedéseket okozhatnak, az altaluk termelt toxinok
illetve fekalis enzimek hozzajarulhatnak a vastagbélrak kialakulasahoz. Az egészséges allapot
helyreallitasa, a kiilonb6z6 bélrendszeri megbetegedések megeldzése és gyodgyitasa érdekében
a jotékony hatdsu mikroorganizmusok (tejsavbaktériumok, bifidobaktériumok, stb.) felé kell
eltolni a bélmikrobiodta osszetételét. Ez eldsegithetd az emlitett mikrobak (un. probiotikumok)
és/vagy a szaporodasukat/aktivitasukat in vivo szelektiven serkentd — a gazda szadmara
emészthetetlen — élelmiszeralkotok (Un. prebiotikumok) fogyasztasaval. A potencidlisan

probiotikus mikroorganizmusoknak szdmos altalanos mikrobiologiai, technologiai és
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funkcionalis kritériumnak kell megfelelnitik, hogy késobb sikeresen alkalmazhatok legyenek
a kiilonboz6 probiotikus termékekben. Ezen kiviil elengedhetetlen a jotékony egészségi hatés
megléte, amelyet tudomdnyos kisérletekkel kell aldtdmasztani az engedélyeztetés/
kereskedelmi forgalomba keriilés eldtt. A legtdbb é¢lettani hatas kivaltasdhoz valamint a
bélhamsejtek felszinén. A megtapadas ezen kiviil az elsd 1épés afelé, hogy a torzs kolonizdlja,
vagy legalabbis atmenetileg kolonizadlja a bélcsatornat. Ebbdl addéddan a torzsek tapadasi
képességének vizsgalata fontos eldteszt a probiotikumok szelektaldsa soran.

A fentieket alapul véve a kovetkezd célkitiizéseket tettem: (1) tejsavbaktériumok és
romlés/korokozo baktériumok kolcsonhatasanak vizsgéalata rozsdamentes acél feliileten, (2) jo
adhézios képességl tejsavbaktérium torzs(ek) szelektalasa Caco-2 emberi bélhdmsejt vonalon
¢és a tapadas vizsgalata a sejtkoncentracié fliggvényében, (3) tejsavbaktériumok ¢és korokozo
baktériumok kolcsonhatasadnak vizsgéalata bélhamsejtek felszinén, (4) tejsavbaktériumok és
romlés/korokoz6 baktériumok kolcsonhatasanak vizsgalata laboratériumi téptalajban és

folyékony élelmiszerekben.

Vizsgalatok

Baktériumtapadas vizsgdlata rozsdamentes acélon. A vizsgélatok soran egy tejsavbaktérium
(Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb), egy romlast okozd (Pseudomonas
fluorescens, Ps) és egy korokozo (Listeria monocytogenes, Lm) baktériumtérzzsel dolgoztam.
A baktériumok tapadasat AISI 304-es tipusu, 2B simasagu rozsdamentes acél lapocskéakon,
un. kuponokon (1,5 x 1,5 cm®) vizsgaltam. A baktériumokat foszfat pufferben
tenyészeteket készitettem beldliik. Kétféle kisérleti beallitast alkalmaztam: (1) a kuponokat
fiiggblegesen meritettem bele a baktérium szuszpenziokba, majd 24 oran at, 30°C-on 150
rpm-en torténd rdzatds mellett inkubéltam Oket, (2) a baktérium szuszpenziokbol alikvot
mennyiségeket pipettdztam a vizszintes helyzetli kuponokra, majd 3 o6rds inkubaciot
alkalmaztam 30°C-on, statikusan, telitett paratartalmi kamrakban. Az elsd beallitas esetében
a tapadd baktériumok kimutatasara kétféle modszert alkalmaztam: (1) a baktériumokat
vortexeléssel eltdvolitottam a feliiletrdl, majd a csiraszamot szelektiv taptalajokon hataroztam
meg, (2) a kuponok feliiletét fluoreszcens festékekkel megfestettem, majd megfeleld szamu
mikroszképos latotéren meghataroztam a baktériumok altal beboritott teriilet aranyat
(boritottsagi %). A masodik kisérleti beallitas esetében mikroszkopos baktériumszamlalast
alkalmaztam. A tenyésztéses eredmények statisztikai értékelésére Poisson-eloszlas vizsgélatot

végeztem, a boritottsagi értékeket két szempontos varianciaanalizissel (ANOVA) elemeztem.
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A vizszintes kupon esetében meghatarozott baktériumszamokat Welch-prébaval hasonlitottam
0ssze.

Baktériumtapaddas vizsgdlata bélhamsejteken. A kisérletekben 11 ¢élelmiszer-eredetii
Lactobacillus torzset, egy Bifidobacterium bifidum €és egy Escherichia coli torzset hasznaltam
fel. A baktériumok tapadasat emberi vastagbél adenokarcinoma sejtvonalon (Caco-2)
vizsgéltam 24-lyuka tenyésztéedényekben. A tapadasvizsgalatokhoz a baktériumokat a
sejttenyésztéshez hasznalt médiumban (DMEM) szuszpendaltam, majd meghatarozott
koncentraciokban helyeztem a sejtekre, amelyekkel 1 6ran keresztiil inkubaltam 37°C-on,
statikusan, 5% CO»-ot tartalmazo parasitott 1égtérben. A tapadd baktériumok kimutatisara
tenyésztéses modszert, valamint mikroszkopos sejtszamlalast alkalmaztam. A bélhamsejteken
végzett vizsgalatok a kovetkezd alkisérletekre oszlottak: (1) a kiilonbozd detektalasi
modszerek Osszehasonlitasa, (2) a vizsgalatokba bevont Lactobacillus torzsek tapadasi
képességének tesztelése, (3) a legjobban tapadd Lactobacillus torzs tapaddsa a kiindulési
koncentracio fiiggvényében, (4) a legjobban tapado Lactobacillus torzs €és az E. coli versengd
tapadasa. Az eredmények statisztikai értékelésére Poisson-eloszlast és Mann-Whitney probat
alkalmaztam.

Versengd szaporodas vizsgalata folyékony tapkiozegekben. A tejsavbaktériumok és korokozo
baktériumok kompetitiv kolcsonhatasat szintetikus tapkozegben és folyékony élelmiszerekben
is megvizsgaltam a kovetkezd kisérleti beallitdsok szerint: (1) Lactococcus lactis subsp. lactis
és Bacillus cereus (beoltds vegetativ sejtekkel illetve spordkkal) egyiitt szaporitdsa Plate
Count Broth (PCB) taplevesben ¢s 0,1% zsirtartalmt tejben 30°C-on, statikusan; (2)
Lactobacillus casei subsp. pseudoplantarum és Escherichia coli egyiitt szaporitasa 7,5%
szdrazanyagtartalmi csicsokalében 25°C-on, majd taroldsa 12°C-on, statikusan. A
tenyészetekbdl a kioltasi idOpontokban szelektiv taptalajokon meghatiroztam a csiraszamot
valamint pH-t mértem. A PCB taplevesben végzett vizsgalat sordn a Bacillus cereus vegetativ

sejtek és sporak szamat egyarant meghataroztam.

Kisérleti eredmények

Baktériumtapadas vizsgalata rozsdamentes acélon. Fiiggoleges helyzetii kupon: a
tenyésztéses csiraszam meghatarozas eredménye alapjan megallapitottam, hogy a
tejsavbaktériumoknak kb. 0,1%-a tapadt a feliilethez. Ugyanakkor ez az eredmény nem volt
reprodukélhaté a kisérlet minden egyes ismétlésében. A Pseudomonas sejteknek kb. 10%-a, a
Listeria sejteknek kb. 1%-a tapadt az acélkuponokhoz - reprodukalhatd eredményeket adva.
Az utdbbi két esetben ezért el tudtam végezni az egyedi és kevert tenyészetek statisztikai

Osszehasonlitasat: megallapitottam, hogy a tejsavbaktérium jelenlétében szignifikansan tobb
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Pseudomonas-sejt illetve szignifikdnsan kevesebb Listeria-sejt tapadt az acélhoz, mint egyedi
tenyészetben. Mikrobioldgiai szempontbol azonban a kiilonbség nem volt relevans. A
tenyésztéses eredményekhez hasonld eredményeket adott a mikroszkopos vizsgalat is: a
Lactobacillus altali boritottsag a négy ismétlésben széles hatarok kozott valtozott, mig a
Pseudomonas és a Listeria tapadasa jol mérhetd, reprodukalhatd eredményeket adott. A
statisztikai értékelést ebben az esetben is csak az utobbi eredményekre végeztem el: kevert
tenyészetben szignifikdnsan tobb Pseudomonas sejt tapadt, mint egyediben. A Listeria
monocytogenes ezzel szemben kevert tenyészetben szignifikansan kisebb mértékii tapadast
mutatott, mint egyedi tenyészetben. Azonban tekintettel arra, hogy a Lactobacillus legalabb
két nagysagrenddel kisebb mennyiségben volt csak jelen a kupon feliiletén, a csokkenés
feltehetden nem a tejsavbaktériumok hatasanak volt koszonhetd.

Vizszintes helyzetii kupon: mivel a tejsavbaktériumok tapadasat nem tudtam reprodukalhato
modon lemérni fiiggdleges helyzetli kuponon — els@sorban a nagyméretli Lactobacillus sejtek
gyors kiiilepedése miatt — ezért a vizsgalatokat vizszintesen elhelyezett kuponokon folytattam.
A Lactobacillus tapaddsdnak mértéke hasonld volt az egyedi és a romlas/korokozokkal kevert
tenyészetekben, (bar statisztikailag kimutathat6 volt a csokkenés a P. fluorescens jelenlétében,
ami arra utal, hogy a romldst okozd baktérium kis mértékben ugyan, de gatolta a
tejsavbaktérium tapadasat). Ezzel szemben mind a P. fluorescens, mind a L. monocytogenes
nagyobb mértékben tapadt a tejsavbaktérium mellett, mint egyediil. A mikroszkopos
felvételek tantisdga szerint a Pseudomonas és Listeria sejtek nem csupan az acél feliileté¢hez
tapadtak, hanem magukhoz a tejsavbaktériumokhoz is; feltehetdleg ezzel segitette eld a
Lactobacillus a romlas/korokoz6 baktériumok tapadasat

Baktériumtapadas  vizsgdalata  bélhamsejteken.  Kiilonbozé — detektdlasi  modszerek
osszehasonlitasa: harom baktérium térzs (Lb. casei subsp. pseudoplantarum 2750, Lb. sakei
DSM20017, B. bifidum B3.2) esetében hasonlitottam 6ssze tapado baktériumok kimutatasara
alkalmas modszereket. Megallapitottam, hogy a tenyésztéssel és a Gram-festést kovetd
sejtszamlalassal kapott eredmények jol egyeznek egymassal, kivéve ha a baktériumtorzs erds
aggregatum képzd hajlamot mutat (pl. a 2750 szamu torzs), mivel ebben az esetben az
aggregatumokbol csak egy-egy telep no ki a taptalajon, és ezért a modszer alabecsiilheti a
tapadd baktériumok szamat. A fluoreszcensen festett készitményeken a baktériumok mellett a
bélhamsejtek egyes sejtalkotdi (elsdsorban a sejtmagok) is latszodtak, és ezek a miitermékek
zavartak a kiértékelést. Az alkalmazott fluoreszcens festék nem-specifikus modon kotédik a
nukleinsavakhoz, emiatt jeldlte a Caco-2 sejtek nukleinsavait az alapos kimosas ellenére is.
Ebbdl adododan ez a festési eljards nem bizonyult megfeleldnek ebben a modell kisérletben.

Végiil meghatdroztam a tapado baktériumok szama és a boritottsagi % kozti 6sszefiiggést: ez
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mindhdrom baktériumtorzs esetében linedrisnak adodott €s a regresszids koefficiens szoros
Osszefliggést mutatott. Ebbdl arra kdvetkeztettem, hogy a boritottsagi % értékek is alkalmasak
arra, hogy a torzsek adhézios képességét Osszehasonlitsam, feltételezve, hogy a baktérium
sejtek hasonld méretiiek.

A vizsgalatokba bevont Lactobacillus torzsek tapadasi képességének tesztelése: a torzsek
koziil a Lb. casei subsp. pseudoplantarum 2749 bizonyult a legjobban tapadd
tejsavbaktériumnak (1,84% boritottsdg), ezért ezt a tdrzset valasztottam ki a tovabbi
vizsgalataimhoz.

A legjobban tapado Lactobacillus torzs tapadasa a kiindulasi koncentracio fiiggvényében: a
kivalasztott 2749 szamu torzs higitasaibol kb. 10°, 10, 107, 10°, 10°, 10* telepképz6 egység
(TKE)/lyuk baktérium szuszpenziot adtam a Caco-2 sejtekhez, majd a megtapado
baktériumok szamat tenyésztéses modszerrel és mikroszkdpos sejtszamlalassal detektaltam.
Megallapitottam, hogy a mikroszkopos vizsgéalati modszerrel sziikebb koncentracio
tartoményban (10°-10") voltak vizsgalhatoak a tapadd baktériumok, mint a tiptalajon vald
csiraszam meghatarozéassal (10°-10%), azaz ez utobbi érzékenyebb médszernek bizonyult. Az
eredmények azt mutattdk, hogy a vizsgalt tejsavbaktérium torzs koncentracio-fliggd modon
tapadt, mivel a hozzdadott baktériumok szaménak ndvelésével aranyosan nétt a megtapadd
baktériumok szdma is. A megtapadd baktériumok ardnya 7% volt a 10°-10° baktérium/Iyuk
hozzaadott baktériumszam esetén. A vizsgalt koncentracid tartomanyban nem alakult ki plato
allapot, ami arra utalhat, hogy az alkalmazott legnagyobb koncentracional sem telitddtek a
kotohelyek a Caco-2 sejten. A tapadd baktériumok mikroszkopos képe ugyanakkor azt
mutatta, hogy a baktériumok egymasra rétegzddtek, egymashoz tapadtak és jelentds résziik
mar nem érte el a Caco-2 sejtek felszinén 1évo specifikus receptor molekulakat.

A legjobban tapado Lactobacillus torzs és az E. coli versengd tapadasa: A kisérletekbdl
ellentmondasos eredmények sziilettek. Ennek ellenére a kapott adatok alapjan le lehetett
vonni né¢hany ovatos kovetkeztetést: a tejsavbaktérium jelenléte feltehetéleg nem befolyasolta
az E. coli tapaddsanak mértékét, ugyanakkor a korokozo sejtek egy része elpusztulhatott
illetve megsériilhetett (VBNC allapotba keriilhetett) kevert tenyészetben — valoszinlileg a
tejsavbaktériumok anyagcsere termékei hatdsa miatt. A tejsavbaktérium tapadasat ezzel
szemben tamogatta az E. coli jelenléte. Tekintettel a tapasztalt ellentmondasokra, a két
baktérium kdlcsonhatasat Caco-2 sejteken tovabb kell vizsgélni.

Versengd szaporodas vizsgdlata folyékony tipkozegekben. A Lc. lactis subsp. lactis és a B.
cereus egyarant jol szaporodott a szintetikus (PCB) tadpkozegben 30°C-on. Az egyedi és
kevert tenyészetek vizsgalata alapjan megallapitottam, hogy a B. cereus nem befolyasolta a

tejsavbaktérium szaporodasat, ugyanakkor a Lc. lactis jelenléte gatolta a korokozot. A gatlas
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oka elsOsorban a kis pH, a savhatas és a tdpanyagkimeriilés volt, valamint nem kizarhato a
bakteriocin (nizin) hatdsa sem. A B. cereus a kedvezOtlen koriilmények kovetkeztében a
beoltds utan néhany oraval spoérazni kezdett, és a vizsgalati id6 végére a sejtek mar szinte
kizarolag spora allapotban voltak jelen. A tejsavbaktérium baktericid hatdsa tehat érvényesiilt
a B. cereus vegetativ sejtjein, azonban teljes eliminacié nem kovetkezett be, mivel a sejtek
spora allapotba ,,menekiiltek” a kedvezétlen koriilmények kozott. Hasonloképpen jo
tapkozegnek bizonyult a baktériumok szdmara a 0,1% zsirtartalmu tej is. Azonban szemben a
PCB-ben megfigyelt valtozasokkal, a baktériumok csiraszdm-valtozasai hasonloan alakultak
az egyedi €s kevert tenyészetben is, ami arra utal, hogy egyik baktérium sem zavarta a masik
szaporodasat jelentds mértékben. A gatld hatds elmaradédsat elsésorban a tej jo pufferold
képessége és tapanyagokban gazdagabb volta okozhatta. A Lb. casei subsp. pseudoplantarum
¢s az E. coli egyarant j6 szaporodott a 7,5%-0s csicsokalében 25°C-on. Kevert tenyészetben a
tejsavbaktérium az egyedi tenyészettel azonos szaporodast mutatott, az E. coli szaporodasa
ezzel szemben jelentdsen gatlodott a tejsavbaktérium jelenlétében (2 log egység csokkenés az
egyedi tenyészethez képest). A 12°C-on torténd tarolds soran nem tortént jelentds valtozas, a

hitéhomérséklet mar csak ,.konzervalta” az addig kialakult allapotot.

Kovetkeztetések és javaslatok

A tejsavbaktériumok egyszerli anyagcseréjii szervezetek: szénhidratokbdl szigortian
fermentativ modon nyernek energiat, amely joval kevesebb ATP-t eredményez, mint a
biologiai oxidacido. Emellett Osszetett igényiik van fehérjékre, szénhidratokra, sokra,
vitaminokra, stb. Az eldbbiekbdl kovetkezik, hogy konnyen hatranyba keriilhetnek a
gyorsabban szaporodd aerob szervezetekkel szemben, illetve tapanyagokban szegényebb
kornyezetekben.

Eredményeim arra hivjak fel a figyelmet, hogy tejsavbaktériumok véddkultiraként vald
felhasznalasa nagy kortltekintést igényel. A sikeres alkalmazas érdekében, (1) javasolt a
tejsavbaktériumokat mas antimikrobas kezelésekkel kombinacidban hasznalni, (2) jelentds
szerepe van a megfeleld torzsek kivalasztasdnak valamint (3) a tejsavbaktériumok
anyagcseréjét €s szaporodasat tdmogato koriilmények beallitasanak (tapanyagok, hdmérséklet,
légtér Osszetétele, stb.), amelyek egyidejuleg lehetéleg a karos mikroorganizmusok

tevékenységét is hatraltatjak.
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8. SUMMARY

Introduction

Foods fermented with lactic acid bacteria (LAB) have an essential role in human diet as - due
to the fermentation process — these products have a higher nutritional value and contain more
aroma compounds, and at the same time less antinutritive substances than the raw materials.
Besides, these foods are considered safer because LAB produce different types of
antimicrobial compounds which inhibit the growth of pathogenic and food spoilage
microorganisms in the product. Moreover LAB can be used safely in food as they are GRAS
(generally recognised as safe) microorganisms. Therefore it is not surprising that LAB are
chosen first when researchers look for potential biocontrol organisms.

LAB and their antimicrobial metabolites can be effective not only in food matrices but also in
case of food processing plant surfaces. A possible solution can be to inhibit the colonisation
by pathogenic bacteria using safe bacteria. Inhibition excerted by competitive microbes are
competition for adhesion sites and nutrients, production of antimicrobial metabolites and
inhibitory extracellular polymeric substance (EPS).

Besides their role in food production and food preservation LAB take part in the
establishment of the healthy intestinal microbiota. The balance of intestinal microbiota is
stable in healthy adults, however, it can be altered by certain external factors (i.e.
contaminations, medical treatments — especially with antibiotics, unbalanced diet) or internal
changes (aging, impairment of the immune system, damages of intestinal mucosa barrier, etc.)
and therefore can be shifted towards the harmful microorganisms. These microbes can cause
unpleasant intestinal symptoms, and the toxins and faecal enzymes produced can contribute to
the development of colon cancer. In order to restore the healthy conditions and prevent and
treat different gastrointestinal disorders the composition of intestinal microbiota should be
shifted towards beneficial microorganisms (i.e. lactobacilli, bifidobacteria). This can be
facilitated by consumption of the previously mentioned microbes (so called probiotics) and/or
food additives — indigestible by the host — which selectively stimulate their growth/activity in
vivo (so called prebiotics). Potential probiotic microorganisms have to fulfil several general
microbiological, technological and functional criteria in order to be applicable successfully in
probiotic products. Moreover, the existence of beneficial impact on health is crucial, and has
to be proven in scientific experiments in advance to authorisation/marketing. Adhesion of
probiotics to intestinal epithelial cell surfaces is nessesary to generate several physiological

effects and to inhibit the adherence of pathogens. In addition, adhesion is the first step
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towards the colonisation, albeit transient, of the gastrointestinal (GI) tract by the probiotic
strains. Therefore investigation of adhesion ability of potential probiotic strains is an
important assay in the screening process.

On the basis of the above mentioned facts my aims were the followings: (1) investigation of
the interaction between LAB and food pathogenic and/or spoilage bacteria on stainless steel
surface; (2) selection of LAB strain(s) with good adhesion abilities to Caco-2 human
intestinal epithelial cell line, and investigation of adhesion as a function of initial cell count;
(3) investigation of interaction between LAB and pathogenic bacteria on epithelial cell
surfaces; (4) investigation of LAB and food pathogenic/spoilage bacteria in synthetic media

and in liquid foods.

Experiments

Investigation of bacterial adhesion to stainless steel. In these experiments Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus as LAB, Pseudomonas fluorscens as food spoilage microbe and
Listeria monocytogenes as pathogen were used. Bacterial adhesion was investigated on
stainless steel coupons (type 304, 2B finish, 1.5 by 1.5 cm?). Bacteria were suspended in
phosphate buffered saline then single and mixed cultures of known concentration were
prepared. Two sets of experiments were designed: (1) coupons were inserted vertically into
the bacterial suspensions and were incubated at 30°C for 24 hours shaking at 150 rpm; (2)
aliquote volumes of the bacterial suspensions were dispensed on horizontally inserted
coupons and were incubated at 30°C for 3 hours statically in humidity chamber. In the first set
of experiments adhered bacteria were detected by two different methods: (1) bacteria were
detached from the surface by vortexing and bacterial counts were determined on selective
medium; (2) the surfaces of the coupons were stained with fluorescent dyes and ratio of
bacterial coverage (% coverage) was determined using epifluorescent microscopy. In the
second set of experiments the number of bacteria was determined by microscopic counting.
Results were analysed statistically with Poisson distribution, ANOVA and Welch test.
Investigation of bacterial adhesion on intestinal epithelial cells. In these experiments 11
Lactobacillus strains of food origin, one Bifidobacterium strain and one Escherichia coli
strain were used. Bacterial adhesion was investigated on human colon adenocarcinoma cell
line (Caco-2) in 24-well tissue culture plates. For adherence tests bacteria were suspended in
cell culture medium (DMEM) then were placed in known concentration onto the Caco-2 cells
and incubated at 37°C for 1 hour statically in a humidified atmosphere of 5% CO, in air.
Adherent bacteria were determined by plating and microscopic cell counting. Experiments on

intestinal epithelial cells were divided into four sub-experiments: (1) comparison of different
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detection methods; (2) screening of the adhesion ability of the 11 Lactobacillus stains; (3)
investigation of adhesion of the selected Lactobacillus strain depending on the initial
bacterium cell concentration; (4) competitive adhesion of the selected Lactobacillus strain and
E. coli. Statistical analysis was carried out with Poisson distribution and Mann-Whitney test.

Investigation of competitive growth in liquid culture media. Competitive interactions
between LAB and pathogenic bacteria were investigated in synthetic media and in liquid food
matrices according to the followings: (1) static co-culturing of Lactococcus lactis subsp. lactis
and Bacillus cereus (vegetative cells or spores) in Plate Count Broth (PCB) and in skim milk
(0.1% fat content) at 30°C for 72 hours ; (2) static co-culturing of Lactobacillus casei subsp.
pseudoplantarum and E. coli in Jerusalem artichoke juice (7.5% dry material content) at 25°C
for 48 hours, then storing at 12°C. At certain intervals the cell counts were determined by
plating on selectice media and the pH was measured. In case of co-culturing in PCB counts of

B. cereus vegetative cells and spores were determined separately.

Results

Investigation of bacterial adhesion to stainless steel. Vertically inserted coupon: based on
the plating method it was found that 0.1% of the lactobacilli adhered to the surface. However,
this result was not reproducible in each replication of the experiment. Ten percent of
Pseudomonas cells and 1% of Listeria cells adhered to the stainless steel coupon — these
results were reproducible. In case of mixed cultures in the presence of LAB statistically more
Pseudomonas cells and less Listeria cells adhered to the steel surface than in single cultures,
however, microbiologically the difference was not relevant. Microscopic investigation
showed similar results: percentage coverage of Lactobacillus varied greatly in the four
replicates, while adhesion of Pseudomonas and Listeria was easily measurable and results
were replicable. Statistical analysis was carried out again in the two latter cases:
Pseudomonas attached better in single culture than in mixed culture. L. monocytogenes,
however, showed smaller adhesion in mixed than in single culture. Regarding that
Lactobacillus was present on the coupon at least two log cycles less than the Listeria;
decrease in Listeria number probably was not impact of LAB.

Horizontally inserted coupon: as it was impossible to measure the degree of adhesion of LAB
on vertically inserted coupon reproducibly — mainy because of the fast sedimentation of the
large cells — the experiments were carried out on vertically inserted coupons. The degree of
adhesion of Lactobacillus was similar in single cultures and mixed with pathogenic and/or
spoilage bacteria. (However, there was a small decrease in the presence of P. fluorescens,

which indicates that the food spoilage bacterium slightly hindered the adhesion of LAB.)
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Despite of this both Pseudomonas and Listeria showed greater adhesion in the presence of
LAB than alone. Microscopic images showed that Pseudomonas and Listeria cells attached
not only to the steel surface but to the lactic acid bacteria themselves; Lactobacillus
presumably aided the adhesion of food pathogenic/spoilage bacteria this way.

Investigation of bacterial adhesion to intestinal epithelial cells. Comparison of different
detection methods: methods suitable to detect adherent bacteria were compared in case of
three bacterium strains (Lb. casei subsp. pseudoplantarum 2750, Lb. sakei DSM20017, B.
bifidum B3.2). It was found that there was a good correlation between the results obtained by
plating and the microscopic counting of Gram-stained cells except when the bacterium strain
showed strong autoaggregating ability (i.e. in case of strain 2750), because in this case one
colony would grow from a cell aggregate (instead from one cell only), therefore this method
may underestimate the cell count. On microscopic images stained with fluorescent dye
intestinal epithelial cell components (mainly nuclei) appeared as well along with the bacteria
and this artefact hampered the quantification. The fluorescent dye applied binds to nucleic
acids in a non-specific way so it also attached also to the nucleic acids of Caco-2 cells despite
of the thorough washing. This staining method, therefore, was not found satisfactory in this
model system. Finally the correlation between bacterial cell count and percentage coverage
was determined: it was found to be linear in cases of all the three strains and regression
coefficients showed close correlations. It was concluded that percentage coverage is also a
suitable index to compare the adhesion ability of the candidate strains. However, the cell sizes
have to be similar.

Screening the adhesion ability of 11 Lactobacillus stains: it was found that Lb. casei subsp.
pseudoplantarum 2749 showed the highest adhesion (1.84% coverage) to the Caco-2 cells
among the tested strains; therefore this strain was chosen for further investigations.
Investigation of adhesion of the selected Lactobacillus strain as a function of the initial
bacterial cell count: dilutions of the bacterium suspension of the selected strain (appr. 10°,
108, 107, 106, 10°, 10* colony forming unit (CFU)/well) were added to the Caco-2 cells, and
then the adherent bacteria were detected using plating and microscopic cell counting. It was
found that microscopic method enabled the detection of the adherent bacteria in a narrower
range (10°-107) than the plate counting (10*-10®) so the latter method proved to be the more
suitable method. Results showed that the Lactobacillus strain investigated attached in a
concentration-dependent manner as increasing number of added bacteria resulted in a
proportionally increasing number of adherent bacteria. Ratio of adherent bacteria was 7%,
when number of added bacteria was 10°-10° bacteria/well. In the concentration range

investigated there was no plato stage. This implies that binding sites on the Caco-2 cell
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surface were not saturated even at the highest added bacterium count. Microscopic images of
adherent bacteria, however, showed that the bacterium cells attached to each other and made
layers on top of each other and many of the cells were not able to reach the specific receptor
molecules.

Competitive adhesion of the selected Lactobacillus strain and E. coli: results of these
experiments turned out to be contradictory. In spite of this it was possible to draw some
conclusions based on the data: presence of LAB presumably did not have any effect on the
adhesion of the pathogen, however, a certain part of the E. coli cells might have died or
injured (probably became VBNC) in mixed culture due to the metabolites of lactic acid
bacteria. At the same time presence of E. coli aided the adhesion of Lactobacillus. In
consideration of the inconsistencies further investigations needed to reveal the interactions
between the two bacterium strains on Caco-2 cells.

Investigation of competitive growth in liquid culture media. Both Lc. lactis subsp. lactis and
B. cereus were able to grow well in synthetic medium (PCB) at 30°C. Based on investigation
of single and mixed cultures it was found that B. cereus did not have any impact on the groth
of lactic acid bacterium, however, presence of Lc. lactis inhibited the pathogene. The main
reasons of inhibition were the low pH, the impact of acids and nutrient depletion, futhermore
the inhibitory impact of bacteriocin (nisin) can also be possible. As a consequence of the
unfavourable conditions B. cereus started to form spores already a few hours after inoculation.
By the end of the incubation period almost all the B. cereus cells were present as spores. The
lactic acid bacteria might have a bactericidal impact on the vegetative cells of B. cereus, but
complete elimination did not occur as cells “escaped” to spore state because of the
unfavourable conditions.

Similarly, skim milk turned out to be a proper medium for both stains. However, unlike in
PCB, both Lc. lactis and B. cereus could grow equally well in single and mixed cultres, which
implies that neither of them hindered the growth of the other. Lack of inhibition might have
occurred because of the good buffer capacity and rich nutrient content of the milk.

Both Lb. casei subsp. casei and E. coli could grow well in Jerusalem artichoke juice at 25°C.
In mixed culture LAB showed the same growth rate as in single culture, however, growth of
E. coli was inhibited in the presence the lactobacilli (2 log cycle decrease compared to the
single culture). During storage at 12°C there was no any significant change, low temperature

only “conserved” the existing state.

The metabolism of LAB is relatively simple due to their complex nutritional requirements and

obligate fermentative nature. This type of metabolism results in less ATPs as biological
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oxidation. Therefore LAB can be put at a disadvantage in contrast to aerobic organisms, and
in environments poor in nutritional resources.

Results of this study indicate that application of LAB as protective cultures has to be dealt
with great care. In order to a successful application it is suggested (1) to use LAB in
combination with other antimicrobial treatments; and (2) strain selection and (3) selection of
conditions supporting metabolism and multiplication of LAB but hindering that of the
harmful bacteria (nutrients, temperature, composition of the atmosphere, etc.) have a great

role.
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M.2. Receptek

Csicsokalé (7.5% szarazanyag tartalmu)

Csicsokastiritmény (Dr. Fitokup Kft., Budapest) 11,33 g
Fiziologias sdoldat 100 ml-re kiegésziteni
Sterilezés 121°C, 15 perc

Mowiol oldat

Glicerol, 87%-o0s (Reanal) 6g
Mowiol 4-88 polivinil-alkohol (Fluka, Buchs, Svijc) 24¢g
Desztillalt viz 6 ml
0,2 M Tris pufter, pH 8,5 (Sigma-Aldrich) 12 ml

Osszemérjiik a glicerolt és a mowiolt és alaposan Osszekeverjilk. Hozzaadjuk a desztillalt
vizet €s 2 oran inkubaljuk szobahOmérsékleten. Ezutan hozzdadjuk a Tris puffert és
kevergetés mellett kb. 53°C-on inkubaljuk, amig a mowiol teljesen feloldodik. Az oldatot
centrifugélédssal (4000-5000 rpm, 20 perc) tisztitjuk.

Nizin torzsoldat (2 mg/ml)

Nizin készitmény (Fluka) 0,8 g
0,02 N steril sésav 10 ml
Peptonviz

Bakteriologiai pepton (Merck) lg
NaCl 9¢g
Desztillalt viz 1000 ml

Sterilezés: 121°C, 15 perc.

PCB (Plate Count broth) tapleves (pH 7,3)

Tripton (Merck) 5¢g
Elesztékivonat (Merck) 25¢g
Gliikéz lg
Desztillalt viz 1000 ml

Sterilezés: 121°C, 15 perc.

Tej tapleves (pH 6,8)

Sovany tejpor 10g
Bakteriologiai pepton lg
Kromkrezolbibor, 0,2 %-o0s 5 ml
Desztillalt viz 100 ml

A kémcsovek aljara kisujjnyi CaCOs-t tesziink és 121°C-on 15 percig sterilezziik. Erre 10 ml
taplevest mériink és 0,5 Bar nyomdson 15 percig sterilezziik.
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TPY (Trypticase-Phytone-Yeast extract) tapleves (pH 6,8-7,0)

Trypticase pepton (BBL) 10g
Phytone peptone S5¢g
Gliikoz 5¢g
Elesztékivonat 25¢g
Tween 80 1 ml
Cisztein-HCl 0,5¢g
K2HPO4 2 g
MgCl, x 6 HO 0,5¢g
ZnSOy4 x 7 H,O 0,25 ¢g
CaCl, 0,15¢
FeCl; x 6 H,O 0,03 ¢
Desztillalt viz 1000 ml

Sterilezeés: 121°C, 15 perc.

TPY (Trypticase-Phytone-Yeast extract) agar (pH=6,8-7,0)

A téptalajt a fenti recept szerint készitjiik, azzal a kiilonbséggel, hogy a tapleveshez sterilezés
elétt 15 g agar-agart is adunk.

Tripszin oldat (pH 7,3)

Tripszin-EDTA (Sigma-Aldrich) 20 v/v %
PBS 80 v/v %

Véres agar (pH 7,3)

Huskivonat 10g
Bakterioldgiai pepton 10g
NaCl 5¢
Agar-agar I5g
Desztillalt viz 1000 ml

Sterilezés: 121°C, 15 perc.
Ha a taptalaj kb. 45°C-ra hiilt, 70 ml defibrinalt marhavért (7%) adunk a taptalajhoz
aszeptikus mddon, ezt kdvetden Ontlink lemezeket.
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