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M1. IRODALOMJIEGYZEK
KOSZONETNYILVANITAS



1. BEVEZETES

Nem tulzas kijelenteni, hogy az utébbi 30 év alstinte forradalom jatszodott le a
mikrobiolégiaban. Jollehet ez még kevésbé ismedg rkevésbé értékelt, kbvetkezmeényei
mégis Uj tavlatokat és lelisegeket nyitnak az orvostudomanyban, adgazdasagban és az
élelmiszeriparban is. Az Uj, élsorban molekularis bioldgiai modszerek és eljardstiartak,
hogy a foldi életformak tulnyomo része a mikrodimiékban teljesedik ki. A virusok,
baktériumok, gombak, algak, protozoonok sokféleségressze felilmulja a
makroorganizmusok, a novény- és Aallatvilhg mégohzdag és sokkal jobban ismert
valtozatossagat.

Az Uj, még felfedezésre, megismerésre varé milgaazmusokban a genetikai
sokoldalusadg és anyagcsere-képesség gazdag tamjéka Ennek feltarasa messzehat6
kovetkezményekkel fog jarni, és kihat a gyakoréét szdmos tertletére, mint amilyenek a
mezdgazdasagi termelés fokozasa, az élelmiszerekomése, azok biztonsaganak és
minéségének javitasa, Uj, hatékony gyogyszerékliiiasa, a hulladékok ujrahasznositasa, a
kornyezetkarosito szennyiesek artalmatlanitasa.

Nagy altalanossagban azt mondhatjuk, hogy az &eérekben és alapanyagokban
lévé mikroorganizmusok elszaporodva rontjak a termékosagét, romlast okoznak, de
szamos esetben hozzajarulhatnak a termék jellegéfiezavitjak annak eltarthatdsagat,
elvezeti értékét és a fogyasztd egészségére ikojptéhatast fejtenek ki. Az élelmiszer
mikrobioldgiai vizsgalatok kiterjednek az alapanglga feldolgozasi vonal és végtermékek
vizsgalatara, de az élelmiszerlanc szemlélet ép&itdse szikségessé teszi a kornyezet
mikrobioldgiai allapotanak vizsgalatat, valaminszillitas és forgalmazas soran végbe&imen
mikrobioldgiai valtozasok monitorozasat is a foggak szamara biztonsagos e€s megéelel
élelmiszerek éallitasa érdekében.

Szadmos ma is hasznalt mikrobioldgiai vizsgélatder&r tobb mint szaz éve alakult
ki. Vilagszerte a vizsgalatok millibit végzik éventzekkel a hagyomanyos tenyésztéses
modszerekkel annak ellenére, hogy-idnunka- és anyagigényesek, illetve az eredmény
gyakran csak tobb napos vizsgalatsorozat utanedngdk (DEAK, 2006a; DEAK, 2006b).
Emiatt a hagyomanyos tenyésztéséseajt szamlalasi modszerek nem alkalmasak arra, hogy
a proaktiv és megété jellegi, korszeti minéségszabalyozas igényeinek megfiadal gyors,
hatékony beavatkozast lebe¢ te\b6 mddon jussunk a mikrobiolégiai eredményekhez. A
modszerek korszésitésének mozgatérugoja, hogy az élelmiszerek midl@giai biztonsaga
vilagszerte néveky gondot jelent, s alkalmazkodni kell a vizsgalafidezerekkel is a valtozé

élelmiszertermelési, feldolgozasi és forgalmazaszonyokhoz. Fontos lehet még a

7



kilbnb6d okokbdl karosodott, szaporodasra képtelen, de snélji mikroorganizmusok
megbizhaté kimutatasa. Mindezek a megvaltozott yigénazt kovetelik meg, hogy
gyorsabban, tébb mintabdl, kevesebB éiunkaval, olcsdbban és mégis informativabban
jussunk eredményekhez. Ezeknek az igényeknek @&gkiésére a mikrobiologia szamos
tarstudomany és szakterilet eszkoztarat hivhagjgssgul, mint példaul az analitikai kémiat,
a fizikai kémiat vagy az enzimoldgiat, az immunkg@miat, a biotechnologiat,és a
molekularbiologia és génsebészet eredményeit isgl meédig a szenzor- ésiazerfejlesztést,
valamint az elektronika és szamitastechnika esakdiiztamelyek segitségével a korfizer
mikrobiolégiai modszerek képesek a mikroba-biomasszzelektiv kimutatasara, a
mikrobaszaporodas, illetve anyagcsere-termékeikhatégozasara (FARKAS, 1998).
A miiszeres moddszerek érzékenysége, vagyis a kimutaggtibloncentracio alsé hatara
sajnos még jeleisen elmarad a klasszikus tenyésztéses eljaraspkdigive azok
erzekenységének novelése altaldban a vizsgalatogeidyének a névekedését vonja maga
utan. A tovabbi fejlesztésekben nagy hangsulytetelek a gyorsmédszerek érzékenységének
novelésére és specifikussaganak fokozasara, valaniéb, de nem tenyészthie(,VNC =
viable but non culturabl® sejtek kimutathatésagara.

A tejsavbaktériumok és koztiklLactobacillusok évezredek ota kdzeli kapcsolatban
allnak az emberrel, amely nem annyira meglemivel ezek a mikroorganizmusok a
kornyezetinkben szadmos helyen megtaldlhatéak, méhdaul a noévények felszinén, a
talajpan és még az emberi béltraktusnak is szemészét képezik, amelyek igy
nagymeértekben hozzajarulnak az egészséges immuezemftknntartasahoz és az emésztési
folyamatokat is segitik. Aactobacillusek j6tékony hatasukat az anyagcseréjik soran termel
elssdleges és masodlagos anyagcseretermékeik segigbdggik ki. Mar iddsszamitasunk
elotti korszakokban kihasznalta az ember ezeket @zyés tulajdonsagokat, zéldség, has és
eltarthatésdgdnak meghosszabitasan tul, élvezaékiket és emésztlis€giket is
nagymértékben novelik e mikroorganizmusok.
Mindezen aldasos tevékenységukon felul, a napismsrdsséggel megfademennyiségben
fogyasztott, laktobacilluszt tartalmazo, ugynevizprobiotikus élelmiszerek bizonyitottan
javitjdk az immunrendszerinkikodését, illetve szamos betegség kialakulasanakikzatat

csokkentik.

.Nincs a baktériumoknak még egy olyan csoportjaelgnaz emberrel olyan sokoldalu
viszonyban &llna, mint a tejsavbaktériumok. Ezé&htds és szikségesket jobban
megismerni” (DEAK, 2005).



Ezért munkdm céljaul aztiztem ki, hogy alactobacillus nemzetség tagjaibdl
molekuléris bioldgiai moédszer segitségével szelekthakteriocin termél torzseket, illetve a
bakteriocin gatld aktivitasanak mérésére kidolgozely dehidrogenaz enzimaktivitas
mérésen alapuld kolorimetrias gyorsmaédszert, araefyikroorganizmusok ésejtszamanak

gyors kimutatasat is leh®té teszi.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Tejsavbaktériumok &ltalanos jellemzése

A ,tejsavbaktériumok” név nem rendszertani kategohanem kdz6s anyagcsere és élettani
sajatossagokkal rendelkiezbaktériumcsoportok djtoneve. Az idetartozé baktériumok
altalanosan Gram-pozitivak, a Firmicutes osztalydma endospoéras bacillusok és
klosztridiumok tarsasagaba tartoznak, nem spord@képzalca vagy gomb alaku
organizmusok, amelyek szénhidratokat és magasaiudi @dkoholokat erjesztenekgkent
tejsavva. Méar Pasteur ideje oOta ismert baktériunaskelyek fontos szerepet jatszanak az
kis résziik azonban kérokozo (KANDLER, 1983; DEAK)OS; SLOVER, 2008). Ezen
heterotrof baktériumok kdzé tartozd mikroorganizolug6zos jelleméje, hogy kizarélag
tejsavas erjedéssel tortéanergianyerésre képesek. Az oxigénhez val6 visdohkiilonleges.
Mint obligat erjeszik, valojaban anaerobok, de elviselik az oxigénnjéigt is, tehat aerob
korilmények kozott is erjesztenek, szaporodnakytea€rotolerans anaeroboknak, olykor
helytelentl fakultativ aeroboknak vagy mikroaeeKiiek nevezikoket. Aerob oxidaciora
azonban képtelenek, mivel 1égzési enzimrendszegik teljes. Erre utal kataldz-negativ
mivoltuk (DEAK, 2005).

Az U(jabb, molekularis filogenetikai osztalyozasamgén a tejsavbaktériumok
nemzetségebe tartozo tébb fajrol is megallapitptidkyy a korabbi osztalyozasi szempontok
alapjan besorolt helyiik megkéjdlezheé. igy a korabban létrehozott nemzetsédgkljak
keletkeztek, illetve a mar meglékv kiboviltek Uj fajokkal. llyenek aCarnobacterium
(korabban atipusod.actobacillus fajok), az Enterococcus, Lactococcués Vagococcus
(korabban Streptococcus) az Oenococcus(korabban Leuconostor a Tetragenococcus
(korabbanPediococcup és aWeisella(kordabbanLeuconosto@és Lactobacillug, illetve U
nemzetségeket is leirtak, mint példaulidmotrophig HelcococcusDesemzigDEAK, 1979;
AXELSSON, 1998; DEAK, 2005).

A tejsavbaktériumok hagyomanyos osztalyozasandozds alaktani és élettani
maodjan, a kilénbdz homérsékleten vald szaporodasukon, a termelt tejeafiguraciojan, a
magas sO koncentracid melletti szaporodasi képéssélietve savas és lugos koérnyezet
tolerancigjan alapszik (ORLA-JENSEN, 1919; AXELSSON98; DEAK, 2005), amely
késibb kiboviilt a sejtfal dsszetétel jellegzetességeivel igoban a tejsavbaktériumok
taxondmigjaban a dramai valtozast a molekularietijesn vizsgalatok eredményezték, mint
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példaul a DNS 6sszetételében széreplanin és citozin mol %-tartalmanak a meghataezas

a DNS:DNS hibridizacio,

illetve a

szekvenciajanak a tanulmanyozasa (STILES & HOLZABPHAB97).

A Bifidobacteriunok a tejsavbaktériumokkal kozeli rokonsagot mutiatneelik

riboszomalis RN@RNS) szerkezetének és

gyakran kozos éhelyen fordulnak &, mégis a koztik l&vfilognetikai tavolsag miatt mas

rendszertani csoportba sorolhatéak. A tejsavbaktésk rendszerezésének attekintését

mutatja be az 1. tablazat.

1. tablazat: A tejsavbaktériumok rendszerezésémtekidtése a csaladok €s nemzetségek

szintjén, a baktériumok rendszertani kézikonyvé@eR1-es kiadasa szerint.

nemzetségekhez tartozé fajok szama (DEAK, 2005)

1. Lactobacillaceae
Lactobacillus(80)

Pediococcus(6)

2. Aerococcaceae
Aerococcus(5)
Abiotrophia(1)
Dolosicoccus(1)

Granulicatella(3)
Helicococcus(1)
Alloicoccus(1)
Eremococcus(1)

Faclamina(b)
Globicatella(2)

3. Carnobacteriaceag 5. Leuconostocacea

Carnobacterium(8)
Agitococcus(1)
Alloicoccus(1)

Desemzia(1)

1%

Leuconostoc(10)
Oenococcus(1)
Weisella(9)

Dolosigranulum(1)

Trichococcus(3)

Ignavigranum(1)

4. Enterococcaceae
Enterococcus(30)
Mellisococcus(1)

Tetragenococcus(2

Vagococcus(5)

6. Streptococcaceae
Streptococcus(60)

Lactococcus(5)

Zéarojelben a

A molekularis szempontok szerint alkotott nemzedkéyy csak részben jellemzik k&zos

alaktani és élettani bélyegek, amelyeket a tejddebamok osztalyozasanal hagyomanyosan
figyelembe vettek (SCHLEIFER & LUDWIG, 1995).
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2. tablazat: Tejsavbaktérium nemzetségekre jellernataki és élettani tulajdonsagok
(AXELSSON, 1998; DEAK, 2005)

. CO, | Tejsav Szaporodas
Nemzetseg Alak | ozes| tipus [ T0°C | 45°C| 6.5%NaCl  18%Nacl pHAR  pHOl6
Lactobacillus | palca | +- %I':' H- |+ +/- i W |-
Carnobacterium | palca - L + - +/- - - -
Enterococcus | kokkusz - L + + + - + +
Lactococcus Kkokkusz ) L + ) ) ) +- )
Vagococcus
Leuconostoc Kkokkusz + D + i - ) +- )
Oenococcus
Pediococcus tetrad - LDL| +/- +/- +/- - + -
Streptococcus lanc - L - +/- - - - -
Tetragenococcus| tetrad - L + - + + - +
Weisella | KOKKUSZ|pp | | +- . |-
, pélca

A tejsavbaktériumok legnagyobb fajszamu és legibkdbsgalt nemzetségelactobacillus-
oké (DEAK, 1979; DEAK, 2005). Ahogyan azt a 2. &##t mutatja az ide tartozo
baktériumok palca alakuak, hetero- és homofermientajesztés mddozatai is jelletiek
rajuk, illetve az optikai forgatoképesség szerimtindkét tipusu tejsavat kulon, illetve
egyszerre is (D, L, DL) képezhetnek (KANDLER, 1983 szaporodasi kortlmeények
szempontjabdl akar a 10 °C és 45 °@Gmirséklet is megfelel szamukra, a 6,5 % NaCl
koncentracioét is képesek lehetnek elviselni, ikepzamos fajuk akar a 4 alatti pH értéken is
szaporodik.

2.1.1.Lactobacillusook

A tejsavbaktériumok legfajgazdagabb nemzetségekéint, nem spéraképz Gram-pozitiv,

palca alaku, heterogén csoportjat tartjak szamoba&tobacillusok klasszikus felosztasa az
erjesztési modjuk szerint tortént. Ezek alapjaretieék obligat homofermentativok, obligat
heterofermentativok, illetve fakultativ heterofentaivok (STILES & HOLZAPFEL, 1997).

Az el esetben az erjedés biokémiai Utja a glikoliaieely soran csak tejsav keletkezik, mig
a masodik erjesztési mod esetén a glukdézbdl a Hegkikonsav-foszfoketolaz aton (a
sejtektdl hianyzik a glikolizis kulcsenzime) szén-dioxid égyéb termekek is kéfdnek a

tejsav mellett. A harmadik tipusu erjesztés sorameadzok erjesztése glikolizissel, a
pentdzoké viszont a masik uton torténik; glik6zhém, de glikonsavbol gazt képeznek
(DEAK, 2005). Erjesztési modjuk szerint szamoslad két csoportba tartozo, illetve néhany

a masodik csoportba tartoddactobacillustdrzset hasznalnak fermentalt élelmiszerekben,
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azonban a harmadik, fakultativ heterofermentatiypogba tartozd actobacillusek kozul
szamos élelmiszerromlassal is kapcsolatba hozAXEI(SSON, 1998).

A Lactobacillusnemzetség fermentaciés tulajdonsagokon alaptulésbportjait, és
néhany ide tartozé fajt a 3. tablazatban mutatomkKiemeltem az altalam kékbiekben

vizsgalt torzsek fajait.

3. tablazat:Lactobacillus nemzetség fermentacios tulajdonsagokon alapéldsbportjai
(STILES & HOLZAPFEL, 1997)

obligat homofermantativ fakultativ heterofermemati obligat heterofermentativ
Lb. acidophilus Lb. casei Lb. brevis
Lb. delbrueckiisubsp.
_ Lb. curvatus Lb. fermentum
bulgaricus
) Lb. paracasesubsp. ) 3
Lb. gasseri _ Lb. hilgardii
paracasei
Lb. helveticus Lb. plantarum Lb. kefir
Lb. johnsoni Lb. rhamnosus Lb. reuteri
Lb. kefirgranum Lb. sakei Lb. sanfrancisco

A Lactobacillus nemzetségheterogén mivolta a DNS-Uk G+C mol% 0sszetételéisen
megmutatkozik. Az altaldnosan elfogadott, egy neéségbe sorolhatd térzsek G+C mol%
0sszetétele kozotti kulonbség nem haladhatja mé&Q &o-ot, azonban &aactobacillusek
esetében ez akar a duplaja is lehet, mivel DNS+ilkb&+C 6sszetétel 33-55 mol% kdzott
mozog (SCHLEIFER & LUDWIG, 1995). Elbbaddddan a molekularis bélyegek alapjan 8
filogenetikai csoportot is megkilonbdztetnek, arakbt egy-egy jellemizfajrél neveztek el
(DEAK, 2005; STILES & HOLZAPFEL, 1997). A filogerikhi csoportokat és azok az

erjesztési modozataihoz tartozo fajok szamat ablazatban mutatom be.
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4. tablazatLactobacillusfajok filogenetikai csoportjai és erjesztési méataz (DEAK, 2005)

Filogenetikai Jelendsebb fajok Erjedési mod szerinti fajok
csoport Homofermentativy Fakultatiy Heterofermentativ
Lb. fructivorans,
bruchneri | hilgardii, lindneri 0 1 1
Lb. casei rhamnosus,
sharpea, 3 4 0
paracasei
Lb. acidophilus,
delbrueckii crispatus, 14 5 0
helveticus
Lb. alimentarius,
plantarum farciminis, 1 7 2
pentosus
Lb. reuteri ferm_entgm, 0 0 12
vaginalis
Lb. sakei curvatus, 0 4 0
graminis
_Lb._ mali, murinus, r 5 0
salivarius agilis
Lb. brevis,
. . . 0 3 1
coryniformis bifermentans

A tejsavbaktériumoknak és koztik Lactobacillus torzseknek szamos olyan képvigét
tartjak szadmon, amelyek az élelmiszerekben az élvérnékek és eltarthatésadg ndvelésén tul
bizonyitottan jotékony hatassal vannak a fogyasetfdszségére.

2.1.2. Probiotikumok

A probiotikus kifejezést, ami annyit tesz, hogy ,@tetért”, az 1960-as években Lilly és
Stillwell alkotta meg (SENOK et al., 2005). A probkumok definici6 szerint 8l
mikroorganizmusok (élesmjombak vagy baktériumok), amelyek megfélehennyiségben
tortérd fogyasztasa jotékonyan hat a gazdaszervezet égeses(FAO/WHO, 2002). A napi
rendszerességgel, megfélahennyiségben (minimum 18ejt/nap, ez a mennyiség 1 deciliter
probiotikus ital fogyasztasaval értietl amennyiben az 1Gejt/ml koncentracidban tartaimaz
probiotikus baktériumot) fogyasztott probiotikus kmsiorganizmusok szamos egészségre
(LUCKOW & DELWAUNTY, 2004).
bizonyitottan @nyds hatasok széleskik lehetnek, mint példaul a laktdéz intolerancia

gyakorolt pozitiv hatast fejtenek Kki Ezek a
tineteinek enyhitése, a vérkoleszterin csokkené&senmunrendszer stimulalasa, az allergias
tinetek csokkentése, a gasztrointesztinali$Zégek megékese, illetve kezelése, valamint a
vastagbélrak kockazatanak csokkentése és az atdpiagmtitisz megékése (AVONTS et
al.,, 2004; KUSHARYATI et al., 2011; NUALKAEKUL & CHRALAMPOPOULOS,
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2011). Probiotikumkeént széleski@&n a Gram-pozitiv baktériumok kéb hemzetségét, a
Lactobacillus és Bifidobacteriumnemzetség tagjait alkalmazzak, azonbanEazherichia
Enterococcusés Saccharomycesiemzetségekbe sorolhaté fajokat is forgalomba dlozn
probiotikumként (HOLZAPFEL et al., 2001; ROLFE, 200A jelenlegi kutatasi eredmeények
azt mutatjak, hogy a probiotikus hatasok torzs-fipesak, tehat ha egy torzs éelyos
hatasokat mutat, akkor sem feltételedhbbgy egy masik torzs is hasonlé tulajdonsaggal bi
annak ellenére, hogy azonos fajhoz tartoznak (SENDHEI., 2005). Az Elelmezésiigyi és
Mezégazdasagi Vilagszervezet (FAO) valamint az EgéskpagVilagszervezet (WHO)
irAnymutatasai alapjan az élelmiszerekben alkalthgambiotikus mikroorganizmusoknak
képesnek kell lennitik talélni az emé&satornan tortén athaladast, azaz ellenallonak kell
lennie a gyomornedvekkel, illetve az epesavval &mem Tovabba képesnek kell lennitk
megtelepedni és elszaporodni az end&smdszerben. Ezen tulmien biztonsagosnak és
hatasosnak kell lenniik, valamint ezt a pozitivakata fermentalt termék eltarthatosagi
idejének egészen a végéig meg kealtniik (FAOAWHO, 2002).

Az élelmiszer- és a gyogyszeriparban a probiotidknhegfontosabb képvisél a
tejsavbaktériumok. Az 5. tablazatban  0Osszefoglalommz  élelmiszeriparban,
allattakarmanyozasban és a gyogyszeriparban legaplaén alkalmazott probiotikus

baktériumokat.
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5. tablazat: Leggyakrabban alkalmazott probiotiknesktériumok az élelmiszeriparban,
allattakarmanyozasban és a gyogyszeriparban (HOEEAPet al., 2001; GIRAFFA et al.,
2010)

Lactobacillusspp. Bifidobacteriumspp. Egyéb

Lb. acidophilus B. bifidum Enterococcus feacalis

Lb. brevis B.breve Enterococcus feacium

Lb. casei B. infantis Lactococcus lactis

Lb. curvatus B. longum Leuconostoc mesenteroides
Lb. crispatus B. lactis Streptococcus thermophilus
Lb. delbrueckiisubsp. B. adolescentis

bulgaricus

Lb. fermentum
Lb. gasseri
Lb. johnsonii
Lb. paracasei
Lb. plantarum
Lb. reuteri

Lb. rhamnosus

Legnagyobb szamban laacobacillusnemzetségbe tartozé fajok szerepelnek, amelyészint
igazolja, hogy a tejsavbaktériumok legfejgazdagabimzetségét van sz és széleskdrben
alkalmazhatoak az élelmiszeriparban, allattakarroafgban és a gyogyszeriparban egyarant.
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2.1.3. Tejsavbaktériumok anyagcseréje

A tejsavbaktériumok a szaporodasukhoz, életfolyaiklabz sziikséges energiat a tejsavas
fermentacion keresztll, a szénhidratok tejsavviitalsa soran nyerik. Ehhez alapiert két

fé6 dtvonalat hasznalnak: a glikolizist (Embden—-Megérhut) vagy a 6-
foszfoglikonat/foszfoketoldz Utvonalat. Az élebit a homofermentativ, utébbit a
heterofermentativ térzsek hasznaljak. A homoferatént tdrzsek azonos mennyiség
glukozbdl kétszer akkora mennyiségben termelnedavejt, mint a heterofermentativ térzsek,
mig az utobbiak a tejsav mellett ecetsavat és didndot is képeznek. E két savat termelik
legnagyobb mennyiségben, ezek jatsszaké asderepet a termékek savanyitasdban és
tartésitdsaban. Mind az izhatas, mind az antomdlgdtatas vonatkozasabaimglosebbek a
heterofermentativ metabolizmussal rendedkegjsavbaktériumok, mivel a tejsav mellett
ecetsavat is termelbaktériumok karakteresebb izvilagu termeéket képlezivalamint a
szinergista hatas miatt egyittesefisebb az antomikrobas hatdsuk is (KANDLER, 1983;
AXELSSON, 1998).

A szerves savak mellett fontos és kulénleges peerehet a laktobacilluszok
antomikrobas aktivitdsaban az altaluk termelt fehgalledi, antibakterialis anyagoknak, az
an. bakteriocineknek. A tejsavbaktériumok altahtelt bakteriocinek olyan riboszémalisan
szintetizalt és extracellularisan kivalasztott,6dleges vagy modositott, fehérje jelieg
altalaban 30-60 aminosavbdl allo petidek vagy pipinplexek, amelyeknek baktericid vagy
bakteriosztatikus hatasa van rokon fajokkal szemBé&tivitasuk viszonylag Sk spektrumd,
tobbnyire csak a sajat vagy a kozeli rokon fajdiejtik ki hatdsukat. Hatasmechanizmusukat
tekintve Bként a célorganizmus sejtmembranjdban képzett pkrddtal fejtik ki géatlo
aktivitasuk. E bioaktiv fehérjejellég anyagok genetikailag kodoltak, mely gének
kromoszoman, plazmidon vagy transzpozonon helydmteek el, ahol a bakteriocin
termeléséért és a termiedejt immunitasaért felés gének egy operonban csoportosulnak. Egy
ilyen operon kodolja &ltaldban a bakteriocin szeekiepeptidjeit, a bakteriocin membranon
keresztlli transzportjat és a terheldorzs szamara immunitast biztosito fehérjéket, a
szabalyozé fehérjéket, valamint a modosulé bakterek esetén az aktivva valas
folyamatanak enzimeit, illetve a segfehérjeket (CAPLICE & FITZGERALD, 1999; CHEN
& HOOVER, 2003). A Lactobacillus fajok termel(het)nek antifungélis fehérjejelieg
anyagokat is, de ezen anyagok tulajdonsagaikbankigi&nbtznek egymastol, s gyakran nem

lehet kategorikusan elkilonitetket a bakteriocinekt.
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2.1.4. Tejsavbaktériumok antimikrobas metabolitjai

A tejsavbaktériumok azon tulajdonsagat, miszeridpdsek mikrobaellenes anyagokat
termelni, az emberiség mar hosszu ideje kihaszeld|eniszerek tartdsitasara.
A sumeérok mar ifiszamitasunk étt 6000-ben fermentacio segitségével tartésitctédget.
A hus fermentécidjdnak moddszerét adsmhmitdsunk étti 15. szazadi Babilonidban és
Kindban dolgoztak ki. A zoOldségek fermentaldsasimert volt Kinaban mar az i.e. 3.
evszazadban (PEDERSON, 1971). Napjainkban is széebwiszer élvezeti és beltartalmi
ertékeinek, eltarthatosaganak novelése, illetve sethébségének javitasa ceéljabadl
alkalmazzék a tejsavbaktériumokat az élelmiszdvguar

Anyagcseretermékeik segitségével a tejsavbaktékurgatolhatjak a versetig
mikrobiota résztvetinek szaporodasat és igy az élelmiszerekben romi@sizo
mikroorganizmusok szamat is csokkenthetik. A tdpsdteriumok altal termelt antimikrobas
anyagok kozé tartoznak a szerves savak, hidrogéoxide diacetii (MESSENS & DE
VUGST, 2002), az antifungalis anyagok, mint péld&ilonbdd zsirsavak, fenil-tejsav
(LAVERMICOCCA et al., 2000), illetve az didleges gatlé anyagcseretermékek mellett
szamos egyéb antimikrobas anyag, koztik bakteeécitermelésére is képesek a
tejsavbaktériumok (DE VUGST & VANDAMME, 1994). Azban nem szabad elfelejteniink,
hogy ezeket az anyagokat nem a mi kényelmiinkénierhaa verserigmikroorganizmusok

ellen termelik.

2.1.4.1. Szerves savak

Hexo6zok fermentacidja soran homofermentativ Utofsat@at, mig heterofermentativ
anyagcsere soran tejsavat, ecetsavat, etanolégdisxidot termelnek a tejsavbaktériumok.
A gyenge savak alacsony pH értékerdtajesebb gatldaktivitassal rendelkeznek, mint
neutralis pH-n. A tejsavbaktériumok &ltal termeéit K6 sav kozll az ecetsav azésebb
gatlbanyag, amely széles spektrumban fejti ki Batagatolja az eélesajombak,
penészgombak és baktériumok szaporodasat is. EDmist részben a tejsavhoz képest
magasabb disszocidcids allandojanak. A két sav ré&kee nagyobb gatldaktivitassal
rendelkezhet, mint kilon-kilén, ami szinergens $ratatal.

Gyenge sav esetében csak a disszocialatlan malektbxikus, azonban disszocialt

savak esetében is figyeltek mar meg gatlo aktivitas
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A szerves savak disszocialatlan alakban bediffuradéh sejtekbe a sejtmembranon keresztul,
és ott fejtik ki gatld aktivitasukat mikozben dies@ldodnak a citoplazmaban ev
neutralishoz kézeli pH-n (OUWEHAND, 1998; CAPLICERTZGERALD, 1999).

2.1.4.2. Etanol

Az etanolt a heterofermentativ tejsavbaktériumotezéetik, amely vegyiletnek kdztudottan
antomikrobas hatasa van, mindazonaltal olyan kisc&otracioban termelik, hogy annak
mikroba-gatld hatasa minimalis (ADAMS & NICOLAIDES1997; CAPLICE &
FITZGERALD, 1999).

2.1.4.3. Hidrogén-peroxid

A tejsavbaktériumok oxigén jelenlétében képesekragién-peroxidot (KO,) termelni a
flavoprotein tartalmi oxiddzok, NADH oxiddzok éssauperoxid dizmutdz aktivitasan
keresztil. Hem forras hianyaban a tejsavbaktériuneyk termelnek katalazt, ami a hidrogén
peroxid akkumulalédasat eredményezi.

A hidrogén-peroxid baktericid hatasa a sejtekrakgyolt efs oxidald hatasanak
koszonhet, valamint a hidrogén peroxid kées soran az oxigén kotott allapotba kerdl,
anaerob kornyezetet okoz, amely bizonyos baktérkusaamara kedvéden (OUWEHAND,
1998; LINDGREN & DOBROGOSZ, 1990).

2.1.4.4. Széndioxid

A tejsavbaktériumok a hexdzok heterofermentativagogereuton tortérfermentacidja soran
termelik ©ként a széndioxidot, de mas anyagcsere utvonalakoképzddik CO, a
fermentécié soran. A széndioxid Kettantimikrobas hatassal rendelkezik. Egyrészt ahaer
kornyezetet eredményez a tertitkise, illetve dnmagaban is rendelkezik antomikrobas
aktivitassal, amelynek a pontos mechanizmusa még taljesen ismert, azonban a
feltételezések szerint gatolja az enzimatikus dekdlezodést és a keis lipidrétegben
tortérs akkumulacidja megszinteti annak permeabilitasatNG & NAGEL, 1975;
LINDGREN & DOBROGOSZ, 1990).
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2.1.4.5. Diacetil

A tejsavbaktériumok kozul &actobacillus, Leuconostoc, Pediococcés, Streptococcus
nemzetsegbe tartozo térzsek citratok metabolizacsgran termelnek diacetilt. A diacetil
aktivabban gatolja a Gram-negativ baktériumok z&8legs penészgombak szaporodasat, mint
a Gram-pozitiv csoportba tartozé baktériumok nodékét. A tejsavbaktériumok a
legkevésbé érzékenyek a diacetillel szemben. Aetllaceakciéba Iép a Gram-negativ
baktériumok arginin k@t fehérjéjével és ezaltal zavarja, illetve megakgmiéda az
argininhasznosulast (OUWEHAND, 1998; CAPLICE & FIGERALD, 1999).

2.1.4.6. Kis molekulatomedj antomikrobas vegyiiletek

Sokan beszamoltak mar a tejsavbaktériumok altahdkrkis molekulatomeg anyagokrol,
amelyek antibakterialis hatassal rendelkeznek. A knolekulatdtmeg mellett egyéb
tulajdonsagokban is osztoznak egymassal ezek aatésik, mint a [bstabilitas, széles
hatasspektrum, acetonban oldhatéak, tovabba akacspH-n aktivak. Illyen kis
molekulatdémed antomikrobas anyaglaactobacillus reutergltal termelt reuterin, valamint a
Lactobacillus casessp.casej Lb. caseissp. pseudoplantarunés Streptococcus boviéltal
termelt piroglutaminsav (TALARICO et al., 1988; OUBMAND, 1998).

2.1.4.7. Bakteriocinek

A bakteriocin elnevezést Jacob és munkatarsai talkdt953-ban, amelyet viszonylag kis
molekulatomed, fehérje jelleg antibiotikumként definialtak, amely az azonos &jhartozé
torzsek, illetve kozeli rokon fajok ellen fejt kiatidaktivitast a sejtek receptoraihoz vald
kotodés reven.

Az utébbi években egyre nagyobb figyelmet forditara tejsavbaktériumok altal
termelt bakteriocinek megismerésére, mivel ezelegytiletek hatékonyan helyettesithetik a
mesterséges tartésitoszereket az élelmiszerekthaltdsaganak és biztonsagossaganak
novelése céljabol.

Szamos kulonbdzrendszertani csoportba tartozé baktérium, koztitkram-negativ
és Gram-pozitiv is termelhet bakteriocineket (DE G&I & VANDAMME, 1994). E
peptidek tobbséglikben kationos tulajdonsaguak és ammnos toltés bakteridlis
membranokhoz tortén kapcsolodasukat koven membranpérusok kialakitdsa és
depolarizacio révén eredmeényezik a baktériumok tplésat.
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A termeb mikroorganizmus és az osztalyozasi feltételekjarapobb csoportba sorolhatok
(ENNAHAR et al., 2000; JACK & JUNG, 2000; CLEVELANEX al., 2001; MCAULIFFE et
al., 2001), amelyek kozul leginkdbb az | és |l astipa tartoz6 bakteriocineket
tanulmanyoztak. Az efs osztalyba tartozdkat lantibiotikumoknak nevezikmedyek
kilonleges amindsavosszetétddis fehérjek (GUDER et al., 2000). A masodik obk#ia
tartozd bakteriocinek kis molekulatontegnodositatlan, éstabil peptidek (NES & HOLO,
2000).

Szamos bakteriocin hatasos az élelmiszerben romdaterézest okozo baktériumok
ellen (VIGNOLO et al., 1996; DE MARTINIS & FRANC(,998; BREDHOLT et al., 1999)
Szamostejsavbaktériumok altal termelt bakteriocint iztdél és jellemeztek mar, amelyek
kozul néhany megkapta a potencialis antomikrobés statuszt. Ezek kdzil a legfontosabbak
a nizin, diplococcin, acidophilin, bulgaricin, heticinek, lactacin és plantaricinek
(NETTLES & BAREFOOT, 1993).

A kulonb6sd Lactococcus lactistorzsek altal termelt lantibiotikum, a nizin, a
legalaposabban tanulmanyozott bakteriocin és azetlegy olyan bakteriocin, amelyet
vildgszerte alkalmaznak élelmiszeradalékanyagkeBt Y ES-BROUGHTON et al., 1996).

A bakteriocinek csoportositdsaban o6sszetételik,ekntdtomegik és duiré-képességik
jatszott szerepet, ami alapjan & dsoportba lehet besorolfiket, amelyeket a 6. tablazat
foglal 6ssze.
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6. tablazat: Bakteriocinek osztalyozdsa (OUWEHAN®208, CLEVELAND et al., 2001,

CHEN & HOOVER, 2003)

Osztaly | Alosztaly | Bakteriocin | Termeb faj Tulajdonsag
(példa)
I A nizin Lactococcus | Megnyult Lantibiotikumok
lactocin S I(Lc._) pep_tlgek, kicsi (< 5 kDa),
actis pozitiv
Lactobacillus| téltéssel, lantionint és
sake pérusokat bé :
. étametil-
képeznek a
membranban| lantionint
B cinnamycin S_treptomyces KICSI,, goémb tartalmazé
ancovenin | cinnamoneus| alaku
Streptomyceg peptidek, peptidek
Ssp. specifikus
enzimeket
gatolnak
I lla pediocin Pediococcus | Listeriaval | Kis
PA-1, acidilactici szemben molekulattme§
AcH Lb. sake aktivak (< 10 kDa),
sakacin A, P lantionint nem
lIb lactococcin | Lc. lactis Két, tartalmazo,
G, M Lb. Kulonbo3 hostabil peptidek
plantaricin | plantarum peptidi®l
A'S, allé
EF, JK bakteriocinek|
lic acidocin B | Lb.
acidophilus
1] helveticin J | Lb. helveticug nagy molekulaju (> 30 kDa)
hoéérzékeny fehérjek
v Osszetett bakteriocinek: fehérjék
lipiddel és/vagy szénhidrattal
A termeb sejtlBl kijutva, a bakteriocinek etglleges célpontja a tobbi baktérium

sejtmembranja. Egyes bakteriocineknek ehhez sziksémn specialis receptor-fehérjékre a
membranban (Il osztalyba tartozok), mig mas babtereknek (I osztalyba tartozok) csak
megfeleb membranpotencial szikséges, hogy kapcsolddni takljancélsejt membranjahoz.
Ott porusokat képeznek, amelyek csokkentik a membp@enciélt és megzavarjadk a sejt
energia-ellatasat, novelik a membran atjarhatéosaggata porusokon keresztil a sejt kisebb
molekulai kiaramolnak, mig a nagyobb molekulak ereen képesek, a viz azonban bejut a
sejtbe, ndvelve az ozmotikus nyomast, amely végjiHlizist okoz (OUWEHAND, 1998). A
transzport folyamatok ilyetén megzavarasaval (gatal prekurzorok bejutasat és segitve az
DNS-

esszencialis kis molekulak kiaramlasat) kozvetvegzaearjak az RNS-, es

fehérjeszintézist.
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2.1.4.8. Megtapadas gatlas

Onmagukban nem antomikrobas anyagok, amelyek gltalimikroorganizmusok kitapadasat

a bélnyalkahartyan és ezzel megakadalyozzak a idi@pzdést.

A baktériumok szamara a legtobb kornyezetben igenot a fellleten torténkitapadas,
amely olyan koérnyezetben, fellleten is I€lvét teszi a szaporodasukat ahonnan egyébként
konnyen lemosddnanak, mint példaul a bélcsatornébafiolyadékszekrécido valamint a
perisztaltikus mozgas hatasara. A bifidobaktériunképesek megannyi enteropatogén és
uropatogén mikroorganizmus megtapadasat blokkolsi i@y megakadalyozzak azok
elszaporodasat (OUWEHAND, 1998; CAPLICE & FITZGERB/L1999).

2.2. Mikrobiologiai vizsgalati médszerek

A mikrobiol6giai vizsgalatok kezdetén, a XIX. szdzamaéasodik felében, a
mikroorganizmusokat a laboratériumban husleveslagyy ynas taplében elszaporitva gyakran
meég vegyes tenyészetekben tanulmanyoztadk. Louigeltass hasonloképpen veégezte
vizsgalatait, aki ennek ellenére zsenialis felfédekre volt képes. Robert Koch-nak és
munkatarsainak csak k#sb sikerllt a mikrobak tiszta tenyészeteit (csakyfélg
mikroorganizmust tartalmaznak), kezdetben zselatimmajd kéébb agarral mesterségesen
szilarditott taptalajon |étrehozni. igy letieé valt a mikroorganizmusok tulajdonsagainak
tiszta tenyészetekben tortetanulmanyozasa és valdos megismerése. A moédszervasi
mikrobiolégia terlletén kivil hamarosan ipari atkakast is nyert. A sor- és a borélészt
tiszta tenyészeteit is ennek a mddszernek a sgfitséhoztak létre, az @bit 1896-ban
Emil Christian Hansen, mig az utébbit az 1900-ak&tején Miller-Thurgau.

Szamos ma is hasznalt mikrobiologiai vizsgalati sz&d tobb mint szaz éve alakult ki.
Vildgszerte a vizsgalatok millioit végzik éventeekkel a hagyomanyos tenyésztéses
mobdszerekkel annak ellenére, hogyg-idnunka- és anyagigényesek, az eredmény gyakran
csak tobb napos vizsgalatsorozat utan értéke(EAK, 2006a; DEAK, 2006b).

A mikrobiologiai vizsgalati modszerek tovabbfegasseinek céljai, hogy gyorsabban,
tobb mintabdl, kevesebb &lmunkaval, olcsdbban és mégis informativabban pissu
eredményekhez. Ezeknek a céloknak a megvaldsitAs&omikrobiologia szamos
tarstudomany és szakterilet eszkoztarat hivhagjgsggul, mint példaul az analitikai kémiat,
a fizikai kemiat vagy az enzimoldgiat, az immunka@miat, a biotechnoldgiat,és a
molekularbiologia és génsebészet eredményeit isgl meédig a szenzor- ésinzerfejlesztést,
valamint az elektronika és szamitastechnika esakdiiztamelyek segitségével a korfizer
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mikrobiolégiai modszerek képesek a mikroba-biomasszzelektiv kimutatasara, a
mikrobaszaporodas, illetve anyagcsere-termékeikhatégozasara (FARKAS, 1998).

A mikrobioldgiai vizsgalati modszerek kéb £soportra bonthatéak aszerint, hogy sejtszam
meghatarozas vagy detektalas a cél. Ablal csoportba tartoznak a kvantitativ modszerek,
mig az utébbiba a kvalitativ eljarasok (JASSONIg2810).

Az élelmiszer-mikrobiol6gidban a minta tomeg- vdgsfogategységre vonatkoztatott
mikroba szdménak meghatdrozdsa altaldnos és ak é&pfiontosabb feladat. Szamos
modszer létezik, amely alkalmas a mikroorganizmusgimanak meghatarozasara. Aszerint,
hogy a modszer az 6sszes sejtszam vagy csak 6z ndghatarozasara alkalmas, két
csoportba sorolhatjukket. Az utébbi csoportba azok a sejtszam meghaidranddszerek
tartoznak, amelyek a mikroorganizmusok tenyésztedapulnak, az efs csoportba pedig
azok sorolhatok, amelyek optikai, fizikai, kémianmun-analitikai, illetve molekularbiologiai

alapokon nyugszanak, kdzvetve mérik a sejtszam@gK1977).

2.2.1. A mintaebkészités és -kezelés féflése

Az eredményes mikrobiologiai analizis egyik legtisgbb Iépése a megfdiel
mintaebkészités, amely nélkil nem kapunk reprezentatidneéayt. A mikrobiologiai
technikak fejpdésével és miniatlrizdlasaval a mindkékzités kritikussa valt, amelyet
aszerint, hogy szilard- vagy folyékony anyagbolil&rél-, illetve leve@bdl szeretnénk
mintat venni, négy csoportba oszthatunk.

A szilard minta dlkészitésében és higitasdban nagy segitséget akntaz
automatizalt higitd rendszerek, amelyekbe csak Qéknéa vizsgalandé mintat és az
automatikusan higitja azt a megadott higitasi fakto megfelelen (gravimetrias higito,
Dilufo, Dilumacher). Higitas utan a mintak homogetasa szikséges, amelyet kezdetekben
turmixgép segitségével végeztek azonban szadmosangatr miatt Ujabb maodszerek
kidolgozasara volt sziikség, igy jelentek meg a guiamintegy 35 éve az uUgynevezett
Stomacher, Masticator, illetve Pulsifier berendekésamelyek megnoévelték e inelet
hatékonysagat. A Pulsifier cglye az az6 ket berendezéssel szemben, hogy a szilard
mintak roncsolasa nélkil képes azok fellleténividlebelsejében Iév mikroorganizmusok
higité folyadékba juttatdsara, ezaltal tisztabb tévial dolgozhatunk tovabb és a kapott
eredményink megegyezik a roncsolasos technikapaitkaredménnyel (FUNG, 2002).
Folyadékmintak esetében konnyebb dolgunk van, ahelyszamos pipettazé automata és

higité berendezés még egysié tesz.
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A fellleti mintavételezésnél gyakran hasznalnakilshedvesitett vattat, amelyet az
ismert nagysagu felllet torlését kdsen higitdé folyadékba helyeznek és dids ezt a
folyadékot oltjak le agarra, azonban a biofiimektében ez nem megfedeinintavételezési
eljaras, ilyen esetekben pl. cellux hasznéalata mdégbjelenthet.

Leved mintavételezés esetében kezdetben a passziv étielieresi technikak voltak
jellemzek, amelyek azonban nem nyujtottak megteksledmeényt, igy ezeket a technikakat
felvaltottak a hatékonyabb aktiv mintavételezésihtekak, amely soran egy berendezés
segitségével (Anderso Air Sampler, SAS sampler, MAS sampler) ismert mennyiseg
levegt szivunk, amelyet a berendezésben elhelyezefirdzihptalaj feliletére aramoltatunk,

majd a taptalajt inkubatorba helyezzik és szamaljtidepeket (FUNG, 2002).

2.2.2. Az 0sszes &€kejtszam meghatarozas modszereinek fégdése

A legfontosabb informacio az élelmiszerekkel kapeathan az 6sszeséesejtszam, amelyet a
mar tobb mint 100 éve kifejlesztett lemezontésehrtika segitségével képesek vagyunk
megadni, azonban ez a modszer szamos anyags geig/es Iépést tartalmaz.

Az utébbi 30 évben j0 néhany Uj modszert fejlesekeki, teszteltek, amelyeket ma is
hatékonyan hasznalnak telepszam meghatarozasral,Ahagy gyorsabb, egysibb és
olcs6bb meghatérozast tegyenek lé6hét

Az elmult években szamos ,real-time” 6élsejtszam meghatarozasi maodszer
gyorsitasat oldottak meg, amelyek a& géjtek vitalis festésén (DEFT technika, Chemunex
Scan RDI rendszer), illetve ATP detektalason (Mitao rendszer) alapulnak.dglyik, hogy
sok minta egyidéj és gyors vizsgélatat teszik lebwt, azonban ezekhez a mdédszerekhez
kordltekind mintaebkészités, dmés, a szin reagensek helyes kivalasztasa és draga
berendezések szilkségesek.

A hagyoméanyos lemezontéses, szélesztéses teldpkzson alapuld él sejtszam
meghatarozas helyettesitésére kidolgozott MPN nedtlsz mar 100 éve alkalmazzak
rutinszefien a mikrobiolégidban, amelynek a miniatirizalasaizel egyitt gyorsitasat és
egyszeifisitéesét mar 1968-ban Fung és Kraft, illetve 1969-Feung és LaGrange
megvaldsitotta. Az eredetileg kémcsdvekben nagynyis@di taptalaj igény higitasok
helyett, 96-lyuka mikrotiter lemezen végezték éligitdsokat, amely egyszerre akéar 12 minta
8 tagu tizszeres tovafutd higitasat vagy 4 ming@diuzamosanak hasonlé szamu higitasat
tette leheivé. A modszert kébb tovabbfejlesztették automatapipettazéd robot ridaraval,
amely pontosabb higitast tesz Iévét (WALSER, 2000).
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Az immunologiai modszerek viszonylag Ujnak szandkana mikroorganizmusok
sejtszamanak meghatarozasara alkalmazott eljar&daktt, azonban mar ezeknek a
mobdszereknek is szamos automatizalt gyors és raiigatt formaja létezik (VIDAS, EIA),
amelyek segitségével akar 10 perc alatt lehetségeskérokozdé vagy patogeén
mikroorganizmusok jelenlétének vagy hianyanak kataga (VIP, Eclipse). Azonban ezeket
a modszereket leginkdbb a nemkivanatos mikroorgarspk, illetve azok toxinjainak
kimutatasara alkalmazzak, mintsem azok sejtszamaegkatarozasara (FUNG, 2002).

A DNS- illetve RNS-alapu technikak is széledlgir alkalmazhatdéak a mikrobiologia
teriletén, mind azonositas, mind sejtszam meglEdban, azonban az identifikalas
terlletén alkalmazzak elterjedtebben.

A mikrobapopulaciok szaporodasa soran bekovétkeztozadsok monitorozasara,
mint példaul az ATP szint, specifikus enzimek, gektromos impedancia, vedképesseg
pontos meérésére berendezések szilkségesek. Az éxdak szek a fdszerek is szamos
Ujitason mentek keresztil, amelyek precizebb éssgpb mérést tesznek letwd és igy
pontosabb képet kaphatunk a mikrobaszamraol.

A mikrobak anyagcseretermékeire vagy enzimeirenyufd kémiai-biokémiai
modszerek koézé sorolhatdéak a reduktdz probak (werazTTC, metilénkek, MTT stb.),
melyek soran az é&lsejtekben jelenlév mikrobialis dehidrogenazok a hidrogént atviszik a
szubsztratrél a festékre, amely szinvaltozason rdeégé mikroba-szaporodast kigéredox-
potencial csokkenés meérése alkalmas lehet a midisbaktivitas kimutatasa mellett az
elésejtszam becslésére is. Erre vonatkozoan a 20adz® harmadatol kezgtoen festek-
redukcios probak terjedtek el, déah a tej mikrobiologia allapotanak relative gyors
meghatarozasara.

A szaporodas detektalasara tetrazolium sok (TTKaraazasa is elterjedt. Tengerdy
€s munkatarsai (1967) TTC szinintenzitds meréséwvesgaltak Escherichia coli és
Staphylococcus aureusszaporodasat. A mérés sordn TTC-t adtak a vizsgdlan
mikroorganizmusok szaporodé tenyészetéhez és a-4ithn mérték a vords siformazan
(a TTC redukalt formaja) szinintenzitasat 420 nnildmuhosszon. Azt tapasztaltak, hogy a
szinintenzitds 6sszeflggésben van a baktériumok Rdfzaadasa &ti szamaval (KISS,
1977)) A modszer kezdetben még csak jelenlét vagy hiamutdatasara volt alkalmazhato,
azonban fejlesztések és UGjabb indikatorként haszredlinezékek alkalmazaséaval,
meghatarozott kérilmények kozott a mikroorganizrikuslé sejtszamanak kvantitativ, gyors

€s pontos meghatarozasat teszik l@ret
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2.2.3. Tenyésztésen alapulé médszerek

A tenyésztésen alapulé klasszikus mikrobiol6giaidenirek az 6| szaporodasra képes
mikroorganizmusok kimutatasara €s az ismert meRgyis minta sejtszamanak
meghatarozasara alkalmazhatoak

Ez a sejtszam gyakran a szilard taptalajon, ageden kifejbdott telepek szamanak a
meghatarozasat jelenti, feltételezve azt, hogy prinegyes telep a taptalajra oltott egy-egy
sejtdl alakult ki. Azonban ez a feltételezés nem mindeatben allja meg a helyét, mivel
még a megfeléen homogenizalt mintaban is maradhatnak sejtcsaad@ejtlancok, amelyek
inkubalas utan egyetlen telepet képeznek. Ezérgjmzam helyett gyakran hasznaljak a
telepképd egységek szamat (tke vagy cfu).

A telepszam meghatarozasa és mas sejtszamolasezenddscsak bizonyos hatarok kozott
végezhet el kellb pontossaggal (pl. 30-300 kozt), ezért a minta alikszamat higitassal,
esetleg koncentralassal be kell allitani.

A telepszdm meghatarozaséra leggyakrabban alkettrié® modszer a lemezontés és
szélesztés, amely modszerek soran a me@felkl vélt higitasi tagokbol megadott
mennyiséget pipettazunk a még folyékony halmazdligpolvasztott taptalajba, vagy a mar
elére elkészitett, szilard taptalaj feluletére visstllés teritjik szét a mintat.

A masik, sejtszam meghatarozasra gyakran alkalmatidras a legvaldszibb sejtszam
modszere A legvaloszifibb sejtszamot (most probable number, MPN) folyékony
tapkdzegben, a szaporodast mutato, zavarossa eidy@szetek szama szerint matematikai
statisztikai modszerek segitségével hatarozzuk meg. a modszer az &6 két
telepszamlalasos modszer pontossagatol elmaradbazaalacsony sejtszamu mintaknal is
alkalmazhato.

A telepszamlalason és tenyésztésen alapuld ma@ksednyei, hogy érzékenyek és
rugalmasak, azonban a legnagyobb hatranyuk, hody i#&iértékelésikhdz 3-5 nap
szlikséges), anyag- és munkaigényesek.

A moddszertani fejlesztések évtizedek 6ta arra wlmak, hogy a hagyomanyos tenyésztéses
eljarasokat meggyorsitsak és automatizaljak, csikke ezzel azok munka-, dd és
anyagigenyét, illetve Uj, nem tenyésztésen alamyors és automatizalt mddszerekkel
kivanjak helyettesiteni azokat.

Az ilyen iranyu torekvések a tenyesztésbtichem csak a minta @dészitésének
(stomacher), higitasanak (gravimetrias higité Ké&xitaptalajra tortéh felvitelének (spiral
lemezeb készllék) a taptalaj kiadagolasanak, illetve aedexények kiertékelésének

automatizalasaval (automata telepszamlalo beresjl@zeizsgalathoz szikséges munéaid
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csokkentik le. A taptalajok ékészitésének gyorsitasat eredményezik a gyari kesiott
tapkozegek, illetve a taptalajkészités hosszadaimaikajat kivalthatja az &e elkészitett
valamilyen hordozéfellletre felvitt megszilarduliptalajt tartalmazé egyszer hasznalatos
tesztek alkalmazéasa. llyenek lehetnek az un. bémaagy erinblemezes modszerek (pl. dip
slide, contact slide, petri-film stb.), amelyek alkazhatésaga kiterjed a folyékony
élelmiszerek mikrobaszaméanak, szilard élelmiszeielileti szennyezettségének (szilard
élelmiszerBl alapszuszpenziét készitve azok 0sszcsiraszdmdaneghatarozasara is),
valamint munkafelUletek tisztasaganak €s a szerh@ignia vizsgalatara is.

A kromogén és fluorogén szubsztrat tartalmu ajdipszelektiv taptalajok (Petrifilm,
Compact Dry, SimPlate, Tempo, Coliert, Soleris)ahtkazasaval egyetlen taptalajon tdbb
mikrobat, mikrobacsoportot tudunk elkiloniteni. Bzdaptalajok alapelve, hogy a
baktériumok szaporodasuk soran specifikus enzimeeketelnek, melyek a taptalajban dév
egy vagy tobb kromogén vagy fluorogén szubsztré&tadim-szubsztrat reakcioba lépnek,
melyet szinreakcid kovet. A kromogén taptalajok itségével helyettesithetiink egyes
biokémiai teszteket. Hatalmasépyik e taptalajoknak a nagy specifikussag, kdénny
felhasznalhatésag, mely a mintak értékelését gyarsés igy a laboratérium atereszt
képesseégeét is noveli (JASSON et al., 2010).

A hagyoményos eljarasok esetében nagymeértékben tmegithetik és felgyorsithatjdk az
elokészileteket és a munka elvégzését a mosas dezatennebhzését lehéivé tevb egyszer
hasznalatos tiranyag eszkdzok (Petri-csésze, pipetta, oltokacs) is

Az utébbi évtizedek fejlesztései jeléaen megkodnnyithetik és felgyorsithatjak a klassziku
tenyésztésen alapuldé modszerekkészileteit és kiértékelését, emellett csdkkerkhat
esetleges hibalehitégeket (higitas, sejtszamlalas), azonban a taggaszg mindig sok &
vesz igénybe. EHb adodoan a térekvések mindinkabb a tenyésztéstomekejtszam
meghatarozasi moddszerek fejlesztésére és autotaatira irdnyulnak (DE BOER &
BEUMER 1999; DEAK, 2006a).

2.2.4. Mikrobaszam becslés kozvetett moédszerei

Ezeknél a technikadknal valamilyen, a mikroorganigolumennyiségét jellenizparamétert
mérink és ezekib az értékekbl kdvetkeztetiink a sejtszamra. Az ilyen meghat&okaal a
korrelaciot ebzetesen felvett kalibracios gorbével kell meghatdro amelyet ismert
koncentracidju sejtekib készitett higitasi sorozat és a higitasi tagokbdnz6, mért jellemi

érték fliggvényében abrazolunk.
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A sejtszam kozvetett becslése torténhet optikainbiditas mérés, aramlasos
citometria), kémiai- (fehérje-, szervesanyag-, &zanyag-, ATP meghatarozas,
enzimaktivitas mérés) és fizikai modszerek (tomeagsé impedancia és konduktancia

meéréseén alapulé mddszerek) segitségével.

2.2.4.1. Indirekt kémiai médszerek

A mikroorganizmusok szamanak kémiai modszerek segfivel tortéhh meghatarozasa a
sejtekben valamilyen allandé aranyban jeleéil@sszeted mennyiségi meghatarozasan
alapul. llyen dsszetévlehet példaul az ATP, amelyet minderd &kjt tartalmaz és a sejt
pusztulasa esetén gyorsan elbomlik. A mdodszer mykogy a mintdban jeleni&®ATP a
luciferin-luciferaz enzimreakcid hatasara fénykik@ds mellett elbomlik és ezt a
fényintenzitast az erre a célra kifejlesztett luomréter segitségével mérhetjik. A fény
intenzitasa és az ATP mennyisége kozott szorosefiggyes tapasztalhatd. Az eljaras
érzékenysége igen nagy, akar 5-10 étssjt vagy 100 baktériumsejt kimutatasara is képes,
€s csupan 15-20 percet vesz igénybe. A médszgékieppen fellletek és eszkdzok higiéniai
vizsgalatara hasznaljak, mivel az ATP jelen vandemaktiv anyagcserét folytatd sejtben,
igy az élelmiszerekben jelenlkev allati és novényi sejtekben is. Kizarélag a
mikroorganizmusok kimutatasdhoz szilkség van egyelt®g lépésre ahol a szomatikus
ATP-t elkllonitjuk a mikrobialistdl (szés), vagy a szomatikus sejtek degradaciojat kell
eléidézni a mintdban, ami viszont a moddszebigényessegét hosszabbitja meg, illetve
csokkenti annak érzékenységét. Tovdbbd a modsnéallh tényesdi, a pH, fmérséklet,
valamint a jelenlé¥ luciferaz inhibitorok, illetve mas egyéb téngkzs befolyasolhatjadk a
folyamatot (GRACIAS & MCKILLIP, 2004; DE BOER & BEMER, 1999).

Penészgombak kimutatdsara leggyakrabban haszmfitekh kémiai analitikai médszer a
gombék sejtmembranjdban jelerdégrgoszterin meghatérozédsa folyadék vagy vékonyréte
kromatogréfia segitségével.

Ide sorolhatok még a mikrobak anyagcseretermékeagy enzimeire iranyulé kémiai-
biokémiai modszerek, amelyek meghatarozott korijreBnkozott szintén alkalmasak
lehetnek a mikroorganizmusok kvantitativ meghatéséra. llyen alapontk6dé médszerek

a reduktaz probak (rezazurin, TTC, metilénkék, M&H.), amelyek soran azéésejtekben
jelenléws mikrobialis dehidrogenazok a hidrogént atviszikzaibsztratrol a festékre, amely
szinvaltozason megy at. A szinvaltozas meértékkbvetkeztethetiink a mintaban jelerdév
mikroorganizmusok szamara (MOSMANN, 1985; DE BOERB&ZUMER, 1999; DEAK
2006a; KISS, 1977).
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2.2.4.2. Indirekt fizikai modszerek

E mddszerek esetében a mikroorganizmusok szaperoélés bekdvetkezett valamilyen
fizikai mennyiség megvaltozasat kovetjik nyomoraaastkalmas szenzorok és detektorok
segitségével, amelyetdoelozetes kalibraciot kovéen kovetkeztethetlink az aktualis, illetve a
kiindulasi sejtszamokra. llyen eszkozok/médszeraielyek az elektromos ellenallds és
vezetképesség mérésén alapulnak a Bactometer, BacTralthud és RABIT. A mérés
alapja, hogy a mikroorganizmusok anyagcsere-tewdégiknek koszonhin
megvaltoztatjak a taptalaj vedképesseégét. A taplevesbe helyezett elektrodakssegivel
mérik a vezdiképesség valtozadsat megadotikiszonként. Egy ére meghatarozott
kliszObérték elérése esetén a berendezés meghatéamzan. detekcios dtl amelyll
kovetkeztethetink a mintaban &ékezdeti mikrobaszamra, természetesen csak megfelel
kalibraciot koveben. Az ugynevezett indirekt konduktimetrias modszenikroorganizmusok
altal termelt széndioxid altal okozott vedledpesség valtozast regisztralja. Ebben az esetben
az elektrodok nem érintkeznek kozvetlenidl a mintaMalthus, RABIT), hanem egy
elkllonitett méscellaban 166 KOH vagy NaOH oldatba merilnek. Széndioxid degs
esetén elnyébdve a lugban karbonatok keletkeznek, amelyek ade@ireldathoz képest
alacsonyabb vezétépességet eredményeznek.

Egy masik fizikai paraméter, a fényaterésképesség valtozasanak méréesével is
lehetséges a mikrobak szaporodasanak vizsgalatanodszer lényege, hogy a tiszta
oldatokban a mikroorganizmusok szaporodasa zavdésts@koz, amelynek mértéke aranyos
a sejtszammal. Ezt a zavarosodast valamilyen fdridseautomata berendezés segitségével
mérhetjuk és megfekglkalibraciot koveten az adatokbdl kovetkeztethetiink a sejtszamra is.
A modszer igen egysZereés egyszerre akar szamos paraméter hatasat gaiiaguk,
azonban hatrany, hogy csak tiszta tenyészetek gyedfisére alkalmazhato,
élelmiszermintakéra nem (DEAK, 2006a).

Az utébbi 20 évben egyre nagyobb teret hoéditanalszabjektiv érzékszervi
vizsgalatokat is helyettesjt objektiv gyors, roncsolasmentes és vegyszert gyl
modszerek/riszerek. llyen pl. az elektronikus orr a NIR (kdzafravorés spektroszkopia -

near infrared spectroscopy) és a Mikrokalorimetria.

2.2.4.3. Immunologiai moédszerek

Azok a mobdszerek sorolhaték ide, amelyek immunaldgilapokon hatarozzak meg a
mikroorganizmusok sejtszamat. Ezeknél a mddszerekndegnagyobb problémat az
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jelentheti, hogy nem tudnak kulonbséget tenni a& é& holtsejtek kozott, illetve
elészaporitast igényelnek. Ezeket a modszereket ink&bokozo, illetve patogén

mikroorganizmusok gyors kimutataséra alkalmazzékt sejtszdm meghatarozasra.

2.2.4.4. Molekularis biolégiai médszerek

A molekularis biologiai alapokon nyugvo technikdkadmazasaval lehéség nyilik akar a
mikroorganizmusok sejtszamanak meghatarozasaezasban e technikakat |égeppen a
mikrobiolégidban a mikroorganizmusok gyors kimusa#a identifikalasara alkalmazzak.

A molekularis technikék altaldban egy vagy néhaisydmelt gén vagy jellemdmnukleinsav-
szekvencia kimutatasan, vizsgalatan alapulnak, yaket a legtobb esetben az adosierly
fenotipusos jellentd alapjan valasztanak ki. A molekularis diagnosatikmddszerek
alapveten haromféle eljarason alapulnak, a sejiéldivont DNS kozvetlen vizsgalatén, a
hibridiz&cids technikékon, és a polimeraz lancreak¢(PCR).

A sejtekldl izolalt genomi DNS restrikcios endonukleazos ertése, majd
agarézgeélben valé elektroforézises elvalasztasaa ékapott DNS-savok mintazatanak
értékelése az orokianyag kdzvetlen vizsgalatan alapul6 eljarasok l€mélhatdé moédszer,
amelyet RFLP (restriction fragment length polymasph = restrikcios fragmentum méret
polimorfizmus) technikanak neveznek. A mddszer égey hogy az izolalt kétszali DNS-t
hasité enzimek, a restrikcios endonukleazok spefifelismerési és hasitasi hellyel
rendelkeznek. Ez a specifikussdg 4-8 nukleotid hiessgu szekvenciara vonatkozik, amelyet
az enzim felismer, és egy sikban vagy lépes elhasitja mindkét DNS-szélat. Az emésztést
koveten kulonbod hosszusagl DNS szakaszokat, fragmentumokat kapamielyeket
gélelektroforézissel elvalasztva egy mintazatotynégezett molekularis Gjlenyomatot
(,fingerprint’-et) kapunk, amely az adott mikroorgamusra jellemé.

A hibridizacios technikdk segitségével a cél olymek kimutatasa, amelyek az
azonositani kivant mikrobak jellethzyénjeinek tekinthék. A hibridizacié végbemenetelét
specidlis jel6lési eljarasokkal mutatjak ki, korabbradioaktiv jel6lési modszerek voltak,
méara azonban kiszoritottabéket a nem radioaktiv (4n. hideg) jelolések, mintdgél a
fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH) amely a lekolaris modszer érzékenységét és
specifitasat koti 6ssze a mikroorganizmusok latéatéetelével, éifordulasuk helyéen. A
FISH mddszer fluoreszcens festékkel jelzett spagsfinukleinsav-probak hibridizaciéjan
alapul a helyben rogzitett intakt sejtek cél-DNSksencidjahoz. A fluoreszcens jelzés
epifluoreszcens mikroszkdppal, aramlasos citomglteragy |€ézer szkennerrel mutathato ki.
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A célgén kimutatdsahoz hasznélt nukleinsav-probétketnek homoldég DNS- vagy RNS-
szekvenciak,& mesterséges un. peptid-nukleinsav (PNS) prohakdtejlesztettek, amelyek
az ebz6 két nukleinsav-probakhoz hasonld, de annal kethierulajdonsaggal birnak.

Elelmiszer-mikrobiologiai alkalmazasa a molekidatiibridizaciés maédszereknek
elsssorban a patogén baktériumok megbizhat6 faji itlkatasa, reprodukalhaté torzsi s#int
azonositasa és jellemzése (tipizalasa) terile¢éjedtki (BELAK & DEAK, 2007; JASSON
et al., 2010; BELAK et al., 2011; LOPEZ et al., 21

A polimeraz lancreakcio (PCR = Polymerase Chaiacien) specifikus nukleinsav
szekvenciak in vitro sokszorozasara alkalmas aljafelynek segitségével kis mennyiség
DNS, akar 1 kopia is kimutathato.

Az eredeti eljarast a Cetus cégben dolgoztak kilipMés Saiki, és a Scienceben
ismertették 1985-ben fa-globulin gén amplifikalasara. A modszer U; tavkabnyitott meg a
kutatasban és a diagnosztizalasban. A reakcio tekben végbemén DNS replikaciot
utdnozza, a sokszorozandé DNS templat mentén a pli@erdz Uj DNS-t szintetizal. A
sejtben az enzim wkodéséhez RNS indité molekulara, primerre van sajikamelyet a PCR
technikaban mesterségesedaditott oligonukleotid molekulak helyettesitenek.

A PCR alapmodszer érzékenységét és specifikussagatos modositassal novelték, és tjabb
irAnya vizsgalatokra tették alkalmassa. A szamd®zd kozul csak néhany jelésebbet
emlitek az alabbiakban.

A PCR reakci6 érzékenysége Iényegesen megnotedzetin. fészeknested)-PCR
modszerrel. Ennek Iényege, hogy két specifikus @ripart alkalmaznak. Az €lin. kil$
primer part kevéssé szoros amplifikacidés korulménk@ézott, igy a kisebb mennyiségben
jelen 16\ cél DNS is biztosan felsokszorozédik. Ezt kidest egy Un. betsspecifikus primer
part alkalmaznak szoros amplifikacidés kortlmeényelzdit, amelynek soran az &l$CR
termék cél DNS-¢é valik (MEYER et al., 1996).

A ,multiplex PCR” mddszer esetében egyitleg alkalmaznak tébb mint egy primer
part. Az egyik lehet egy éaltalanos primer par, anaghplifikacios kontrollként ritk6dik, mig
a masodik a kimutatni kivant génre specifikus (GHERMet al., 2004).

A reverz transzkripciés PCR (RT-PCR)reakcio soran nem csak DNS-t, hanem
kozvetve RNS-t is lehetséges amplifikalni. Ehhepndan a reverz transzkiptaz enzim
segitségével 86z6r az RNSél egy kiegésztt DNS-széalat (cDNS) kell szintetizalni amely
templatként szolgal az egystiePCR reakcidhoz. A mddszer legnagyoblbnge, hogy
segitségével az RNS virusok is kimutathatok és@sdtmatok, tovabba azéétle szaporodni
nem képes sejtek kimutatadsa is kimutathatdak a @R-Begitségével (SHERIDAN et al.,
1998).
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PCR-RFLP a PCR moddszer és a restrikcios enzimekkel végzitds (RFLP)
kombinaldsaval nagymértékben megnovélhet vizsgalt DNS-ek kozti kilénbségek
kimutathatosdga (WOLF et al., 1999).

A PCR technikan alapulé modszerek altalaban csa¥ BNS kimutatasara, illetve az
azt tartalmazé mikroba jelenlétének vagy hianyakakutatasar alkalmasak, fliggetlenul
attol, hogy a keresett mikroorganizmus milyen szampolt jelen. A valés idéj,real-time”
PCR segitségével az adottloen jelenléd cél DNS nemcsak kimutathatd, hanem a
mennyisége is meghatarozhaté. A kvantifikadlason llkivez éb és holt sejtek
megkulonboztetésére is alkalmas. A real-time PCRisnér 1ényege, hogy a PCR termék
amplifikalédasa soran egy fluoreszcens festékKéltjspecifikus génproba mennyiségét is
detektéljuk, amelynek mennyisége aranyos lett yafoht soran sokszorozédott DNS
mennyiségével (WONG & MEDRANO, 2005).

Posztamplifikacios médszerek:

A PCR-termék kimutatasa és tovabbi elemzése todhdph torténhet. Legegysibb
esetben az amplifikalt DNS-t agar6z gélben futkagd etidium-bromiddal megfestve UV
fényben vizsgaljak (AUSUBEL et al., 1989). A fu#tat nagyobb eérzékenyséaqgardz
(metafor) vagy poliakrilamid gélen is torténhetazsetidium-bromid helyett SYBR Green |
festék is alkalmazhat6 a gél festésére. A SYBR Gé#-100x nagyobb érzékenységgel bir
mint az etidium-bromid (SINGER et al., 1994). A neék kimutatasa immunoldgiai
reakcioval is 6sszekotheti (PCR-ELISA). A hagyonamygélelektroforézis helyett kapillaris
elektroforézist alkalmazva az amplikonok méretorggn és pontosan meghatarozhato
(DOOLEY et al., 2005). A fluoreszcens festékkebleprobak pedig lehetivé teszik a PCR
reakcio kovetését valds idiben (pl. TagMan).

A molekularis bioloégiai modszerek a legmoderneldzhnikak kozé tartoznak,
amelyek a mikroorganizmusok gyors (akar egy oragpardos kimutatdsat, identifikalaséat és
akar azok sejtszamanak meghatarozasat isthshétszik, azonban a legtébb esetben a gyors
modszerekhez a vizsgalni kivant mikroorganizmusidszaporitdsa szikséges a megéelel

mennyiséd és mirbsédi DNS izolalasahoz, amely 6 — 48 orat is igénybestieh

2.2.4.5. Bioszenzorok

Az alapdtlet igen egyszier azonban a tényleges megvalésitasa rendkivil t@sszés
miiszerigényes. A moédszer |ényegében egy hordozéhtitt ké@lamilyen bioldgiailag aktiv

anyag, ami lehet enzim, antitest, nukleinsav mdieksejtszerv vagy egész sejt, amely egy

33



detektorhoz és egy jeladohoz kapcsolodik. A jelddbet elektrokémiai (feszlltség,
konduktancia), optikai (fény, biolumineszcenciajoflieszcencia) vagy mas jel (termisztor,
piezoelektromos kristély, kvarckristély). A bioseenr érzékelhet toxint, specifikus patogént,
antibiotikumot vagy mas hatéanyagot. A modszényt, hogy rendkivil szelektiv és gyors,
azonban a koltségeken kivul problémat okozhat, hedyiologiai erzékék aktivitasukat
elveszthetik.  Mikroorganizmusok sejtszdménak megbatsa a tomegérzékel
kvarckristalyhoz kotott specifikus antitest bioszensegitségével torténik, amely esetében az
elé és holt sejtek megkulonboztetése problémat jegerfibE BOER & BEUMER, 1999).

2.3. Tetrazolium sék és formazan kristalyok alkalmaasa ébsejtszam meghatarozasra

A tovabbiakban a tetrazélium sok és formazan Hiistéfelfedezését és alkalmazhatésagat

mutatom be réviden.

2.3.1. Torténelmi attekintés

A tetrazoélium sok a heterociklikus szerves vegyaketgy nagy csoportjat alkotjak, amelyek
kozul az elét 1894-ben Pechmann és Runge allitotta Ekkor azonban még a bioldgiai
redukcios folyamatok indikéatoraként toréemlkalmazhatosagat nem ismerték, a folyamat
biokémiai hattere ismeretlen volt. A tetrazoliunk $&gnagyobb jeleldsége abban a némileg
szokatlan tulajdonsagaban rejlik, hogy redukcidéavetten ebsen szinezett Ugynevezett
vizoldhatatlan formazan keletkezik 6kik. Ugy gondolhatnank, hogy a formazanokat a
tetrazélium sokbdl allitottak &€lelészér azok redukdlasaval, azonban valéjaban ennek az
ellentéte az igaz, ugyanis Pechmann és Runge (18%)ymazan vegylletek oxidacios
tulajdonsagait tanulmanyozva szintetizaltdk az attrazolium sot, a trifenil tetrazolium
kloridot. A formazan el$ elsallitasa Friese (1875) nevéhez kotheazonban az ebbe a
csoportba tartoz6 vegylletek még ismeretlenek ko#thban az iében. Von Pechmann
(1892), Mamberger és Wheelwright (1892) egymadigbétlendl tisztaztdk ezen és hasonlé
vegyuletek szerkezetét, és kozosen a formazil ngaeasoltak ennek a csoportnak
(ALTMAN, 1976).

Annak ellenére, hogy a tetrazdlium sékat mar a@nkidencedik szdzad utolso
évtizedében fedezték fel, részletesebb tanulmaswoasdcsak az 1940-es évek elején kerdlt
sor (SMITH 1951), amikor is Moewus a tetrazoliumk s@dvényekre gyakorolt mutagén
hatasanak vizsgalata soran tett jelenfielfedezést. Az ellltetett zsazsa magjara teitamo

soét tartalmazo oldattal atitatottisépapirt helyezve a kiféjlott néveény levelei piros sZiak
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lettek. Kuhn és Jerchel 1941-ben e figyelemre migif@dezésnek kdszoniden kilonboa
terazolium sok hatasat kezdték el vizsgalni étdset és baktériumokra. Az alkalmazott
tetrazolium sokat a mikroorganizmusok atalakitoftiiknazanni amelyet a sejtek lizise utan
ki is tudtak vonni, ebll arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a sejtekaaellularisan
redukaljadk a tetrazodlium sot. Bebizonyosodott, ha@gyetrazolium sok alkalmazhatok a
bioldgiai redukcios rendszerek indikatoraként (ALANM, 1976; JAMBOR, 1956).

Ekoézben Lakon (1939) kifejlesztett egy mddszerttomagok csirazasanak
tanulmanyozasara, natrium-szelenit hasznalataval.eb magok atalakitottdk a natrium-
szelenitet szelénné. Azonban nagy hatranya voltéadsaernek, hogy a natrium-szelenit
nagymértékben toxikus, ami a novekedést igémear gatolta. Ezért mas indikator utan kellett
néznie, mert a hagyomanyos redox indikatorok neroryiultak alkalmasak. Ezt kdven
Kuhn konzultalt Lakonnal a tetrazolium sokrdl, ayesd nem toxikusak a novényekre és
szines redukcids termekik van. A tetrazélium sokledyettesiteni tudta a natrium-szelenitet,
és megallapitotta, hogy szamos kilortbdrag csirazdsanak tanulmanyozasara alkalmazhaté
az éb sejtek altal termelt formazan kristalyokon kerasgALTMAN, 1976).

Ezeknek a vegyuleteknek a &weiag életképesség vizsgalataban vald
alkalmazhat6saganak a hire csak a Il. Vilaghabtan jutott el az Egyesult Allamokba. Ez
jelentette a dehidrogenaz hisztokémiai vizsgaldt&eadetét is egyben. Hatalmas érddiés
jelentkezett ezzel a munkaval kapcsolatban és sagyban jelentek meg a tudomanyos
dokumentaciok, amelyek igazoltak ésduliettek Lakon 2,3,5-trifenil tetrazolium klorid TT
eredményeit. Straus és munkatarsai 1948-ban kitAkiabtogy a daganatos szoOvetek tébb
formazant képeznek, mint a normal szdvetek. KuAlisod (1949) voltak az &k, akik a
tetrazolium sét kiloénb@z specifikus enzimek kimutatasira alkalmaztdk. Jenss
munkatarsai (1951Rulonféle dehidrogenazokat vontak ki kukorica erokindl és kimutattak,
hogy ezek képesek redukalni a TTC-t a megbeteenzim jelenlétében (ALTMAN, 1976).
Ett6l kezdve szamos munka jelent meg U tipusu tetiamdlvegylleteksl, és azok
alkalmazhatosagakrol (NINEHAM, 1955Nineham (1955) 240 terazdllium sot és 414
formazant irt le az 1954-ig publikalt irodalmak @én. A jelenlegi adatok szerint ez a szam
meghaladja az 1000-et. Azonban csak néhanyat alkalak a bioldgiai kutatasokban. A
legszélesebb kdrben tanulmanyozott tetrazéliumlgidé tartozik a TTC, XTT és MTT. A
legUjabb kutatasokban az 0j generaciods vizoldha&r\W/, WST-3, WST-5, WST-8, WST-9
tetrazdlium sok tulajdonsagait és alkalmazhatésadigisktanulmanyozzak (TSUKATANI et
al., 2008; ISHIYAMA, 1996).
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2.3.2. 3-(4,5-dimetil tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetazélium-bromid (MTT) kolorimetrias

modszer

A 3-(4,5-dimetil tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetraz@lim-bromidot (MTT) 1957-utan szintetizaltak
és kezdték el tanulmanyozni (ALTMAN, 1976). A médiidvet a Mosmann (1983) altal leirt
modszer jelentette az MTT alapu eljarasok tekibité Mosmann eredetileg efal sejtek
aktivitasdnak, novekedéseének és tulélésének tanybwasara fejlesztette ki az MTT
kolorimetrias modszert (MOSMANN, 1983), a kbbiekben szamos publikacid jelent meg,
amely Mosmann modelljéet alapul véve kisebb-nagyobitbdositasokkal atalakitva
kiterjesztette alkalmazhatésadgat (GERLIER & THOMASS 1986; SCUDIERE et al.,
1988). A tovabbfejlesztett moddszereket sikeresekalmlazzak az immunoldgidban,
toxikolégidban a sejtbiologidban kilonkoz emibssejtek  koztik daganatos sejtek
életképességének, ndvekedésének és vegyszerérzégéngk (CARMICHAEL et al., 1987;
TWENTYMAN & LUSCOMBE, 1987; ALLEY et al., 1988; CARLING et al.,, 1991;
BERRIDGE & TAN, 1993; LIU et al., 1997TAKAHASHI et al., 200}, valamint a
mikrobiolégidban szamos mikroorganizmus, baktériuréleszé- és penészgomba
szaporodasanak, életképességenek, antibiotikunsztemciajanak vizsgélatara is (PECK,
1985; STOWE et al., 1995; ABATE et al., 1998; FREIBER et al., 1999; DIAS et al.,
1999; STENTELAIRE et al., 2001; GABRIELSON et &Q02; SARAVANAN et al., 2003;
WANG et al., 2007; WANG et al., 2010; WADHAWAN élt,a2010).

Az MTT és altalaban a tetrazélium sok redukcidgdapuld kolorimetrids moédszerek
legnagyobb é€inye az egyszéségikben és a gyorsasagukban rejlik. Azonban alttogg, a
lényegesen tobb munkatgides vegyszert igénylhagyomanyos modszerek alternativajaként
szolgéljanak, szamos paraméter pontos meghatarégdssllitasa szikseges.

A moddszer az élsejtek azon tulajdonsagan alapszik, miszerint $&pea vizoldhato
tetrazolium sot vizoldhatatlan formazanna alakidWENTYMAN & LUSCOMBE, 1987)
és az igy keletkezett formazan mennyisége spekbrfetrias iton meghatarozhatd, aéhib
az éb sejtek szamara kovetkeztethetink (MOSMANN, 198BCR, 1985; DENIZOT &
LANG, 1986. Ezek a megallapitasok efalés bakteridlis eredesejtekre egyarant igazak
(ABATE et al., 1998). Az MTT esetében a sérga &zirizben jél oldodo tetrazdlium sot
redukaljak a sejtek vizben oldhatatlan lila fornmakéstalyokka (PLUMB et al., 1989).

Az MTT probat annak ellenére, hogy széles korbkalmazzak sejtéletképesség és
sejtszaporodas mérésére, @dukcid6 mechanizmusa és a fétel enzimek pontos
elhelyezkedése nem teljesen ismert (COLLIER & PRI$S2003). Egy korai tanulmanyban
Slater és munkatarsai 1963-ban megallapitottaky f@ogzukcinat fligy§ MTT redukcidja a

36



patkany m4j sejtek mitokondriumaban megy végbe.¢Bl@éstanulmanyok bebizonyitottak,
hogy a szukcinat dehidrogenaz fagyITT redukcié mellett NADH és NADPH fldg
formazan termelés is torténik, amely a mitokondoankivil a bel§ membranban megy
végbe (BERRIDGE & TAN, 1993). Tovabbi tanulmanyakdmeényei is megkééielezték a
mitokondrium kizarélagos szerepét az MTT redukdg@a (LIU et al.,, 1997), illetve
bebizonyitottdk azt is, hogy sok méas, nem mitokidtidrdehidrogenaz enzim és flavin oxidaz
is képes redukalni az MTT-t. Szdmos eredmény taldllaz irodalomban arra is, hogy az
MTT redukcitja éb sejtek jelenléte nelkll, kilénbéAlavonoidok, magnézium oxid vagy
akar porozus szilicium (PSI) mikrorészecskék hasass spontan végbemehet, amely igy
hamis pozitiv jelet eredményezhet (PENG et al., 5200AAKSONEN et al., 2007;
TALORETE et al., 2006; FISCHER et al., 2010).

Az MTT vizsgéalati modszer kétofrészre, a redukcios és az oldodasi folyamatra
oszthatd fel. A redukcios folyamat pontos megértéseaz esetleges hamis pozitiv vagy
negativ jelet produkald tény@lz kikliszobolése mellett a keletkezett formazan té&dysk
hatékony feloldasa is elengedhetetlen a pontosne¥ey elérése érdekében. Oldodas
szempontjabol a tetrazolium sokbdl keletkezett tmém kristalyok lehetnek vizben, illetve
vizben nem, csak valamilyen szerves olddszerbehatddk. A vizoldhaté formazanok
esetében az oldasi folyamat nem igényel killon tépdisel a kristalyok a sejtek szaporodaséat
biztosit6é taptalajban intenziv szinreakcié melleibldédnak. A vizben oldhatatlan formazan
kristalyt képz tetrazdlium sok esetében, amilyen az MTT is, aaankaz oldészer

kivalasztasa is fontos lépés. Az MTT redukalodaksdolyamatat az 1. abran mutatom be.

N mitokondrialis Q
72 N dehidrogenaz No N
7 enzim 74 H
N=N*
B
>= N N
S
\%\ SW)\
formazéan

MTT

1. &bra: Az MTT redukéalédasa formazanna
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2.4. Fehérje elvalasztasi és tisztitasi médszerek

A fehérjék elvalasztasanak és tisztitasanak igéxgk felfedezésével parhuzamosan jelent
meg. Tisztithsokat mar 200 évvel éieis végeztek, azonban a 20. szazad kezdetéig csak
fehérje elvalasztasi iweletek leteztek, mint a é@s, kicsapas (alkohol, ammaonium szulfat)
és kristalyositas.

1903-ban egy fontos mérfoldlkkdvetkezett, amikor a botanikus Mikhail Tswet
novenyi szinanyagok kalcium-karbonat oszlopon tirtezeparalasanak modszerét irta le,
majd megalkotta 1906-ban a kromatografia kifejezAgt ezt kbved évtizedekben szamos
fontos fehérjeszeparaladsi modszert fejlesztetteknkit az affinitas kromatogréfia (1930) és
az ioncserés kromatografia (1940).

Napjainkban is a legaltalanosabban hasznalt papdehérjetisztitasi eljarasok mind
a kromatografia korébe tartoznak, amelyek a mimtéaléad fehérjét (elvalasztani kivant
célfehérje) az egyéb anyagoktdl, illetve mas felkds| az elté6 tulajdonsagaik alapjan
valasztjak el. Ezek a tulajdonsagok attdl fégyy, hogy a kromatografids oszlopon milyen
toltetet alkalmazunk, lehetnek a méret (GF, dgékss), toltés (IEX, ioncserés kromatografia),
specifikus ligandumhoz valo kités (AC, affinitas kromatogréfia), fém ionhoz véalitodés
(IMAC, immobilizalt fémion affinitds kromatografiahidroféb jelleg (RPC, forditott fazisu
kromatografia, HIC, hidroféb kdlcsbnhatds kromaédigr), illetve izoelektromos pont
(kromatofékuszalas).

A kromatografias eljarasok lényege, hogy az ebzAkndd anyagok keverekét

tartalmazé mintét rogzitett és mobil fazist tartab®d rendszerben vandoroltatjuk, a mobil
fazissal mozgatott minta dsszeteaffinitasuk fliggvényében oszlanak meg a két faamitt.
A rogzitett fazishoz nagyobb affinitast mutaté agola vandorlasa kromatografia soran a
rogzitett fazishoz mutatott affinitasuk aranyabaladsul, a kulonféle anyagok elkilonilése
létre jon. A gélkromatogréfia soran fizikai tulajdsagok alapjan torténik az elvélasztas. Az
elvalasztasi folyamat molekularis jelenségei a apit képe& és az azt korllvév
folyadékterekben mennek végbe. A gélkromatografiasmereinek két tipusa van, az egyik a
csoportelvalasztas (pl.: fehérjegk somentesitéseptidqek és fehérjék ill. oligo- és
poliszacharidok, stb., elvalasztasa) és a masikakcibnalas, amikor a molekuldkat méret
alapjan tudjuk elktloniteni (KREMMER & BOROSS, 1974

Munkam soran a tejsavbaktériumok altal termelt téradcinek elvalasztasara a

fellluszéban ey mas fehérjékil a gélsirést (GF) alkalmaztam.
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3. CELKIT UZESEK

Doktori munk&m céljaulitztem ki:

» Egy dehidrogenaz enzimaktivitAs mérésen alapul6orkoetrias mobdszer
adaptalasat.aktobacillustérzsek & sejtszamanak gyors meghatarozasara, ami
bakteriocin gatld aktivitasanak méréséhez is alkatmto.

* Az (j kidolgozott médszert befolyasold paramétegaH, taptalaj, inkubacios &)
feltdrasat valamint a modszer esetleges validatas&zikséges teljesitmény
jellemzsinek meghatarozasat, illetve a mdodszer dsszehsssatlihagyomanyos
elé sejtszam meghatarozasi modszerekkel.

» Bakteriocin termelést kédolé gének kimutatasdhoz SDiolaldsi mddszer
kidolgozéasat valamint a PCR eljaras optimalizalasat

* A PCR technikaval igazolt bakteriocin (plantaricitgrmelést kodolé gént
tartalmazo torzsek fellluszojabol a fehérje jdllegatidanyag izolalasat
gélkromatografias modszer  segitségével valamint ekuthtomegenek
meghatarozasat.

* Az izolalt bakteriocin gatldéaktivitdsanak igazolasa
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4. KISERLETI ANYAGOK ES VIZSGALATI MODSZEREK

4.1. VizsgaltLactobacillustorzsek

7. tablazat: A vizsgalatokhoz alkalmazott tejsav@éakmok

KOLLEKCIO TORZSEK SZARMAZASI
FAJOK i o
SZAM JELOLESE HELY
Lactobacillus acidophilus N2 AFP
Lb. casesubspcasei DMF 30120 154 ICT
2107 AFP
. 2752 AFP
Lb. casel
2756 AFP
2763 AFP
Lb. caseiShirota Shirota FVM
2768 AFP
2770 AFP
Lb. curvatus
2771 AFP
2775 AFP
Lb. delbrueckisubsp.
_ B397 AFP
bulgaricus
D13 AFP
Lb. fermentum
DT41 AFP
Lb. paracasesubspcasei| DMF 30136 SF1 ICT
. DMF 30134 05 ICT
Lb. paracasesubsp.
_ 2749 AFP
paracasei
2750 AFP
Lb. plantarum DMF 30131 01 ICT
2108 AFP
2142 AFP
2741 AFP
DSM 9843 299v FVM
VE56 AFP
Lb. rhamnosus DMF 30105 VTl ICT
GG *
Lb. sakeli DSM 20017 sakei AFP
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ICT — Kémiai Technoldgiai Intézet, Tej és Zsirteglagiai Tanszék (DMFDepartment of
Milk and Fat technology) Praga, Csehorszéag

AFP — Perugia-i Egyetem Mégazdasagi Tanszék, Tejipari Intézet, Olaszorszag

FVM - Utrecht-i Egyetem, Allatorvosi Kar, Hollandia

* - Multi-tabs® IMMUNO tablettabél izolaltuk

DSM — Deutche Samlung von Mikroorganism

Kontrollként hasznalt baktérium torzsek:
O (Ta-wt) Thermoplasma acidophiluBSM 1728
O (Tb) Thermobifida cellulosilyticdSM 44535
O (ToplO)Escherichia colDH10B

4.2. Alkalmazott taptalajok és 6sszetételik

MRS tapleves (de Man, Ragosa, Sharpe)
(Merck KgaG, Darmstadt, Németorszag)

Kazein pepton 10 g/l
Huskivonat 8 g/l
Elesz® kivont 4 gll
D-gluko6z 20 g/l
Di-kalium- hidrogén-foszfat 29/l
Tween 80 1 mi/I
Di-ammonium-hidrogén-citrat 2 g/l
Natrium-acetat 54l
Magnézium-szulfat 0,2 g/l
Mangan-szulfat 0,04 g/l

pH 5,7; sterilezés 121 °C-on 15 percig

MRS agar

MRS tapleves 6sszetétel +

Agar 15 g/l
pH 6,2; sterilezés 121 °C-on 15 percig
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MRS lagyagar

MRS tapleves Osszetétel +

Agar 7 g/l
pH 6,2; sterilezés 121 °C-on 15 percig

Tejtaplé tejsavbaktériumok fenntartasara

Sovany tejpor 100 g/l
Pepton 10 g/l
Bromkrezolbibor 0,04 g/l
Kalcium-karbonat 0,2 g/kémgs

pH 6,8; sterilezés 121 °C-on 15 percig

Csicsoka taplé

Csicsbkapor (Dr. Fitokup Kft., Budapest) 100 g
Desztillalt viz 900 ml
pH 6,2; sterilezés 121 °C-on 15 percig

Céklalé

Céklalé (Dr. Steinberger Nachf., Unkel, Németor3zag
Dextréz 5 g/l

pH 6; 2 M-os NaOH oldattal beallitva
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4.3. Alkalmazott vizsgalati médszerek

4.3.1. Turbiditas mérésen alapul6 modszer

A vizsgalt tejsavbaktériumok szaporodasat, illetvegatloanyagok sejtszamukra kifejtett
hatasat mikrotiter lemez segitségével is vizsgaltemen mabdszer a taplében désejtek

fényelnyelésén alapul. Egy steril 96 lyuku mikretitemez el$ oszlopanak lyukaiba 100 pl
MRS taplevest, 80 ul desztillalt vizet és 20 ldctobacillus szuszpenzidt pipettaztam
(tejsavbaktérium-szaporodas kontroll). A masodiklasba 100 pul MRS taplét, 80 pl
gatléanyagot és 20 ul desztillalt vizet (vizsgéditlganyag-tapleves kontroll), a harmadik
oszlopba 100 pl MRS taplevest és 100 pl desztillgdet (tapleves kontroll), a negyedik
oszlopba pedig 100 pul MRS taplevest, 80 pl gatlagoy és 20 pl tejsavbaktérium-
szuszpenziot pipettaztam (mintaactobacillusgatlas). MindegyikBl harom parhuzamos

sorozatot mértem. A bemérés utan a lemezt 30 °@nksbatorba helyeztem, majd
meghatarozott itkozonként a lyukakban |év mintak steril pipetta heggyel tori&n

felkeverése utan, spektrofotométer segitségével 86en mértem az abszorbanciat. A
sejtszam meghatarozasahoz 2-szeres tovafutd higitagészitettem a tejsavbaktériumokbal,
majd a higitasi tagokbdl mikrotiter lemezre mértéiteive lemezontést végeztem. A mért
abszorbancidbdl és a meghatarozott telepszambaitésskalibraciés gorbe segitségeével

hataroztam meg az adott abszorbancia értékhezdastjtszamot.

4.3.2. Telepszamlalasos modszer

A vizsgalt Lactobacillustorzsek sejtszamanak meghatarozasat lemezontésgettem. A
sejtszam meghatarozas soran a vizsgalati mintészeres tovafuto higitasi sort készitettem,
amely sziikségesnek vélt tagjaibdl (altalaban 46.51 mi-t steril Petri-csészébe pipettaztam,
majd megkdzeltdleg 20 ml, korilbelul 50 °C-os MRS agart ontottencsgészébe, amelyet
megfeled eloszlatds és megszilardulas utan 30 °C-os inkubathelyeztem. A kivalasztott
higitasi tagok mindegyikéb harom parhozamos lemezt 6ntdttem. A kiértekeles 42 6ra
elteltével lehetséges. A telepszamlas soran azolahezeket vettem figyelembe, amelyeknél
a sejtszam 30 és 300 kozott volt. A megszamolipedsl a Lactobacillusek tényleges
sejtszamara a Magyar Elelmiszerkonyv ,A nyers-@gebelt tej vizsgalati médszerei” (2003)

cimi eldirasaban leirt erre vonatkoz6 szamolassal kovetitent.
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4.3.3. Agardiffuzios médszer (Lyuk-teszt)

A vizsgalt gatldbanyagoknak az alkalmazott tesztoigausra kifejtett gatldaktivitasanak a
meghatarozasara alkalmas modszer. A kivalasztggavieaktérium torzsekib 10-szeres
tovafutd higitasi sort készitettem, melynek a 4gjatadl 1 ml-t pipettaztam egy kéndte,
amely ebzdleg felolvasztott és 40 °C-ra viss#abit 9 ml MRS agart tartalmazott. Az igy
elékészitett hozzavékeg milliliterenként 16 sejtet tartalmazé MRS agarbdl Kett
kémc$nyit, 20 ml-t steril Petri-csészébe ontottem. Aaragegszilardulasat kévien steril
200 ul-es pipetta hegy segitségével 7 mm atpiétyukakat fartam. A vizsgalni kivant
gatléanyagbdl 8Qul-t juttattam az agarban kialakitott lyukakba, amam az bediffundalt a
megszilardult taptalajba. A gatléanyag agarba mérbediffundalasanak étegitése céljabdl a
Petri-csészéket 52 °C-os szaritdszekrénybe helyesefelszivodasig. Ezt koven a
lemezeket 30 °C-os inkubatorba tettem a kiértéiglé®z agarban az adott torzs
elszaporodott, mikdzben a Ilyukakbdl bediffundalt tiggnyag kifejtette hatasat
szaporodasukra. A gatlbhatas mértékére a lyukakil k&ralakult feltisztulasi zéna”

nagysagabol kovetkeztethetliink. Az eredmények kiélidse 48 - 72 oOra elteltével lehetseges.
4.3.4. MTT kolorimetrias médszer

A maodszer lényege, hogy az&ejtek mitokondrialis dehidrogenaz enzimei az M39(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium-bromidtetrazdlium gyrijét vizben oldhatatlan
szines formazanna alakitja, igy annak mennyisépg&gdelalva az & sejtek szamaval,
kolorimetriasan meghatarozhaté.

A felszaporitott tejsavbaktérium lecentrifugalésan eltavolitottam az MRS taplevest
a sejteksl, majd 16 - 10 sejt/ml-re allitottam be a sejtkoncentraciét fiagias soéoldat
segitségével. A beadllitott sejtszamot mikrotitedgateolvasé segitségével 630 nm-en
ellerdriztem. A megfeldl sejtszam esetén 1 ml-t pipettdztam a mintabdl 2gml-es
Eppendorf c8be, majd hozzdadtam a vizsgalni kivant gatléanylagy0o pl-t, illetve 100 pul
elozéleg elkészitett 8 - 9 mg/ml koncentracioju MTT-t. tAtrazolium-bromidot foszfat
pufferelt séoldatban (pH 7,2) oldottam fel majd Qya-es fecskenibzirén atsfirtem. Az
osszemért mintakbdl minden esetben 3 parhuzamostitetiem, amelyeket 37 °C-os
inkubatorba helyeztem 2 orara. Az inkubacidgsetteltét koveten a cséveket 6000 ford./perc
fordulatszamon lecentrifugaltam, majd a felUlUsefiintottem. A visszamaradt formazan
kristalyokat 1 ml DMSO hozzdadaséaval és 400 foedogs razatidssal szolbatersékleten 10
perc alatt oldottam fel. Az igy kapott oldat sztemeitasat spektrofotométer segitségével
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meértem 595 nm-en (a DMSO-ban feloldott formazarstéalyok maximalis abszorbanciaja
500 — 600 nm kozo6tt van).

Egyes méréseknél az MTT kolorimetrids mdodszerkibigglesztett, mikrotiterlemezre
kidolgozott valtozatat (nMCA) alkalmaztam, amely,icnergia és vegyszer megtakaritast
tett lehetvé. E modszer annyiban kilénb6zik aézéekben leirt eljarastol, hogy a mintakat
steril 96 lyukd mikrotiterlemezre mérem 0Ossze, @y actobacillus sejteket tartalmazo
fiziologias sooldatbdl 20Ql-re, a gatlbanyagbol 20-re és a feloldott MTT-8 is (8 mg/ml)
csak 20ul-re, illetve a 2-0ras inkubacio elteltével és #ilieszo eltavolitasat kovétn a

DMSO-bdl is minddssze 2Q4d-re van szikség.

4.3.5. PCR technika

4.3.5.1. DNS izolalas

A kllénbod tejsavbaktériumok PCR technikaval todéawonositasanak éldépése a DNS
izolaldsa a mintabol. Ez kulonh®mddszerekkel torténhet és célja a megetrebnnyiséd
es tisztasagu, sokszorozhaté DNS kinyerése. A bakité mintakbol tortéd DNS

izolaldsahoz minden esetben médositott Wizard negtiatkkalmaztam (Promega).

4.3.5.2. A DNS izolalashoz sziikséges oldatok ésgeasek

* A’ oldat (20 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA, 1,2 % Triton 2400, 20 mg/ml lizozim, pH
7,5)

* Wizard puffer (10 mM TRIS-HCI (pH 8,0), 150 mM Nga@ mM EDTA,
1 % SDS);

e 5 M guanidin-hidroklorid oldat;

» 20 mg/ml proteindz-K enzim oldat;

* 80 %-os izopropil-alkohol,

« TE puffer(10 mM TRIS-HCI (pH 8,0), 1 mM EDTA (pH 8,0))

4.3.5.3. Modositott Wizard modszer
A tejsavbaktériumok MRS taplevesben toéérfelszaporitasa utan a sejtek
lecentrifugalasat és a fellliszo6 eltavolitasat kiewe fiziologias sooldattal atmostam a

sejteket és ismét lecentrifugaltam azokat.
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» Az igy kapott tiszta sejtekb40 mg mintat mértem egy 2 ml-es steril Eppendstbe,
amelyhez QuickGene-mini80 DNS izolal6 mddszerbdwlalazott ugynevezett ,A”
oldatbdl 160 pl-t mértem. Ezt kovein 30 percre 37 “C-os vizfisioe helyeztem, majd
az inkubacios id felénél a sejteket tartalmazé csdveket megkevertem

o Ezutan 86Qul extrakciés puffert (TNE), 10QI 5M-os guanidin hidrokloridot és 4@
20 mg/ml proteindz K enzimet pipettaztam a mintah@izendét masodpercnyi
maximalis sebességvortexelést kovéen az igy dlkészitett mintdkat 60 °C-os
inkubatorba helyeztem folyamatos keverés mellep&@re.

* Inkubalas utan a mintat 10 percig 14000 rpm-n rdegéltam (AB2.14 tipusu
szogrotor Eppendorf csovekhez, Jouan BR4i cenjfu@tszaz mikroliter feltilliszo6t
atpipettaztam 1,5 ml-es Eppendorf csévekbe, mdjdril-Wizard gyantat adtam hozza.

* A keveréket atforgattam, majd minioszlopon fecskesdgitségével atnyomtam, igy a
DNS-t a gyanta megkdototte, amely igy az oszlopbah $irén fennmaradt.

e Az oszlopon 1é6 mintdkat 2 ml 80 %-o0s izopropanollal mostam feoske
segitségével, majd a maradék izopropanolt cen&ifisgal (14000 x g, 2 perc)
tavolitottam el.

* A minioszloprdl 50ul, 70 °C-os TE puffer segitségével elualtam a megk®NS-t
(14000 x g, 2 perc).

» Az izolalt DNS oldatok tisztasagat és koncentratiGpektrofotometrias analizissel

vizsgaltam és felhasznalasig -20 °C-on taroltam.

4.3.5.4. Az izolalt DNS tisztasdgdnak meghatarozasa

A DNS oldatok jellemzésére spektrofotometrias ntééss gél-elektroforézist végeztem. A
hatédroztam meg a 260 és 280 nm-en mért abszorbériékek hanyadosa alapjan. A DNS
izoladlast minden esetben két parhuzamos mintavgézatém. Ha a 260 és 280 nm-en mért
abszorbancidk hanyadosa 1,7-2,0 kozo6tti, akkorxralealt DNS oldat megfeléltisztasagu,
ha 1,7-nél kisebb, az extrahalt oldatban fehérjelen van, ha 2,0-nél nagyobb, az extrahalt
oldat RNS-t is tartalmaz. Amennyiben a minta 260 maidmhosszon mért abszorbancia
értéke 1,0 az megfeleltetbedO ug/ml koncentracidju, duplaszali DNS oldatanak.

Az izolalt DNS fragmentumnagysag-valtozasat 1%-agaroz-gélelektroforézissel
kovettem nyomon. Az elektroforézist MANIATIS et §1.989) szerint hajtottam végre 100V
allandé fesziltség mellett 45 percig, 1D DNS oldat/zseb mintamennyiséggel, 1x TBE
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pufferben LKB Midget Electrophoresis Unit készllékkA géleket etidium-bromid oldattal
(1 ng/ml) festettem és az eredményeket KODAK EDAS 29tiszerrel értékeltem Ki.

4.3.5.5. Polimeraz lancreakcio
A PCR-rendszerek a sejtek genetikai informaciéjaghataroz6 DNS kimutatasan alapulnak,
melynek hdrom alaplépése a megfelidztasagu DNS izoldldsa, a DNS szakaszok polimera

enzimmel tortéad felsokszorozasa, valamint a termékek azonositasa.

4.3.5.6. A laktobacilluszok szelektiv kimutatasara,valamint a plantaricin gént

tartalmazo torzsek megkulonboztetésére felhaszngtrimerek

A PCR vizsgalatokhoz felhasznalt primereket az®.4ablazat tartalmazza.

8. tablazat:actobacillusek szelektiv kimutatdsahoz felhasznalt primerek

Primer neve Primer szekvencigja I[rodalom
IFL 5-AGAAGAGGACAGTGGAAC-3 SINGH & RAMESH
IFR 5-TTACAAACTCTCATGGTGTG-3’ (2008)

9. tablazat: A plantaricin gént tartalmazé torzsekgkulonboztetésére felhasznalt

primerek
Primer _ o
Primer szekvencijja Irodalom
neve
PInAl 5-ATGAAAATTCAAATTAAAGGTATGAAGC-3 MALDONADO
PInA2 5-TTACCATCCCCATTTTTTAAACAGTTTC-3 et al. (2004)

4.3.5.7. A polimeraz lancreakcio reagensei

A tejsavbaktériumok vizsgalatakor alkalmazott PGRA@sgalatok soran:
— DreamTaq Green PCR Master Mix (2X)-et (Thermo Sdieh
— Primereket (Invitrogelt"),

- PCR tiszta vizet (Sigma) hasznéltam.
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4.3.5.8. A polimeraz lancreakciohoz felhasznalt ré@ioelegy 6sszetétele
A laktobacilluszok szelektiv kimutatdsara, és a nfadcin-gént tartalmaz6 torzsek
azonositasara alkalmas PCR reakciohoz felhaszesdicioelegy osszetételét a 10. tablazat

tartalmazza.

10. tablazat: PCR reakcibelegyek dsszetétele

Lactobacillusszelektiv PCR Plantaricin-gén jelenlétének kimutadsa
. 3 ul templat DNS (20 ngal), . 5 ul templat DNS (20 ngal),

. 1,8 ul forward primer, (§umol/ pl) . 2 ul forward primer, (8umol/ ul)

. 1,8 ul reverse primer, (@mol/ ul) . 2 ul reverse primer, (@mol/ ul)

. 12,5ul master mix, . 12,5ul master mix,

. 5,9ul PCR tiszta viz . 3,5ul PCR tiszta viz

dsszesen: 2pl dsszesen: 2pl

4.3.5.9. A laktobacilluszok szelektiv kimutatasaraés a plantaricin-gént tartalmazé
torzsek azonositasara alkalmas PCR reakcié paraméts

A laktobacilluszok szelektiv kimutatdsara, és anfadacin-gént tartalmazd torzsek
azonositasara alkalmas primereket a megadott oodan ismertetett szekvencia
informaciok alapjan szintetizaltattam (Invitrogen™)vizsgalatok soran elként meg kellett

hataroznom az adott, egyszald templat DNS soksaeé&bwz szikséges PCR-reakcid
optimalis paramétereit. Ezek a vizsgalatok kiteg&ddbbek k6zott az optimalis primer-és
templat DNS koncentraciojanak meghatarozasa mebettoptimalis primer-kapcsolddasi
hémérséklet és a ciklusszam meghatarozaséra. Ereeém@ty valamint a tovabbiakban

alkalmazott PCR-reakcio kérilményeit a 11. tablbaattiintettem fel.
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11. tablazat: A laktobacilluszok szelektiv kimutata, valamint a plantaricin-gént tartalmazo6

torzsek azonositasara alkalmazott PCR-reakcio peaai

Sokszoro- ) DNS étir6édas ) )
. i Kettds szali DNS Primer o Extenziés | Ciklus-
Vizsgélat neve | zando szakasZ o o polimeraz i
szétvélasa kapcsolodas . szakasz szam
hossza (bp) enzimmel
Lactobacillus-ok
szelektiv 767 bp 94 °C 3 min + 94 .
) 59°C30sec| 72°C40sec 72°C3min 33
kimutatdsara °C 30 sec
alkalmas PCR

Plantaricin-gént

tartalmazo torzsek 159 bp 94 °C 3 min + A4 _
56°C 30 sec 72°C40sec 72°C 3 min 33
azonositasara °C 30 sec
alkalmas PCR

4.3.5.10. Gélelektroforézis

A PCR reakcio soran keletkezett kilonbdwssziusagu DNS-fragmentumokat agaroz

gélelektroforézissel nagysag szerint lehet elvéaszgymastol.

A gélelektroforézishez felhasznalt reagensek:

o0 TRIS-Borsav-EDTA elektroforézis puffer (TBE puffepH 8,0 10x térzsoldat
(108 g TRIS bazis, 55 g bérsav, 40 ml 0,5 MERTA);

0 1%-0s agar6zgél (Sigma) oldat TBE pufferben;

o Etidium-bromidgélfest oldat (1ug/ml etidium-bromid desztillalt vizben);

0 DNS bazispar hossz-standard (Fermentas)

A gélelektroforézis lépései:

A vizsgalatok soran a mintakat 1%-o0s agaroz gaktattam. A mintakbdl 10-10
ul-t, a hasznalt DNS markesb5 ul-t vittem fel a gélekre. Kortlbelul 45 percén

200 V A&llando fesziltség mellett tortént az eldkiréris, LKB Midget

Electrophoresis Unit tipusu készilékkel. Futtatémua gélt 15 percig etidium-
bromid festékkel festettem és a kapott mintazat@NS-hosszusag markerrel
ertékeltem ki. Az igy kapott géleket UV transzilludtor alatt vizsgaltam, majd
megfelet s7iréfeltét alkalmazdsa mellett Kodak EDAS 290 rend&terr

(EASTMAN KODAK, USA) dokumentaltam és értékeltemaa eredményeket.
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4.3.6. Gélkromatografia

Vizsgalataim soran a fehérjek molekulaméret alagimeré elvalasztasat alkalmaztam
Lactobacillustorzsek fellliszojabdl tortérbakteriocin izolalasara. Az elvalasztasi folyamat
sematikus képét az 2. dbra mutatia be. A medfeldalasztdshoz fontos a helyes
szemcsemerétoltet kivalasztasa.

eluens belép

O.Q| O] Q| O O|
elvalasztas az Cg)d l .C§)© Cpo
oszlop mentén OO QO‘ OO.
; OO 9e) Q0.

OO OO OO

adgolas ellcio

] —

T
o

——t [

B = hagy molekulak
eluens kilép kis molekulak

2. abra: A gélkromatografiaithodése

4.3.6.1. S#iréoszlop készitése

Az oszlop elkészitéeséhez szikséges moso- é$ fhlifferként mononatrium-foszfat
(NaH,PQy, 3,2 g/L) 20 mM-os oldatat alkalmaztam. Toltetként pedig alddiect G-25
elnevezés, 40-120um szemcseatmé@li félszintetikus gélkégzanyagot hasznéltam.
A toltet elkészitéséhez a Molselect gélképnyagbodl desztillalt vizben feloldva azt 95 °C-os
vizfurdében kevertetve (kb. 30 perc) 10 %-os oldatot kéein. Az igy dlkészitett oldatot
az oszlopba toéltéttem, Ugy, hogy a szemcsék Uleygedgyenletes legyen, a kifolyocsap a
miivelet soran nyitva van.

A kész s#réoszlopot, amelynek atmge 1 cm, a toltet magassaga 10 cm,
felhasznalasigiitve taroltam.
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4.3.6.2. A vizsgéalat menete

A vizsgalni kivantLactobacillustdrzseket MRS t4plében felszaporitottam. Centéifassal
eltavolitottam a sejteket és a fellllszot vittemafegéls#iré oszlopra, amelyet a hasznalat
elétt 50 ml pufferrel atmostam.

Az oszlopon atfolyt minta abszorbanciajat 280 nriidmhosszon mértem spektrofotométer
és egy atfolyo kivetta segitségével. A mérés meaegéabran mutatom be.

atfolyé kuivette

|
ililslils

frakciondas

3. abra: A gélkromatografias frakcionalas folyarbedia

A vizsgalat soran 5 ml feltluszét vittem fel azlogza. A spektrofotométer mérése alapjan az
elss megjelent jelil kezdve 3 ml-es steril csdvekbe 2 ml-enként vetkéidn a frakcidkat,
amelyeket 0,22um-es fecskentbzir6 segitségével sterilre {#zem és a felhasznalasig

httében taroltam.

4.3.7. Fehérjék elvalasztasa és kimutatdsa SDS-@MKrilamid gélelektroforézissel (SDS-
PAGE)

A fehérjek mlekulattmeg szerinti elvalasztasatlakrid és biszakrilamid tartalmu 15 %/16
%-0s elvalaszto-/gylijgelben, Trisz-SDS-glicin tartalmua futtato-pufferreigeztem Bio-Rad
Mini-PROTEAN 3 Cell készlléket (BioRad power PACDOEesziltségadd készllékkel)
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alkalmazva, bedllitott paraméterek (U=200 V konstdn54 mA, P=11W, futtatas ideje=65
perc) mellett. A mintakat Trisz-SDS-glicerffamerkapto-etanol tartalmd mintaoldé-pufferben
oldottam, majd 5 percig forraltam a mintafelvitédte A gél zsebeibe a mintak felvitelestil
futtatd pufferben oldott bromfenolkék jéfestéket pipettaztam.

Az elektroforézis befejezése utan a szeparaltrjighet 20 percig fixaltam 20 %
triklér-ecetsav (TCA) oldatban. A maradék TCA etiitAsahoz haromszor 10 percig
razattam a géleket PAGE-moso6 oldatban. Ezutan t€igp€omassie Brillant Blue R-250
festékoldatban razattam a gélt, majd 6 perc utartel@cetsav-oldattal tavolitottam el a

hattéerben maradt felesleges festéket.
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5. EREDMENYEK

5.1. MTT kolorimetrids modszer adaptalasa és alkalmzasa

Az elgsként Mosmann (1983) altal leirt MTT kolorimetriasodszert, amelyet eredetileg
emlds sejtek vizsgalatara dolgozott ki, sokan alkaldazsajat kutatasaikhoz kulonkitz
modositasokkal. A szamos modositas kozul az edydnia Wang Fang és munkatarsai
(2007) altal leirt MTT moddszer, amelyet Micrococcus luteusGram-pozitiv baktérium
vizsgélatahoz fejlesztettek ki. Ezt az eljaraspalavéve kivantam atalakitani a modszert ugy,
hogy a tejsavbaktérium torzseink vizsgalatahozlalka legyen.

A modszer két fontos részre oszthato fel, az egyib sejtek dehidrogenaz enzimei
altal a tetrazélium bromidbdl képzett formazan Kefgse, a masik pedig a keletkezeitben
oldhatatlan kristalyok feloldasa szerves olddsterfe keletkezett formazan kristalyok
valamint nagymeértékben fligg a hozzaadott kezddtazélium sO koncentraciéjatol. A
vizoldhatatlan formazan kristalyok maradéktalaroltiisa is elengedhetetlen ahhoz, hogy
pontos eredményeket kapjunk. Az MTdtbkeletkezett formazan kristalyok oldasahoz
alkalmazott megfelél oldoszerekkel kapcsolatban eltéreredmények talalhatéak az
irodalomban. Huamin és munkatarsai (2002) szerintizbpropanol a legmegfetdib
oldészere az MTT-ll keletkezett formazan kristdlyoknak, azonban amaimi adatok
nagyobb szamban utalnak arra, hogy a legalkalmasafsh a célra a dimetol-szulfoxid
(DMSO), amely maradéktalanul képes feloldani a forém kristalyokat, illetve kélképpen
stabil, szines oldatot eredményez (CARMICHAEL et, d987; TWENTYMAN &
LUSCOMBE, 1987; ALLEY et al., 1988; CAMPLING et all991). Vizsgélataim soran is azt
tapasztaltam, hogy a toérzsek altal termelt formaldstadlyokat maradéktalanul feloldja a
dimetil-szulfoxid, amely 24 ora elteltével is vatdlan abszorbanciaval rendelkezett.

A modszer adaptalasakor tehat fontos a kulobhgaraméterek, MTT koncentracio,
inkubacios id, sejtkoncentracié pontos meghatérozédsa, valamimhegfeleb olddszer

kivalasztasa is.
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5.1.1. A taptalaj redukal6 hatasa

Amint azt sokan masok is tapasztaltak a tetrazobok alkalmazasa soran igen sok tédyez
okozhatja azok redukaldédasat a vizsgalni kivait sdjtek dehidrogenaz enzimein kivil
(PENG et al., 2005; LAAKSONEN et al., 2007; TALORE™ t al., 2006; FISCHER et al.,

2010). A vizsgalataim soran azt tapasztaltam, hagyejsavbaktériumok szaporitasara
alkalmazott MRS taptalaj igen nagy mértékben kémekikalni a hozzaadott tetrazdlium
bromidot mikroorganizmusok jelenléte nélkil, falezpiv jelet eredményezve. Az MRS

taptalaj MTT-t redukald hataséat a 4. dbran szeetbii. A hiba kikiiszébolésére a vizsgalatok
soran minden esetben szikséges az MRS taptalagékéatan eltavolitasa a sejtékaz

MTT hozzaadasa é&i.

1.000 +
0.900 -
0.800 -
0.700 +
0.600 -
0.500 ~
0.400 +
0.300 -
0.200 ~
0.100 +
0.000

i

Abs. [595 nm]

MRS Lb. rhamnosus VT1

4. abra Az MRS-taptalaj redukald hatasa. (MRS: kizar6lag3M@pleves él
mikroorganizmusok nélkiLb. rhamnosu¥T1: fiziologias séoldat, amely &Lactobacillus

t tartalmaz)

A 4. abra jol szemlélteti, hogy az MRS tapleves mikroorganizmusok jelenléte nélkdl is
képes redukalni az MTT-t. A sejtek szaporitdsakalalazott kulonféle taptalajok MTT-t
redukald hatasairdl korabban szamos esetben bebakmtar (DENIZOT & LANG, 1986;
DIAS et al., 1999; WANG H. et al., 2010), ezzelrsben WANG F. és munkatarsai (2007)

nem tettek emlitést a szaporit6 tapktzeg redukdtiéish altal okozott problémaral.
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5.1.2. Az inkubacios i@ és az MTT koncentracié kivalasztasalactobacillusok

dehidrogenaz enzimaktivitasanak méréséhez

A vizsgalni kivant sejtekt és mikroorganizmusoktél figgn az alkalmazott MTT
koncentracié igen tag hatarok kozott mozoghat, radaimi adatok szerint 1mg/ml és 10
mg/ml koncentraciok kozott alkalmazzak (STOWE etE95; ABATE et al., 1998; DIAS et
al., 1998). Leggyakrabban az eredeti modszert hlagee (MOSMANN, 1983), 5 mg/mi
koncentraciéban alkalmazzak az MTT-t (WANG et20]10; SARAVANAN et al., 2003).

Az idedlis inkubaciés i@l megvélasztasa is fontos, e paraméter is tag Ikatl@daott
mozoghat, par ératdl akar 24 éraig is (ABATE et B998; DIAS et al., 1999; SARAVANAN
et al., 2003; WANG et al., 2007).

Az optimalis MTT koncentracio és az inkubaciésé rdeghatarozasahaactobacillus
plantarum 2142 térzset alkalmaztam, amelynek sejtszamat16f7sejt/ml koncentréciora
allitottam be. A bedllitott sejtszamu mintabdl 1nail-t pipettdztam 2 ml-es Eppendorf
MTT oldatot.

Az 6sszemért oldatokat 37 °C-os inkubatorba hédyezmajd 2, 3 és 4 ora elteltével
mértem az abszorbanciat 595 nm-en spektrofotorségtséségével. Az eredményeket az 5.

abra mutatja be.

abs. [595 nm]

§\'.\'.\'.\'.\'S\'.\'.\'.\'. 3

2 3 4
inkubacios id 6 [6ra]

E5mg/ml @6 mg/ml 87 mg/ml @8 mg/ml B9 mg/ml & 10 mg/ml

5. abralactobacillus plantarun2142 formazan képzése kulonBGATT koncentracio es

elté inkubacios id esetén
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“ s

id6 esetében. A 10 mg/ml koncentraciéju MTT esetébsebk jelet kaptam, mint a 9 mg/ml
koncentracié esetén, ennek oka az lehet, hogy asabb koncentracio esetén az MTT gatlé
hatast fejthet ki a tesztmikroorganizmusra (TENGHERE al., 1967; STOWE et al., 1995).
Az inkubéciés id novelésével a keletkezett formazan mennyiség@vekszik. Mivel egy
gyorsmoédszert szeretnénk létrehozni, a 2 6Oras #xidb idt valasztottuk a tovabbi
vizsgélatainkhoz.

5.1.3. A legkedveébb sejtkoncentracié meghatarozasa

Az optimalis mérési tartomany meghatarozasahozasigsort készitettem bactobacillus
plantarum 2142 torzsbl 10° és 16 sejt/ml koncentracié kozott. Ebben az esetben sl 1
mintadhoz adtam 100 pl 9 mg/ml MTT oldatot és 370822 dras inkubaciot kouvin mértem

a keletkezett formazan mennyiséget. Az eredmények6t abra mutatja.

0.900 -
0.800 - y = 1.0911x - 9.0409
0.700 - R? = 0.9812
0.600 -
0.500 -
0.400 -
0.300 -
0.200 -
0.100 -

0.000 T T T T T T 1
8.40 8.50 8.60 8.70 8.80 8.90 9.00 9.10

Ig N

abs. [595 nm]

6. abra: Optimalis méréstartomany meghatarokzastobacillus plantarun2142 esetén

A bemutatott 6. &bran lathatd, hobgctobacillus plantarun142 esetében, 300° sejt/ml
koncentracié tartomanyban linearis dsszefliggéssraphatdé a sejtszam és a keletkezett
formazan kristalyok mennyisége kozétiactobacillus plantarum2142 esetén £0sejt/ml

sejtkoncentracio alatt nem kaptam értékéihetet.

5.1.4. MTT mddszer alkalmazasa mikrotiter lemezen

Az MTT kolorimetrias modszer mikrotiter lemezen té&y alkalmazasa szamos torzs és

paraméter egyidéj vizsgalatat teszi leh&té, illetve igen Iényeges szempont, hogy a
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kisérletek soran kevesebb mennyisgggyszer és taptalaj felhasznalasa sziikségesbAnon
ahhoz, hogy a médszer ilyen modon is alkalmazhedgdn ebben az esetben is szilkséges a
parameéterek éfzetes optimalésa.

Az inkubéciés id és az idealis MTT koncentraci6 meghatarozasahdaotiter
lemezen Lactobacillus plantarum 2142 torzset alkalmaztam 7*10 sejt/ml
sejtkoncentracioban. A megfedeMTT koncentracid meghatarozasahoz, foszfat putfere
séoldatban feloldva 5, 6, 7, 8, 9 és 10 mg/ml katréeioju oldatokat készitettem. Az
abszorbanciat 2 6ras 37 °C-os inkubaciot késetmértem. A kapott eredményeket a 7. abran

mutatom be.
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abs. [595 nm]
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0,000
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7. abralactobacillus plantarun2142 formazan képzése kulonbaddTT koncentraciok

esetén

A keletkezett formazan mennyisége fligg az alkalttaddd T koncentracidjatol. Mivel a 8 és
9 mg/ml koncentracié kozott nincs szignifikdns kidéég 95%-0s biztonsagi szinten

(Minitab 13.1), ezért a tovabbi vizsgalatokhozm@ml MTT koncenetraciot alkalmaztam.

Az idedlis inkubéaciés &l megallapitasahoz @dleg optimalisnak talalt 8 mg/ml
koncentraciéju MTT oldatot alkalmaztam 7¥18ejt/ml koncentraci6jib. plantarum2142
torzs esetében. A lemezeket 37 °C-os inkubatorbgertem 1, 2, illetve 3 érara. A kapott

eredményeket a 8. abra szemlélteti.
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0,000
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inkubaciésid 6 [6ra]

8. abraLactobacillus plantarun2142 formazan képzése 8 mg/ml MTT koncentracio és

kulonboz inkubacios idk esetén

A keletkezett formazan mennyisége négyszer nagyohita 2 6ras inkubéacios ddesetében,
mint az 1 oOras inkubéaciot koven, azonban az inkubacidséidovabbndvelésével, az
Eppendorf cére kidolgozott modszerrel ellentétben, itt mar neoit elérhet nagyobb
formazan mennyiség. Ez az eltérés azzal magya@zhagy a mikrotiterlemezes maédszer
esetében lényegesen kisebb a reakcidelegy térfogataly igy révidebb id alatt elérte a
reakciohoz szikseges idealignersekletet. A tovabbi kisérletekhez a 2 6ras iakids idbt

és 8 mg/ml koncentracioju MTT oldatot alkalmaztam.

5.1.5. MTT reduk@lo képesség vizsgalata kilonbézorzsek esetében

Az el6z6ekben megallapitott optimalis paramétereket alkalma mikrotiter lemezen

vizsgéltam kulonbdz tejsavbaktérium torzsek enzimaktivitasat.
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9. abra: Formazan kéjdés és a sejtszam Osszefuggésetpbacillus plantarun2142,
Lactobacillus rhamnosugT1, Lactobacillus sakeDSM 20017)

Ahogyan azt a 9. abra is j6l szemlélteti, a kul@ibd actobacillus térzsek -elt&f

dehidrogenaz enzim aktivitassal rendelkeznek udgkara sejtszam mellett. A legnagyobb
mennyisé§ formazant d_actobacillus rhamnosugT1 képezte a vizsgalt torzsek kozil, mig
a Lactobacillus plantarum2142 és Lactobacillus sakeiDSM 20017 kodzel azonos

mennyiséget képeztek.

5.1.6. A tiptalaj hatasa az enzimaktivitasra

Az elozé kisérletekBl vildgossa valt, hogy a kulonbdztejsavbaktérium térzsek azonos
sejtszdm mellett elt@renzimaktivitassal rendelkeznek, vagyis adott mes@gy MTT-bol
eltéls mennyiséfy formazant képesek redukalni. A tovabbi kisérleggklmegvizsgéaltam,
hogy miként valtozik a torzsek enzimaktivitdsa,rhasterséges taptalaj helyett természetes
csicsOka taptalajon szaporitom azokat.

A természetes és mesterséges taptalajokat egyEBasejt/ml indulé sejtszammal oltottam
be, amelyeket 30 °C-os inkubéatorba helyeztem. Héenras inkubaciot kowetn a mintakat
lecentrifugaltam, a felUliszokat eltavolitottam @&ssejtszamokat azonosra allitottam be
fiziologias sooldat segitségével. Ezt kd@est mértem a sejtek dehidrogenaz enzimaktivitasat,

amelyek eredményét a 10. abra mutatja.
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10. abralactobacillus plantarun2142 é4 actobacillus rhamnosugT1 formazan képzése

azonos sejtszam és elidéaptalaj esetén

Az eredmények azt mutattak, hogy ugyanakkora sejismellett kilénbdz taptalajon
szaporitva az azonos torzsek esetében is6ed@zimaktivitas figyelhét meg. A csicsoka
taptalajon szaporitott baktériumok enzimaktivitdaand a két torzs esetében Iényegesen
nagyobb volt, mint az MRS-en szaporitott mikrooigarusoké. Azt feltételeztem, hogy az
azonos torzsek kulonbézaptalajon mutatott dehidrogenaz enzimaktivitaski@ibnbsege az
egyes taptalajok eltérszubsztratumabdl erédkilonbd®d szaporodasi sebességékls
kovetkezhet. Ennek a hipotézisnek az igazolasakdvetked kisérleteket végeztem el.
Mesterséges MRS taptalaj higitdsaval értem el, hagieszt mikroorganizmus azonos

szaporodasi gorbét mutasson mindkét taptalajonymakleredményét a 11. abra mutatja.
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11. dbral actobacillus rhamnosugT1 szaporodasi sebességének bedllitasa
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A szaporodasi gorbékbarra kdvetkeztethetiink, hogy az 6tszoréséredtigifRS taptalajon

€és a csicsOka taptalajon Lld. rhamnosusVT1 térzs azonos sebességgel szaporodott. A
szaporodasi sebességi egyutthatdkat kiszamolvadmel kazonos eredményeket kaptam
(Mcsicsoka 0.01 1/min pyrs/s: 0.009 1/min).

A tovabbi kisérletben 6tszorésen higitott MRS tipitaés a csicsOka taptalajt azonos induld
sejtszammal beoltva (5*10sejt/ml) 4 6ras inkubéaciét koven mintat vettem, majd
meghataroztam a sejtszamukat és az enzimaktivaésplektrofotométer segitségeével. A 12.
abra j6l mutatja, hogy azonos indulé sejtszammaltbe a taptalajokat, 4 6ra elteltével mind
a higitott MRS, mind a csicsdka taptalajon azonegszamot ért el d.actobacillus

rhamnosus/T1 torzs.
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12. abral actobacillus rhamnosugT1 sejtszama 4 oras inkubaciot ket csicsoka- és

Otszorosére higitott MRS t4ptalajon szaporitva

Lb. rhamnosus VT1
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13. abralactobacillus rhamnosugT1 formazan képzése (8 mg/ml MTT) azonos sejtszam

és eltéd taptalajon tortéh 4 6ras szaporitast koven

Mint azt a 13. abra mutatja, az azonos sejtszasza@sorodasi sebesseég ellenére a csicsoka
taptalajon kdzel négyszer nagyobb enzimaktivitastatott a teszt mikroorganizmus az MRS
taptalajon mérthez képest. Megallapithatjuk, hodpaktériumok enzimaktivitdsat a sejtszam,
illetve szaporodasi sebességen kivil a szaportégulalkalmazott taptalaj nmisége is
nagymértekben befolyasolja. Ennek oka a kulodbtiptalajokban &y eltes szénhidrat
forrds lehet, amelyeknek eléérmetabolizacidja soran a sejtek kulonbomérteki
dehidrogenaz enzimaktivitdssal rendelkeznek (BERFHRt al., 1996).

5.1.7. A pH hatadsanak vizsgalata

A pH okozta valtozast a sejtek MTT redukélasi képgsbera Lactobacillus caseshirota
torzs példajan keresztiil mutatom be. A teszt milganizmus sejtszamat 2.36°16ejt/ml-re
bedllitottam fiziolégias séoldatban. A torzsolddtBomillilitereket kivettem és beallitottam
kilon-kilén a pH-kat (6,01, 5,01, 4,01, 3,61). A peallitasara 0,01 M-os HCI és NaOH
oldatot alkalmaztam. A torzsoldat eredeti pH-ja24 A kilénb6s pH-ju sejtszuszpenzidkat
30 °C-os inkubatorba helyeztem 1 érara. Az inkuitdkovetien mikrotiter MTT maodszert

alkalmazva mértem az enzimaktivitast.
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0,000
6,01 5,01 4,12 4,01 3,61
pH

Hl

14. dbral actobacillus caseShirota formazan képzése kulonbge-értékeken

A 14. dbran bemutatott eredményékjol lathatd, hogy a sejtek tetrazélium bromid ukdld
képessége a pH esésével csokkemdenciat mutat. A pH-beallitas nélkuli sejtspeszio a
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4,01-re beallitott pH-ju mintdéhoz hasonlo enzinvéiést mutatott. Az eredményeim jol
egyeznek azokkal a megéallapitasokkal miszerintti@zélium sok redukélodasanak a pH
optimuma a semlegeshez kozeli (JAMBOR et al., 196ESARI et al., 1969). Az
eredményekll az is megfigyelhét, hogy a kapott jelek nagysaga elmarad a korabbése&
soran kapott hasonld sejtszam mellett mért eredelddly Az eltérés azzal magyarazhato,
hogy a fiziologias sooldatban beallitott pH-ju sejtszpenziok enzimaktivitisanak mérését 1
oras inkubécié ékzte meg, amely soran a sejtek élettevékenységgy &z ienzimaktivitasa is

a tapanyagok hianyaban lecsokkent.

5.1.8. Eb és holt sejtek enzimaktivitasanak vizsgalata

Annak igazolasara, hogy kizarolag a# éejtek képesek az MTT-t formazanna atalakitani, a
kovetked kisérletet végeztem el. A tesztmikroorganizmusbh. (plantarum2142 és Lb.
rhamnosusVTI) sejtszamat fiziolégias soéoldatban bedllitottam aakbi kisérletekben
megallapitott optimalis értékekre (amely sejtkonicnonal megfelél nagysagu jelet kapunk
enzimaktivitas mérésekor). A torzsoldatokbdl 3-3tnppendorf cdbe meértem, majd a
mintakat 80 °C-os vi#fdobe helyeztem és 10 percigrhtartottam, az igy kezelt sejtek
elpusztultak. Mindkét tejsavbaktérium tordsbharom kilonbo& mintat készitettem. Az dis
minta kizarélag € sejteket tartalmazott (E), a masodik mintahoz 1éihisejteket és 1 ml
holt sejteket tartalmazé szuszpenziot készitettesH], a harmadik minta csak @Kezelt
sejteket tartralmazta (H). Az igyskEszitett mintak abszorbanciajat 630 nm-en leméédsm
eblbl kovetkeztettem a sejtkoncentraciora, a mért dddta 15. abra tartalmazza.

10,00
z
o 9,00 -
8,00 -
2142 VTl
mE o E+H oH

15. abral actobacillus plantarun2142éslLactobacillus rhamnosugT1 €l és holt

sejtkoncentracioja. (E: &ksejtek, E+H: @ és holt sejtek 1:1 aranyban, H: holt sejtek)
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Az 15. abra jol szemlélteti, hogy a torzseken befiihdharom mintdban azonos volt a
sejtkoncentracio. Lathatd, hogy a 630 nm-en mészatbanciabol szarmaztatott sejtszam
alapjan nem lehet kulonbséget teni € holt sejtek kozott.

A mintdk enzimaktivitasat mikrotiter MTT modszerrghértem le 595 nm-en, az
eredményeket a 16. 4bra mutatja be.
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16. abralactobacillus plantarun2142éslLactobacillus rhamnosugTI torzsek formazan
képzése killonbdizéls és holt sejt arany esetén. (K éejtek, E+H: & és holt sejtek 1:1
aranyban, H: holt sejtek)

Az MTT modszerrel kapott eredmeényékimar tudunk kovetkeztetni a mintaban jeleidlév
elé és holt sejtek aranyara is. Az MTT-t csak &k sdjtek képesek redukalni (MOSMANN,
1983; ABATE et al., 1998). Mindkét vizsgalt torzseeében megfigyelh&t hogy az azonos
sejtkoncentraciéju azonban 50 %-ban holt sejteket tartalmazd mintainsaktivitasa
kozelibleg a fele a kizarolag @Isejteket tartalmazd sejtszuszpenzid enzimaktéitak. A
kizardlag holt sejteket tartalmazé mintak enzimatdsa a mérési hiban belll van, amely
gyakorlatilag nullanak tekinth&t Az MTT modszerrel szelektiven képesek vagyunkningsz
él6 sejtek szamat a mintaban, illetvézdtes OD mérés alapjan ad ébk holt sejtek aranyara

is kdvetkeztethetlink.
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5.1.9. Ceéklalében szaporitott tejsavbaktériumok enmaktivitasanak, sejtszamanak és a
z6ldséglé szinvaltozasanak vizsgalata

A Kkisérlet célja az MTT mobdszer élelmiszermatrixbeintérd alkalmazhatésdganak a
vizsgalata, valamint a dehidrogenaz enzimaktivigss a ceklalé szinvaltozasa kozotti
0sszefliggés elemzése volt.

Kereskedelmi forgalomban kaphat6 céklalevet olinttze ebzéleg MRS-ben felszaporitott
tejsavbaktérium torzsekkel, a fermentéacié soranengéa sejtszam-, az enzimaktivitas- és a
pH valtozasat a mintakban, valamint mértem a céldainének valtozasat az inkubacié soran.
A céklaleldl 50 ml-es mintakat vettem, amelyeket kilon-kil@olbottam a tejsavbaktérium
torzsekkel (b. plantarum2142 és Lb. rhamnosud/T1) Ggy, hogy az indulé sejtszam “10
sejt/ml legyen. A céklalékhez 0,5 % dextr6zt adtam inkubacid6 megkezdéseswl A
mintakat 30 °C-os inkubatorba helyezteml actobacillustorzsek sejtszamat lemezontéses

modszer segitségével allapitottam meg 0, 24, 42@®ras inkubaciot kowetn.

9.0
8.5 A
8.0 -

7.5 -
7.0 A

Ig cfu/ml

6.5
6.0 -
5.5

5.0 +

2142 VT1

m0 @24 o 48 0120

17. &bral actobacillus plantarun2142ésLactobacillus rhamnosugT1 térzsek

sejtszamanak alakulasa céklalében szaporitva

A 17. abran bemutatott eredményékjol lathatd, hogy 24 6ras inkubacio utan mindkigkzs
elérte a maximalis sejtszamot, amely &6jt/ml volt, 48 6ras inkubaciot kovein kismérték
csokkenés volt megfigyelhetz ébsejtszamban, kozebieg fél nagysagrendnyi térzsenként.
Az 5 napos fermentaciot kovein aLb. plantarum2142 térzs esetén egy nagysagrendnyivel

kevesebb élsejt volt jelen a céklalében, mint.h. rhamnosu¥/T1 térzs esetén.

65



A pH valtozasat digitalis pH mé(METLER TOLEDO, Swicherland) segitségével mértem,
az eredményeket a 18. 4bra mutatja be.

5 -

0 20 40 60 80 100 120 140
inkub&cidsid 6 [6ra]

—e— 2142 —=—VT1

18. abral actobacillus plantarun2142éslLactobacillus rhamnosugT1 térzsek pH

csokkend hatasa céklalében az inkub&cids fidggvenyében

Az eredményektli megfigyelhet, hogy alb. plantarum 2142 mar 24 6ra elteltével
lecsOkkentette a pH-t 4-es érték ala, migba rhamnosusvVT1l esetében ez a csokkenés
lényegesen lassabb volt, de 120 6rat kiemetebben az esetben is 4-es érték ala csokkent a
céklalé pH-ja.

A zo6ldséglé szinvaltozasat a fermentacié soraktggetométer segitségével meértem.
Els6 lépésként fotométer segitségével lemértem a @& klaszorbcidos spektrumat, améillyb
megallapitottam azt a hullamhosszt ahol a legnadyyofolyadék elnyelése. A céklalé a 483
nm hullamhosszusagu fényt nyeli el a legnagyobliékien, igy a fermentacié soran ezen a

hullamhosszon mértem a céklalé szinvaltozasat.
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19. &bra: Céklalé szinének valtozasa fermentacéngpactobacillus plantarun2142,illetve

Lactobacillus rhamnosugT1 esetén)

A 19. dbran bemutatott eredményéklathatd, hogy szinintenzitas vizsgalata sorandt

esetben egyenletes cstkkenés volt megfigy&llzatonban &.b. rhamnoss VT1 esetében ez

a csokkenés atlagosan haromszor nagyobb volt,anhiint plantarum2142 térzs esetében.

Az él6 mikroorganizmusok dehidrogenaz enzimaktivitasatkratiter MTT maodszer

segitségével mértem. A sejteket a vizsgalaitt elecentrifugaltam és a céklalevet

eltavolitottam, hogy az ne befolydsolhassa az edéagtn
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20. abra: Céklalén szaporithtctobacillustdrzsek Lactobacillus plantarun2142

Lactobacillus rhamnosugT1) formazan képzése fermentacio soran

Ahogyan azt a 20. abra jol szemléltetagymértékben eltérdehidrogenaz enzimaktivitast

mértem a kilonbdr torzseknél, az aktivitas valtozasanak tenden@agnban hasonld volt
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mindkét esetben. Az enzimaktivitasuk maximumat ad@as inkubaciot kbévéen mutattak,
illetve jél lathat6, hogy minden mérésismbntban alLb. rhamnosusvVT1 enzimaktivitasa
tobbszorose volt Bb. plantarum2142 térzs altal mutatottnak.

A Kkisérlet soran lathatd volt, hogy 24 Ora eltedéa tesztorganizmusok elérték a
maximalis sejtszamukat a céklalében, amely azomdis mindkét térzs esetében (3,5%10
sejt/ml), ekkor volt mérhét a legnagyobb enzimaktivitasa a torzseknek, azordat.
rhamnosusVT1 tdrzs 4,5-szer nagyobb jelet mutatatint a Lb. plantarum2142. A
dehidrogenaz enzimaktivitds ilyen nagyméitéleltérése azonos sejtszam mellett
magyarazhatdé azzal is, hogy a VT1-jelu torzs pHkket hatasa (pH 4,3) lényegesen
elmaradt a 2142-jatsl (pH 3,8) a 24 6ras inkubéciot kdven és a neutralishoz kdzelebbi
pH-értéken azonos sejtszam mellett is magasabbmeahktivitas mérhét (CESARI et al.,
1969), illetve a torzsek eli@fermentativ jellege is okozhatja.

A céklalé szinintenzitdsanak cstkkenése a magasatimaktivitasu térzs esetében
nagyobb mérték volt, amely 6szhangban van a BARATH és munkat&2201) altal mért
fermentélt céklalé szinintenzitdsanak nagyobb rkéntéokkenésével hozzaadott pektolitikus
enzimkomplex esetében. A zoldséglevek természetdgireli szinintenzitasanak m@gése
a fermentaci6 soran igen fontos, mivel az jelentérzékszervi tulajdonsag, amely
nagymértékben befolyasolhatja a fermentalt zoldsdégfyasztoi megitélését, ezért fontos
lehet azon torzsek szelektalasa a fermentaciohomlyak esetében kevésbé cstkken a

z6ldséglé szinintenzitasa. Ehhez nyujthat segits@g®ITT modszer.

5.1.10. Bakteriocin (nizin) érzékenység vizsgalata

Lactobacillus toérzsek [actobacillus plantarum2142, Lactobacillus plantarum2741,
Lactobacillus sakeiDSM 20017,Lactobacillus case2756, Lactobacillus curvatus2775,
Lactobacillus fermenturd13) nizin érzékenységének vizsgalatat végezteagatdifflzids
modszer, turbidiths mérésen alapuld modszer ésltalam kidolgozott mikrotiter MTT
kolorimetrias moddszer segitségével. A cél az vbligy meghatarozzam, hogy melyik

mobdszer alkalmasabbLactobacillustrzsek bakteriocin érzékenységének vizsgalatéra.

5.1.11. Agardiffazios médszer

A vizsgalat leirdsa az anyagok és modszerek féjendnlalhato (4.3.3. pont).
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21. abral actobacillustérzsek nizin érzékenységének vizsgalata agardi$imodszerrel.
(m2775:Lb. curvatu2775,m2756:Lb. casei2756, Sakei:Lb. sakeDSM20017, 2142:Lb.

plantarum2142,m2741:Lb. plantarum2741,=D13: Lb. fermentunD13)
(10.000 1U/ml = 250 pg/ml nizin)

Az agardiffazioval végzett vizsgalatok eredményéRh abra mutatja. Lathatd, hogy a
legkisebb koncentracio, amely az 0sszes vizsg&lrtdeganizmus esetében értékalhet
feltisztulasi zénat mutatott a 200 1U/ml volt, the két torzs, dactobacillus caseR756 és a
Lactobacillus curvatu775 esetében még a 100 IU/ml koncentracid esetisbészleltem
feltisztulasi zénat. Megallapithatd, hogy az alkahwott tesztorganizmusok kézidl a nizinre
legérzékenyebb torzsek a 2756 és 277%elelvoltak, mig a legkevésbé érzékeny a
Lactobacillus fermentur®13 torzs volt.

Agardiffuzios modszer segitségével informaciot kdaphk a Lactobacillus torzsek
gatléanyag érzékenysegeeés e torzsek esetében a kimutatasi hatar 100l lkbntentraciora

tehe® nizin esetén.
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5.1.12. Turbiditds mérésen alapulé modszer

A modszer pontos leirasa az anyagok és modszeseliené talalhat6 (4.3.1.).
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22. abral actobacillus sakemizin érzékenységének vizsgalata turbiditas mérésse
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23. abralactobacillus plantarun2142 nizin érzékenységének vizsgalata turbiditasssel
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24. abral actobacillus fermentu@13 nizin érzékenységének vizsgalata turbiditas mékrésse

Az eredmények (22. abra, 23. abra, 24. abra) azatjal, hogy egyeértelingatlas az 200
IU/ml koncentracioig volt kimutathato a turbiditdsrésen alapuld modszer hasznalataval. Ez
az érték a duplaja az agardiffazioval kimutathagklsseb gatlé koncentracionak. Ennél az
eljarasnal 10 sejt/ml indulé sejtszammal dolgoztam, mig az affémiés modszernél 10
sejt/ml volt a sejt&riség. Azonban ahhoz, hogy az agardiffizidhoz kémest,24-48 oOrat
vesz igénybe, gyorsabb meghatarozast tegylunkoehiea meghatarozashoz szikséegeés id

akar 8-10 oréra is lecsokkenttidiyen magas indulo sejtkoncentracio alkalmazas&sages.
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5.1.13. MTT kolorimetrias moédszer

A modszer részletes leirasa az anyagok és modsasdben talalhato (4.3.4.).
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25. 4bra: Tesztmikroorganizmusok beallitott sejtsz@ mikrotiter MTT modszeres méréshez

A teszt mikroorganizmusok nizin érzékenysegét adbban lathatd koncentraciora teszteltem
az MTT Kkolorimetrias modszerrel. Az 6eb két vizsgalati mddszerhez képest tébb
nagysagrenddel magasabb sejtszamot alkalmaztare] mimddszer segitségével csak ilyen
magas sejtszam esetében kapunk értékejolet.

1.400 +
1.200 -

1.000 -
oVvTl

0.600 - O Sakei

abs. [595 nm]

0.400 -

0.200 +

0.000 -
1600 800 400 200 100 50 0

nizin konc. [IlU/ml]

26. dbralactobacillustdrzsek nizin érzékenységének vizsgalata mikirokt€T modszerrel

A mikrotiter MTT kolorimetrias médszerrel kapoteeményekbl lathatjuk, hogy 10 sejt/ml
koncentracié esetéberLa. plantarum2142 enzimaktivitdsa csak 400 IU/ml és a felatim
koncentracié esetében csokkent, mig a turbiditéssnés az agardiffizios modszerrel végzett
kisérlet soran mar 50 IU/ml nizin koncentracié ében gatlas volt megfigyellietA két
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modszerrel kapott eltér eredmény a kulonbdz sejtkoncentraciokbdl és a nizin
hatdsmechanizmusabdl adodik (GONZALES et al., 19896;HAROF et al., 2012 ).

A Lb. sakeiesetében azonban a tobb nagysagrendnyi sejtsadnliglbség esetén is mar 50
IU/ml géatldanyag koncentracional lathatd az enziwilks csokkenése, ami azobbi
modszerekkel megegy@eredményt mutat.

Az MTT mddszer alkalmazasanal magasabb sejtkorém@athasznalata szikséges, hogy
értékelhed eredményt kapjunk. A magasabb sejtkoncentracidndszetesen a mért
gatldaktivitast is befolyasolhatja, azonban az MRdlorimetrias modszer segitségével a
hagyomanyos modszerekhez szilkségésodedéke alatt mérhetjik az egyes mikrébagatlo

anyagok aktivitasat.

5.2. Az MTT modszer teljesitményjelleméinek meghatarozasa

Napjainkban a mikrobioldgiai vizsgalatokkal szembtmasztott kodvetelmények kozé
tartozik a gyorsasag mellett a nemzetkozi kihivaaikvald6 megfelelés. Részben a honositott
ISO és EU szabvanyok szerinti jartassag igazolasaidsgalatokban valo részvétellel,
masrészt az akkreditalasi kdvetelményeknek val&ehadgs.

A vizsgalo és kalibrald laboratoriumok alkalmassadaaltalanos kdvetelményeit az MSZ
EN ISO/IEC 17025:2001 szabvany tartalmazza. E saap\b.4 pontja éirja, hogy a
laboratoriumban kifejlesztett, vagy atvett modsadnasznalatba vételodd validalni kell.
Validalni kell a nem szabvanyos, sajat kifejlesitésikddési terileten kivil ésszabvanyos
mobdszereket, illetve a szabvanyos modszerek kiégésit, modositasait.

A vizsgalati modszer jellendz paramétereinek meghatarozasara szolgalé eljarast
mikrobioldgiai tertleten az EN ISO 16140 szabvangziti mind a jelenlét/hiany probakra,
mind a szam meghatarozasi modszerekre vonatkoZ@BAJDINE PINTER, 2002).

A validalas annak igazolasa, hogy az alternativsnéd(gyors, érzékeny, automatizalt, olcso)
0dsszehasonlithatd eredményt ad a referencia madsz&rvalidalas els lépése az alternativ
és referencia moédszer laboratériumon bellli 6sswiidasa, amelyet korvizsgalat kovet
(minimum tiz laborat6rium részvételével) (BELAKadt, 2011).

Annak a ténynek az eldontéseére, hogy az alternablszer megfeléte, meg kell hatérozni a
modszer teljesitmeény jellerdit (EN ISO 16140:2003).
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A dehidrogenaz enzimaktivitdas mérésre alapozott rob&szam-meghatarozasi modszer
alabbi teljesitményijellendit hataroztam meg EN ISO 16140 szabvany szerint:

» Szelektivitas

* Linearitas

 Erzékenység

» Kimutatasi hatér

» Meghatarozasi hatér

* Mérési tartomany

» Pontossag

5.2.1. Szelektivitas

A modszer segitségével dehidrogendz enzimaktivitésés alapjan kovetkeztethetlink a
mikroorganizmusok sejtszdmara. A tejsavbaktériumedonos sejtszam mellett eliér
enzimaktivitassal rendelkezhetnek, azonban a médsem teszi lehévé, hogy kevert
tenyészetek esetében kilbénbséget tegylnk a milkao@musok kozott, illetve a
mikroorganizmusok vizsgalatakor a taptalaj eltéash is szikséges, mivel a tdptalajbai 1év
komponensek is képesek redukalni az MTT tetrazolioramidot. Eb és holt sejtek

elkllonitése szempontjabol azonban szelektivnekdimed.

5.2.2. Linearitas

A keletkezett formazan kristdlyok mennyiségének %89B-en meért abszorbanciaja és a
meghatarozni kivant sejtszam kozotti 6sszeflggestitasa.

Az MTT kolorimetrids, enzimaktivitas mérésen alapul®sgjtszam-meghatarozasi modszer
linearitasat a mintak sejtkoncentracidjanak fugyeden abrazolt enzimaktivitas értékekkel
mutatom be.

Az eljaradst a Lactobacillus rhamnosusVTIl torzs adatainak kiértékelésén keresztil
szemléltetem. A tesztmikroorganizmus szuszpenzdbj8btagu higitasi sort készitettem, a
higitasi tagok sejtszamat lemezontéses modszereghataroztam. A higitasi tagok
enzimaktivitasat a mikrotiter MTT modszer segitsajélemértem és a kapott adatokat

abrazoltam a sejtszamok fliggvényében. Az eredmeéngeR7. abra tartalmazza.
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27. abral actobacillus rhamnosugT1 kalibracios gorbéje

A szabvany szerint elvégzett linearitas vizsgalapjan elmondhato, hogy szoros korrelacio
all fenn az &l sejtek és a termelt formazan kristalyok mennyigégett.

Az MTT moddszer teljesitményjellerdmek a meghatarozasa sordn az alternativ moédszerek
validaldsarél szolo ISO 16140:2003 szabvany szeRnjelii mellékletében a megfetel
linearitasi vizsgalat kivalasztasahoz szikségégzetds becslések soran az alternativ és a
referencia modszer ugynevezett globalis szorasanlényadosa (sr(alt)/sr(ref)) megad egy
R értéket. Amennyiben az igy kapott érték 0.5 tiddkisseb a leirds azt javasolja, hogy
cseréljuk fel az x és az y tengelyen abrézolt &etkés igy abrazoljuk a kalibracios gorbét. A
mi esetlinkben ez az érték 0.5 tizednél kisseb.

A kovetked 4bran (28. dbra) harom masik torzs kalibracioerggeit mutatom be.
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¢ Lb. casei Shirota m Lb. sakei DSM 20017 A Lb. plantarum 2142
28. dbralb. plantarum2142,Lb. caseiShirota,Lb. sakeDSM20017 torzsek kalibracids
gorbéi
5.2.3. Erzékenység

A mérési modszer érzékenyseégét a kalibracios girbkedeksége adja meg. A kilénBoz
torzsek kalibracios egyeneséilszamitott regresszios egyenleteket és az azad#rhitott

érzékenységuket a 12. tdblazatban 6sszegzem.

12. tadbazat: Az alkalmazott tesztmikroorganizmuselressziés egyenletei és az @bb

szamitott érzékenyseguk

. 3} . Erzékenység
Lactobacillustorzs Regresszios egyenlet 0.01 OD VAltozas
Lb. rhamnosuy/T1 Absjsos nmj= 5*10° cfu/ml +10° 5*10° cfu/ml
Lb. plantarun2142 AbSs95 nmy= 2*10° cfu/ml -5*10 2*10’ cfu/ml
Lb. caseiShirota Abgsos nm= 2*10° cfu/ml +2*10° 2*10 cfu/ml
Lb. sakeiDSM 20017 Ab$s05 nmy= 2*10° cfu/ml -6*10/ 2*10" cfu/ml

A Lb. rhamnosu®/T1 torzs esetében a sejtszam 5*a&fd/ml ndvekedése a mért abszorbanci
értékének 0.01 szazadnyi ndvekedését eredményeaasik harom vizsgalt térzs esetében az
abszorbanci ilyen mértékvaltozasat 2*10cfu/ml sejtszam novekedése vagy csokkenése

okozza.
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5.2.4. Kimutatasi hatar

Az a koncentracid, vagy anyagmennyiség, mikrobackotracio, amelyhez tartozo jel értéke
megegyezik a vak minta kdzepes jelének és a vatarjgh3-szoros SD értékének dsszegével.

JkH=dvakt3-SDak
Ez az érték a kiulonbézLactobacillustorzsek esetén eltérLactobacillus rhamnosu¥T1
torzs esetében 1.286fu/ml a legkisebb kimutathaté sejtszam. A kilartbbactobacillus

torzsekhez tartoz6 kimutatasi hatarokat a 13. zatiédan mutatom be.

13. tAbazat: Az alkalmazott tesztmikroorganizmuaokmatkozé kimutatasi hatarok

Lactobacillustorzs Kimutatasi hatar
cfu/ml
Lb. rhamnosu¥T1 1.20*10
Lb. plantarum2142 3.05*10
Lb. caseiShirota 2.80*18
Lb. sakeiDSM 20017 2.05*10

5.2.5. Meghatarozasi hatar

A mennyiségi mérés alsé hatara, als6 méréshataa kgkisebb koncentracié, amely még
elfogadhatd pontossaggal és precizitassal hataxonieg.

JImn =Jvak+10-SDak
Ez az érték a kiulonbézLactobacillustdrzsek esetén eltgrLactobacillus rhamnosu¥T1
torzs esetében 1.286fu/ml a legkisebb kimutathaté sejtszam. A kilartbbactobacillus

torzsekhez tartoz6 meghatérozasi hatarokat a hkézitban mutatom be.

14. tabazat: Az alkalmazott tesztmikroorganizmuaakmatkozd meghatarozasi hatarok

Lactobacillustorzs Meghatarozasi hatar
cfu/ml
Lb. rhamnosu¥/T1 1.26*10
Lb. plantarum2142 5.20*10
Lb. caseiShirota 3.02*10
Lb. sakeiDSM 20017 4.20*10
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5.2.6. Méréstartomany

Méréstartomany alatt azt a tartomanyt értjuk, asmelpelil a sejtkoncentracio megfélel
pontossaggal, precizitassal és léheg linearitdssal meghatarozhato.

A kalibraciés gorbék alalpjan a modszer méréstaditoya ebben az esetben is térzsenkéent
elté. A kilénbdzd Lactobacillustorzsekhez tartozé mérési tartomanyokat a 15azalihan

mutatom be.

15. tabazat: Az alkalmazott tesztmikroorganizmuaakimatkozo méréstartomanyok

Méréstartomany
cfu/ml

Lb. rhamnosuy¥T1 | 1.26*10 — 6.00*10

Lb. plantarum2142 | 5.20*10— 1.95*10

Lb. caseiShirota 3.02*18- 2.20*10

Lb. sakeDSM 20017| 4.20*10 — 1.94*10

Lactobacillustorzs

5.2.7. Pontossag

A mobdszer pontossaga a méréstartomany valodisdgaaieke, a modszer rendszeres
hibajanak jellemégje.

A dehidrogenaz enzimaktivitds mérésen alapub§eilszam meghatarozasa a sejtszam és az
595 nm-en mért abszorbancia k6zott meghatarozgiesszios dsszefliggéseken alapszik, a
mabdszer pontossaga a kalibracids gorbék megbiAgdts figg.

A pontos sejtszam meghatarozashoz, minden toraapé®zeg kombinacié esetén egyedi

kalibraciés gorbe felvétele sziikséges.
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5.3. PCR eredmények
5.3.1. ADNS izolalas eredményei

A vizsgélataim soran a kllénb®zejsavbaktérium és a kontrollként hasznalt baltéri
torzsektdl modositott Wizard modszerrel DNS izolalasat végezel, a 4.3.5.3. fejezetben
bemutatott, modositott modszert alkalmaztam.

A DNS izolalds mennyiségi és nésegi ellerzésének eredményeit a 16. tablazat
tartalmazza.

16. tablazat: DNS izolalas eredményei

A vizsgalt minta jele a ) )
) A mintabdl kinyerheté DNS
baktérium térzs R érték(A 260/A 250
) ) mennyisége (ngil)
jelolése alapjan
01 19,9 1,77
05 211 2,01
154 18,1 1,78
2107 23,1 1,79
2108 68,4 1,84
2142 115,7 1,93
2741 259,9 2,10
2749 42,7 1,93
2750 219,3 2,07
2752 235,8 2,07
2756 2155 2,07
2763 83,9 2,08
2768 331,6 2,08
2770 315,5 2,08
2771 168,1 1,99
2775 214,2 2,08
299v 34,0 1,78
397 67,9 1,82
D13 62,8 1,81
DT41 100,3 1,81
Sakei 52,1 1,76
N2 15,4 1,70
SF1 51,8 1,82
Shirota 11,6 1,76
VES56 29,3 1,79
VT1 134,8 2,08
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A DNS izoladlasidt kovéen UV-spektrofotométerrel valamennyi minta esetében
meghataroztam az oldatok abszorbanciajat, valamikiapott DNS-oldatok tisztasagat és
koncentracidjat. A 16. tablazatban feltiintetettderényeink alapjan elmondhato, hogy az
alkalmazott moddositott Wizard maddszerrel minden these megfeldl tisztasagu és
koncentraciéju, PCR-sokszorozasra alkalmas DNStaitdh kaptam, amelyet az ezt késen

elvégzett gél-elektroforézises vizsgalatok is alesztottak.

5.3.2. A PCR optimélas eredményei

A Lactobacillusok szelektiv kimutatasara alkalmas PCR modszelestagsének abs
lépéseként optimaltam a reakcidhoz sziikséges pamartemplat DNS mennyiségét. A PCR
reakciokhoz a 2142 és a 27684ijébjsavbaktérium térzseket hasznéltam. Eredményeame

29. abra mutatja be.

2142 2768
A AL
800 bp e 767 bp
1 2 4 1 4
300 bp
150 bp [Ew.

100 bp

50 bp T=57°C, 30 sec, 35 ciklus

29. abraA laktobacilluszok szelektiv kimutatasara alkalrR&R reakcio optimalasa 1.

1 - 250 ng templat DNS, 0,8uM primer koncentracio
2— 250 ng templat DNS, 0,5uM primer koncentracio
3 — 100 ng templat DNS, 0,8 uM primer koncentracié
4 — 100 ng templat DNS, 0,5uM primer koncentracio

Ezek alapjan elmondhat6, hogy mindlka plantarum2142, mind pedig &b. curvatus2768
tejsavbaktérium torzsek vizsgélatakor reakcionk#f0 ng templat és 0,8M primer
végkoncentracié alkalmazasa soran kapam a gélelekdrises kiértékelés soran a legélesebb
fragmentumokat.

Vizsgalataim soran a kovetkelepes a megfelélprimer-kapcsoldédasi vagy annealing
hémérséklet kivalasztasa volt, amelyhez aiz@tkben optimalt 6sszetélieleakcidelegyet
hasznaltam fel. A PCR sokszorozashoz ez esetban2is42 és 2768-jeltejsavbaktérium

80



torzseket alkalmaztam. A vizsgalatokat kulonkh652-68 °C kozotti primerkapcsolodasi
hémérsekleteken végeztem el. A gélelektroforézisegridkelést kovéen kapott
eredményeimet a 30. abra mutatja be.

2142 2768
A A
by o ot hmt et et e et e b bt vl iy bt ot e et b e e st
800 bp ELHUUHHH‘-‘ | d\-ﬁ-/ \od o o . 767 bp
W RSN 7 98 g 10, MTRIR e iR R g7 gt 97 10 11 19
300 bp e
150 bp ™%
100 bp K

50 bp

IFL-IFR primerek 0,8 uM végkoncentracio , 20 ng/pl DNS koncentracio

30. abra: A laktobacilluszok szelektiv kimutatas#lkalmas PCR reakcio optimalasa 2.
1.52°C 5.56,7°C 9.61,4°C
2.53,2°C 5.27,2°C 19.62,6 °C
3.54,2°C 7.59,1°C 11.63,8°C
4.55,6 °C 8.60,3°C 12.65°C

Az agarOz geéieiekiroforézises kiériékeiést kégnikapoit eredményeim aiapjan, mindkét
baktériumtbizs vizsgaiatakor a legmegiaia primerkdbaési mérsékietnek az 59 °C
bizonyult.

A tovabbiakban a laktobacilluszok szelektiv kintaséra alkalmas PCR vizsgalatokat
az optimalt feltételek mellett, vagyis 100 ng teéips 0,8\M primer végkoncentracioval,
valamint 59 °C-os primer kétiési lbmérséklet mellett végeztem. Ezen paraméterek
bedllitasa mellett a kezdeti 35 ciklusos reakcidydie elegend volt 33 ciklust
alkalmaznom.

A plantaricin gén-specifikus reakcié optimélasaasois elgként a primer és a DNS
templat koncentracio optimalasat végeztem el, ahdentiekben leirt eredményeket
kaptam, vagyis ehhez a PCR reakci6hoz is a 100 emgplét és 0,8M primer

végkoncentracio alkalmazasa bizonyult a legmedfelaiek.
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A primerkotidési tBmeérseéklet optimalasa soran 55-66 °C kozottimérsekleten

vizsgéltam a PCR reakcio lefolydsat, valamint aarézg gélelektroforézises kiértékelést
koveen kapott fragmentumokat. Eredményeimet a 31 4bmatatom be. Ez alapjan
elmondhaté, hogy a legjobb eredményeket 55 °C-asnepkodési Bmerseklet

alkalmazasa mellett kaptam. A tovabbiakban tehatplantaricin-gént tartalmazo
tejsavbaktérium térzsek azonositasara alkalmas r@Rciokhoz 100 ng templat és 0,8
uM primer végkoncentraciét, valamint 55 °C-os prikigédési lbmérsékletet hasznaltam.

Ez esetben is 33 ciklus elegének bizonyult a megfel&lPCR reakci6 lezajlasahoz.

300 Ep

150 bp

100 bp 147 bp
50 bp C

31. abra: A plantaricin gén jelenlétének kimutatasdkalmas PCR reakcio optimalasa

5.3.3.Lactobacillusok azonositdsa PCR technikaval

A laktobacilluszok szelektiv kimutatasara alkalm&CR vizsgalatokat az 5.3.1.
bekezdésben felsorolt 26 kilénldoAd actobacillus térzzsel, 3 kilénbdy negativ
kontrollként hasznalt nem-tejsavbaktérium térzzsellamint egy a tejsavbaktériumok
kozé tartozdEnterococcudorzs alkalmazéséval végeztem el, dzdlfejezetben optimalt
reakciokorilmények beallitasa mellett. A PCR vitatgkhoz a Singh és Ramesh (2008)
altal tervezett primer parokat hasznaltam.

Az agarOz gélelektroforézises kiértekelést kdertkapott eredményeim alapjan az
adaptalt IRL-IFL primerparok altal sokszorozott 7®p fragmentumot valamennyi
tejsavbaktérium torzs esetében megkaptam. A negabtmtrollként alkalmazott
Thermoplasma acidophilunDSM 1728 ésThermobifida cellulosilyticaDSM 44535
torzsek esetén a PCR reakcidhoz felhasznalt IFL4iRmerpar nem talélt kéhelyet,
vagyis sokszorozasra alkalmas, homoldg szekvenigit,ezen torzsek esetében nem

kaptam jelet. Az eredményeket a 32. abra mutatja.
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100 bp =
50 bp

767 bp

32. abrd_actobacillusok azonositasa PCR technikaval

M: molekulatémeg marker (100, 200, 300, 400, 500, 800, 800, 900, 1031 brd), 01; 2. 05; 3. 154; 4.
2107;5.2108;6.2142;7.2741;8.2749;9.2750;10.2752;11.2756;12.2763;13.2768;14.2770;15.
2771;16.2775;17.299v;18.397;19.D13; 20.DT41; 21.sakei;22.SF1;23.VT1; 24.VE56; 25.
Shirota;26.N2; 27.ta wt2 28.tb100;29. izolalasi kontroll;30.DV kontroll

800 bp
300 bp
150 bp
100 bp [
50 bp

33. abraiFL-IFR primerpar_actobacillis specifikussaganak vizsgalata PCR technikaval

M: molekulatdmeg marker (100, 200, 300, 400, 500, 800, 800, 900, 1031 bp)),1312;2 Top 10;3.01; 4.
05; 5.154;6.2107;7.2108;8.2142 9. izolalasi kontroll

A kapott eredmények alapjan megallapithaté, hogybemutatott maodszer sikerrel
alkalmazhat6 &actobacillusnemzetség szelektiv azonositasara, mas tejsavinako&tol és

E. colitdl valo megkulonboztetésére.
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5.3.4.Plantaricin-gén jelenlétének vizsgalatd_actobacillustdrzsekben PCR technikaval

A plantaricin-gént tartalmazo tejsavbaktériumokraasitasara alkalmas PCR vizsgalatokat az
5.3.1. bekezdésben felsorolt 26 kiulonbdejsavbaktérium térzzsel, valamint 2 kilonboz
negativ kontrollként hasznalt net@jsavbaktérium torzzsel végeztem el, aze&lfejezetben
optimalt reakciokérilmények beallitasa mellett. £RP vizsgalatokhoz a Maldonado et al.
(2004) altal tervezett PInA1-PInA2 primer parokasbnaltam. A vizsgalat célja az volt, hogy
a Lactobacillusok szelektiv kimutatasat kovetn ki tudjam valasztani kozulik a plantaricin-
termeb torzseket, vagyis azokat, amelyek hordozzak ggéna

Az agardz gélelektroforézises kiértekelést késrta PInAl-PInA2 primerek altal
sokszorozott 147 bp fragmentumotlafl;5. 2108;6. 2142;9. 2750;11.2756;13.2768;16.
2775;17. 299v; 21. sakei;24. VE56; 26. N2; jeli tejsavbaktérium térzsek esetében kaptam
meg, vagyis ezek tartalmazzak a vizsgalt plantagént (34. abra és 35. abra).

o 9l Ol oD e 374 - -1'6

500 bp

300 bp
200 bp
100 bp

34. abra: Plantaricin-gént tartalmazo tejsavbaktéfiorzsek azonositasa PCR technikaval
M molekulatomeg marker (100, 200, 300, 400, 500, 600, 800, 900, 1031 bp), 01; 2. 05; 3. 154; 4.
2107;5.2108; 6. 2142;7. 2741, 8. 2749;9. 2750; 10. 2752; 11. 2756; 12. 2763; 13. 2768; 14. 2770; 15.
2771;16.2775;
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M 17 18 19 20 21 22 23 24 2% 27 28 29

500 bp 147 bp
300 bp
200 bp
100 bp

35. abra: Plantaricin-gént tartalmazo tejsavbakténiorzsek azonositasa PCR technikaval

M molekulatomeg marker (100, 200, 300, 400, 500, 600, 800, 900, 1031 bpy.299v; 18.397; 19.
D13; 20. DT41; 21. sakei; 22. SF1;23. VT1; 24. VE56; 25. Shirota; 26. N2; 27. ta wt2 28. th100; 29.
izolalasi kontroll;30.DV kontroll

A 14.2770;18.397;19.D13 é€s20. DT41 tejsavbaktériumok esetében nem kaptam gtelk

a baktérium toérzsek valostileg nem tartalmazzak a vizsgalt gént2A05; 3. 154;4. 2107,
7.2741;8.2749;10.2752;15.2771;22. SF1;23. VT1 és25. Shirota tejsavbaktérium térzsek
esetében a PCR sokszorozds eredményeként igemydhagmentumot kaptam. Ezek a
torzsek valoszileg a plantaricin-gén valamelyik, néhany bp-ny&edst mutaté haplotipusat
tartalmazhatjak, igy a néhany nukleotidban mutaikezekvencia-eltérés eredményekent a
felhasznalt PInA1-PInA2 primerek illeszkedése, vagyPCR sem volt tokéletes, tehat a PCR
reakcio sem tudott megfeten végbemenni.

5.4. Gélkromatografia eredményei

A bakteriocin termelés igazoldsara a bizonyitofilamtaricin termelést kddol6 gént hordozo
Lactobacillus torzseket tovabb vizsgaltam. A szelektalt torzsekRS taplevesben
felszaporitottam, majd a sejtmentes fellluszoéikalkrgmatografias modszer segitségével
frakcionaltam (4.3.6. fejezet).

A kulonvalasztott frakciok gétlo hatasat 96-lyukdikrotiter lemezen vizsgaltam
turbiditds méréssel. Indikator torzskéhb. sakei DSM20017 torzset alkalmaztam. A
mikrotiter lemez lyukaiba 1001 MRS taplevest, 2Qu sejtszuszpenziét (£0sejt/ml indulé

sejtszam) és 10Ql-t az egyes frakciokbdl pipettaztam. KontrollkérO pl desztillalt viz
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keriilt a sejtszuszpenzidt tartalmazé MRS taplébéemezt 37 °C-os inkubatorba helyeztem

és mértem az abszorbanciat 630 nm-en. Az eredménged6., 37. €s 38. abra szemlélteti.

1,4 -

1,2 - _

@ Oh

_ 1,0 - m21h
g 0,8 - 0 22h
g 0 23h
a 0,6 7 m 24h
o]
© 04 - @ 25h

02 | m 26h

0,0 -

kontroll 1 2 3 4 5 6

Lb. plantarum 2142 feltltsz6 frakciok

36. abralactobacillus plantarun2142 feltliszo frakcidinakactobacillus sakeDSM20017

torzs szaporodasara kifejtett gatlo hatasa.

Az eredményekl megallapithatd, hogy a 2-es, 3-as és 4-es frakgéioltdk az indikator

mikroorganizmus szaporodasat.

1,8
1,6 1 = Oh
1.4 1 m 16h
T 127 O17h
S 1,0 0O 18h
(42]
£.0,8 - m 19h
7]
< 0.6 @ 20h
0,4 - m21h
0,2 O 22h
0,0 - m 23h
kontroll 2 3 4 m 24h

Lb. plantarum 01 felllasz6 frakcidk

37. abralactobacillus plantarun®1 feltliszoé frakcidinakactobacillus sakeDSM20017

torzs szaporodasara kifejtett gatlé hatasa

Lactobacillus plantarun®1 torzs fellliszojabdl elvalasztott frakciok koaid-es, 5-0s és a 6-

os tagok mutattak gatlé hatddtlasakeiDSM20017 szaporodasara.
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1,4 -

1,2 O Oh
W 16h
1,0
T O 17h
é 0,8 - 0O 18h
'“;’_ 0,6 - W 19h
(%3]
2 O
8 o4 20h
E 21h
0,2 O 22h
0,0 - W 23h
kontroll 1 2 3 4 5 6 W 24h

Lb. plantarum 2108 fellillsz6 frakciok

38. abral actobacillus plantarun2108 fellliszo frakcidinakactobacillus sakeDSM20017

torzs szaporodasara kifejtett gatlé hatasa

Lactobacillus plantarun2108 torzs fellluszéjabol elvélasztott frakciok éba 3-as, 4-es és
5-0s tagok mutattak gatlé hatadtlasakeiDSM20017 szaporodasara.
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A Lactobacillus plantarun2142, Lactobacillus sakeDSM20017 to6rzs szaporodasat gatlo
frakciok pH fliggését vizsgaltam. A parhuzamos fiékcpH-jat 2 M-os NaOH oldattal
allitottam be, majd turbiditas méréssel vizsgalthogy melyik pH-értéken fejt ki gatlé hatast

a tesztmikroorganizmusra.
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39. abral actobacillus plantarun2142 altal termeld,.actobacillus sakeDSM20017 torzs

szaporodasat gatlo frakcidinak pH fliggégentroll: MRS taplevesib. sakej Kontrol2:
MRS+fiziolégias séoldat+tb. sakei Mintdk: MRS+pH bedllitott frakciotb. sake)

A 39. abran bemutatott eredményékiathatd, hogy a gatlo anyag alacsony pH-értélegin f
ki gatlo aktivitasat. A bakteriocinek és koztik Emaricinek is alacsony pH-értéken a
legaktivabbak (CAPLICE & FITZGERALD, 1999; KLAENHAMER, 1993).
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5.5. Fehérje kimutatas eredménye

A torzsek fellliszoibdl gélkromatografiaval elvatemt gatld frakciokat liofilizaltam, majd

SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel megfuttattafa eredményeket a 40. abra mutatja.

14
Vo kDa

1. 2. 3. 4 5 6.

40. abra: 1. molekula standard (250, 150, 1005@537, 25, 20, 10, 2 kDa), 2. Kontrdlh.
casei 266, 3.Lb. curvatus2775, 4Lb. plantarum01, 6.Lb. plantarum2142, 7Lb.
rhamnosus/Tl, 8. Lb. curvatus2768

A 40. abran lathato, hogy 1,4 kDa molekulatomedeiéériefragmenseket detektaltam, amely

molekulaméret beleesik a bakteriocinek molekulain@réomanyaba.

89



5.6. A detektalt fehérje gatld hatasanak igazolasa

Annak igazolasara, hogy valéban a géatlo anyagakttam alactobacillus plantarundl
torzskbl a Lactobacillus sakeDSM20017 térzs szaporodasat gatlo frakcidbaw féhérjét
SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel tortéalvalasztas utan kivagtam a gélbsLb. sakei
DSM20017 térzzsel beoltott (10sejt/ml) MRS agarra helyeztem, amelyba fehérje
bediffundélt az agarba és ott kifejtette gatlo batdAz eredményt a 40. 4bra mutatja.

41. 4bra: SDS-PAGE-val torténelvalasztas utdn kimutatott fehérje gatlé aktsardak
igazolasa agarlemez modszerrel. (1: izolalt fehéigétalmazd gél-rész, 2: fehérjét nem
tartalmazé gél-rész)

Az agardiffuziés mddszerrel igazoltam a detekigtitérjefragmens gatl6 aktivitasat.
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5.7. Uj tudomanyos eredmények

1. Sikeresen adaptaltam Wang és munkatarsai (2007), edetileg Mosman-altal
(1983) human sejtekre kidolgozott MTT modszerét actobacillusok élésejtszam
meghatarozasara. Megallapitottam az optimalis paramtereket: baktériumsejt
koncentraciét, MTT koncentraciét, inkubaciéstidpH hatast, amelyek esetén szoros
korrelacio all fenn a sejtszam és a keletkezetméman koncentracié kozott. A
maodszert miniaturizaltanmikrotiter lemez segitségével (HEGYI et al., 2012)

2. Megallapitottam, hogy a formazan kégdes (dehidrogenaz aktivitas) egyes térzseknél
jelenbsen eltér. Adott torzsnél is jelésen befolyasolja a szaporitd tapleves
dsszetételdgazoltam, hogy azonos szaporodasi sebességet erédyged, de eltél
szénhidrat bazisu tapoldat esetén is fenn all a delogenaz aktivitdsban a
kilonbség.

3. lgazoltam, hogy a kidolgozott médszer nem érzékengp holt sejtekre. Adott
torzsre felvett MTT-sejtkoncentracio kalibracios gébe és az adott minta optikai
denzitasanak ismeretében az @holt sejtarany meghatarozhato

4. A kifejlesztett eljaras alkalmas egyes torzsek milkbiba szaporodasat gatlo
komponensekkel szembeni érzékenységének vizsgélaarilletve a minimalis
gatlékoncentracié meghatarozasara, ezt nizin esgaroltam.

5. PCR mobdszert adaptaltaml.actobacillusek DNS alapi kimutatasaraPCR
technikaval igazoltam plantaricin gén jelenlétét, ageént tartalmazé torzsek
bakteriocin  termelését, illetve vizsgaltam a gén @xesszalodasat,

molekulatémegiket meghataroztam.
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6. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Kutatasaim alapjan megallapitottam, hogy 3-(4,5dfihtiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolium-
bromid (MTT) kolorimetriAs moddszer alkalmazhat@ctobacillusek éb sejtszamanak
megallapitasara, gatld6 anyagok hatasanak gyors at@ghzasara, illetve a kilonkibz
kornyezeti paraméterek sejtek életképességérdeiiféjatasanak vizsgalatara. A modszer a
laboratoriumi kutatasokban megkéjelezhetetlen létjogosultsaga mellett a gyakorlatiza
hasznosithaté szamos élelmiszeripari termékgk&gipen olyan funkcionalis termékek gyors
vizsgélatdhoz, amelyeknek a fogyasztas pillanathgghatarozott szamu éélsejtet kell
tartalmaznia a hozzét6tt jotekony hatas kifejtése érdekében (probiatiklk), illetve ami
még l|ényegesebb lehet, az élelmiszerekbetforeluldo romlast okozé és patogén
mikroorganizmusok gyors kimutatdsara, ami a mddszmramétereinek tovabbi
modositasaival elérhiet

Az emberek valtozo taplalkozasi szokasainak kdsethan megndvekedett az igény a
természetes, kedvézeltaratalmi tulajdonsagok mellett hosszu ésgg megrzési idvel
rendelked élelmiszerek irant, amelyek mindemellett kiméletmsositasi eljarassal, illetve
természetes tartositd szerekkel kezelnek. A tegsd@amentacio idealis modszer az ilyen
tipusu élelmiszerek &hllitasahoz, amelynél savnyitdo hatas mellett arkoybas anyagok,
koztuk bakteriocinek képgrhetnek, hozzdjarulva igy az élelmiszerek hosszabb
eltarthatésagahoiletve kedved beltartalmi tulajdonsiggal runhazzak fel azt.

igy nagy jelentséggel bir a tejsavbaktériumok bakteriocin termelépjan tortéé
szelektalasa. Ehhez elengedhetetlen egy meggelekidolgozott molekularis bioldgiai
mobdszer, aminek segitségével a vizsgalt torzsekirentathaté a termelést hordozd geén
jelenléte, illetve annak hianya. Emellett igen @mntmegbizonyosodnunk arrél, hogy a
bakteriocint kodold gén expresszalodik is adothmetdgiai feltételek mellett.

A kutatas folytatasaként fontos a kidolgozott nm@dlek segitségével azoknak a
kornyezeti tényaiknek a részletes vizsgalatmelyek a bakteriocin termelést indukaljdk az
egyes torzseknél, illetve fokozhatjdk azok termélés
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7. OSSZEFOGLALAS

Az élelmiszerekben és alapanyagokbang lénikroorganizmusok elszaporodva rontjadk a
termék mirbségét, romlast okoznak, de szamos esetben hozbhajdinak a termek jellegéhez,
s6t javitjak annak eltarthatdésagat, élvezeti értéd®ta fogyasztdo egészsegere is jotékony
hatést fejtenek ki. Az ilyen &yds tulajdonsaggal rendelkeanikroorganizmusok kozé
sorolhatéak a tejsavbaktériumok - és koztlukamtobacillusok —, melyek megtalalhatok
tébbek kozott a talajtdl és természetes vidlekezdve, a ndvények felszinén at egészen az
emberi béltraktusig.

Az emberiség kordn hasznositotta a tejsavbaktélunasznos tevékenységét, noha
ennek nem volt tudataban, s évezredek Ota alkan#elmiszerei éhllitdsara és nem utolsé
sorban tartésitasara. Azonban csak az utdbbi 15@néhasznaljuk a tejsavbaktériumokat
tudatosan élelmiszereink megovasara, iz-, és aldftasara, s amiota felfedeztik e
mikroorganizmusokat, maig vizsgaljuk tulajdonsagsikiselkedéseiket, ilkodesiket.
Napjainkban is szamos élelmiszer élvezeti-, belkauit értékeinek, emésztlisgenek
javitasa céljabol alkalmazzak e mikroorganizmusokbetve a kevesebb tartositészer
alkalmazasa, a kiméletesebb tartésitd kezeleseknmeeszetesebb élelmiszer iranti fogyasztoi
igény hatdsara a tejsavbaktériumok és az A&ltaluktesizalt antomikrobas anyagok
mindink&bb ebtérbe kerdltek.

Az élelmiszeripar fefldése, a gyartott élelmiszertermékek és a kereskedel
tevékenység dvillése miatt egyre inkabb szikséges az élelmiszéietke azok alapanyagai
mikrobiolégiai allapotdnak pontos ismerete.

Szadmos ma is hasznélt mikrobioldgiai vizsgélati srgd tobb mint szdz éve alakult Ki.
Vilagszerte a vizsgalatok millioit végzik éventehagyomanyos tenyéesztéses modszerekkel
annak ellenére, hogydd munka- és anyagigényesek, az eredmény gyakr&nt@ish napos
vizsgélatsorozat utan értékeletDEAK, 2006a; DEAK, 2006b)Emiatt a hagyomanyos
tenyésztéses @dejt szamlalasi modszerek nem alkalmasak arra, aqgpaktiv és megito
jellegi, korszeti minéségszabalyozas igényeinek megféel, gyors, hatékony beavatkozast
lehetvé tevo mddon jussunk a mikrobiologiai eredményekhez. é®tghet még a kilonbéz
okokbdl karosodott, szaporitani nem lehetségemétgs éb mikroorganizmusok megbizhat6
kimutatasa. Mindezek a megvaltozott igények aztek&hik meg, hogy gyorsabban, tobb
mintabdl, kevesebb & munkaval, olcsobban és mégis informativabban plssu
eredményekhez.

Amennyiben Uj modszert szeretnénk élelmiszerviasga hasznalni, a maodszer

validaldsara van szikség. A validalas azt bizoayfpgy az Uj alternativ médszer technikai
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teljesitt képessége Osszemékhet szabvanyos modszerekkel, ezért az alkalmazdatbizh
abban, hogy a moddszer alkalmas egy adott mikrolggy vaikroba csoport kimutatasara

és/vagy mennyiségi meghatarozasara. A validal@nsmeghatarozzak a modszer teljesitési
jellemzit referencia anyagokkal valé 6sszehasonlitas s&ggivel, amit egy laboratériumon

belll, illetve laboratoriumok ko&zotti korvizsgal&tan végeznek. Ehhez az EN ISO
16140:2003 szabvany nyujt tmutatast.

Munkam céljaul tiztem ki, hogy aLactobacillustdrzsek vizsgéalataihoz kidolgozok
egy gyors alternativ, dehidrogenaz enzimaktivité&sésen alapul6 modszert, amely alkalmas
az éb sejtek sejtszamanak, illetve azok kulénbozgatloanyagokkal szembeni
érzékenységének meghatarozdsara a hagyomanyossz&sgh alapuldé modszerekhez
szlikséges iil toredéke alatt. Az eredetileg €l sejtek vizsgalatara kidolgozott 3-(4,5-
dimetil tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolium-bromidMTT) klorimetriAs modszer adaptalasa
soran az elslépés a tetrazolium bromid optimalis koncentr&mék (8-9 mg/ml MTT), a
vizsgaltLactobacillustérzsek mérési tartomanybasesejtkoncentracidjanak (1a0® sejt/ml)
és az inkubacios éthek a meghatarozasa volt.

A modszer kidolgozasa soran azt tapasztaltam zhasgban a szakirodalomban
leirtakkal miszerint szamos vegyullet befolyasolnatpiz MTT redukciéjat hogy a
tejsavbaktériumok szaporitdsara alkalmazott MRIBtvé csicsdka tapleves a tetrazdlium
bromid redukalédasat okozza, zavarva igy a mérégopsagat. Ehib kovetkezett, hogy
minden esetben szikséges a szaporitd kdzeg elédaoh baktérium sejtékra tetrazolium
bromid hozzaadasa és az ezt kévakubalas ditt. Az optimalizalas soran a 2 éras 37 °C-os
inkubéacid bizonyult idedlisnak szentttltartva, hogy gyorsmédszer kidolgozasa volt a &él
modszer alkalmazasa soran vilagossa valt tovaldmy, ALactobacillussejtek dehidrogenéaz
enzimaktivitasa az &l sejtszamon és a szaporodasi sebességen kiviflugixzs illetve
jelentbsen befolyasolja a sejtek szaporitasara alkalmatmitalaj Osszetétele. Tehat
megallapithato, hogy a kifejlesztett MTT modszepehtos élsejtszdm meghatarozdsahoz
el6zetesen minden egyésctobacillustorzs esetén kulon kalibracié sziksédegp/elembe
véve a szaporitasra alkalmazott taptalajt is. Thadh sejtek tetrazolium bromid redukald
képessége a pH esésével csokkéendenciat mutat. A meghatarozott korilmények és
paraméterek mellett a keletkezett formazan kristakoncentracioja és azéékjtszam kozott
szoros korrelacié all fenn. A kidolgozott kolorimés maodszer alkalmakactobacillus
torzsek @ sejtszamanak meghatarozasara kevesebb mint 4 |&ita & gyorsmodszert
kidolgoztam 2 ml-es eppendorfére (9 mg/ml MTT koncentracio, 2 éra inkubacio, &),

illetve miniatirizaltam 96-lyuka mikrotiter lemezrg8 mg/ml MTT koncentracio, 2 oOra
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inkub&cié, 37 °C), amely még kevesebb vegyszemyigé illetve parhuzamosan akar 32
minta (3 parhuzamos) vizsgalatat teszi léhét

Tovabbi célom volt a torzsgjteményiinkben l&v Lactobacillustorzsek szelektalasa
bakteriocin termelésiuk alapjan molekularis biolograddszer segitségével. A feladat
megvalositasahoz egy ,0p Lactobacillusoek DNS-ének kivonasara alkalmas izolalasi
mobdszert dolgoztam ki, Wizard és a QickGene-mimd8(5 izolalé mddszer kombinaldsaval,
amely segitségével megfdlahennyiséq és tisztasagu orokdnyag nyerhétki a baktérium
sejtekdl. PCR mobdszert optimalizaltaniactobacillusek azonositasara, valamint a
plantaricin bakteriocin termelést kodold gén kimasara. A vizsgalatok soran @lepésként
meg kellett hataroznom az adott, egyszali tempM§ Bokszorozasahoz sziikséges PCR-
reakcio optimdlis paramétereit. Ezek a vizsgaldtakrijedtek tobbek kozott az optimalis
kapcsolddasi émérséklet és a ciklusszam meghatarozasara.

Tejsavbaktérium torzsek fajspecifikus kimutatdsaras (IFL-IRL primerek)
reakcionként 100 ng templat és @8 primer végkoncentracio alkalmazasa soran kaptam a
gélelektroforézises kiértékelés soran a legélededpmentumokat. A kovetkézlépes a
megfeleb primer-kapcsolddasi vagy annealingnterseklet kivalasztasa volt. Azéebekben
optimalt 0Osszetétél reakcidelegyet alkalmazva, 52-68 °C kozotti prikagcsolodasi
hémérsekleteken végeztem el a vizsgélatokat. Az aggeielektroforézises kiértékelést
koveten kapott eredményeim alapjan a legmegielelprimerkéddesi lbmérsékletnek az 59
°C bizonyult. Ezen paraméterek beallitasa mell@ttiBlusos reakciot alkalmaztam.

A plantaricin gén-specifikus reakcid optimalasarasois a PCR reakcidohoz a
legmegfeledbb 100 ng templat- és Q@B primer (PInAl1-PInA2) végkoncentracio
alkalmazasa bizonyult a legmegfélabnek. Az optimalis primerkédtési lbmeérsékletet 55
°C, a megfelél PCR reakci6 lezajlasdahoz ebben az esetben isnelggek bizonyult a 33
ciklus.

Tobb torzsbl (01; 2108; 2142; 2750; 2756; 2768; 2775; 299\kegaVES6; N2)
sikeresen kimutattam a plantaricin termelést kodma jelenlétét. E gén alapjan szelektalt
torzsek fellluszoit oszlopkromatografias modszeinagkcionaltam, a tesztmikroorganizmus
(Lactobacillus sakei DSM 20017) szaporodasat gatld frakciokbdl SDS-PA@GERdszer
segitségével kimutattam a bakteriocin jelenlétéamat meghataroztam a molekulattmegét
(1.43 kDa). Agarlemez mddszer segitségével igamgltaogy alactobacillus sakeDSM

20017 torzs szaporodasanak gatlasaért valobanwdtott fehérje feléis.
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8. SUMMARY

Grow of micro-organisms in food and food raw matisrican either destroy the quality of the
food product causing food deterioration, or in maages can increases the quality of the food
product optimize their shelf life, their enjoymesatiue, and furthermore microorganisms have
positive impact on health status of the consumers.

Lactic acid bacteria includingactobacillusbelong to these micro-organisms possessing such
good features as mentioned, they can be isolated $oil, natural waters, plant surfaces and
human gastrointestinal tract as well.

The positive effect of the lactic acid bacteriasvaready recognised in early times,
even if humans were not aware of their utility. i@a@cid bacteria have been being used for
thousands of years to produce and preserve fodg,imrthe last 150 years they are used
purposely to preserve food, to improve or modifye thaste and consistency. Since
microorganisms have been revealed, their charatiteyj behaviour and specificity have been
continuously studied.

Nowadays these microorganisms are used to imptbee enjoyment and the
nutritional value, and the digestibility of sevefralod products. Additionally consumers
claime, less preservative, temperate preservatatments, and more natural food products.
And this goal can be solved by the aplicatoioraefit acid bacteria and their self-synthesized
antimicrobial agents.

The development of the food industry and the sprefaproduced food stuffs and
commercial activities, the exact knowledge on therobiological status of the food and their
raw materials becomes more important.

Several current microbiological methods are mbemthundred year old. Millions of
analyzes are executed worldwide by the traditigplate count techniques even if they are
time-, work- and material consuming and their rissalre usually available only within few
days (DEAK 2006a, DEAK 2006b).

Therefore the count plate techniques are notldeitar obtaining quick and effective
microbiology results as it the proactive, preveat@nd even modern quality control need.

It is also important to have reliable data of daethhy different impacts, growing-incapable,
but viable microorganisms. All these changed remments demand more informative results
in shorter time and less manual work, and less Eagipe.

If a new method is used for food analyzes, itsdatiion should be done. The
validation justify that the new alternative methsdcomparable (commensurate) with the

standard one and the method is suitable for thectleh and quantitative measurement
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special microba or group of microbas. Performaaotofs of the new method are determined
against reference materials by in-house laboraiodyinterlaboratory studies according to the
EN ISO 16140:2003 standard.

My research aim was to develop a quick, altereatmethod based on the
measurement of dehydrogenase enzyme activity falyaes of thelLactobacillusspecies,
which is suitable to measure the number of vialelés@and to determine the sensitivity of
cells against different inhibitors. It should ndesls time in comparison to the traditional plate
count techniques.

For the 3-( 4,5-dimetil tiazol-2-il)-2,5-difenietrazolium bromide MTT colorimetric
assay originally developed for mammalian cells igtsidthe first step was to determine the
optimal concentration of the tetrazolium bromide9(8ng/l MTT), the cell concentration
range of the analysddactobacillusspecies (181 cell/ml) and the incubation time.

In my experimental work | comfirmed similar to thigeratures data that several
chemicals may influence the reduction of MTT. Thmpleed MRS broth for lactic acid
bacteria causes tetrazolium bromide reduction $slfiand therefore it disturbs the accuracy
of the method. So | concluded that in every cas&# necessary to remove the broth from the
surface of the bacteria cells before adding tetraaobromide and the following incubation.
During optimization of the incubation 2 hours and’8 temperature were the best, as my aim
was to develop a quick method. During the use isfriethod it has been discovered that the
dehydrogenase activity of theactobacilluscells depends on not only the number of viable
cells and the growth rate, but it also dependshenstrain, and even the composition of the
applied cell-grow medium also has an influence trSo it can be declared that special
calibration curve is needed for the developed MTé&thad to evaluate the accurate viable cell
number and separate for edactobacillusstrain and the applied broth as well.

Furthermore the reductive ability of the tetra@oli bromide showed decreasing
tendency as the pH decreased. Under controlledrastances and parameters, there is close
correlation between the concentration of the coedtemazan crystals and the number of
viable cells.

This developed colometrical method is suitabledébermine the viable cells of the
Lactobacillusin less than 4 hours.

| developed a quick method, which can be carriedio 2 ml eppendorf tubes (9
mg/ml MTT, 2 hour-incubation, 37 °C) and in 96-wailicrotiter plates (8 mg/ml MTT, 2
hour- incubation, 37 °C), which needs less chemieald it is also preferable that it can be

used for 32 samples in three parallels at the damee
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My further aim was to seletiactobacillusstrains from strain-library base on their bactgrio
production by the means of molecular biology methodimproved the DNA isolation
method to obtain the DNA of theactobacillusstrains. The combination of the Wizard and
the QickGene-mini80 DNA isolation assay is the riyvef this developed method, which
improved the efficiency in quantity and purity bEtDNA isolated from the bacterium cells.

| optimized the PCR method for identifyihgctobacillusstrains and detecting the plantaricin
bacterocin coding gene. In the first step | haddtermine the optimal parameters of the PCR
reaction (optimal concentration of the primer am ttemplate DNA, optimal primer-
annealing temperature, PCR cycle number), whiatetessary for the single template DNA
amplification.

100 ng template and 0.8M primer concentration resulted in the strain-sfpeci
detection of lactic acid bacteria (IFL-IRL primeggve the sharpest DNA fragment bands on
gels of electrophoretic measurements. The nextwepto choose the proper temperature of
the primer binding or annealing. Applying the poasly optimized reaction mix
composition, the analyzes were achieved on 52-68ritGer annealing temperature. Results
showed that the most acceptable primer annealingpdeature was 59 °C. Under these
adjusted parameters, | used 33 cycle-reaction gherio

For the plantaricin gene-specific PCR reactioa,X00 ng template and Qu&1 primer
concentration (PInAl-PInA2) was the most suitabléhe optimal primer annealing
temperature was 55 °C, and the 33 cycle —reactoingwas also usable.
| selected successfully several straips; 2108; 2142; 2750; 2756; 2768; 2775; 299v; sakei
VES56; N2), which coded plantaricin gene. The sugemts of the selected species were
investigated for the inhibitory activity againstetiiest organismL@ctobacillussakei DSM
20017). Supernatants were fractionated by colunranshtographic method. The individual
fractions were further investigated for growth imting activity and the bacteriocin
containing ones were separeted by SDS-PAGE tordeterthe molecular weight (1.43 kDa )
of the peptid.

By the means of agar plate technique, | confirtied the detected protein was the

responsive for the growth inhibitory effect of thactobacillussakei DSM 20017 strain.
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