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1. BEVEZETES

Nem tulzas kijelenteni, hogy az utdbbi 30 év alstinte forradalom jatszodott le a
mikrobiolégiaban. Jollehet ez még kevésbé ismedg rkevésbeé értekelt, kovetkezményei
meégis Uj tavlatokat és lelésiegeket nyitnak az orvostudomanyban, adgazdasagban és az
élelmiszeriparban is. Az Uj, élsorban molekularis bioldgiai modszerek és eljardstiartak,
hogy a foldi életformak tllnyomé része a mikrodimiékban teljesedik ki. A virusok,
baktériumok, gombéak, algak, protozoonok sokféleségressze felilmdlja a
makroorganizmusok, a novény- és allatvilhg mégoazdag és sokkal jobban ismert
valtozatossagat.

Az Uj, még felfedezésre, megismerésre varé migaoizmusokban a genetikai
sokoldalusag és anyagcsere-képesség gazdag tambjéika Ennek feltarasa messzehat6
kovetkezmeényekkel fog jarni, és kihat a gyakorédét szamos tertletére, mint amilyenek a
mezgazdasagi termelés fokozasa, az élelmiszerekémmése, azok biztonsdganak és
minéségének javitasa, Uj, hatékony gyogyszerékliiiasa, a hulladékok Ujrahasznositasa, a
koérnyezetkarosito szennyiiesek artalmatlanitasa.

Nagy altalanossagban azt mondhatjuk, hogy az &eérekben és alapanyagokban
lévé mikroorganizmusok elszaporodva rontjak a termékosagét, romlast okoznak, de
szadmos esetben hozzajarulhatnak a termék jellegéfiezavitjdk annak eltarthatésagat,
elvezeti értékét és a fogyasztd egészségere ikojppehatast fejtenek ki. Az élelmiszer
mikrobioldgiai vizsgalatok kiterjednek az alapangkga feldolgozasi vonal és végtermékek
vizsgalatara, de az élelmiszerlanc szemlélet ép&itgse sziikségessé teszi a kornyezet
mikrobioldgiai allapotdnak vizsgalatat, valaminszéllitas és forgalmazés soran végbeimen
mikrobioldgiai valtozasok monitorozasat is a foggték szamara biztonsagos és megéelel
élelmiszerek d@allitasa érdekében.

Szamos ma is hasznélt mikrobioldgiai vizsgalatdsrer tobb mint szdz éve alakult
ki. Vilagszerte a vizsgalatok milli6it végzik éventzekkel a hagyomanyos tenyésztéses
modszerekkel annak ellenére, hogy-idnunka- és anyagigényesek, illetve az eredmény
gyakran csak tobb napos vizsgéalatsorozat utan ednd (DEAK, 2006a; DEAK, 2006b).
Emiatt a hagyomanyos tenyésztésésajt szamlalasi modszerek nem alkalmasak arra, hogy
a proaktiv és megété jellegi, korszeti minéségszabalyozas igényeinek megfidel gyors,
hatékony beavatkozast leteé tewb modon jussunk a mikrobiologiai eredményekhez. A
modszerek korszésitésének mozgatorugoja, hogy az élelmiszerek migl@giai biztonsaga

vilagszerte noveky gondot jelent, s alkalmazkodni kell a vizsgalatidezerekkel is a valtozo



élelmiszertermelési, feldolgozasi és forgalmazaszonyokhoz. Fontos lehet még a
kilénb6d okokbol kérosodott, szaporodasra képtelen, de snélji mikroorganizmusok
megbizhaté kimutatdsa. Mindezek a megvaltozott yig€nazt kovetelik meg, hogy
gyorsabban, tébb mintabol, kevesebB éiunkaval, olcsdbban és meégis informativabban
jussunk eredményekhez. Ezeknek az igényeknek &gkiétére a mikrobioldgia szamos
tarstudomany és szakteriilet eszkoztarat hivhagjgssgil, mint példaul az analitikai kémiat,
a fizikai kémiat vagy az enzimoldgidt, az immunigimiat, a biotechnoldgiat,és a
molekularbiologia és génsebészet eredményeit isd meédig a szenzor- ésiszerfejlesztést,
valamint az elektronika és szamitastechnika esakéiztamelyek segitségével a korfizer
mikrobioloégiai moddszerek képesek a mikroba-biomasszzelektiv kimutatasara, a
mikrobaszaporodas, illetve anyagcsere-termékeilhatégozasara (FARKAS, 1998).

A miszeres modszerek érzékenysége, vagyis a kimutatggtiboncentracio alsé hatara
sajnos még jeleisen elmarad a klasszikus tenyésztéses eljaraspkdigive azok
érzékenységének novelése altaldban a vizsgalatigéidyének a névekedését vonja maga
utan. A tovabbi fejlesztésekben nagy hangsulytetelek a gyorsmdodszerek érzékenységének
novelésére és specifikussaganak fokozasara, vdlamiéb, de nem tenyészthie(,VNC =
viable but non culturablg sejtek kimutathatésagara.

A tejsavbaktériumok és koztukLactobacillusok évezredek o6ta kozeli kapcsolatban
allnak az emberrel, amely nem annyira meglemivel ezek a mikroorganizmusok a
koérnyezetinkben szamos helyen megtalalhatoak, méhdaul a névéenyek felszinén, a
talajpan és még az emberi béltraktusnak is szemészét képezik, amelyek igy
nagymértékben hozzgjarulnak az egészséges immuwzemtknntartasdhoz és az emésztési
folyamatokat is segitik. Aactobacillusek jotékony hatasukat az anyagcseréjik soran termel
elssdleges és masodlagos anyagcseretermékeik segiesdggik ki. Mar idsszamitasunk
elétti korszakokban kihasznalta az ember ezeket @zyés tulajdonsagokat, zoldség, hus és
tej fermentacidjara is, igy hosszabitva meg aarédzlereik eltarthatdésagat. Az élelmiszerek
eltarthatésdganak meghosszabitasan tul, élvezaéki&et és emeésztlisegiket is
nagymeértékben novelik e mikroorganizmusok.

Mindezen aldasos tevekenységikon felil, a napismardsséggel megfelemennyiségben
fogyasztott, laktobacilluszt tartalmazé, ugynevezprobiotikus élelmiszerek bizonyitottan
javitjdk az immunrendszerinkikodéseét, illetve szamos betegség kialakulasanakkzatat
csokkentik.



.Nincs a baktériumoknak még egy olyan csoportjaelgnaz emberrel olyan sokoldall
viszonyban allna, mint a tejsavbaktériumok. Ezéshtds és szikségedket jobban
megismerni” (DEAK, 2005).

Ezért munkdm céljaul aztiztem ki, hogy alactobacillus nemzetség tagjaibadl
molekularis biol6giai mdédszer segitségével szelekthakteriocin termél torzseket, illetve a
bakteriocin gatlé aktivitasdnak mérésére kidolgozegy dehidrogendz enzimaktivitas
meérésen alapuld kolorimetrias gyorsmodszert, araehyikroorganizmusok ésejtszamanak

gyors kimutatasat is leR@te teszi.



1.1. CELKIT UZESEK

Doktori munk&m céljaulitztem ki:

» Egy dehidrogenaz enzimaktivitAs mérésen alapul6orkoktrias mobdszer
adaptalasat.aktobacillustérzsek & sejtszamanak gyors meghatarozasara, ami
bakteriocin gatlo aktivitasdnak méréséhez is alkalmto.

* Az (] kidolgozott modszert befolyasold paraméte(h, taptalaj, inkubacios &)
feltarasat valamint a modszer esetleges validatas&zikséges teljesitmény
jellemzinek meghatarozasat, illetve a médszer 6sszehsssatlihagyomanyos
€lé sejtszam meghatarozasi modszerekkel.

» Bakteriocin termelést kodolé gének kimutatdsahoz SDiolaldsi mddszer
kidolgozasat valamint a PCR eljaras optimalizalasat

« A PCR technikdval igazolt bakteriocin (plantaricit@rmelést kddolo gént
tartalmazo torzsek fellluszojabdl a fehérje jdllegatidanyag izolalasat
gélkromatografias modszer  segitségével valamint ekuthtomegének
meghatarozasat.

* Az izolalt bakteriocin gatldéaktivitdsanak igazolasa



2. KISERLETI ANYAGOK ES VIZSGALATI MODSZEREK

2.1. Kisérletekben alkalmazott mikroorganizmusok

Lactobacillustorzsek:

Lactobacillus acidophiludN2, Lb. caseisubsp.caseiDMF 30120 154]b. casei2107,Lb.
casei2752,Lb. caseR756,Lb. case2763,Lb. caseiShirota,Lb. curvatu2768,Lb. curvatus
2770, Lb. curvatus2771, Lb. curvatus2775, Lb. delbrueckiisubsp.bulgaricus B397, Lb.
fermentumD13, Lb. fermentumDT41, Lb. paracaseisubsp.casei DMF 30136 SF1,.b.
paracasei subsp. paracaseiDMF 30134 05,Lb. paracaseisubsp. paracasei2749, Lb.
paracaseisubsp.paracasei2750, Lb. plantarumDMF 30131 01,Lb. plantarum2108, Lb.
plantarum2142,Lb. plantarum2741,Lb. plantarum DSM 9843 299v]b. plantarumVES56,
Lb. rhamnosu®MF 30105 VT1Lb. rhamnosu$&G, Lb. sakeDSM 2001 7sakei

Kontrollként hasznalt baktérium torzsek:
Thermoplasma acidophilum DSM 1728, Thermobifiddubesilytica DSM 44535,
Escherichia colDH10B

2.2. Alkalmazott taptalajok
Szintetikus, laboratoriumi taptalajok: de Man, RemjoSharpe (MRS) tapleves, MRS agar,
MRS lagyagar, Tejtaplé

Természetes taptalajok: Csicsoka taplé, Céklalé

2.3. Alkalmazott modszerek

A vizsgalt tejsavbaktérium torzsek sejtszamat, smaghsat, illetve gatldanyagokkal
szembeni érzékenységét, lemezontéssel, agardgfuzitddszerrel, turbidithisméréssel
(mikrotiterlemezen, 630-nm-en), illetve tovabbfeftett 3-(4,5-dimetil tiazol-2-il)-2,5-

difenil-tetrazélium-bromid (MTT) kolorimetrias mogsrrel vizsgaltam.

A molekuléris biol6giai vizsgalatokhoz szikségesegfaleb mennyisél és mirdsédi
orokitbanyagot a Wizard és QuickGene-mini80 DNS izolalédszérek kombinélasaval
nyertem ki a vizsgalt mikroorganizmusokbol. Az a@d#p PCR technika segitségeével

felsokszorozott DNS fragmentumokat poliakrilamidedgktroforézissel detektaltam.



A bakteriocin termelést kodoldé gén jelenléte alapjRCR-technika segitségével szelektalt
Lactobacillusek fellluszojaban & fehérjéket, gélkromatogréafia segitségével, Molktel®

25 elnevezds 40-120 um szemcseatm@ili félszintetikus gélkédz anyagot hasznalva
molekulaméret alapjan frakcionaltam. Az elvaladztakciok Lb sakeiDSM20017 torzsre
kifejtett gatldaktivitasat turbiditasméréssel, noiiierlemezen ellefriztem. A gatld frakcid

molekulattmegét SDS-poliakrilamid gélelektroforéeis(SDS-PAGE) hataroztam meg.



3. EREDMENYEK

Munkam céljaultiztem ki, hogy d.actobacillustdrzsek vizsgalataihoz kidolgozok egy gyors
alternativ, dehidrogenaz enzimaktivitas mérésepuddamaodszert, amely alkalmas az él
sejtek sejtszamanak, illetve azok kulonbdgatloanyagokkal szembeni érzékenységének
meghatarozasara a hagyomanyos tenyésztésen atapdirerekhez szikséges$ ibredeke
alatt. Az eredetileg ertis sejtek vizsgalatdra kidolgozott 3-(4,5-dimetihztdl-2-il)-2,5-
difenil-tetrazélium-bromid (MTT) klorimetrids modsz adaptdlasa soran az éelepés a
tetrazélium bromid optimalis koncentraciéjanak (8r@/ml MTT), a vizsgalt_actobacillus
torzsek mérési tartomanybadesejtkoncentracidjanak (300° sejt/ml) és az inkubéaciés
idéonek a meghatarozasa volt.

A modszer kidolgozasa soran azt tapasztaltam zhésgban a szakirodalomban
leirtakkal miszerint szamos vegyllet befolyasobhatpiz MTT redukciéjat hogy a
tejsavbaktériumok szaporitdsara alkalmazott MRIStvé csicsoka tapleves a tetrazélium
bromid redukalédasat okozza, zavarva igy a mérégopsagat. Elith kovetkezett, hogy
minden esetben szilkséges a szaporitd kozeg elédaoh baktérium sejtélra tetrazolium
bromid hozzaadasa és az ezt kévakubalas dltt. Az optimalizalas soran a 2 6ras 37 °C-os
inkubacio bizonyult ideélisnak szenttltartva, hogy gyorsmodszer kidolgozasa volt a Aél
modszer alkalmazasa soran vilagossa valt tovaldgy, aLactobacillussejtek dehidrogenaz
enzimaktivitasa az &l sejtszamon és a szaporodasi sebességen kivufugixzs illetve
jelentbsen befolyasolja a sejtek szaporitasara alkalmat@ytalaj Osszetétele. Tehat
megallapithatd, hogy a kifejlesztett MTT modszepehtos &sejtszam meghatarozasahoz
elézetesen minden egyésctobacillustérzs esetén kiulon kalibraciéo sziuksédegyelembe
véve a szaporitasra alkalmazott t4ptalajt is. Thaah sejtek tetrazélium bromid redukalo
képessége a pH esésével csokkéendenciat mutat. A meghatarozott korilmények és
paraméterek mellett a keletkezett formazan kristakoncentracidja és azédkejtszam kozott
szoros korrelacio all fenn. A kidolgozott kolorimés modszer alkalmakactobacillus
torzsek & sejtszamanak meghatarozasara kevesebb mint 4 |&tta A gyorsmodszert
kidolgoztam 2 ml-es eppendorféee (9 mg/ml MTT koncentracid, 2 6ra inkubéacio, &),
illetve miniatUrizaltam 96-lyukd mikrotiter lemezr8 mg/ml MTT koncentracio, 2 o6ra
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 termeléstk alapjan molekularis biologmodszer segitségével. A feladat



megvalositasahoz egy ,Up Lactobacillusok DNS-ének kivonasara alkalmas izolalasi
modszert dolgoztam ki, Wizard és a QickGene-mifd8(5 izolal6 médszer kombinalasaval,
amely segitségével megfdlahennyiség és tisztasagu orokenyag nyerhétki a baktérium
sejtekldl. PCR moddszert optimalizaltaniactobacillusek azonositasara, valamint a
plantaricin bakteriocin termelést kddolo gén kintésaira. A vizsgalatok soran @lepésként
meg kellett hatdroznom az adott, egyszalu tempME Bokszorozasahoz szikséges PCR-
reakcid optimalis paramétereit. Ezek a vizsgaldtakriedtek tbébbek kozott az optimalis
primer-és templat DNS koncentraciojanak meghat&ezaellett, az optimalis primer-
kapcsolodasi 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 kiertékelés soran a legélededipmentumokat. A kodvetkézlépes a
megfeleb primer-kapcsolodasi vagy annealingnteérséklet kivalasztasa volt. Azéebekben
optimalt Osszetétél reakcidelegyet alkalmazva, 52-68 °C kozotti prikagcsolodasi
hémérsekleteken végeztem el a vizsgélatokat. Az agaeielektroforézises kiértékelést
kéveten kapott eredményeim alapjan a legmegielelprimerkébdési lbmérsékletnek az 59
°C bizonyult. Ezen paraméterek beallitasa mell@itiBlusos reakciot alkalmaztam.

A plantaricin gén-specifikus reakcio optimélasaasois a PCR reakciéhoz a
legmegfelebbb 100 ng templat- és QB primer (PInAl-PInA2) végkoncentracid
alkalmazasa bizonyult a legmegfélabnek. Az optimalis primerkétési bmeérsekletet 55
°C, a megfelél PCR reakci6 lezajlasahoz 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 fellliszoit oszlopkromatografias modszeimakcionaltam, a tesztmikroorganizmus
(Lactobacillus sakei DSM 20017) szaporodasat gatlé frakciokbol SDS-PAGEBdszer
segitségével kimutattam a bakteriocin jelenlétéamat meghataroztam a molekulattmegét
(1.43 kDa). Agarlemez mobdszer segitségével igamltaogy alLactobacillus sakeDSM

20017 torzs szaporodasanak gatlasaeért valobanwdiott fehérje feléis.
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4. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Sikeresen adaptaltam Wang és munkatarsai (2007), edtetileg Mosman-altal
(1983) human sejtekre kidolgozott MTT maodszerét actobacillus-ok élésejtszam
meghatarozasara. Megallapitottam az optimalis paramtereket: baktériumsejt
koncentraciét, MTT koncentraciét, inkubaciéétidpH hatast, amelyek esetén szoros
korrelacio all fenn a sejtszadm és a keletkezetméman koncentracié kozott. A
modszert miniatlrizaltarmikrotiter lemez segitségével (HEGYI et al., 2012)

2. Megaéllapitottam, hogy a formazan kégdes (dehidrogenaz aktivitas) egyes térzseknél
jelenbsen eltér. Adott torzsnél is jelésen befolyasolja a szaporitdé tapleves
Osszetételdgazoltam, hogy azonos szaporodasi sebességet erédyged, de eltél
szénhidrat bazisu tapoldat esetén is fenn all a delmogenaz aktivitasban a
kulonbség.

3. lgazoltam, hogy a kidolgozott médszer nem érzékeng holt sejtekre. Adott
torzsre felvett MTT-sejtkoncentracid kalibraciés gédbe és az adott minta optikai
denzitasanak ismeretében az &holt sejtarany meghatarozhato

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

5. PCR mobdszert adaptéltaml.actobacillusek DNS alapu kimutatasaraPCR
technikaval igazoltam plantaricin gén jelenlétét, agént tartalmazd torzsek
bakteriocin  termelését, illetve vizsgaltam a gén @xesszaldédasat,

molekulatémeguket meghataroztam.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Kutatdsaim alapjan megallapitottam, hogy 3-(4,5dfihtiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazélium-
bromid (MTT) kolorimetriAs modszer alkalmazhat@ctobacillusek €éb sejtszamanak
megallapitasara, gatlo anyagok hatasanak gyors at@ghkasara, illetve a kulonkioz
kornyezeti paraméterek sejtek életképességérdehiféjatasanak vizsgélatara. A modszer a
laboratoriumi kutatasokban megkéjelezhetetlen létjogosultsaga mellett a gyakoriatisa
hasznosithatd szamos élelmiszeripari termékgkegipen olyan funkcionalis termékek gyors
vizsgalatdhoz, amelyeknek a fogyasztas pillanatagghatarozott szamu éélsejtet kell
tartalmaznia a hozziéd6tt j6tékony hatéds kifejtése érdekében (probiaotikl), illetve ami
még |ényegesebb lehet, az élelmiszerekbetforeluldé romlast okozé és patogén
mikroorganizmusok gyors kimutatdsara, ami a modszmEramétereinek tovabbi
modositasaival elérhiet

Az emberek valtozo taplalkozasi szokasainak kdsethan megndvekedett az igény a
természetes, kedvézeltaratalmi tulajdonsagok mellett hosszu ésgg medrzési idvel
rendelked élelmiszerek irant, amelyek mindemellett kiméletmsositasi eljarassal, illetve
természetes tartositd szerekkel kezelnek. A tegsd@amentacio idealis modszer az ilyen
tipusu élelmiszerek &hllitasahoz, amelynél savnyitd hatas mellett arkoybés anyagok,
koztik bakteriocinek kégzhetnek, hozz4jarulva igy az élelmiszerek hosszabb
eltarthatésagahoiletve kedves beltartalmi tulajdonsaggal ruhazzak fel azt.

igy nagy jeleniséggel bir a tejsavbaktériumok bakteriocin termelépjan tortéé
szelektaldsa. Ehhez elengedhetetlen egy meggelekidolgozott molekularis bioldgiai
modszer, aminek segitségével a vizsgalt torzsekirantathatd a termelést hordoz6 gén
jelenléte, illetve annak hianya. Emellett igen @mntmegbizonyosodnunk arrol, hogy a
bakteriocint kodold gén expresszalddik is adothmebdgiai feltételek mellett.

A kutatas folytatasaként fontos a kidolgozott namedek segitségével azoknak a
kornyezeti tényaiknek a részletes vizsgalatmelyek a bakteriocin termelést indukaljdk az

egyes torzseknél, illetve fokozhatjak azok termétlés
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