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1. Bevezetes

A probiotikumok ¢l6, nem patogén mikroorganizmusok, amelyek megfeleld mennyiségben
fogyasztva jotékony hatastiak a gazdaszervezetre (Vallejo-Cordoba et. al., 2020). A hatasukat
kiilonb6zé mechanizmusok 4altal fejtik ki, ilyen példaul a bél pH értékének csokkentése,
melynek kovetkeztében a patogén baktériumok szaporodasi €és megtapadasi esélye csokken
(Williams, 2010). Ezenkiviil egyfajta versengést is folytatnak a bélben jelen 1évo tapanyagokért,
vitaminokért a korokozokkal szemben, igy is limitaljadk a talélési esélyeiket, ezaltal a
betegségek kialakuldsanak lehetdségét (Markowiak és Slizewska, 2017). A jotékony hatassal
rendelkezd torzsek és ezaltal a probiotikumok potencidlis forrasai a leggyakrabban a
Bifidobacterium és a Lactobacillus nemzetségbe tartoznak. Alkalmazasuk feltételeként szdmos
kritériumnak meg kell felelniiik, hogy a feldolgozads, a tarolds, a fogyasztas és az
emésztérendszeren vald athaladds soran életképes forméaban érjék el a bélrendszert.
Alkalmazésuk soran a tejsavbaktériumok kedvezétlen koriilményeknek vannak kitéve, - ezek
kozé tartozik az alacsony hdomérséklet, savas pH, enzimek, limitdlt tdpanyag — melyek
csOkkentik a baktérium talélési képességeit (Feng és Wang, 2020). Mivel a probiotikus hatas
sokszor nem az €16 sejtekhez, hanem inkabb a sejtalkotokhoz vagy poszt-metabolitokhoz
kotddik, igy terelodott a kutatok figyelme a nem életképes mikroorganizmusok vagy
mikrobidlis sejtkivonatok felé¢ (Taverniti és Guglielmetti, 2011). Az utdbbi idében egyre
nagyobb figyelmet kap a parabiotikumok hasznalata, amelyek elhalt/inaktivalt baktériumsejtek,
sejtalkotok, sejttormelékek vagy sejtlizatumok lehetnek ¢€s egészségiligyi eldnyodkkel
rendelkezhetnek, stabilak, valamint biztonsagos a felhasznalasuk (Aguilar-Toala et. al., 2018).
A parabiotikumok hatdsukat nemcsak Gram-pozitiv baktériumok ellen fejtik ki, igy kétségkiviil
nagy potencidlis elénylik van a jelen gyakorlatban is elterjedten alkalmazott bakteriocinek
képviseldivel szemben. A tanulmanyaim alatt végzett eldzetes vizsgalataim alapjan (Liebl,
2023) a probiotikus tejsavbaktérium alapt parabiotikumok antimikrobds hatdst mutattak a
Gram-negativ baktériumok ellen is. Ez az eldzetes eredmény szamos kérdést vett fel és
kiilonbozo kutatasi iranyokat jelol meg. Ide sorolhato, az antimikrobas hatas mechanizmusanak
felderitése, hogy milyen korokozokkal, patogénekkel és/vagy egyéb mikroorganizmusokkal
szemben, milyen koriilmények kozott vagy kdzegben fejti ki a legnagyobb hatast, mik lehetnek
a korlatjai vagy legjobb potencialis eldallitasi modjuk. Mindezek alapjan kutatdsi munkam
folytatasaként a probiotikum alapu parabiotikumok eldallitdsa és antimikrobds hatdsanak

vizsgalata cimi témat valasztottam.



2. Célkitlizések
A probiotikumok alkalmazhatosaganak és jotékony élettani hatdsuk biztositasanak egyik
feltétele, hogy életképes formaban kertiljenek a vastagbélbe, mely specialis torzseket igényel
¢s technologiai kihivasokkal jar. Ezzel szemben a parabiotikumok olyan nem ¢letképes
bakterialis sejtalkotok, melyek szintén jotékony hatast fejtenek ki a szervezet szdmara.
Felhasznalasuk sokszinii lehet, antimikrobds tulajdonsaguk miatt élelmiszertartdsitas teriiletén
is szerepet kaphat.
Mindezek alapjan kutatasom céljaul tiztem ki probiotikus tulajdonsagu tejsavbaktérium térzsek
(Ligilactobacillus fermentum HA-179, Lactobacillus helveticus R-52, Ligilactobacillus
salivarius HA-118 és a Lactobacillus crispatus LCRO1) parabiotikus tulajdonsaganak
feltarasat, a kiilonbozd patogén torzsek ellen kifejtett antimikrobds hatanak vizsgalataval.
A vizsgalatok kivalasztasanal kiilonbozd sejtfeltardsi modszerek alkalmazhatdsagat céloztam
meg annak érdekében, hogy olyan mddszert talaljak a tejsavbaktériumok eldlésére, amellyel
optimalis antimikrobas hatds érhetd el, valamint a mar korabbi kutatasaimbol megéllapitott
sejtfeltarasok optimalizalasat is célul tliztem ki.
Vizsgalataim sordn az aldbbi részfeladatokat terveztem megvalodsitani a probiotikus
tulajdonsagu sejtek antimikrobés hatdsanak bizonyitasara:

e Fermentacios tapkozegben 1évO szénforras mindségi és mennyis€gi optimalizalasa

e Kiindulasi sejttomeg hatasanak vizsgalata az antimikrobas hatasra

o Kiilonbozo sejtfeltarasi modszerek alkalmazasa parabiotikum eldallitasara és a

modszer hatékonysaganak ellendrzése

o kémiai feltaras
o fizikai kezelések
o Fizikai és kémiai sejtfeltaras egyiittes alkalmazasa

e Parabiotikumok szaporodas gatld hatasanak vizsgalata



3. Szakirodalmi attekintés

3.1 Probiotikumok

A probiotikumok olyan ¢l6 mikroorganizmusok, amelyek megfelelé mennyiségben adagolva
egészségligyi elonyoket biztositanak a szervezet szdmara. A probiotikumok a bélhamhoz és a
olyan antimikrobidlis anyagokat termelnek, mint a szerves savak, a bakteriocinek vagy a
hidrogén-peroxid ezéltal antimikrobialis hatdst fejtenek ki. A bakteriocinek az egyik
legszélesebb korben hasznalt tejsavbaktériumok altal termelt természetes antimikrobialis
metabolitok. A bakteriocinek élelmiszerekben vald felhasznalasanak f6 korldtja azonban a
Gram-negativ baktériumokkal szembeni szilkk antimikrobialis spektrum. A probiotikumok
szisztémdas hatasai, mint példaul a szabalyozo T-sejtek termelésének indukalasa és az
allergénekre adott valasz irdnyitdsa, reményt adtak az allergids betegségekben valo
felhasznalasukra. Ezért is a probiotikumok emberi egészségre gyakorolt hatisa az elmult
évtizedekben a kutatds kozéppontjdba keriilt, szdmos olyan kutatas folyik kiilonbdzd
betegségekkel kapcsolatban -féleg a gyomor-bélrendszeri betegségek megeldzésére ¢Es
kezelését érintd kérdésekben, amelyekben a probiotikumokat terapias céllal alkalmazzak
(Onata et al., 2024). Mindez 6sszhangban van az ipar és a fogyasztok e mikroorganizmusok
iranti fokozott érdeklédésével, mivel becslések szerint a probiotikumok piaca 2027-re
vilagszerte mintegy 85,4 milliard USD-t fog mozgatni. Az élelmiszeriparban a probiotikus
torzseket széles korben alkalmazzak, technologiai adalékanyagként az erjesztett termékek
esetében, az ¢élelmiszerek tartositasara, az ¢Elelmiszer eredeti megbetegedések vagy

¢élelmiszerromlast okozo6 korokozok gatlasara is (de Luna et al., 2024).



3.1.1. Alkalmazasi kritériumok
A probiotikus mikroorganizmusok alkalmazisa szamos nehézséggel jar. A probiotikumok
esetében technologiai, funkciondlis és biztonsdgossagi elvarasokat kell teljesitenilik, annak

érdekében, hogy sikeresen kifejtsék jotékony hatasaikat (1. abra).

Szajureg
A probiotikus térzs a nydl enzimjei

g dltal hidrolitikus reakciékon megy
keresztul.

Nyelécsé
A probiotikus térzset az izom
lenyomja a gyomorba, hsokkot

okozva a belsd testhémérséklet miatt.

Gyomor

A probiotikus térzs talalkozik a gyomorban
talalhato enzimekkel valamint extrém
_@@ kéralmények kézott kell tulélnie, az alacsony pH
e

miatt amit a gyomorsav okoz.

Bélrendszer E - -’

A probiotikus térzs keveredik az |l et o, /"
epesavakkal és a hasnyalmirigy N Ny RES S
enzimjeivel. ; . :‘ @ ; —" A probiotikus torzs ezen
s v kdriilmények utin képes

tapadni az epitélsejtekhez, és
kifejteni pozitiv egészségigyi
hatésokat.

1. abra: Probiotikumoktol elvart tulélési képességek (Pereira et al., 2018 nyoman)

Amennyiben az 1. dbran felsorolt dsszes sz¢élsdséges koriilményt képesek tulélni, méghozza
megfeleld mennyiségben, csak abban az esetben lehetséges az alkalmazasuk. Ezek mellett nem
rendelkeznek negativ tulajdonsagokkal (Pereira et al., 2018). A probiotikus mikroorganizmusok
értékelésekor megvizsgaljak, hogy mennyire képesek megbirkdzni a stresszhelyzetekkel, amit
az emberi test okozhat. Fontos, hogy a probiotikum ellendll6 legyen a szdjban 1év enzimekkel
szemben, mint példaul az amildz és a lizozim. A lenyelést kovetden a probiotikus sejtek a
gyomorban (alacsony pH, gyomornedv és pepszin) és a belekben (pankreatin €s epesok)
antimikrobialis tényezOkkel, valamint a belsd testhdmérséklet okozta enyhe hdsokkkal
szembesiilnek. A gasztrointesztinalis rezisztencia fajonként valtozik, a legtobb probiotikus
mikroorganizmus nehezen ¢l tul az alacsony pH ¢és az epesavak mellett. Az adhézids képesség
a kovetkezd 1épés a probiotikumok értékelésében, €s azt jelzi, hogy képesek-e a probiotikus

torzsek kolonizalni az emésztérendszer epitélsejtjeit. A mikrobialis adhézidé két membran
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kozotti komplett kontaktusfolyamat, amely fiigg a probiotikus torzs sejtfeliiletének
Osszetételétol és a célfeliileten 1évo kolcsonhatasoktol (Durary et al.,, 2011). A bélben a
probiotikumok extracellularis antimikrobidlis komponenseket - szerves savak, enzimek,
hidrogén-peroxid, bakteriocinek és kis molekulatomegii peptidek - termelnek, amelyek képesek
elpusztitani a patogén baktériumokat. A probiotikus antagonizmus tovabbi mechanizmusai koz¢é
tartozik a tapanyagokért vald versengés, a korokozokkal valé koaggregacié és az
immunrendszer stimulalasa (Lebeer et al., 2008). Amennyiben ezen feltételek mindegyikét
hibatlanul teljesitik, még mindig tovabbi kritériumnak kell megfelelniiik, mégpedig az
¢letképességilikhoz szorosan kotddd antibiotikum-rezisztencia kérdésében. Ugyanis az €16
mikrobak étrendbe vald bevitelével jaro fertdzésveszElyt fel kell mérni, €s nem szabad teljes
mértékben figyelembe venni azt a kovetkeztetést, hogy ,,a probiotikumok biztonsagosak™
(Culligan et al., 2009). Az eurdpai kdzosség (Az Eurdpai Unid 4 élelmiszer-szabalyozasa, QPS
és PROSAFE), az Egyesiilt Allamok (FDA és WHO), valamint Kanada (Health Canada:
NHPR) néhdny kezdeményezése az emberi felhaszndldsra szant probiotikumok
biztonsagossaganak értékelésére vonatkozo kritériumok meghatarozasara iranyult. A kozos
ajanlasok kozé tartozik az izoldlasi elézmények nyilvantartdsa, a rendszertani azonositas,
valamint a virulencia, fertdzéképesség, toxicitas €és az atvihetd antibiotikum-rezisztencia gének
hianya (Sanders et al., 2010). Az EFSA (Eur6pai Elelmiszerbiztonsagi Hatosag) eldszor 2007-
ben mutatta be az antimikrobidlis rezisztencidt, mint a probiotikumok fogyasztisaval
kapcsolatos biztonsagi aggalyt (Barlow et al.,, 2007). Ezt a jotékony baktériumokbdl a
gazdaszervezet bélrendszerében megtalalhatd patogén baktériumokba torténd horizontalis
génatvitelre vonatkozo bizonyitékok miatt tamogattak. Kovetkezésképpen 2012-ben felvették

ezt a kritériumot a probiotikumok GRAS-statusanak meghatarozasahoz.

3.1.2. Lactobacillaceae csalad

A laktobacilluszok olyan tejsavbaktériumok, melyek a Firmicutes torzsbe a Bacilli osztalyba,
Lactobacillales rendbe, Lactobacillaceae csaladba tartoznak. A Lactobacillaceae a
Ezek a baktériumok jotékony hatast gyakorolnak a bélrendszer egészségére, tobbek kozott
modulaljdk az immunrendszert és védelmet nytjtanak a korokozokkal szemben, ezért szamos
fajukat gyakran hasznaljak probiotikumként (Huynh & Zastrow, 2023). A Lactobacillaceae
csaladot tobbnyire nem patogén, Gram-pozitiv baktériumok alkotjak, amelyek tapanyagban

gazdag kornyezetben, ¢élelmiszerekben, takarmanyokban, ndvényekben, gerinctelen allatokban
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is megtalalhatoak. Legnagyobb szamban azonban az emberi és allati bélmikrobiotaban
fordulnak el6. A kiilonb6z6 torzsek jellemzoen eltérd helyeken jelennek meg, mint példaul a
boéron, vagy a vastagbélben. Ezek a baktériumok nem sporaképzd fakultativ vagy szigoruan
anaerob baktériumok, kokkoid vagy palca alaka sejtek, amelyek parokat vagy lancokat
alkothatnak. Nagy gazdasagi jelentoségilieck, mivel kozponti szerepet jatszanak az €lelmiszer- €s
takarméanygyartasban, a biotechnoldgiaban, a bioremediacioban (komposzt) és a terapias
alkalmazasokban is felhasznaljak Oket. A Lactobacillaceae csaladdal kapcsolatos kutatdsok
soran ezért az ¢lelmiszer-fermentacios eljarasokban, a biologiai anyagcserében betoltott
szereplik, valamint a biotechnologiai alkalmazasuk domindlt. A mai Lactobacillaceae csalad
nagy része 2020-ig a kordbbi Lactobacillus nemzetség volt, amely tobb mint 260 baktériumfajt
tartalmazott. A genomikus szekvenalds széles korben elterjedt alkalmazasaval felmertiild
bizonyitékok azonban gyorsan megerdsitették, hogy a korabbi Lactobacillus nemzetség ismert
fenotipusos diverzitasa egy rendkiviil magas szintli genomikus diverzitdsban tiikr6z0dott, amely
nagyobb volt, mint egy baktériumcsaladé. Egy polifazisos megkdzelités alapjan - amely az
alapvetd genomfilogenitast, a paros atlagos aminosav-azonossagot ¢és a kladspecifikus
szignatiragéneket vizsgalta, fiziologiai kritériumok és a szervezetek Okologidjanak
Osszefliggésében -, a korabbi Lactobacillus nemzetséget nemrégiben 25 nemzetségre osztottak
fel. Ezek a nemzetségek a Paralactobacillus nemzetséggel, mas olyan nemzetségekkel, amelyek
mar 2020 eldtt is jelen voltak a Lactobacillaceae csaladban (pl. Weisella, Pediococcus és
Oenococcus), valamint a Leuconostocaceae csaladdal egyiitt egyetlen csaladban, a
Lactobacillaceae csaladban egyesiiltek, amely jelenleg 33 nemzetségbdl és mintegy 300 fajbol
all (Walter & O'Toole, 2023). A laktobacilluszok mikroaerofil, kataldzzal €s citokrommal nem
rendelkezd baktériumok, melyeknek aerob oxidativ anyagcseréjiik van. A tejsavbaktériumok
(LAB) anyagcseréje soran ismert, hogy nagy mennyiségii tejsavat és mas anyagcseretermékeket
allitanak eld kiilonbozd szénforrasokbol, tobbek kozott gliikozbol, fruktozbol, laktozbol és
galaktozbol. A gliik6z anyagcsere sordn a homofermentativ tejsavbaktériumok, kizéarolag
tejsavat termelnek az Embden-Meyerhof-Parnas utvonalon keresztiil, mig a heterofermentativok
a tejsav mellett szamos mas metabolitot, tobbek kozott etanolt, ecetsavat és szén-dioxidot
termelnek a pentéz-monofoszfat utvonalon keresztiil (Carr et al,, 2002). Masodlagos
metabolitokat is termelhetnek, beleértve a bakteriocineket, exopoliszacharidokat és enzimeket,
amelyeket az erjesztett ¢lelmiszerek mindségének ¢€s eltarthatosdganak ndvelésére hasznalnak
fel. A laktobacilluszok tdmogatjak a gazdaszervezet immunrendszerét, igy szamos patogén
mikroorganizmussal szemben ellendllova teszik a gazdaszervezetet. Az emésztérendszerben a

burkol6 epitélium csillangos hamsejtjei fizikai gatat képeznek, a bélcsatorna emészténedvei is
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védelmet nyujtanak, valamint a gyomorban uralkoddé savas pH is ellendllobba teszi a
gazdaszervezetet (Dedk et al., 2006). Az egyes Lactobacillus torzsek kiillonbozé jotékony
hatasokért is felelosek lehetnek.

A Limosilactobacillus fermentum (L. fermentum) tejsavbaktériumrol szakirodalmi adatok
alapjan elmondhat6, hogy erdsitik az immunologiai valaszt, valamint megelézik a gyomor-
bélrendszeri és felsd léguti fertdzéseket. Ezenkiviil az L. fermentum torzsek valtozatos és
hatasos antimikrobidlis peptideket termelnek, amelyek élelmiszertartositd anyagként vagy az
antibiotikumok alternativajaként alkalmazhatok. A probiotikus L. fermentum torzseknek
tulajdonitott tovabbi jotékony hatasok kozé tartozik, hogy képesek csokkenteni a vér
koleszterinszintjét €s a vastagbélrakot az emberek korében.

A Lactobacillus helveticus (L. helveticus) a tejsavbaktériumok egy tipusa, amelyet az
¢lelmiszeriparban széles korben alkalmaznak. A L. helveticus szamos bélrendszerben
el6forduld probiotikummal Osszehasonlitva jobb alkalmazkodoképességet mutat az ipari
fermentécios koriilményekhez, ami annak kdszonhetd, hogy képes szélsdséges kornyezetben,
tobbek kozott magas hdmérsékleten és savas pH-ju kdzegben is életben maradni (Taverniti &
Guglielmetti, 2012). Egyre tobb ismeret van arra vonatkozoan, hogy a L. helveticus és az altala
termelt metabolitok egészségmegdrzd tulajdonsagokkal rendelkeznek (Giraffa, 2014). Korabbi
tanulmanyok kimutattdk, hogy a L. helveticus tobb potencialis probiotikus funkcidval
rendelkezik, mint példaul a bélmikrobidta és metabolitjainak szabalyozasa a bél-méj tengelyen
keresztiil, ezaltal mérsékelheti a mdj oxidativ stresszét. Tovabba egerekkel végzett
kisérletekben is bizonyitottak, hogy hatékonyan enyhiti a hasmenést és a bélmikrobiota
modulélasaval fokozza az immunrendszer miikodését (Bian et al., 2016).

A Ligilactobacillus salivarius (L. salivarius) a tejsavbaktériumok azon tipusa, mely altaldban a
gasztrointesztinalis traktusban (GT) taldlhatd. Probiotikus €s funkciondlis tulajdonséagai,
valamint kiilonboz6 egészségmegdrzésben betdltdtt szerepe miatt jelentds figyelmet kapott.
Pozitiv hatéssal van a bélmikrobiota 0sszetételére, ezaltal javitja a bélmikrobidta metabolikus
profiljat, el0segitve az egészséges €s kiegyensulyozott bélrendszer kialakulasat. A L. salivarius
torzsek erds ellenallo- és tapadéasi képességet mutatnak a GT-ben, valamint kiemelkedd
antioxidans és antimikrobialis tulajdonsagokkal rendelkeznek. Emellett szamos L. salivarius
torzs képes antagonista hatasu bakteriocint termelni (Yang et al., 2024).

A L. crispatus fajjal kapcsolatban széles korti irodalom foglalkozik, amely a gazdaszervezettel
valo kolcsonhatason vagy az (opportunista) kérokozokkal vald versengésen keresztiil az emberi
egészségben betoltott szerepiik feltardsara Osszpontosit, beleértve a human hiivelyi

epitélsejtekkel vald kolcsonhatast és a bakteriocin-termelést. A Lactobacillus crispatus (L.
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crispatus) M247 jo bél- és hiivelyi tapadasi képességgel rendelkezd torzs, amely helyi
antibakteridlis és gyulladascsokkentd tulajdonsagokkal rendelkezik. A L. crispatus
bizonyitottan nem-atvihetd rezisztenciaval rendelkezik a néi nemi szervi fertdzésekben gyakran
hasznalt antibiotikumokkal, példaul a metronidazollal szemben. A L. crispatus M247 a hiivelyi
traktus fert6zésekben az antibiotikumok potencialis kiegészit0 terapiajaként alkalmazhato, a

kedvezd mikrobiota helyreallitasa céljabol (Bertuccioli et al., 2022).

3.2. Prebiotikumok

A prebiotikum meghatarozas szerint ,,0lyan nememészthetd élelmiszer-osszetevd, amely a
vastagbélben 1év0 egy vagy korlatozott szdmu baktérium novekedésének és/vagy aktivitdsanak
szelektiv serkentésével jotékonyan hat a gazdaszervezetre” (Gibson & Roberfroid, 1995). A
probiotikumok és prebiotikumok egyiittes alkalmazasa szinbiotikumként ismert, amelyrdl ugy
vélik, hogy kedvezObb a bélrendszer egészsége és mikddése szempontjabol, mintha csak a
probiotikumot alkalmaznank magaban (Gharajalar et al., 2021). A frukto- és galakto-
oligszacharidok (GOS) mellett, a trehal6z is a prebiotikumok kozott emlitendo.

A trehaloz (a-D-gliikopiranozil-(1-1)-a-D-gliikkopiranozid) egy a természetben eléfordulo, két
gliikéz-monoszacharidbdl 4116, nem redukéld diszacharid, amely megtaldlhaté rovarokban,
novényekben, gombdkban ¢és baktériumokban is. Ez a szénhidrat édesitdszerként,
stabilizatorként és nedvesitdszerként hasznosul az €élelmiszeriparban, a kozmetikumokban ¢és a
gyogyszeriparban (Chen et al., 2022). A trehal6zt, mint nem mérgezd szénhidratot kezdetben
ugy tekintették, hogy elsdsorban tarolt energiaforrasként miikodik, hasonloan a glikogénhez
(Becker et al., 1996). Manapsag mar bebizonyosodott, hogy prebiotikumként is kifejti hatasat,
példaul a B-Gal-(1-4)-trehaléz [DP3(1-4)] a Bifidobacterium szamanak novekedéséhez vezet,
mig a B-Gal-(1-6)-trehaléz [DP3(1-6)] a Lactobacillus ndvekedését serkenti. Mdasrészt a
Trehal6oz-GOS tetraszacharid-keverék (DP4), amely mindkét gliikozegységben ujszerii
trehaloz-galaktozilaciot tartalmaz, eldsegiti a Parabacteroides novekedését. Ezen értekezések
alatamasztjak az 0j Treh-GOS-ok képességét a human bélmikrobiota moduldldséra.
Kovetkezésképpen ezek az innovativ galakto-oligoszacharidok az 01j prebiotikus alkalmazasok
igéretes jeloltjeiként jelennek meg (Calvete-Torre et al., 2024). Az évek soran azonban kiderdiilt,
hogy a trehal6z specidlis biologiai funkciokat is betdlthet, példaul védi a fehérjéket és a
membranokat a kiilonb6z0 stresszhatasokkal szemben, mint a hd, fagy, oxidacid, kiszaradas,
mint stresszre szintetizalodo vegyiilet. Amikor az alacsonyabb rendli szervezetek stressznek

vannak kitéve, hatalmas mennyiségii trehaldz szintézisével alkalmazkodnak, ami segit nekik a



sejtek integritasinak megorzésében. Ez feltehetéen 1ugy torténik, hogy a trehaldz
megakadalyozza a fehérjék denaturalodasat, amelyek egyébként stressz hatasara lebomlananak.
Mar kimutattdk, hogy a trehaldéz egy aggregéciora hajlamos modellfehérje stabilizalasaval
lassitja a poliglutamin-medialt fehérjeaggregacio €s az ebbdl eredd patogenezis sebességét (Jain
& Roy, 2009). Emellett szamos kutatds bizonyitotta, hogy a trehaléz mas biologiai
tevékenységek mellett a mikrobidlis patogenezisben és a sejtciklus progresszidjaban is fontos
szerepet jatszik (Vanaporn & Titball, 2020). Ez a vegyiilet figyelemre mélto stabilitast mutat
magas homérsékleten (90 percig 120 °C-ig kitart), tovabba a savas koriilményekkel szemben.
Ezenfeliil védo tulajdonsagokkal rendelkezik a lipidek oxidéaciojaval szemben a melegités és az
aerob expozicio soran (Ohtake & Wang, 2011). A trehaldz intracellularis felhalmozddasa az
egyik  legismertebb  valaszreakcid, amely a  probiotikus  mikroorganizmusok
termotoleranciajahoz kapcsolodik (Martins et al., 2008). Chen ¢és munkatarsai (2007)
kisérletiikben négyfajta szénhidratforrast (dextroz, frukto-oligoszacharidok, raffindz, trehal6z)
alkalmaztak a taplevesben egyediili szénforrasként, s vizsgaltdk a kiillonb6zo kozegekben
felszaporitott baktériumok bakteriocin termelését agardiffiizios modszerrel. Ot bakteriocin
termeld torzset hasznaltak, amelyek kozott volt nizint, enteriocint és mas bakteriocinokat
termeld torzs is. Kutatdsuk eredményeként leirtdk, hogy az oligoszacharidok, valamint a

trehaloz hatékonyan fokozza az altaluk vizsgalt baktériumok bakteriocin termelését.

3.2. Parabiotikumok

Annak ellenére, hogy a probiotikumok kiilonb6z6 egészségiigyi allapotok megeldzésében vagy
kezelésében rejld lehetdségek miatt széles korben elterjedtek, vannak veliikk kapcsolatban
felmeriil6 aggalyok, mint a beadott €16 mikroorganizmusok okozta fertdzések, a hosszu tava
immunvalaszok megvaltozasa, az antibiotikum-rezisztencia kialakulésa €s terjedése, valamint
a megfeleld élésejtszam alkalmazasa (10° telepképzé egység (TKE) also hatarértéket
alkalmaznak doézisonként). Ezen problémak mindegyike a probiotikumok életképességéhez
kapcsolddik. A lehetséges megoldés az inaktivalt probiotikumok, mas néven parabiotikumok
alkalmazasa. A parabiotikumok (vagy paraprobiotikumok) meghatirozas szerint ,,nem
¢letképes mikrobidlis sejtek (ép vagy tordtt), vagy nyers sejtkivonatok (Osszetett kémiai
Osszetételliek), amelyek megfeleld mennyiségben (sz4jon at vagy helyileg) beadva elényds

hatast gyakorolnak az emberi vagy allati szervezet szamara” (2. ébra).
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2. abra: Parabiotikum és posztbiotikum

Eldényeik koz¢é tartozik a probiotikus szepszis €s az antibiotikum-rezisztencia csdkkent
kockazata, valamint a hosszabb eltarthatdsag, mivel nincs sziikség a hiitdlanc fenntartasara a
probiotikus organizmusok életképességének megdrzése érdekében (Shripada et al., 2020). Az
utobbi években egyre tobb kutatds fokuszal probiotikum eredetli posztbiotikumok és
paraprobiotikumok vizsgalatara. Az eredmények arra utalnak, hogy a nem életképes
mikroorganizmusok vagy baktériummentes kivonatok is mutatnak tobbek kozott
gyulladascsokkentd, immunmodulald, antiproliferativ €s antioxiddns aktivitdsokat, melyek
elényoket biztosithatnak a gazdaszervezet szdmara (Vallejo-Cordoba et al., 2020). Mig a
probiotikum meghatarozas szerint a mikroorganizmusoknak élének/¢életképesnek kell lennitik
ahhoz, hogy jotékony hatdsukat kifejthessék, a legijabb bizonyitékok szerint a mikrobak
¢letképessége nem sziikséges az ilyen hatasok eléréséhez (de Almada et al., 2018). Ezt a
feltevést figyelembe véve a poszt- és parabiotikumok szadmos teriileten, elsGsorban az
¢élelmiszerekben ¢és a funkciondlis élelmiszerekben (pl. étrend-kiegészitdk, takarmany-
adalékanyagok stb.) potencialisan alkalmazhatok (Ramkrishna et al., 2019). A parabiotikumok
hatékonysdga az inaktivalt sejtekben taldlhatd mikrobidlis metabolitokon vagy komplex
molekuldkon alapul (Konstantinov et al., 2013). Az elmult években néhdny tanulmény leirta a
parabiotikumok fogyasztasanak a gazdaszervezet egészségére gyakorolt hatdsait. Példaul az
alkohol okozta majbetegségek, hasmenés, vastagbélgyulladas és bélrendszeri elvaltozasok
kezelésére hasznalhatok, tovabba az immunrendszer, a bélmikrobidta és a
baktériumtranszlokaci6 modulacidjara, valamint koleszterinszint csokkentésre ¢és a

laktézintolerancia kezelésében is sikerrel alkalmaztdk (Vallejo-Cordoba et al., 2020).
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Parabiotikus komponensek legfoképp a sejtfal alkotoi lehetnek, mint a peptidoglikan, teikonsav,
sejtfal-poliszacharidok, sejtfelszini fehérjék és egyéb fehérjék (Lee et al., 2023). A legtobb
tejsavbaktérium sejtfala egy vastag peptidoglikan réteget foglal magéba, amelynek
keresztkotésti glikanlanca B-1,4 kotésti N-acetil-muramin-diszacharid és N-acetilgliikozamin

valtakoz6 egységeit tartalmazza (3. abra).

Pilus

S- réteg fehérjék

Exopoliszacharid

Lipoteikonsavak (LTA)

Teikonsavak (WTA)
.... Peptidoglikan

Membranhoz kapesolédd
3. dbra: Lactobacillus sejtfal felépitése (Lee et al., 2023 nyoman)

Sejtfalhoz kapesolodo fehérjek

fehérjék

A teikonsavak (TA) szintén a LAB sejtfalanak részét képezik. Anionos polimer jellegének
koszonhetéen a TA kovalensen kapcsolodhat peptidoglikanhoz vagy a citoplazmamembranhoz
(Teame et al., 2020). Az exopoliszacharidok (EPS) antipatogén hatdsuk és adhézios
tulajdonsagaik révén segithetik a kdrnyezet és a baktériumok kozotti kolcsonhatasokat (Chen
et al., 2014). A probiotikus torzsekbdl szarmazo EPS modulalhatja a bélrendszeri egyensulyt és
a nyalkahartya immunvalaszait (Dini¢ et al., 2018). A felszini fehérjék a LAB sejtburkanak
értékes Osszetevoi. Egy tanulmany arrol szdmolt be, hogy a LAB torzsek tobbféle felszini
fehérjét termelnek, amelyek moonlightfehérjéket, LPxTG fehérjéket, pili fehérjéket és S-réteg
fehérjéket tartalmaznak (Hynonen & Palva, 2013). A moonlightfehérjék szamos fehérjét
foglalnak magukban, koztiik riboszomalis fehérjéket, metabolikus enzimeket, transzlacios

elongacios faktorokat és molekularis chaperonokat (Saad et al., 2009).
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Incili és munkatarsai (2023) megallapitottak, hogy a P. acidilactici-bol nyert liofilizalt
parabiotikumban (LP) szamos bioaktiv vegyiilet, koztiik egyedi fenolok, szerves savak, szabad
zsir- és aminosavak taldlhatok. Ezek a vegyliletek nemcsak nagy antioxiddns kapacitast
mutattak, hanem részt vettek a parabiotikum antimikrobialis hatdsaban is. Ebben az
Osszefliggésben a liofilizalt parabiotikum MIC-értéke 6,25 mg/ml volt E. coli O157:H7, S.
Typhimurium és L. monocytogenes ellen. A korabban élelmiszerpatogén torzsekkel szennyezett
hasgombocok vizsgalatakor az LP (6%) és az EDTA (0,02 M) kombindacioja 3,11, 2,45, illetve
1,32 logl0 CFU/g-mal csokkentette az L. monocytogenes, S. Typhimurium, E. coli O157:H7
szamat a kezeletlen husgombdcokhoz képest. Eredményeik azt mutattak, hogy az élelmiszerek

mikrobiologiai biztonsdganak javitasa elérhetd liofilizalt parabiotikumok alkalmazéaséaval.

3.2.1 Parabiotikumok eldallitasi lehetoségei

A poszt- ¢és parabiotikumok eldallitasdhoz inaktivalt mikroorganizmusokra van sziikség,
melyek tobbféle technologiai stratégidval érhetdk el. Ezen modszerek megvaltoztathatjdk a
mikroba sejtstruktirdjat és/vagy fiziologiai funkciojat (Ramkrishna et al., 2019). Mindazonaltal
fontos, hogy a poszt- és parabiotikumok eldallitasara alkalmazott inaktivalasi modszernek
biztositania kell, hogy megdrizze az életképes forma altal nyujtott jotékony hatasokat (De
Almada et al., 2016). A parabiotikumok kémiai vagy mechanikai stresszt kdvetden inaktivalt
mikroorganizmusokbo6l keletkeznek: a sejtek a sejtburkot ért mechanikai/kémiai karosodast
(Siciliano et al., 2021). A sejtfeltaras modszereit tekintve a szakirodalomban sokfajta megoldas
fellelhetd, melyek mindegyike a mikrobadk életképességének elvesztésére Osszpontosit a
sejtmembranon okozott sériilés révén (Cuevas-Gonzalez et al., 2020). A sejtfeltarasi modszerek
koziil megkiilonboztetiink mechanikai (nyiroerd alkalmazésa) €s nem-mechanikai modszereket

(kémiai, fizikai, enzimatikus), ezt foglalja 6ssze az 1. tdblazat.
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1. tablazat: Sejtfeltarasi modszerek és hatasmechanizmusuk

Modszer Hatasmechanizmus Hivatkozasok
Ouetal.,
Hokezelés Membran karosodésa
2011
Fizikai . Intracellularis kavitacio, sejtes Shin et al.,
Szonikalas
modszerek szerkezet kérositasa 2010
Fagyasztés- Sejtfelszini strukturak karosodasa Murga et al.,
felolvasztas a jégkristalyok kialakuldsa miatt 2001
» Tiwari et al.,
CTAB oldat Membran permeabilizalasa
2020
Fehérje- fehérje kdlcsonhatasok Springer et al.,
Kémiai SDS oldat
bontasa 1977
modszerek
Bejut a sejtmembranok lipid ‘
‘ Mattei et al.,
Triton X-100 oldat | kettdsrétegébe, ezaltal a membran 2015
ateresztoképesebbé valik.

3.2.1.1. Fizikai mddszerek

3.2.1.1.1. Hokezelés
A hdkezelés a legnépszeriibb modszer a probiotikumok inaktivalasara. A kezelést befolyasolja

a homérséklet, a kdzeg, a pH-¢€rték, a melegités modja €s a sejtek tipusa, példaul vegetativ sejtek
vagy sporak. A hdkezeléssel torténd inaktivalasi mechanizmusok a DNS-filamentumok
felbomlasahoz, riboszoma aggregéacidhoz, a tapanyagok és ionok kimeriiléséhez, a membranok
hokezelés koriilményei széles skaldn mozognak (60-100 °C 5-30 percig) ¢€s torzsfiiggdek (Ou
et al., 2011). Safiudo és munkatarsai (2017) héinaktivalassal (121 °C-on 20 percig) életképtelen
Lactobacillus salivarius CECT 5713 sejteket allitottak eld, és vizsgaltdk antimikrobialis
hatasukat a fogszuvasodas kialakuldsaval 6sszefiiggd korokozokra, kiillondsen a Streptococcus
mutans-ra. Az eredmények azt bizonyitottdk, hogy az in vitro vizsgalatban a gatld hatas
fennmaradt, miutan hdinaktivalt CECT 5713 (36 honapos tarolas) keriilt alkalmazasra. Mig a
S. mutans koncentracidja az dnkéntesek nyalaban (in vivo) a kezelés harmadik napjatol kezdve

2 hétig jelentdsen csokkent.
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3.2.1.1.2. Szonikadlds
A szonikalas egy olyan mddszer, amely ultrahangot hasznal a molekulék kozotti kdlesonhatasok

megbontasara. Ez a technoldgia az intracellularis kavitacionak koszonhetden kémiai és fizikai
valtozasokat idéz eld a sejtfali struktirakban. A kavitacio a DNS-karosodas, a sejtmembranok
elvékonyodasa és karosodasa, valamint a szabad gyokok képzddése révén a sejtfal felszakadasa

miatt mikrobidlis inaktivalodast eredményez (Birmpa et al., 2013).
3.2.1.1.3. Fagyasztas- felolvasztas

Souzu mar 1989-ben megallapitotta, hogy a logaritmikus fazisu sejtek membranjanak
permeabilitdsa a lassu fagyasztas sordn valtozast szenvedtek, ami késdbb alacsony
sejtéletképességet eredményezett. A gyors fagyasztas sordn a sejtek csak enyhe kéarosodast
szenvedtek a membranfunkcidoban, és megdrizték magasabb életképességiiket. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a sejtek fagyasztdsa kovetkeztében bekovetkezd karosodas
elsddleges helye a sejtmembran, és ez a pusztulds a membranokban 1évo lipidekben a fagyasztas
altal el6idézett valtozasnak koszonhetd. Tovabba ismeretes, hogy bar a fagyasztas széles korben
alkalmazott eljaras a baktériumtenyészetek taroldsara, a fagyasztas és az azt kovetd kiolvasztés
egy adott populaci6 nagy hanyada szamara halélos, a fagyasztés €s a kiolvasztds soran mind a
membran, mind a sejtfal kdrosodik. Azt is megéllapitottak, hogy a s6oldatban torténd fagyasztas
és felolvasztas a sejtre nézve haldlos membrankarosodast eredményez (Calcott & MacLeod,
permeabilitasi tulajdonsagainak hidratacios vagy stressz altal kivaltott valtozasaibol eredhet.
fgy a sejtek sikeres fagyasztva tartositasanak érdekében figyelembe kell venni a
felengedtetésre adott valaszat a fagyasztast megel6z0 novekedési koriilmények, példaul a
hémérseklet is modosithatjak (Murga et al., 2001). Ezen, membran karosité hatdsa miatt

lehetséges az alkalmazasa sejtfeltarasi modszerként.

3.2.1.2 Kémiai modszerek
A kémiai moddszerek lizispuffereket haszndlnak a sejtmembran megbontasdhoz. A

sejtlizispufferekhez detergensek is adhatok a membranfehérjék szolubilizdlasa ¢és a
sejtmembran felszakitasa érdekében, mely a sejt tartalmanak felszabadulasat eredményezi. A
kémiai lizist lugos €s detergens lizisre lehet osztani. Az elsd tipusban az OH- ionok a célsejtek
lizis€hez hasznalt f6 komponensek. A mddszer mindenféle sejttipusra alkalmas, a folyamat
azonban nagyon lassu, és akar 12 orat is igénybe vehet. A kémiai lizis masik tipusa

detergenseket (mas néven feliiletaktiv anyagokat) hasznal a sejtmembran megbontasara.
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Altalaban az enyhébb, nem ionos detergenseket részesitik elényben, mivel ezek karositjdk a

legkevésbé a fehérjéket és az enzimeket, példdul a Triton-X (Grigorov et al., 2021).

3.2.1.2.1 Cetil- trimetil- ammonium- bromid oldat

A nem-mechanikai, azon beliil kémiai sejtfeltdras megvalosithato cetil-trimetil-ammonium
bromiddal (CTAB), mely egy a mindennapi életben gyakran hasznalt feliiletaktiv vegyi anyag,
sz¢les korti ipari alkalmazéssal, példaul a mosdszerekben, gyogyszerekben, kozmetikumokban
¢s textilidkban is elterjedten alkalmazzak (Tiwari et al., 2020). Mindezek mellett sejtfeltarasra

is kivaldan alkalmazhato, tobbek kozt intracellularis enzimek esetén.

3.2.1.2.2 Natrium-dodecil-szulfat
A natrium-dodecil-szulfat (SDS) egy anionos feliiletaktiv anyag, amely 12 szulfatcsoporthoz

kapcsolt szénatombol all, és nagyszeri habképzo képességgel rendelkezik. Az SDS egy példa
az erds ionos detergensre. Erdsen denatural, és nagyon hatékonyan bontja a fehérje-fehérje
kolesonhatdsokat, kiilonosen, ha hével kombindljédk. Feltéve, hogy nem melegitik Oket, a
fehérjek, példaul a II. osztalya hisztokompatibilitasi antigének alegységei SDS jelenlétében is
egymashoz kapcsolddnak (Springer et al., 1977). Kevés fehérje nem szolubilizalhat6 natrium-
dodecil-szulfatban; azok kdz¢ tartoznak a keratinok és mas fehérjék, amelyeknek az alegységei
kozott kiterjedt kovalens keresztkotések vannak. A sejtek SDS-ben torténd olddsa a sejtmag
lizisét és a DNS felszabadulasat eredményezi, ami a mintat nagyon viszkozussa €s nehezen

kezelhet6vé teheti (Goulding, 1996).

3.2.1.2.3 Triton X-100
A Triton X-100 egy nemionos detergens (nem toltott feliiletaktiv anyag), amely micellakat

képez. Biokémiai kutatdsok szamos teriiletén alkalmazhat6. Ezek kozé tartozik a fehérjék
tisztitdsa és extrakcidja, a membranfehérjék aktivalasa és tobbek kozott sejtfeltarasra is
hasznaljak. A Streptococcus faecalis ATCC 9790 exponencialis fazisu tenyészeteinek lizisét
anionos (natrium-dodecil-szulfat, SDS) €és nemionos (Triton X-100) feliiletaktiv anyagokkal
torténd exponaldssal idézték eld. A natrium-dodecil-szulfatra adott lizis csak egy korlatozott
koncentracidtartomanyban volt hatékony, mig a Triton X-100 altal kivaltott lizis a feliiletaktiv
anyag koncentracidinak széles tartomanyaban kovetkezett be. A ndvekvo sejtek Triton X-100-
ra adott valasza alapjan elmondhat6, hogy a sejtfeltaras hatékonysaga nem a kémiai detergens
hogy a sejtek lizdlasa valdsziniileg a feliiletaktiv anyagnak az autolitikus rendszer
citoplazmamembranhoz kapcsolodo dsszetevoire gyakorolt hatdsanak volt koszonhetd (Cornett

& Shockman, 1978). A Triton X-100 a névekvo S. faecalis sejtek autolizisét a lipoteichonsav
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vagy lipid inhibitorok felszabaditdsaval, a sejtmembran roncsoldsaval, vagy esetleg egy
inhibitor-autolitikus enzim-komplex destabilizaldsaval idézheti eld, ahogy azt Tomasz é¢s Waks

megallapitotta (1975).

3.3. Posztbiotikumok

A parabiotikumok mellett fontos megemliteni a posztbiotikumokat is, melyek a
mikroorganizmusokbol szarmazd, a gazdaszervezetben biologiai aktivitdssal rendelkezd, nem
¢letképes baktériumtermékekre vagy metabolikus termékekre utalnak (Aguilar-Toald et al.,
2018). Ilyen termékek/komponensek lehetnek a rovid szénlancu zsirsavak (SCFA-k),
mikrobidlis frakciok, funkciondlis fehérjék/enzimek, szekretalt és/vagy extracellularis
poliszacharidok (EPS), sejtlizdtumok, teichon és lipoteichonsavak, valamint peptidoglikanbol
szarmaz6 muropeptidek. A kézelmultban megjelent jelentések (Gill et al., 2018; Bedford et al.,
2018) szerint ezek az anyagcseretermékek ¢élettani eldnyoket kinalhatnak, amelyek
valészinlileg a bélgat funkcidjanak és a nyalkahartya immunitdsanak fokozasahoz
kapcsolodnak, daganatellenes és gyulladascsokkentd hatdsokkal a vastagbélhamra, védelemmel
az immunbetegségek kialakuldsaval szemben, a bélmikrobiota dsszetételének €s aktivitasanak
szabalyozasaval (Vallejo-Cordoba et al., 2020). Xin és munkatirsai (2024) szintén egér
kisérletekben azt talaltdk, hogy a L. helveticus posztbiotikuma képes volt modulélni a T-sejtek
differencialédésat, helyredllitotta a Thl7/Treg egyensulyt (amely az immunrendszer
homeosztazisaért felelds), és csokkentette a TGF-f gyulladasgatld citokin szintjét (a TGF-3
képes gatolni a pro-inflammatorikus citokinek, példaul az IL-1, IL-6 és TNF-a termelését, ezzel
csokkentve a gyulladasos folyamatokat). Ezek a hatdsok hozzéjarultak mind a cellularis, mind
a humordlis immunitds kiegyenstlyozott szabalyozasdhoz, az immunszervi kéarosoddsok

helyreallitdsdhoz, a bélrendszeri immungat megerdsitéséhez és az immunfunkcié fokozasahoz.
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4. Anyagok és modszerek
4.1. Anyagok

4.1.1. Mikroorganizmus torzsek
Vizsgalataim soran a 2. tablazatban bemutatott Lactobacillus torzseket, illetve a 3. tablazatban

talalhato tesztorganizmusokat alkalmaztam.

2. tablazat: Probiotikus hatasu baktériumok és szarmazasuk

Probiotikus hatasu baktériumok Szarmazas
Limosilactobacillus fermentum HA-179 Lallemand Health Solutions
Lactobacillus helveticus R-52 Lallemand Health Solutions
Ligilactobacillus salivarius HA-118 Lallemand Health Solutions
Lactobacillus crispatus LCRO1 Probiotical S.p.A.

3. tablazat: Felhasznalt teszttorzsek

Tesztmikroorganizmusok

Enterococcus faecalis NCAIM B01312

Escherichia coli 8739

Escherichia coli O157:H7

Listeria innocua ATCC 33090

Enterobacter cloacae NCAIM B02073

Ezen torzsek mindegyike az Elelmiszer- mikrobiolégia, -higiénia és -biztonsig Tanszék

torzsgyljteményébdl szdrmazik.
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4.1.2. Felhasznalt tdpkozegek, oldatok
MRS tapleves

A kisérlet elvégzéséhez, valamint a torzsek fenntartasahoz is MRS tapkozeget (De Man Rogosa

¢s Sharpe) hasznaltam (4. tdblazat) alapnak, melyben a gliikozt a kisérleti tervnek megfeleléen

0,5%, 1% ¢és 2% trehalozzal helyettesitettem.

4. tablazat: MRS tapkozeg osszeallitasa

Osszetevok Mennyiség
Mangan-szulfat 0,059
Magnézium-szulfat 0,29
Dikalium-hidrogén-foszfat 29
Triammonium-citrat 29
ElesztSkivonat 49
Huskivonat 849
Natrium-acetat 59
Protedz-pepton 109
Gliikoz 209
Tween 80 19
Desztillalt viz 1000 ml

Tovéabba, a kontrollként vizsgalt torzsek fermentacidja 1% gliikdzt tartalmazd tapkdzegben

tortént.

A kiindulasi sejtszam megéllapitasdhoz MRS agart alkalmaztam, melyhez MRS tapkozeget

egészitettem ki 15g/1 bakteriologiai agarral.

TSB tapleves

Torzsfenntartds céljabol TSB téplevest készitettem. Ennek Osszetételét az 5. tablazat

tartalmazza.

5. tablazat: TSB tapleves osszetétele

Osszetevék Mennyiség
Tripton 159
Pepton 5¢

NaCl 59

Desztillalt viz 1000 ml

A TSB agar 6sszeallitasahoz a TSB levest 13 g/l agarral egészitettem ki.
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Fiziologias so6oldat
A 6. tablazat tartalmazza a fizioldgias sdoldat dsszetételét, melyet a sejtszam meghatarozasahoz

hasznaltam, tizedeld higitasi sor elkészitéséhez.

6. tablazat: Fiziologias sooldat dsszetétele
Osszetevok Mennyiség
NaCl 8,549
Desztillalt viz 1000 mi

Az elkészitett tapleveseket €s agarokat ezt kovetden autoklavval sterileztem 121 °C-on 15

percig.

4.2. Modszerek

4.2.1. Tenyésztési modszerek

A Lactobacillus torzseket MRS taplevesben szaporitottam fel 10 ml-es kémcsovekben, 37°C-
os termosztalas ¢és aerob koriilmények mellett. A kisérletek lebonyolitdsa eldtt két alkalommal
oltottam at a torzseket, a masodikat mindig a vizsgélat tervezett napja eldtt 24 oraval.

A patogén teszttorzseket TSB taplevesben szaporitottam fel a tejsavbaktériumokkal megegyezo

koriilmények mellett.

4.2.2. Fermentacio

A fermentaci6 a szlikebb értelmezés szerint olyan energia nyerés, mely szerves vegyiiletek
lebontasahoz kapcsolodik. Tagabb értelmezés szerint a mikroorganizmusok alkalmazasa a
szerves anyagok lebontdsara, valamint az enzim katalizélta atalakitasa céljabol. A fermentacio
soran a tejsavbaktériumokat MRS taplevest tartalmazd lombikokban szaporitottam aerob
korilmények mellett. Az mintat 18 ora fermentacios id6 eltelte utan vettem le a 37°C-0s

termosztatorban tartott lombikbol.

4.2.3. Sejtfeltaras
Sejtfeltarasi modszerek lényege, hogy kiilonb6z6 behatasokkal a sejtek membranjat roncsoljuk,
ezzel a sejtben talalhatd OsszetevOk kiszabadulnak. Kutatasom sordn kémiai, illetve fizikai

modszereket alkalmaztam, hogy megtalaljam a sejtfeltaras optimalis koriilményeit.
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4.2.3.1. Kémiai detergensek
A spektrofotometrids denzitdsmérés soran mindegyik detergens esetében 140 upl €16

tejsavbacillus szuszpenzié mellé 70 pl oldatot adtam. A sejtnovekedést 20 6ran keresztiil

kovettem 30 perces mintavételezéssel.

CTAB oldat

cyey

hasznéltam, amit 1:2 ardnyban adtam az 6sszegyijtott sejtekhez, majd erds vortexelés utan 10
percig hagytam hatni. A hat6idd letelte utan 3-szoros desztillalt vizzel valé atmosas

segitségével tavolitottam el.
SDS oldat

A natrium-dodecil-szulfat 1 %-0s oldatat alkalmaztam, melyhez 1 g SDS-t mértem ki és 100

ml desztillalt vizben oldottam fel.
Triton x-100 oldat

Ehhez 1%-os oldatot készitettem, melyhez 1 ml Triton X-100 oldatot oldottam fel 100 ml

desztillalt vizben.

4.2.3.2. Fizikai modszerek
Hokezelés

Ezen modszer sordn a sejtszuszpenziot kiilonbozd i1dékoézokre 60°C-os vagy 80°C-0s
vizfiirddbe helyeztem, s meghatarozott idékoézonként (10, 30, 60, 90, 120, 150 perc) mintat
vettem. A homérséklet kivalasztdsanal figyelembe vettem, hogy a fehérjék 60-100°C kozott
denaturalodnak, a sejtmembran ezen a hdmérsékleten ,,megolvad”. Ennél a modszernél a magas
hoémérséklet volt a sejtroncsolddas okozoja.
Szonikalas

A szonikalashoz ultrahangos vizfiird6t hasznaltam, jéggel feltoltve, 5 masodperces hatoéiddvel,
melyet 5 masodperc sziinet kdvetett, ezt 10 percen keresztiil ismételtem.

Fagyasztas felolvasztas

A mintékat teljes fagyasig -18°C-0s fagyasztdszekrénybe helyeztem, majd szobahdmérsékleten

hagytam kiolvadni. Ezt a folyamatot hatszor ismételtem meg.
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4. 2. 3. Sejtek életképességének vizsgalata

A feltart sejtek esetében megvizsgaltam, hogy a feltarasi modszer eredményeként a sejtek
elhaltak-e. Ehhez a feltart sejtekbél 200 pl mennyiséget MRS taplevesbe oltottam vissza, majd
37°C-on inkubaltam 6ket 4 napon keresztiil. A mintakat szemrevételezéssel értékeltem az elsd
¢s a negyedik napon. Amennyiben az utolsé nap sem volt lathatd jele a szaporodasnak, a

sejtfeltarasi modszert sikeresnek konyveltem el.

4.2.4. Centrifugalas

A fazisokat a sejttormekékek kinyerése céljabol centrifugaval valasztottam szét. 10 percen
keresztiil centrifugaltam minden mintat 4 °C-on, 10000 rpm fordulatszam mellett. Ezt kdvetden
a feliiluszot ledntdttem, majd a sejttormeléket desztillalt vizbe oldottam, erds vortexeléssel

homogenizaltam.

4.2.5. Agardiftuzidos modszer

Az agardiffiizios modszer alapja, hogy TSB agarral lemezontést kdvetden a még folyékony,
45°C-ra visszahlitott agarba elkevertem a korokozo torzseket. Az agar megszilarduldsa utan egy
specialis 8 mm atmérdji lyukvagdval bemélyedéseket készitettem az agarba, melyekbe 100ul
feltart tejsavbaktérium szuszpenziot pipettdztam. A Petri-csészéket a beoltast kdvetden egy
oréra hiitészekrénybe helyeztem, majd 24 6ran keresztiil inkubaltam 37°C-on. Az egy napos
inkubalasi 1d6 lejarta utan a lemezeken az altalam vajt lyukak koriili feltisztuldsi zonak jelezték

az antimikrdobas hatast a lemezre oltott korokozoval szemben.

4.2.6. Spektrofotometrias sejtndovekedes kovetes

Az UV/Vis spektrofotometrias optikai denzitas (OD) mérés gyakran hasznalt technika a
sejtkoncentracido becslésére folyadékkultirdban. A sejttomeg nodvekedésével ardnyosan
novekszik az optikai denzitas is, melyet 600 nm-en kovettem 20 o6ran keresztiil, 30 perces
mintavételezéssel, 37°C inkubacios hémérséklet mellett Multiskan Sky UV/Vis mikrolemez
olvasd segitségével. A mintdkat 3 parhuzamosban vizsgaltam, az ezekbdl szarmazo
eredmények atlagaval dolgoztam. A szaporodasi/ gatlasi gorbéket diagrammokon abrazoltam,
mint az abszorbancia valtozasa az i1d6 fliggvényében. A vizsgdlatokat hdrom csoportba

osztottam:
Szaporodasi gorbék

Ezek esetében a megfeleld tapkozegbdl 200 pl mennyiséget pipettaztam a zsebekbe, majd 10

ul kiindulési sejtszuszpenzioval oltottam be mindegyiket.
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Gatlas nyomonkdvetése

Ezen vizsgalatoknal a parabiotikumok patogén baktériumok ellen kifejtett gatld hatdsara voltam
kivancsi. Ezért 200 ul tapkozeghez 25 ul patogén baktériumszuszpenziot, valamint 25 pl
parabiotikumot adtam.

Sejtfeltarasi modszerek hatasa

A sejtfeltaras hatékonysaganak vizsgalatanal 140 pl €16 sejteket tartalmazo sejtszuszpenzidhoz

adtam 70 ul kémiai detergenst (CTAB, SDS, Triton X-100).
Fajlagos szaporodasi sebesség és generacios idd szamitasa

A sejtek szaporoddsat a generdcios iddvel (tgen) is jellemeztem, melyet az adott
mikroorganizmus szaporodasi gorbéjének exponencialis szakaszara illesztett egyenes alapjan
hatarozzam meg. Az egyenes meredeksége a fajlagos szaporodasi sebességet adta (), majd az

alabbi kinetikai képlet hasznaval kaptam meg a generacids id6t percben:

_logx, —logx, logAx  u

tea =
t,—t, At 2,303

0,693
‘Ll = gen
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5. Eredmények ¢és értékelésiik

Eredményeim sordn vizsgéaltam a kiilonbozo sejtfeltirasi modszerek hatékonysagat
Lactobacillus torzsek feltardsara, valamint az ilyen modon 1étrejott parabiotikumok
antimikrobas hatéasat élelmiszerpatogének ellen. Vizsgdlataim kiterjedtek fizikai és kémiai
sejtfeltarasi modszerekre, a felszaporitd tapkdzeg szénhidrat tartalmanak és mennyiségének
befolyasold tulajdonsagéara. Kutatdmunkam alapjaul a korabbi kutatasi eredményeimet (Liebl,
2023) hasznaltam fel. Ebben megallapitottam, hogy az altalam alkalmazott tejsavbaktériumok
fermentacios tapkozegének a legjobb trehaldzt tartalmazé MRS levest hasznalni, majd 18 ora
fermentacié utdn a sejtfeltarast javasolt kémiai detergenssel elvégezni. Ezzel jelentOs

antimikrobas hatést érhetiink el a patogén mikroorganizmusok gatlasa terén.

5.1 A tapkozeg szénhidrat tartalmanak hatasa

Az egyes tejsavbaktériumok szaporodasat befolyasold szénhidritok mikroba gatld
tulajdonsagra vonatkozd hatdsat kivantam meghatarozni. Chen és munkatarsai (2007)
kutatasaik eredményeként leirtdk a trehaldéz bakteriocin termelést fokozd hatasat. A trehal6z
esetleges serkentd hatdsanak vizsgéalatit megel6zden a 4 probiotikus tejsavbaktérium
szaporodasat kivantam nyomon kovetni ezen szénhidratot tartalmazo kozegben. Kontrollként
1% gliikoz tartalma MRS levest alkalmaztam. Az optikai denzitds valtozasaval detektalhato

sejtnovekedést a 4. dbran szemléltetem.
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4. abra: A vizsgalt tejsavbacillusok szaporodasi gorbéje 1% trehaldz és 1% gliikoz tartalmu

MRS levesben A: L. fermentum, B: L. helveticus, C: L. salivarius, D: L. crispatus

Ezen eredményekbdl lathatd, hogy a gliikoz tartalmtt MRS taplevesben a laktobacilluszok

stabilabb novekedést mutattak, gyorsabban elérték a stacioner fazist, mig a trehaléz tartalmua

tapkozegben a négy torzs eltérOen novekedett. Az adatok alapjan meghatarozott fajlagos

szaporodasi sebességet €s generacios 1dOt a 4. abran mutatom be. Az 1% trehaldzt tartalmazo

tapkozegben a L. fermentum és L. salivarius hasonld gorbét rajzolt, esetiikben a trehal6zhoz

valo alkalmazkodas is felfedezhetd, és a torzsek csak egy kisebb stressz utan folytattdk az

exponencialis szaporodast. Ezzel szemben a L. helveticus €s L. crispatus a trehaldz jelenlétében

is a kontrollhoz hasonl6an néttek. Esetiikben is felfedezhetd a stressz, de képesek voltak 1-2

ora alatt hozzaszokni a szénforrds valtozasdhoz. A trehaloz tartalmu tdpkozegben a stacioner

fazis mindegyik mikroba esetében csak késdbb kovetkezett be a kontrollhoz viszonyitva. A

generacios 1dot €s a fajlagos szaporodasi sebességet a 7. tablazat tartalmazza.
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7. tablazat: Generacios ido és fajlagos szaporodasi sebesség

Generéacios id6 Fajlagos szaporodasi sebesség
(6ra) (1/6ra)
1% gliikoz 1% trehaloz 1% gliikoz 1% trehalo6z
Mikroorganizmus tartalmut tartalmut tartalmut tartalmt
tapkozeg tapkozeg tapkozeg tapkozeg
L. fermentum 1,95 perc 12,8 perc 0,36 0,054
L. helveticus 10,36 perc 5,07 perc 0,0669 0,166
L. salivarius 2,09 perc 9, 46 perc 0,3312 0,0732
L. crispatus 2,56 perc 5,48 perc 0,2697 0,1264

Ahogyan azt a generacids id6kbdl is lathatd, a baktériumok lassabban ndvekednek trehaldz

tartalom mellett, mely valésziniileg a stressz kdvetkeztében alakul igy.

s

Mivel a trehaldz jelentds hatdssal bir a probiotikus baktériumok stresszre adott valasza esetén,
igy vizsgalata az antimikrobas tulajdonsag tekintetében is nagy jelentdségli. Ez¢ért arra voltam
torzsek antimikrobas hatdsat. Ehhez 0,5%, 1% ¢és 2% trehaldzzal egészitettem ki az MRS
taplevest, majd agardifflizios modszer segitségével vizsgaltam a mintakat. A kisérlet soran a L.
salivarius HA 118 torzset hasznaltam tesztorganizmusként. Az elért eredményeket a 8. tablazat

tartalmazza.

e 7.

felszaporitott, 18 ora fermentacio utan CTAB sejtfeltasassal feltart parabiotikumanak
antimikrobds hatdsa

Korokozo

: _ Feltisztuldsi 26 (16
mikroorganizmus eltisztuldsi zona mértéke (mm)

0,5% trehaldz | 1% trehaldz | 2% trehaldz

Enterococcus faecalis
Escherichia coli 8739
Escherichia coli O157:H7
Listeria

Enterobacter cloacae

Az eredményekbdl latszik, hogy az 1% trehaldzt tartalmazd tapkdzegben fermentalt

tejsavbaktérium fejti ki a legjobb antimikrobas hatast, ugyanis ebben az esetben az E. faecalis,
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az E. coli O157:H7, a Listeria, és az E. cloacae esetében is a legnagyobb gatldo zona volt
megfigyelhetd. A koncentracid tovabbi ndvelésével a gatld hatds nem fokozddott. Ezek mellett
fontos megemliteni, hogy a gatlasi zonak kozti kiilonbségek nem voltak jelentdsek, foleg az 1%
és a 2% trehaloz tartalom kozott, igy a gazdasagossagot is szem eldtt tartva a tovabbi
vizsgalataimhoz 1% trehalozt tartalmazo tapkozeget hasznaltam. A kiilonbségeket szemlélteti

az 5. abra is.

0,5=0,5% trehal6z hasznalata
1= 1% trehal6z hasznalata

2= 2% trehal6z hasznalata

e 7.

nyert parabiotikum gatlo hatasa az E. coli O157:H7 torzs ellen

5.1.2 A sejttomeg tartalom hatasanak vizsgalata

A tovabbiakban a sejtfeltarashoz hasznalt sejttdmeg mennyiségének hatdsat vizsgaltam a
feltisztulasi zonak méretére, melyhez 25, 50 és 100 ml fermentlébdl gyiijtottem Ossze a
sejttormeléket. Az el6zd vizsgélat soran 25 ml fermentlébdl nyertem ki a sejteket, ezeket az
eredményeket probaltam fokozni a gatlo hatas tekintetében. A kisérlethez tesztorganizmusként
a L. helveticus torzset valasztottam. Az agardiffizios modszer soran kapott eredményeket a 9.
tablazatban szemléltetem.

9. tablazat: Kiilonbozé mennyiségii fermentlebol osszegyiijtott és CTAB oldattal feltart sejtek
antimikrobas hatasa, (1% trehaloz, 18 ora fermentacio)

Feltisztuldsi zona mértéke (mm)
25 ml 50 mi 100 ml
fermentlébol fermentlébol fermentlébol
szarmazo sejtek | szarmazo sejtek | szarmazo sejtek
Enterococcus faecalis 2 2
Escherichia coli 8739 2 2
Escherichia coli O157:H7 2 2
Listeria H 2
Enterobacter cloacae 2 2
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Az eredmények alapjan a 25 ml, 50 ml és 100 ml tenyészlébol 6sszegyiijtott, majd sejtfeltarassal
eldallitott sejtszuszpenzidk antimikrobas hatdsa kozott csak minimalis eltérést tapasztaltam, azt
is csak az 50 ml és a 100 ml fermentlébdl kinyert mintdk esetében. A feltisztuldsi zona
mértékének fokozodasa nem is minden patogén esetében volt lathatd. Az E. coli 8739 és a
Listeria torzsek ellen nem volt jelentds hatékonysagnovekedés a kiinduldsi sejttomeg
mennyiségének novelése révén. Mivel a 100 ml minta Osszegyljtése technoldgiai
megkozelitésbol nehézségekkel jart, valamint az eredmények tekintetében csak minimalis
fokoz6 hatast mutatott, igy a tovabbiakban a 25 ml tenyészlébdl 6sszegylijtott sejttormelékkel
dolgoztam. Ennek ellenére a jovOben més modszerrel érdemes lehet a sejtmennyiséget novelni
¢s ezzel az antimikrobds hatést is fokozni.

Osszefoglalva az eddigi kisérletek soran optimélisnak vélt koriilményekkel dolgoztam tovabb,
amik az aldbbiak voltak: 1% trehal6zt tartalmaz6 MRS téplevesben 18 ora alatt felszaporitott,

25 ml fermentlébdl 6sszegylijtott sejtekkel teszteltem a sejtfeltarasi modszereket.

5.2 Sejtfeltarasi modszerek alkalmazhatosdganak vizsgéalata parabiotikum
eldallitasara

A parabiotikumok eldallitasara fizikai és kémiai sejtfeltarasi modszereket is alkalmaztam. A
fizikai modszerek esetében kozvetleniil az antimikrobds hatast vizsgaltam, mig a kémiai
modszerek esetében egy eldzetes kisérlet soran spektrofotométer segitségével kivantam
megallapitani, hogy az adott detergens képes-e (és amennyiben igen mennyi id0 alatt) a

tejsavbaktériumok elolését kivaltani.

5.2.1 Fizikai modszerek

5.2.1.1 Szonikalas
A szonikalas az intracellularis kavitacié okan roncsolja a sejteket. Ismételt ultrahangos kezelés

¢és szilineteltetés alkalmazasaval allitottam el6 sejttormelékeket, melyek antimikrobas hatasat
vizsgaltam. A modszer altal kivaltott hatasokat a 10. tablazat tartalmazza. A szonikalas esetében
a L. fermentum mikroorganizmusbdl kinyert parabiotikum gétlo hatast fejtett ki az
Enterococcus faecalis és az Escherichia coli 8739 ellen. A L. helveticus szonikalassal feltart
sejtalkotoi esetében csak a Listeria ellen alakult ki minimalis géatld hatds. A L. crispatus
esetében csak egyetlen patogén ellen figyeltem meg minimalis feltisztuldsi zonat, mig a L.
salivarius esetében nem volt kimutathaté gatlo hatas egyik patogén ellen sem ezen modszer

hasznalataval.
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10. tablazat: Szonikadlassal feltart parabiotikumok antimikrobds hatasa
("-": nem volt lathato feltisztulasi zona; "+": feltisztulasi zona jelent meg /nagyjabol 1 mm/)

Gatlasi zonak kialakulasa/mértéke

L. fermentum | L. helveticus | L. salivarius | L. crispatus
Enterococcus faecalis -

Escherichia coli 8739
Escherichia coli O157:H7
Listeria

Enterobacter cloacae

Osszességében ezen modszer alkalmazéasaval specifikus gatld hatdsokat el lehet érni, de a hatas
fokozédsa indokolt lehet. A szonikdlds kezelési ciklus szamédnak emelésével elérhetd hatas
novekedését, a jovoben még érdemes lenne vizsgalni.

5.2.1.2 Fagyasztas- felolvasztas

A 25 ml mintabol 6sszegylijtott probiotikus sejtek sorozatos lefagyasztasa, majd felengedtetése
eredményeként képzett parabiotikum gétld hatdsat is agardiffiizios moddszerrel teszteltem.
Megallapitottam, hogy e vizsgalt sejtfeltarasi modszer nem mondhaté sikeresnek, ugyanis
esetében nem alakult ki gatlo hatds, mely detektalhato lett volna egyetlen patogén baktérium
esetében sem. A modszer ezek mellett iddigényes, igy tovabbi vizsgalatokat nem végeztem a
hasznélataval.

5.2.1.3 Hokezelés

Korabbi munkaimbodl kideriilt, hogy amellett, hogy a hdkezelés a leggazdasagosabb,
legkevesebb idObefektetéssel jard sejtfeltarasi modszer, még némely esetben gatld hatast is
képes indukalni az ilyen modon feltart parabiotikum. A modszer optimalizalasa céljabol a
hokezelés idOtartaméanak hatdsat vizsgaltam az igy eldallitott parabiotikumok antimikrobéas
tulajdonsdgéara. Ehhez a trehaldézban felszaporitott tejsavbaktériumokat 60°C vizfiirdébe
helyeztem ¢és kiilonb6zd 1dok6zonként mintat vettem: 30 perc, 60 perc, 90 perc, 120 perc,
valamint 150 perc. Az ¢letképesség ellendrzésére a hokezelt sejtszuszpenziobél MRS
tapkozegbe oltottam. Az MRS taplevesbe vald visszaoltds utdn 48 éraval azonban a jelentds
sejtnovekedés volt tapasztalhato, még a 150 percig hokezelt mintdk esetében is. Ezért ezen
mintdk esetében nem végeztem el az antimikrobdas hatas vizsgalatot, hiszen a sejtfeltards nem
eredményezte a sejtek lizalasat. Ez ellentétes Salinas és munkatarsai (2008) altal MRS
tapkozegben felszaporitott Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis és Bacillus subtilis hdvel valo
elolésére alkalmazott kezelésétél. Ok ugyanis 1 6ra alatt 60°C-on megvalodsitott hékezeléssel

sikeresen inaktivaltdk a baktériumokat. A mintdkat mikroszkop segitségével s
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szemrevételeztem, melyben latszodtak az €p ¢€s életképes laktobacillusz formak. Ez lathato a

6. abran is.

S G
= DY B
E ‘
P - >
B B g (2 1 e 2
»‘V‘ T £ S 5
T G T o T A
O Y P;’r 7 o 2 P =
LN ,‘,aQn - { LW
s o e N 2
b g g Gl
e o 3 o ¢ ¢ A
Y- - W < P o -
2 > sal =
N 2 g - S
. € K Ao w e Sy
& "\* = R AL ¢ A
e IS ot 5 Xy
| = » ~
1 & e - =
= A\ g it U A
N R AR 3 v 7
. ~ e ol 3 .
o< Wy - - :
> . BB e Y
2 7y e / N
ol % > TR,
o’ , 5, 1
S0 P~ A
» q K -
- » - y
Y §

6. abra: L. fermentum 60°C 120 perces kezelés utani mikroszkopos képe (100x-os nagyitas)

Ezt kovetden a hdmérséklet tovabbi emelésével probaltam a sejteket elolni. Ennek okén 80°C-
0s vizfiirdot alkalmaztam az eldbbi kisérlettel megegyezd paraméterek mellett, majd 10 perc,
30 perc, 60 perc, €s 120 perc elteltével mintat vettem és tizedeld higitast kovetd lemezontéssel
meghataroztam a sejtszamot a hokezelés kovetden. Az eredmények alapjan ebben az esetben is
életképes maradt mind a 4 vizsgalt probiotikum, még a 2 6ras hokezelést kapott sejtek esetében

i1s. A sejtszam meghatarozdsa soran az aldbbi eredményeket kaptam 48 ords szaporitast

kovetOen:
e L. fermentum: 2,1 * 108 tke/ml
e L. helveticus: 1,81 * 10° tke/ml
e L.salivarius: 4,01 * 10° tke/ml
e L.crispatus: 4,2 * 108 tke/ml

Az eredmények arra utalnak, hogy féleg a L. helveticus és L. salivarius esetében nagyobb
mennyiségli sejt maradt életben, de a L. fermentum és a L. crispatus is jelentds sejttomeget
tudott létrehozni a korabban hdsokknak kitett sejtjeibdl. Ez az eredmény valoszintileg a trehaloz
véd6 mechanizmusanak koszonhetd, ahogy azt Jain & Roy (2009) megallapitottak a trehaloz
képes a fehérjék és a membranok védelmére hdvel szemben is. Martins és munkatarsai (2008)
altal is megallapitott tény, hogy a trehal6z intracelluléris felhalmozddasa termotoleranssa képes
tenni a probiotikus mikroorganizmusokat, igy a kovetkezé kisérlet soran ezt probaltam

megerdsiteni. Ehhez a 120 perc 80°C hokezelést kapott mintakat gliikkoz tartalmtt MRS levesbe
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oltottam vissza, majd a felszaporodasuk utan szintén 80°C-0s vizfiirdobe helyeztem oket. 10
perces és 2 oras hdkezelést kovetden mintat vettem a kezelt sejtekbdl, s MRS taplevesbe
oltottam. 48 6ras inkubalast kdvetden megallapithatd volt, hogy a 10 perces hdokezelés utan
mind a négy probiotikus torzs ¢letképes maradt, mig a 2 6ras hokezelést egyik tejsavbaktérium
sem ¢lte tal. Ezekbdl arra kovetkeztettem, hogy a trehaldznak jelentds védd szerepe van a
sejteket ért hdsokk esetében. Igy a tovabbi vizsgalatok esetében szem el6tt kell tartani, hogy
jelentdsen emelt homérséklet és iddtartam esetében lehet elérhetd a sejtek roncsolasa ezen

tapkozeg mellett.

5.2.2 Kémiai modszerek

A korabbi vizsgalataimban a legjelentdsebb antimikrobds hatast kémiai detergens (CTAB)
hasznalataval értem el, ezért is terel6dott a figyelmem mas kémiai detergensek kiprobalasa felé.
Ezeket, mint potencialis sejtfeltard detergenseket vizsgaltam, és arra voltam kivancsi, hogy
alkalmazasukkal az altalam valasztott tejsavbacillusok esetében elérheté-e a lizalas
parabiotikum eldallitdsa céljara. A probiotikumok szaporodasi képességét spektrofotométer

segitségével mértem, 96 lyuku lemez hasznalataval, melyben triplikatokban dolgoztam.

5.2.2.1 SDS oldat hatasa
Az SDS oldat esetében is azt vizsgaltam, mennyire képes elolni a probiotikumokat az 1d6

figgvényében. Ezeket a 7. dbra mutatja.

o L. helveticus ML.salivarius AL. crispatus

1,4

A06“"‘““““““““““““
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7. dbra: SDS 1%-os oldata 1:2 ardnyban alkalmazva a kiilonbozo tejsavbacillusok ellen
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Az eredmények szerint az SDS detergens az altalam alkalmazott koncentracidban vagy
mennyiségben nem volt elegendd a tejsavbaktériumok teljes elolésére. Részlegesen lassitotta,
gatolta a szaporodasukat, de a denzitas valtozasa alapjan a sejttémeg novekedése nem allt meg
még 18 oOra utan sem. Igy megéllapithatd, hogy az SDS detergenst sejtfeltarasi célbol
alkalmazva tejsavbaktériumok esetében javasolt nagyobb mint 1:2 aranyban alkalmazni a
sejtszuszpenzion, vagy toményebb oldat készitése ajanlott.

5.2.2.3 Triton X-100

A Triton X-100 széles korben alkalmazott kémiai sejtfeltard detergens, ezért alkalmazasa a
kisérleteimben is relevans lehet. Ehhez 1%-os oldatot 1:2 aranyban adtam a sejtszuszpenzidhoz

¢s a probiotikum szaporodasara gyakorolt hatdsat idében detektaltam. Ezt szemlélteti a 8. dbra.

—&— . helveticus ——L. salivarius ==L crispatus
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8. abra: Triton X-100 detergens altal kifejtett hatas a tejsavbaktériumok szaporodasara

A diagram adatai alapjan elmondhat6, hogy az adott kémiai detergens eltéré mértékben fejti ki
a hatésat a sejtekre. A L. helveticus mutatta a legnagyobb érzékenységet, esetében mar 30 perc
utan teljesen megallt a szaporodas. A masodik legérzékenyebbnek a L. crispatus mutatkozott,
aminél ezen koncentracio 2 6ra hat6idé utan mutatott teljes gatlast. A legellenallobb a L.
salivarius volt, amely esetében 6 ora letelte utan alakult csak ki a gatlo hatas.

5.2.2.1 CTAB oldat

A CTAB oldat esetében szinte minden alkalmazaskor detektdltam antimikrobéds hatast
agardiffuzios modszerrel. Ehhez 10 perces hatoiddvel alkalmaztam a detergenst a sejteken,
majd alapos atmosas utan vizsgaltam a parabiotikumok patogének ellen kifejtett hatdsat. Ebben

a kisérletben spektrofotométer segitségével detektaltam a tejsavbaktériumokra kifejtett, mar
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bizonyitott antimikrobas hatdsat az id6 fliggvényében. Ebben az esetben is a teljes lizalas tényét
szerettem volna szemléltetni. Ehhez a vizsgilathoz a L. helveticust vélasztottam

tesztmikroorganizmusnak Az eredményeket a 9. dbra tartalmazza.
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9. dabra: CTAB sejtfeltaro hatdsa a L. helveticus esetében

A diagrambol lathato, hogy a CTAB a L. helveticus ellen gyorsan fejti ki hatdsat, mely esetében
mar a 30 perces mintavételnél teljesen ledllt a sejtszaporodas, melybdl arra kovetkeztetek, hogy
a sejtek ennyi idon beliil elhaltak. gy az eddig alkalmazott 10 perces kezelés elégnek bizonyul
a sejtek teljes elolésére, azaz parabiotikum eldallitasara.

Ezen eredmények tekintetében elmondhatd, hogy az altalam alkalmazott koncentracidban
leghatasosabb detergensnek a CTAB oldat mutatkozott, de jelentds lehet a Triton X-100 hatasa
is. Az SDS, mint sejtfeltard detergens ebben a forméban nem volt elég hatékony, igy ennél a

koncentraci6 optimalizaldsa mellett lehet csak tovabbi vizsgélatokat végezni.

5.3. Kiilonbo6z0 sejtfeltarasi modszerek egymasra gyakorolt hatasa

A kémiai sejtfeltarasok utdn a sterilitds elérése érdekében 10 perces 80°C hdkezelést
alkalmaztam. Ezeknél az eseteknél felmeriilt a kiillonb6z6 sejtfeltarasi modszerek egyiittes
alkalmazasadbol eredd esetleges erdsitd hatds, mely befolyassal lehet az antimikrobas
tulajdonsagra is. Errdl tobbek kozt Shehadul és munkatarsai (2017) irtak. Eredményeik alapjan
a kémiai ¢és fizikai sejtfeltarasi modszerek egyiittes alkalmazasa erdsiti egymas hatékonysagat,
ezaltal a lizist is befolyasoljak. Ennek tisztdzasa érdekében a 80°C-os hdkezelést és a CTAB

oldattal val6 sejtfeltarast kombinaltam, kontrollként a hdkezelés nélkiili, steril koriilmények
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kozott megvalositott CTAB oldatos sejtfeltarasi miiveletet alkalmaztam. Az antimikrobdas hatast
agardiffuzidos modszerrel vizsgaltam, melynek eredményeit a 11. tdblazat tartalmazza.

11. tablazat: A kémiai és fizikai sejtfeltardsi modszerek egyiittes hatdsa az antimikrobds
tulajdonsagra (,,+": 1 mm feltisztulasi zona; ,,++": 2 mm feltisztuldsi zona)

Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus
helveticus salivarius crispatus
CTAB| CTAB+HO | CTAB |CTAB+HO| CTAB |CTAB+HO
Enterococcus faecalis ++ ++ 5 5 + =
Escherichia coli 8739 i i + i +
Escherichia coli O157:H7 | ++ ++ + + i +
Listeria ++ ++ + + ++ ++
Enterobacter cloacae ++ ++ + + + +

A tablazat alapjan elmondhato, hogy azon mintak esetében, ahol plusz hékezelést alkalmaztam,
¢és azok kozott, ahol nem, nincs kiilonbség az antimikrobas hatas tekintetében, igy a kombinalt
kezeléssel nem érhetd el az antimikrobéds hatds fokozadsa. Tovabba ezen kisérletbdl az is
megallapithato, hogy az antimikrobas tulajdonsagért felelés komponens héstabil, 10 perc 80°C

hokezelést kovetden is hatékonyan gatolja korokozd mikroorganizmusok szaporodésat.

5.4 Kiilénb6z06 probiotikum eredetii parabiotikumok gétld hatasanak vizsgalata

Mivel a CTAB oldat mutatkozott tovabbra is leghatékonyabb modszernek a sejtek feltarasara,
igy ezen modon eldallitott parabiotikumok patogénekre kifejtett gatld hatasat spektrofotométer
segitségeével is végig kovettem 20 6ras TSB tapkozegben megvaldsitott szaporitds sordn. A

patogén baktériumok ellen kifejtett gatlo hatast jol szemlélteti a 10., 11., 12., 13., és 14. ébra.

16 =—&— Normal szaporoddsi gorbe == L. helveticus parabiotikum
1 —&— L. salivarius parabiotikum ===L. crispatus parabiotikum

1,2

0,8
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0,4
0,2
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IDO (ORA)

10. abra: E. faecalis szaporodasanak alakuldsa kiilonbozo  probiotikum  eredetii
parabiotikumok mellett
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Az E. faecalis esetében a legnagyobb gatld hatast a L. helveticus parabiotikummal sikertilt
elérni, a 600 nm-en mért optikai denzitds, nem haladja meg a 0,3 értéket. A L. crispatus
parabiotikuma esetében a gatlds kialakulasa eldtt a tesztmikroorganizmus nagyobb mértékben
indult novekedésnek a tobbi tejsavbaktériumhoz képest. Fontos azonban kiemelni, hogy
mindegyik tejsavbaktérium parabiotikuma képes volt 2 6ran beliil teljesen gatolni az E. faecalis
szaporoddsat és ez a hatds nem valtozott a 20 6ras szaporitas sordn.

—&— Normdl szaporoddsi gorbe =M= L. helveticus parabiotikum

—&—|_. salivarius parabiotikum ==>=L. crispatus parabiotikum
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11. abra: E. coli 8739 szaporodasanak alakuldsa kiilonbozé probiotikum eredetii
parabiotikumok mellett

Az E. coli 8739 torzse ellen is kialakult a gatlo hatas. A L. helveticus és a L. salivarius hasonld
gorbét ir le, ezen két tejsavbaktérium parabiotikuma mutatkozott a leghatdsosabbnak. Az E.
faecalis elleni gatl6 hatashoz hasonloan ebben az esetben is a jelentdsebb volt a tesztorganizmus
szaporoddsa a L. crispatus parabiotikuma mellett (OD , azonban a tobbi parabiotikumhoz
hasonldan gyorsan kialakult a szaporodas megfékezése, mely az egész vizsgalt iddintervallum

alatt kitartott.
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—&— Normal szaporoddsi gorbe == L. helveticus parabiotikum
——|_. salivarius parabiotikum === L. crispatus parabiotikum
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12. abra: E. coli O157:H7 szaporoddasanak alakuldsa kiilonbozo probiotikum eredetii
parabiotikumok mellett

Az E. coli O157:H7 torzse, mely egy jelentds élelmiszerpatogén szintén gatolhatd a

parabiotikum szuszpenzi6 hasznalataval legalabb 20 o6ran keresztiil.

=—&— Normdl szaporoddsi gorbe == L. helveticus parabiotikum
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13. abra: Listeria szaporodasanak alakulasa kiilonbozo probiotikum eredetii parabiotikumok
mellett

A Listeria patogén baktérium ellen hatott a legjobban a L. crispatus parabiotikuma is. Tovabba,

az 0sszes vizsgalt parabiotikum jelentds gatlo hatast mutatott révid hat6idd utan.
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—&— Normdal szaporodasi gorbe == L. helveticus parabiotikum
—a— |_. salivarius parabiotikum ===L. crispatus parabiotikum
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14. abra: E. cloacae szaporodasanak alakulasa kiilonbozo probiotikum eredetii
parabiotikumok mellett

Az E. cloacae baktérium ellen kifejtett hatas is hasonl6 az el6z6 patogén baktériumokhoz.
Ebben az esetben a L. helveticus és a L. salivarius fejtette ki leggyorsabban a gatlo hatasat, am
a L. crispatus is képes volt a patogén baktérium szaporodasanak megfékezésére.

Osszességében elmondhat6, hogy az altalam vizsgalt dsszes patogént nagyjabol azonos hatéssal
képesek gatolni a parabiotikumok, ezzel is szemléltetve potencidlis hasznukat az

¢lelmiszerbiztonsag teriiletén.

6. Osszefoglalas

Kutatdsom eredményei alapjan 6sszefoglalasként elmondhat6, hogy kiilonb6z6 modszerekkel
is elérhetd parabiotikumok eldallitdsa. A fermentacios tdpkdzeg szénforrdsanak modositasaval
megallapithatd volt, hogy az altalam vizsgalt tejsavbaktériumok esetében az MRS levesben
talalhato gliikoz trehalozra cserélésével a sejtek stresszhatdssal szembesiiltek. Szaporodasi
gorbéjiikbol latszik, hogy a valtozashoz lassabban alkalmazkodtak, &m a stacioner fazist igy is
rovid 1don beliil elérték minden esetben. A trehal6z koncentracidja befolyasolja az antimikrobas
hatast, a legnagyobb mértéki gatlast az 1% alkalmazaséaval érhetjiik el, ezért javasolt ennek a
hasznalata. A kiindulési sejttomeg is hatassal van a gatld hatds mértékére, ugyanakkor ezen
kiilonbség nem jelentds 25 ml, 50 ml, illetve 100 ml fermentlébdl dsszegyiijtott sejtek esetén,
igy a 25 ml fermentlébdl kinyert sejttomeggel ajanlott dolgozni.

A parabiotikumok eldallitasa érdekében vizsgaltam kémiai €s fizikai sejtfeltarasi modszereket.
A hokezelést kapott mintdk esetében elmondhatd, hogy a trehaldzban felszaporitott sejtek

termotolerans tulajdonsaggal is rendelkeztek, melyet valdszinlileg a trehal6z membranra
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kifejtett védo hatasa biztositott. Ezért is lehetséges, hogy a hdsokkal lizalni kivant sejtek még a
2 orés 80°C kezelést is tulélték. A szonikalas hatékonysaga patogén és parabiotikum specifikus
volt. Harom esetben volt képes az ezzel a modszerrel feltart sejt gatlast indukalni, igy ezen
modszer hatékonysaga elmarad a CTAB oldatos feltarashoz képest. A fagyasztas- felolvasztas
esetében nem tudtam antimikrobéds hatast detektalni, igy ezen modszer nem bizonyult
megfelelonek a probiotikus parabiotikumok eldallitasa terén. A kémiai feltdrdsok sordn a
CTAB, az SDS ¢és a Triton X-100 oldatokat alkalmaztam a tejsavbaktériumok eldlésére, melyek
kiilonbozo hatékonysaggal lizaltak a sejteket. Ezek koziil a leghatékonyabbnak a cetil- trimetil-
ammonium- bromid oldat mutatkozott, de jelentds hatast lehetett felfedezni az SDS oldat
esetében is, igy késObbiekben alkalmazasat ajanlott vizsgalni az antimikrobds hatés
tekintetében is. A kémiai és fizikai sejtfeltarasi modok kombindldsa nincs hatassal a gatld
tulajdonsagra, valamint vizsgalataimbol kidertilt, hogy a hatasért felelds komponens hdstabil.

Végsdsorban, az optikai denzitds mérésen alapuld moddszerrel jol szemléltethetd volt az
eldallitott parabiotikumok élelmiszerpatogén torzsek ellen kifejtett gatld tulajdonsaga egyiitt
szaporitas soran, ami minden esetben hosszutavu hatast biztositott, mely remek jeloltekké teszi

Oket élelmiszertartositasi felhasznalasra.
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