XXXI. OTDK Biologia Szekcio

Tejsav baktériumok bakteriocin termelo képességének vizsgalata

Készitette:
Juhasz Emoke

Biologia Bsc

Kiild6 intézmény:
Eszterhazy Kéroly Foéiskola
Egerfood Regionalis Tudaskézpont

Témavezeto:

Dr. Pal Kéroly



Tartalomjegyzék

Fajnevek €s rOvIditesek JEZYZEKE ....oovuiiiiiiiiiiii it 3
L BEVEZETES .. 4
2. Irodalmi AHEKINTES .....ooviiiiiiiiic e 5
3. CRIKItAZESEK ..t 7
TN 1) e ST 11 1016 <) TR OTRPPR 8
4.1 MINTAVELEIEZES ...t s 8
4.2 BaKteriumok tENYESZIESE ......viivveiiiiiiiiiiiiieie ettt 8
4.3 A tRlEPEK tISZELASA ...evveveeeieiie sttt 8
4.4 ALBKEESTES ...t s 8
4.5 A baktériumok 1efagyasztasa ........ceeieeiiiiiiiiiiieiie e 8
4.6 GAtIAST VIZSZALALOK ... 9
4.7 DNS kivonas a szajbol izolalt baktériumokbol és Lb. reuteri-bl (DSMZ17938)........... 9
4.8. PCR reakcio a kivont DNS mintaval .........cccccoviiiiiiiiiie 10
4.9 Agar0z geleleKtrOTOTEZIS ... ..uuiiiieiiiiiieiie ettt 11
4.10 SZEKVENALAS ...t 11
S BI@dMENYEK ... 12
5.1 Baktériumok izolalasa szajbol, tisztitasuk, morfoldgiai azonositasuk, katalogizalasuk. 12
5.2 Gatlasi VIZSZAIATOK .....ocuviiiiiiiiii i 12
5.3 DNS KiVONAS €TEAMENYET ....cuvveieiiiieiieieiee s 13
5.4 PCR kisérletek az univerzalis ESF/E1115R baktérium primerekkel..............ccccceeen 14
5.5 A DNS szekvenalds eredményei, baktérium fajok azonositasa...........cccecvvivviiiiiinnnn. 15
5.6 BojA/858left PCR kisérletek a sz4jbol izolalt torzsekkel..........cocooviviviiiiiiiiiiiiien, 15
5.7 B3226up/Bbdown PCR kisérletek a szajbol izolalt torzsekkel ...........ccccovvieviiiiicnnnnn 18
5.8 GaUF/GaHR PCR kisérletek a szajbol izolalt torzsekkel...........coovrviiiiiiiiiiiiiiiinnen, 21
6. OSSZEFOGIALAS ......v.vvcvviecviceeieete ettt bbbttt a bt 25
KOSZONEINYIIVANIEAS ..o 27
[rodalomIEEYZEK ......oveiieeee e 28
Lo MCIIEKIEL ... 31



Fajnevek és roviditések jegyzéke
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de Man, Rogosa, Sharpe agar

Non Teplate Control (Templat mentes kontroll)
open reading frame (nyitott leolvasasi keret)
Polymerase Chain Reaction (Polimeraz lancreakcio)
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1. Bevezetés

A fermentélt élelmiszerek egészségre gyakorolt jotékony hatasai régota ismeretesek, de a
tudomanyos alapossagu vizsgalatok csak a XX. szazad elején kezdddtek meg. A kutatdsok
soran a figyelem kozéppontjdba azok a baktériumok keriiltek, amelyek anyagcsere-
utvonalaik a tejsavas erjedést is magukba foglaljak, és ezaltal jatszanak szerepet a
savanyitott élelmiszerek létrehozasaban. Ebbe a csoportba tobbnyire a Lactobacillus és
Bifidobacterium nemzetségbe tartozo fajok tartoznak.

A fermentalt élelmiszerek ¢élettanilag elényds hatdsaikat elsdésorban annak
koszonhetik, hogy a tejsav termeld torzsek a vastagbélbe keriilve csokkentik kornyezetiik
pH-jat, vagyis savanyitjdk a béltartalmat, amely kedvezdtlen hatast jelent a patogén
mikrobdk szamara. Emellett még szamos egyéb tulajdonsdggal rendelkeznek a tejsav
baktériumok, tobbek kozott mas fajokkal szemben antagonista hatasu fehérjéket termelnek.
Ezeket a fehérjéket Osszefoglald néven bakteriocineknek nevezziik, és pontosabb
megismerésiikk nagy segitséget jelenthet az ¢élelmiszerromlast okozd vagy éppen
¢élelmiszerszennyez6 patogén mikrobakkal szembeni harcban.

Kisérleteim soran szajbol izolalt Lb. gasseri baktérium torzsek bakteriocin termeld
képességének felmérése volt a célom, és amint az Eredmények fejezetben lathato, sikeriilt

PCR-rel kimutatnom bakteriocin termelésért felelos géneket.



2. Irodalmi attekintés

A tejsav baktériumokkal eldallitott élelmiszerek torténete tobb ezer évre nyulik
vissza. Mar az okorban felismerték az emberek, hogy bizonyos koriilmények kozott izletes
erjesztett ¢lelmiszereket tudnak eldallitani a nyers tejbol. Napjainkban a savanyitott
tejkészitmények piaca folyamatosan ndvekedik, kdszonhetéen annak, hogy az egészséges
étrend részét képezik a kiilonféle joghurtok, kefirek és mas termékek.

A savanyitasért felelés baktériumok tilnyomo6 tobbsége a Lactobacillus és
Bifidobacterium nemzetség tagja. ElsOsorban annak koszonheté egészségre gyakorolt
elényds hatasuk, hogy tejsavat és rovid szénldncu zsirsavakat termelnek, melyek jelentds
mértékben csokkentik a vastagbélben uralkodd pH-t, ezéltal kedvezdtlen koriilményeket
teremtenek a korokoz6 mikrobak szamara. Szamos tejsav baktérium torzset a ,,probiotikus”
jelzovel illetnek, amely arra utal, hogy az adott mikrobatorzs valamilyen tobblet pozitiv
hatassal rendelkezik a nem probiotikus torzsekhez képest. A probiotikus hatas
sokféleképpen megnyilvanulhat, ezek egyike a bakteriocin termelés.

Szdmos tejsav baktérium torzs, amelyet fermentéalt élelmiszerek készités¢hez
alkalmaznak (Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus és Leuconostoc
nemzetség) erdteljes antagonizmust mutat mas baktériumokkal szemben. Ezek lehetnek sajat
nemzetségiik fajai vagy nem rokon romléast okozdé mikroorganizmusok és patogének. A fenti
baktériumok mellett szamos Bifidobacterium torzsrél is bizonyitottak, hogy gatld hatast
fejteneck ki mas mikrobakkal szemben (Biavati és mtsai, 2000). Egy masik kutatasban
szamos jelentds korokozoval szemben tapasztaltak antagonista hatast (Gibson & Wang,
1994).

A gatlo hatasért tobbnyire szerves savak (foként tejsav és ecetsav), hidrogén-peroxid,
vagy az anyagcsere soran keletkez6 melléktermékek a felelések. Némely esetben azonban
kimutattdk, hogy a gatlast bakteriosztatikus vagy baktericid hatassal rendelkezd fehérjék az
un. bakteriocinek okozhatjak (Vandenbergh, 1993; Servin, 2004; Makras & De Vuyst,
2006). 1976-ban sziiletett meg a bakteriocinek fogalmanak definicioja. Eszerint a
bakteriocinek mikroorganizmusok széles kore altal termelt fehérjék, amelyek korlatozott
szamu kozelrokon torzzsel szemben baktericid hatasuak (Harlander, 1993). A bakteriocinek
kozil egyesek széles hatasspektrumot mutatnak, bar tobbségiik csak a Gram-pozitiv

mikroorganizmusok szamara gatlé hatasu (Daba és mtsai, 1991).



A bakteriocinek lehetnek kicsi, néhany ezer Da méretli fehérjék, vagy Osszetett

szerkezetiick, amelyek 10° Da-nal is nagyobb méretii alegységbdl allnak. A bakteriocin
termelO torzsek immunitast fejlesztettek ki sajat gatlé hatdsukra nézve, €s az immunitasért
felel0s gének altalaban a termelésért felelds génekkel egy klaszterben helyezkednek el (Kun,
2008). A torténelem soran az els6ként izolalt bakteriocin az E. coli altal termelt kolicin volt
1925-ben. Ezt kovette 1928-ban a Lactococcus lactis subsp. lactis altal termelt nizin,
amelynek hasznalatat a WHO 1964-ben engedélyezte, mint természetes ¢lelmiszertartositot
(Montville & Kaiser, 1993; Hansen, 1993).
A bakteriocinek négy osztalyba (I, II, III, IV) és hat alosztalyba (Ia, Ib, Ila, IIb, Ilc, I1d)
sorolhatok (Kun, 2008). A IV. osztaly azokat a bakteriocineket tartalmazza, amelyek nagy
komplexeket alkotnak mas makromolekulakkal, viszont ilyen bakteriocint még nem
hataroztak meg. Ez arra utalhat, hogy ez a tipusu bakteriocin egy ,,miitermék” és a
bakteriocinek kationos és hidrofob tulajdonsaga eredményezi az ilyen komplex szerkezet
1étrejottét (Jimenez-Diazés mtsai, 1995).

A Lb. gasseri faj megtalalhat6 az emberi tdpcsatorna majdnem minden szakaszaban,
bennsziilott fajnak szamit a szajiiregben (Reuter, 2001; Dal Bello & Hertel, 2006).
CsecsemOk székletébdl izolaltak kutatok olyan torzseit, amelyek bakteriocint termeltek.
Erdekesség, hogy az azonositott bakteriocinek nem voltak azonosak minden térzsnél, tobb
kiilonb6z6 fehérjét sikeriilt azonositani. A Lb. gasseri KT7 torzsébdl a KT7 bakteriocint
(Zhu és mtsai 2000) izolaltak; a Lb. gasseri K7 és LF221 torzsében ugyanazokat a
bakteriocineket azonositottak, noha két kiilon izolatumrdl volt sz6 (Peternel €s mtsai 2010);
a Lb. gasseri LA39 és a Lb. reuteri LA6 torzsébdl izolalt fehérjék szintén megegyeznek
(Kawai és mtsai 1998; Kawai és mtsai 2001).

Munkank soran szajbol izolalt Lb. gasseri torzseket vizsgaltunk meg, teszteltiik
antagonizmusukat mas baktériumokkal szemben és PCR-rel probaltunk azonositani

bakteriocin termelésért felelds géneket.



3. Célkituzések

Az EGERFOOD Regiondlis Tudaskdzpont laboratdriumaiban, tobb iranyban is
folynak kutatasok, amelyeknek célja olyan baktériumok izoladlasa és vizsgalata, amelyekre
alapozva akar 1j probiotikus termékek is kifejleszthetdek lesznek a nem til tavoli jovoben.
Az altalam elvégzett kisérletek azt a célt szolgaljak, hogy feltérképezziik Lb. gasseri
bakteriocin termeld képességét, ezaltal lehetdséget teremtsiink a bakteriocin késdbbi

hasznositasara.

Célkitlizéseim az alabbiak voltak:

1. Lb. gasseri torzsek izolalasa szajiiregb6l. Az irodalmi adatok alapjan ugyanis a
szajban ez a faj tobbé-kevésbé allanddsult kolonidkat képez.

2. Az izolalt Lb. gasseri torzsek azonositasa szekvenalassal, ugyanis ezen a modon
lehetséges az 1d6- €és anyagigényes mikrobioldgiai azonositas kivaltasa.

3. Az izolalt Lb. gasseri torzsek antagonista hatdsanak kimutatdsa mas baktériumok
pazsitjan. Ez a gatlo hatds utalhat arra, hogy a torzs a szerves savak mellett esetleg
bakteriocint is termel.

4. Bakteriocin gének jelenlétének vizsgalata specifikus primerekkel, PCR mddszerrel.
A vizsgalat sordn az irodalomban gassericin gyiijtonév alatt szerepld, de kiilonb6z6

Osszetételll bakteriocineket kodold gének azonositasa a cél.



4. Anyag és modszer

4.1 Mintavételezés

Steril mintavételez6 palcikaval vettiink mintat a szaj nyalkahartyajardl, féleg a
nyalmirigyek kornyékérdl, a szajireg falardol és a nyelv alol is 10 Onkéntestdl. A
mintavételez palcikarol a mintat 5 ml barna MRS tapfolyadékba, mint Lactobacillus

specifikus dusito taplevesbe mostuk. Ezutan a mintakat 48 6ran at inkubaltuk 37 °C-on.

4.2 Baktériumok tenyésztése
Az inkubacidos id6 letelte utan a tapfolyadékbol 100 pl-t barna MRS taptalajra

szélesztettiink, a lemezeket 37 °C-0s anaerob gazkamraba helyeztiik (886 mbar nyomas,
gazkeverék: 10% CO, + 10% H,, N, elegy), majd 48 oran keresztiil inkubaltuk.

4.3 A telepek tisztitisa
A kovetkezO Iépésben tisztitottuk a mintakat, vagyis atoltottuk a kiilonb6z6

baktérium telepeket kiilon Petri-csészékre, amelyeket ujabb 48 oran keresztiil inkubaltunk
37 °C-0s anaerob gazkamraban. Ezt a 1épést még kétszer megismételtiik, hogy bizonyosak
legylink abban, hogy csak egy faj van egy Petri-csészén. A legutolséd tisztitas utan a

telepeket anaerob jarban taroltuk.

4.4 Alakfestés
A tiszta 2 napos telepeken alakfestést végeztiink, ahol karbolos bengal rozsat

hasznaltunk festékanyagként. ElGszor kenetet készitettiink: a targylemezt Bunsen-égd
langjanal zsirtalanitottuk, vizet cseppentettiink ra, majd oltdkaccsal belemostuk a vizcseppbe
baktérium sejteket, ezt elkentiik, szaritottuk és hdvel rogzitettiikk. A karbolos bengal rozsat
par percig hagytuk a keneten, majd lemostuk, szaritottuk a lemezt és mikroszkop alatt

vizsgaltuk a sejteket immerzios olaj hasznalata mellett.

4.5 A baktériumok lefagyasztisa
48 oras inkubalas utan Petri-csészérdl egy kacsnyi telepet szuszpendaltunk 1,5 ml

barna MRS tapfolyadékban (VWR, Németorszag) Eppendorf-csében; ezeket 37 °C-on
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inkubaltuk 24 oran at, majd 200 ul 87%-0s glicerint adtunk a szuszpenziohoz. Vortexeltiik a
csoveket majd -20 °C-on taroltuk a tenyészeteket tovabbi felhasznalasig. Kilenc kiillonboz6
hasznalatos katalégusnak megfelelden az alabbi katalogusszamokat kaptak: EKF50, EKF51,
EKF52, EKF53, EKF54, EKF55, EKF56, EKF57, EKF58.

4.6 Gatlasi vizsgdalatok

MRS agart készitettiink: 33 g MRS agar port (Scharlau, Németorszag) 500 ml
desztillalt vizzel elkevertiik, majd autoklavoztuk. Harom baktériumbdl (E. coli, Lb. casei,
Lb. zeae) készitettiink pazsitot, a kovetkezé modon: 0,5 MCcCF denzitasi szuszpenziot
készitettlink a fiziologias s6oldatban, majd ebbdl a szuszpenziobol 1 ml-t pipettaztunk Petri-
csészébe és erre ontottiink 25 ml MRS agart.

Miutan a lemezek megszilardultak, a 9 izolalt torzsb6l egy kacsnyi telepet
helyeztink a felsziniikkre 10 pl-es szélesztOkaccsal. A lemezeket 48 oran keresztiil
inkubaltuk, majd feljegyeztiik, hogy melyik telepek koriil talaltunk feltisztulasi zondkat,

ugyanis ez utal az antagonista hatdsra (szerves sav és/vagy bakteriocin termelés).

4.7 DNS kivonds a szdjbol izoldlt baktériumokbdl és Lb. reuteri-bol (DSMZ17938)
A GenElute Bacterial Genomic DNA Kit (Sigma-Aldrich, USA) protokollja szerint

vontuk ki a DNS-t. El6szor a sejtszuszpenziot vortexeltiik, majd 500 pl-t kimériink bel6le
1,5 ml-es Eppendorf csébe. A sejteket 5 percig centrifugaltuk 18 620 g-n. A feliiliiszot
leszivtuk, majd 200 pl frissen elkészitett lizozim oldatot pipettaztunk a pellethez. A lizozim
oldat osszetétele a kovetkez6: 2000 pul 200mM Tris (Prolabo, EU), 800 pl 50mM EDTA
(Reanal, Budapest), 10 ml desztillalt viz, 400 mg lizozim por (Applichem, Németorszag),
200ul Triton-X 100 (Sigma-Aldrich, Németorszag). Az oldat pH-jat 8-ra allitjuk, majd
elkeverés utan 20 ml-re toltjiik fel desztillalt vizzel. A mintdkat ezt kovetden 37 °C-on
inkubaltuk minimum 1 6ran at thermoblokkban.

A tovabbiakban a kitben leirt protokollt kovettiik. Az utolsé 1épésben az altalunk
izolalt baktériumok DNS-ét 200 pl tiszta desztillalt vizzel, a torzsgylijteményi Lb. reuteri
DNS-ét pedig 200 pl Eluation Solution-nal eludltuk. A DNS tisztasagat és mennyiségét
NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, USA) tipusti spektrofotométerrel mértiik

meg.



4.8. PCR reakcio a kivont DNS mintaval

Vizsgalataink soran tobb kiilonb6z0 primerparral végeztiink PCR kisérleteket. A
DNS-ek illetve a PCR folyamatanak ellenérzésére az ESF és E1115R univerzalis baktérium
primereket hasznaltunk, melyek a 16S rDNS konzervalt régidjahoz kotdédnek. A gassericin
gének vizsgalatahoz a BojA/858left, B3226/Bbdown ¢s GaUF/GaHR primereket hasznaltuk

(1. tablazat).

1. tablazat A PCR vizsgalatokhoz felhasznalt primerek szekvenciai és forrasaik

Primer neve | Szekvenciaja (5°-3”) A primer forrasa
ESF AGAGTTTGATCCTGGCTCAG Baker és mtsai 2003
E1115R AGGGTTGCGCTCGTTG Baker és mtsai 2003
BojA TGGCGGATCAGTACAATGTG Peternel és mtsai 2010
858left GCTGCCTACAGTCAATTAGA Peternel és mtsai 2010
B3226up GGAGAAAGTAGAAAAAGCAC | Peternel és mtsai 2010
Bbdown GTCTCTTCGGTTGGCGTTGT Peternel és mtsai 2010
GaUF CACTCGTAATGGATTTCCTA Kawai és mtsai 2001
GaHR GCCTTTTTTGAATACTCTATTC | Kawai és mtsai 2001

A PCR reakciokhoz a DreamTaq polimerazt (Fermentas, USA) és komponenseit
hasznaltuk, az elegyek Osszetétele egy reakciora az alabbi volt: Dream Taq puffer 2,5 ul, 25
mM MgCl; 0,5 pl, 10 mM dNTP 0,5 ul, 5 U/ ul DreamTaq polimeraz 0,2 ul, 5pM primerek
1-1 pl, desztillalt viz 17,3 pul. A PCR-t egy Corbett Thermocycler tipusu késziilékben
hajtottuk végre.

Az E8F/E1115R primerparhoz hasznalt PCR program az alabbi volt:
1.95°C 3 perc
2.95°C 5 masodperc
65 °C 5 masodperc %35y
72 °C 10 masodperc
3.72°C 5 perc
4.24 °C 1 mésodperc

A tobbi primerpar (BojA/858left, B3226up/Bbdown, GaUF/GaHR) esetén elGszor
elvégeztink egy graddiens PCR vizsgéalatot, hogy megallapitsuk a primerek optimalis

feltapadasi hémérsékletét, majd ennek alapjan allitottuk Ossze a végleges programot. A
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gradiens PCR program megegyezett a fenti programmal, annyi eltéréssel, hogy a 2.
ciklusban az alabbiak voltak a Iépések: 95 °C - 5 masodperc, 50-70 °C - 10 masodperc, 72

°C - 10 masodperc, 35-szor ismételve.

A hémérséklet gradiens kisérlet elvégzése utdn a BojA/858left primerek optimalizalt
programjanak 1., 3. és 4. ciklusa megegyezik a fenti programmal, a 2. ciklus Iépései az
alabbiak voltak: 95 °C - 5 masodperc, 60 °C - 10 masodperc, 72 °C - 10 mésodperc, 35-sz0r

ismételve.

A homérséklet gradiens kisérlet elvégzése utan a GaUF/GaHR primerek optimalizalt
programjanak 1., 3. és 4. ciklusa megegyezik a fenti programmal, a 2. ciklus 1épései az

alabbiak voltak: 95 °C - 5 mésodperc, 55 °C - 5 mésodperc, 72 °C - 5 masodperc.

A B3226up/Bbdown primerparral elvégzett homérséklet gradiens PCR soran nem

tapasztaltunk termékképzddést, ezért a PCR kisérleteket nem tudtuk tovabb végezni.

4.9 Agaroz gélelektroforézis

A PCR termékeket 1%-o0s agardz gélen (SeaKem LE Agarose, Lonza) valasztottuk
el. 50 ml TBE pufferben oldottunk fel 0,5 g agardzt, majd kiontés elétt 5 ul 10 000x
GelRedet (Biotium, USA) kevertiink el benne DNS festés céljabol. A futtatast TBE pufferrel
feltoltott kadban végeztiik, 120 V-on 30 percen keresztiil. 5 ul PCR elegyet futtattunk meg, a
méretmarker 100 bp BenchTop Ladder (Promega, USA) volt. A géleket BioDoc Analyze

(Biometra, Németorszag) tipusu késziilékben fotoztuk.

4.10 Szekvenadlds
Az E8F/E1115R primerpéarral amplifikalt termékeket eldszor gélelektroforézissel

ellendriztiik, majd a megfelel6 termékeket a GeneJET PCR Purification Kit-tel (Fermentas,
USA) tisztitottuk ki. A mintdkat az LGC Genomics (Németorszag) laboratoriuméaban
szekvenaltattuk meg, mindkét primerrel. Az eredményiil kapott fragmenteket a ClustalX
nevli programmal (http://www.clustal.org/) illesztettiikk Ossze, majd a szekvencidkat (€s
ezaltal az 1zolatumokat) az NCBI GenBank adatbazisaban
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) tortént BLAST kereséssel azonositottuk.

11



5. Eredmények

5.1 Baktériumok izoldldsa szdajbol, tisztitasuk, morfologiai azonositasuk, katalogizalasuk

A telepek tisztitdsa utan az alakfestés soran a kitenyésztett baktériumaink
morfoldgiailag palcika alakuak, ami megfelel a Lactobacillusok morfologiai alakjanak. A
tisztitott torzsek a laborban hasznélatos katalogusnak megfeleléen az aldbbi
katalogusszamokat kaptdk: EKF50, EKF51, EKF52, EKF53, EKF54, EKF55, EKF56,
EKF57, EKF58. Az izoldtumok szuszpenzioit 87%-os glicerinnel 6sszekeverve -20 °C-0s
fagyasztoba helyeztiik, késdbbi felhasznalas céljabol.

5.2 Gatlasi vizsgdlatok
Az izolalt torzsekkel gatlasi vizsgalatokat is végeztiink 48 oOrds inkubalas utén,

amelynek eredményeit a 2. tablazat és az 1. melléklet mutatja be.

2. tablazat Gatlasi vizsgalatok elvégzése az altalunk szajbol izolalt baktérium torzsekkel. Termeld torzsek:

2

szajbol izolalt baktériumok. Teszttdrzsek: pazsitot alkotd baktériumok. Jelmagyarazat: ,.-”: nem volt
feltisztulasi zona; ,,+: keskeny feltisztulasi zéna (1 mm); ,,++” kozepes feltisztulasi zoéna (2-3 mm); ,+++:

széles feltisztulasi zona (>3 mm)

Termel6 torzsek
Teszttorzsek
EKF50 | EKF51 | EKF52 | EKF53 | EKF54 | EKF55 | EKF56 | EKF57 | EKF 58
E. coli ++ + et ++ ++ + + ot -
Lb. casei +++ + +++ - +++ - ++ + -
Lb. zeae ++ - ++ + ++ - ++ ++ -

A tablazatbol lathato, hogy az EKF52 torzs fejtette ki a legerdsebb antagonisztikus

hatast a teszttorzsekre, melyet az EKF50, EKF54, EKF57 és EKF56 kovetett. Az EKF51,
EKF53, EKF55 ¢és EKF58 jelt torzsek nagyon csekély gatlo hatést fejtettek ki. A fentiekbdl
az kovetkezik, hogy az erésebb gatlo hatast kifejtd torzsek intenzivebben termelnek szerves

savakat, és esetleg a bakteriocin termelése sem kizart.
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5.3 DNS kivonas eredményei

Miutdn a sajat, szajbol szarmazo6 baktériumainkbol kivontuk a DNS-t, a mintakat
mennyiségi és mindségi ellendrzés ala vetettiik a NanoDrop késziilék segitségével. A DNS

kivonas eredményeit a 3. tabldzat mutatja be.

3. tablazat DNS kivonas eredményei szajbol izolalt baktériumok esetében

Baktérium katalogusszama | 260/280 nm | 260/230 nm | DNS mennyisége (ng/nl)
EKF50 1,85 1,66 27,0
EKF51 1,78 1,05 26,5
EKF52 2,14 1,96 133,3
EKF53 1,81 1,15 15,9
EKF54 2,21 2,20 108,4
EKF55 1,92 1,45 23,9
EKF56 1,63 0,91 37,0
EKF57 1,91 1,77 34,1
EKF58 2,19 1,94 123,5

A tablazatbol lathato, hogy egy nagysagrendnyi kiilonbség is eléfordul az izolalt DNS-
ek mennyisége kozott (EKF53: 15,9 ng/ul). Ennek oka elsésorban az lehet, hogy nem sikertilt
minden baktériumbdl azonos mennyiséget tenyészteni, amely a kivonashoz hasznalt
szuszpenziok denzitasbeli kiilonbségeiben is érzékelhetd volt.

Egy DNS oldat tisztasagat a 260/280 nm-en és 260/230 nm-en mért értékek
hanyadosaval lehet jellemezni. A DNS-nek 260 nm-en van elnyelési maximuma, a fehérjék
aromds aminosavainak 280 nm-en, mig a fenolnak és poliszacharidoknak 230 nm-en. A
hanyadosok tehat megmutatjak, hogy egy DNS oldat milyen mértékben tartalmaz szennyezd
anyagokat. Optimalis esetben a 260/280 nm-es hanyados értéke 1,8-2 kdzott van, és ugyanez
igaz a 260/230 nm-es hanyadosra is, vagyis ezen értékek esetén mondhatjuk, hogy tiszta a
DNS oldatunk. A tablazatbol lathato, hogy a mintak tobbségének 260/280 nm-es hanyadosa a
hatarértékeken beliil van, ellenben a 260/230 nm-es értékeket tekintve minddssze négy minta
van, amely tisztanak mondhat6. Mindezek ellenére a DNS-kivonatokat alkalmasnak itéltiik a
PCR-hez, és ez a kisérletekben be is bizonyosodott.

A PCR-es kisérletekhez a mintak térzsoldataibol azonos toménységli munkaoldatokat
higitottunk ki, melyeknek a koncentracigja 10 ng/ul volt. Ezt a 1épést sziikségesnek tartottuk
elvégezni, mivel a kordbbi kisérletekben ez a mennyiség megfelelonek bizonyult az

elvégzendé munkakhoz.
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5.4 PCR kisérletek az univerzalis ESF/E1115R baktérium primerekkel

Ezek a primerek a bakteridlis 16S riboszémalis RNS-kodold régido konzervalt
szakaszaihoz kotnek, és egy kb. 1100 bp hosszusagu fragmentet amplifikdlnak (Baker és
mtsai 2003). Természetesen a termék mérete kicsi ingadozast mutathat, annak megfelelden,
hogy egy adott baktérium torzsben a primerek altal kozrefogott régidban talalhatd-e inszercid
vagy delécid a referenciaként hasznalt E. coli torzshoz képest.

Az ESF/E1115R primerpar egyrészt arra alkalmas, hogy megallapitsuk, a DNS kivonat
alkalmas-e a molekularis bioldégiai munkakra. Ha wugyanis a DNS oldat olyan
szennyezddéseket tartalmaz, amelyek gatoljak az egyes enzimreakcidkat, akkor ezt a PCR
folyaman jo eséllyel ki lehet mutatni. Amint az 1. dbra mutatja, a PCR jol miikodott,

mindegyik mintabol képzddott a vart nagysagu termék.

M 1 2.3 FACUGESGRNERRERCL 10
weweweoew

1. abra ES8F/E1115R PCR kisérlet eredménye a szajbdl izolalt baktériumok DNS-ével. Jelmagyarazat: M: 100bp
Benchtop Ladder, 1: EKF50, 2: EKF51, 3: EKF52, 4: EKF53, 5: EKF54, 6: EKF55, 7: EKF56, 8: EKF57, 9:
EKF58, 10: NTC. A gélelektroforézist 1%-os agaroz gélen végeztiik, 120V fesziiltségen 30 percig. A gélre 5 ul

mintat vittiink fel.

Melléktermékek képzddését és szennyezddést nem tapasztaltunk. Noha csak 5 pl-nyi
terméket vittiink fel a gélre, a foton lathatd, hogy igen fényes jeleket kaptunk, ami nagymérvi
termékképzddést jelent, tehat a PCR reakcidt jol optimalizaltuk.

Mivel a termékek tisztak lettek, ezeket ki tudtuk tisztitani és el tudtuk kiildeni

szekvenaltatni.
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5.5 A DNS szekvendlas eredményei, baktérium fajok azonositisa
Az E8F/E1115R PCR kisérletekben kapott termékeket (1d. 5.4 pont) tisztitds utan

szekvenaltattuk. A szekvenalast mindkét primerrel elvégeztettiik, az eredményiil kapott
fragmenteket Osszeillesztettiik a ClustalX programmal, majd a szekvencidkat az NCBI
GenBank adatbazisaban a BLAST keresési algoritmussal azonositottuk. Az eredményeket a 4.

tablazat foglalja 6ssze.

4. tablazat A szajbol izolalt baktérium torzsek DNS-érdl az ES8F/E1115R primerparral késziilt termékek

szekvenalasa alapjan kapott eredmények, az egyes izolatumok azonositésa.

Katalégusszam Szekvenalas eredménye
EKF50 Lb. fermentum

EKF51 Lb. oris

EKF52 Lb. gasseri

EKF53 Lb. oris

EKF54 Lb. gasseri

EKF55 Lb. gasseri

EKF56 Lb. reuteri

EKF57 Lb. gasseri

EKF58 Lb. gasseri

A szekvenalas alapjan Ot izolatum Lb. gasseri, kett6 Lb. oris, egy-egy pedig Lb.
fermentum és Lb. reuteri. Szamomra meglepden magas a Lb. gasseri izolatumok aranya,
kevesebbre szamitottunk.

Ha 0Osszevetjilk a szekvenalas eredményeit az antagonizmus vizsgalatokkal, akkor
lathatjuk, hogy a legerGsebb gatld hatast az EKF52 jeltit Lb. gasseri torzs fejtette ki a
teszttorzsekre (Id. 5.2 pont). Szintén jol gatolt az EKF54 ¢s EKF57 jelii Lb. gasseri izolatum
is. Ezek az eredmények biztatdéak voltak a késdbbi, bakteriocin gének kimutatisat célzo
kisérleteinkhez, bar természetesen a konkrét fehérje kimutatasa nélkiil csak kozvetett

kovetkeztetéseket tudunk levonni.

5.6 BojA/858left PCR kisérletek a szajbol izolalt torzsekkel

A primerpart irodalmi adatok alapjan rendeltiik meg, mivel a cikkben (Peternel és

mtsai 2010) leirtak alapjan alkalmasnak tiint a gassericin-K7A génklaszter részleges

crer
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GasK7A_ o \[GasK7A_ B\| GaiK7A
79 aa 09 aa 90 aa

LF221A2 21Aupl 858-left

Boj
2. abra A Bo0jA/858left primerpar altal amplifikalt régié a gassericin-K7A génklaszterben. GasK7A _a és
GasK7A B: strukturgének; GaiK7A: immunitds gén. LF221A2 és F221Aupl: tovabbi primerek. (Forras:

Peternel és mtsai 2010).

Els6 1épésben véletlenszeriien kivalasztottuk az EKF55 jelti Lb. gasseri izolatumot és
hémeérséklet gradiens PCR-t végeztiink, hogy megallapitsuk a primerek optimalis annealing
hémérsékletét (3. abra). Kontrollként az ESF/E1115R primerparral is elvégeztik a PCR-t
ugyanekkor, igy ellendrizni tudtuk, hogy a PCR elegy komponensei és a DNS megfeleld
mindségliek, vagyis egy esetleges sikertelenség a BojA/858left primerparral nem a

komponensek hibgja.

M 1 2 SeEEGRR AR RERC 10.11.12 13 14,415
9]

3. abra A BojA/858left hémérséklet gradiens PCR eredménye az EKF55 Lb. gasseri torzs DNS-ével, az
E8F/E1115R ellenérz6 PCR-rel kiegészitve. M: 100 bp Benchtop Ladder. Az annealing hdmérsékletek: 1: 50 °C,
2:51,9 °C, 3: 53,8 °C, 4: 55,7 °C, 5: 57,5 °C, 6: 59,2 °C, 7: 60,8 °C, 8: 62,5 °C, 9: 64,3 °C, 10: 66,2 °C, 11: 68,1
°C, 12.70,0 °C. 13: BojA/858left NTC 50 °C-on. 14: E8F/E1115R NTC 50 °C-on. 15: ESF/E1115R termék 64,3
°C-on. A gélelektroforézist 1%-os agaréz gélen végeztiik, 120V fesziiltségen 30 percig. A gélre 5 pl mintat
vittlink fel.
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A PCR eredménye azt mutatta, hogy a BojA/858left primerpar széles homérséklet-
tartomanyban mikodik, a késébbi kisérletekhez az 60 °C-0s annealing hémérsékletet
valasztottuk.

Az E8F/E1115R primerpar a vart terméket adta (15. minta), vagyis a komponensekkel

nem volt gond, de ezt a sikeres kisérlet is igazolta.

A Bo0jA/858left primerparral elvégeztiik a PCR-t az 0sszes Lb. gasseri izolatumunkkal
(4. dbra). Az eredmény azt mutatja, hogy a keresett génklaszter csak az EKF55 és EKF58 jelii

izolatumokban van jelen.

4. abra PCR kisérlet a BojA/858left primerparral az 6t, altalunk szajbol izolalt Lb. gasseri torzs DNS-ével. M:
100 bp Benchtop Ladder. 1: EKF52, 2: EKF54, 3: EKF55, 4: EKF57, 5: EKF58, 6: NTC. A halvanyan lathato
jelek nem termékek, ugyanezt a jelet az NTC-ben is lathatjuk. A gélelektroforézist 1%-os agar6z gélen végeztiik,

120V fesziiltségen 30 percig. A gélre 5 ul mintat vittiink fel.

Mivel taldltunk olyan cikket, amelyben a kutatdk leirtak, hogy ugyanazt a bakteriocin
gént megtalaltak Lb. gasseri és Lb. reuteri torzsekben is (Kawai és mtsai 2001), a
BojA/858left primerparral a PCR kisérletet elvégeztiik az Osszes szajbol izolalt baktérium
torzstink DNS-ével valamint a DSMZ20079 jeli Lb. acidophilus-szal (5A és 5B. abra). Az
eredmény egyrészt azt mutatta, hogy csak az Lb. gasseri izolatumok ko6zott talalhatdé meg ez a
gén, masrészt pedig még a Lb. gasseri torzsek koziil sem mindegyikben, hiszen az el6zd
kisérlet eredményeit sikeriilt megerdsiteni: az 6t Lb. gasseri izolatum koziil csak kettdben

tudtuk Kimutatni a keresett gassericin-K7A klasztert.
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1 2 3 4 5 460 asuitii
= -

5A. abra PCR kisérlet a BojA/858left primerparral az altalunk szajbol izolalt baktérium térzsek DNS-ével. M:
100 bp Benchtop Ladder. 1: EKF50, 2: EKF51, 3: EKF52, 4: EKF53, 5: EKF54, 6: EKF55, 7: EKF56, 8:
EKF57, 9: EKF58, 10: NTC. A halvanyan lathato jeleket nem tekintettiik terméknek. A gélelektroforézist 1%-0s
agaroz gélen végeztiik, 120V fesziiltségen 30 percig. A gélre 5 pl mintat vittiink fel.

5B. abra PCR kisérlet a BojA/858left primerparral az EKF55 Lb. gasseri izolatummal és a DSMZ20079 Lb.
acidophilus-szal. M: 100 bp Benchtop Ladder. 1:EKF55, 2: DSMZ20079 Lb. acidophilus, 3: NTC.

5.7 B3226up/Bbdown PCR kisérletek a szdajbdl izoladlt torzsekkel
Mivel a cikkben, amely a gassericin-K7A kimutatasat irja le, a kutatok a gassericin-

K7B klaszter tagjainak (6. abra) kimutatasat is leirjak (Peternel ¢és mtsai 2010), mi is

megszintetizaltattuk az ehhez sziikséges B3226up ¢és Bbdown primereket és elkezdtiik a

kisérleteket.
ORFBI1 ORFB2 ORFBhip GasK7B_ [\ GaiK7B
465 aa 197 aa 33 aa 65 aa 112 aa
[, [] <«
LF221B2 Bh-down B-3226up
¢ LF221Bupl

6. abra A B3226up/Bbdown primerpar altal amplifikalt régié a gassericin-K7B génklaszterben. GasK7B_a és
GasK7B_B: struktirgének; GaiK7B: immunitas gén. LF221B2 és LF221Bupl: tovabbi primerek; ORFB1,
ORFB2, BRFBhip: nyitott leolvasasi keretek. (Forras: Peternel és mtsai 2010).

Mivel az EKF55 jelii Lb. gasseri izolatumban ki tudtuk mutatni a gassericin-K7A gén
jelenlétét, ezzel a torzzsel kezdtiik meg a B3226up/Bbdown PCR reakcid optimalizalasat is.
Viarakozasaink ellenére nem kaptunk terméket. A reakciot tobb alkalommal is megismételtiik,

de egyszer sem tapasztaltunk termékképzdodést. Mivel az ellendrzésként Gsszeallitott
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ESF/E1115R PCR reakcioban keletkezett termék (7. abra), ezért két eshetdségre gondoltunk:
1. a primerek nem miikddnek megfelelden; 2. a gassericin-K7B génklaszter (vagy annak a

primerek altal amplifikalt régidja) nincs jelen az EKF55 torzsben.

M 12 34567 8 91011121314 15
-

7. abra A B3226up/Bbdown hémérséklet gradiens PCR eredménye az EKF55 Lb. gasseri térzs DNS-ével, az
E8F/E1115R ellenérzé PCR-rel kiegészitve. M: 100 bp Benchtop Ladder. Az annealing hémérsékletek: 1: 50 °C,
2:51,9 °C, 3: 53,8 °C, 4: 55,7 °C, 5: 57,5 °C, 6: 59,2 °C, 7: 60,8 °C, 8: 62,5 °C, 9: 64,3 °C, 10: 66,2 °C, 11: 68,1
°C, 12.70,0 °C. 13: BojA/858left NTC 50 °C-on. 14: E8F/E1115R termék 64,3 °C-on, 15: ESF/E1115R NTC 50
°C-on. A gélelektroforézist 1%-os agardz gélen végeztiik, 120V fesziiltségen 30 percig. A gélre 5 ul mintat
vittiink fel.

Mivel nem lehetett kizarni, hogy a sikertelen kisérlet oka az volt, hogy az EKF55-0s
torzsben nincs jelen a gassericin-K7B klaszter, a PCR-t megismételtiik az EKF52, EKF54 és
EKF57 jelti Lb. gasseri torzsekkel. Mivel a harom torzs esetén a teljes hémérséklet gradiens
kisérlet végrehajtasahoz feleslegesen nagy mennyiségli vegyszert kellett volna elhasznalni,
részleges homerseklet gradiens kisérletet végeztiink el. Ez azt jelenti, hogy a PCR késziiléken
ugyan a kordbban is hasznalatos, 50 °C- 70 °C ko6zotti annealing hdmérsékletet allitottuk be,
de mintakat csak harom homérsékleti értékre helyeztiink el, az NTC-t pedig a legalacsonyabb
homérsékletii helyre tettiik. Ha a reakcio miikodik, akkor legalabb a legalsé homérsékleti
értéken terméket kell, hogy kapjunk, esetleg a beallitott hdmérsékleti skdla kozépso értékén
(60 °C kortl) is kapunk terméket. Ebben az esetben a terméket eredményezé DNS mintaval
mar egy teljes hdmérséklet gradiens kisérletet is érdemes Osszeéllitani, hogy megéllapitsuk az
optimalis feltapaddsi hOmérséklet értékét. Ha viszont nem milkodik a reakcido a
legalacsonyabb annealing homérsékleten, akkor teljesen felesleges mindharom mintaval
végrehajtani a teljes hdmérséklet gradiens vizsgalatot. A harom DNS illetve a reakcioelegy
komponenseinek miikodOképességét az el6z0 esetekhez hasonléan itt is az E8F/E1115R

primerparral végzett kontroll PCR-rel ellendriztiik.
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A 8. abran lathat6d, hogy a B3226up/Bbdown primerek egyik Lb. gasseri térzs DNS-
ével sem adtak terméket. Mivel pozitiv kontroll torzsiink nem volt (probaltunk beszerezni egy
ilyen torzset, de sajnos a laboratérium, amelyben azonositottdk ezeket a géneket, nem tudott

szamunkra mintat biztositani), ezért csak talalgatni tudunk az okokat illetéen.

M 123 456 7 8 910111213

.

M 15 16 17 18
— - -

8. abra A B3226up/Bbdown hémérséklet gradiens PCR eredménye az EKF52, EKF54 és EKF57 jeli Lb.
gasseri torzs DNS-ével, az ESF/E1115R ellenérz6 PCR-rel kiegészitve. M: 100 bp Benchtop Ladder. 1: EKF52
50 °C, 2: EKF52 59,2 °C, 3: EKF52 70,0 °C, 4: B3226up/Bbdown NTC, 5: EKF54 50 °C, 6: EKF54 59,2 °C, 7:
EKF54 70,0 °C, 8: B3226up/Bbdown NTC, 9: EKF57 50 °C, 10: EKF57 59,2 °C, 11: EKF57 70,0 °C, 12-13:
B3226up/Bbdown NTC, 15: EKF52 E8F/E1115R kontroll, 16: EKF54 E8F/E1115R kontroll, 17: EKF57
E8F/E1115R kontroll, 18: E8F/E1115R NTC. A gélelektroforézist 1%-os agaréz gélen végeztik, 120V
fesziiltségen 30 percig. A gélre 5 pl mintat vittlink fel.

Egy lehetséges magyardzat, hogy az annealing hémérséklet magas volt, ezért nem
tapadtak fel a primerek és nem képzddtek terméket. Ennek az elgondolasnak ellentmond,
hogy a cikkben, amelybdl a primerek szekvenciajat begyiijtottiik, 50-55 °C volt megadva
annealing homeérsékletnek. Probalkozasaink soran jelentdsen megndveltik a PCR egyes
Iépéseinek idbtartamat a mas primerparoknal alkalmazotthoz képest, de igy sem kaptunk
terméket.

A masik lehetséges magyarazat, hogy a primerek szekvenciaja nem volt megfeleld. Ezt
a lehetdséget ugyan nem lehet kizarni, de mégsem tlinik valdsziniinek, hiszen egy cikkben

mar publikaltdk az ezen primerekkel elvégzett kisérletek eredményét.
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A harmadik és egyben legvaldszintibbnek tliné ok lehet, hogy az altalunk izolalt Lb.
gasseri torzsekben nincs jelen a gassericin-K7B génklaszter. Ennek a ténynek az érdekessége
abban rejlik, hogy Peternel és mtsai az altaluk vizsgalt Lb. gasseri K7 torzsben megtalaltak
mind a gassericin-K7A, mind a gassericin-K7B klasztereket. Az eredményeink akar arra is
utalhatnak, hogy a klaszternek csak az egyik (gassericin-K7A) tagja miikodéképes, vagy akar

az sem.

5.8 GaUF/GaHR PCR kisérletek a szajbol izolalt torzsekkel
A BojA/858left és B3226up/Bbdown primerekkel végzett kisérleteink arra mutattak

r4d, hogy az irodalmi adatok alapjan elvégzett kisérletek idonként meglepd eredménnyel
szolgalhatnak. Mivel az 6t, szajbol izolalt Lb. gasseri torzs koziil csak kettében (EKF55 és
EKF58) sikeriilt kimutatni bakteriocin termelésért felelés gének (gassericin-K7A klaszter)
jelenlétét, és ezekben a torzsekben is csak a gének egy részét (a gassericin-K7B klaszterre
nem bukkantunk rd), 0j primerpart kerestiink, hogy a maradék harom torzs esetleges
gassericin génjeire is rabukkantunk.

A GaUF/GaHR primerpar Kawai ¢és mtsai 2001-es cikke alapjan rendeltiik meg, ezek a
primerek a gassericin-A-ra specifikusak. Ezekt6l a primerekt6l nem csak azt reméltiik, hogy
abban a harom Lb. gasseri torzsben is talalunk bakteriocin gént, amelyek a BojA/858left
primerekkel nem adtak terméket, hanem azt is, hogy esetleg mas, szintén szajbdl izolalt
fajokban is megtaldljuk a gassericin-A génjét. A cikkben ugyanis arra kovetkeztetésre
jutottak, hogy az ugyanazon niche-bél (4 honapos csecsemé székletébdl) izolalt Lb. gasseri
LA39 és Lb. reuteri LA6 torzsek ugyanazt a bakteriocint termelik, és a termelésért felels
gének is szinte teljes mértékben azonosak. Mivel mi sz4jbdl izolaltunk tobb baktérium fajt (és
ezek kozott volt, amelyet ugyanannak a személynek a sz4jabol), nem zartuk ki a lehetdségét,
hogy nem csak a Lb. gasseri izolatumok, hanem a tobbi faj némelyike is tartalmazhatja
ugyanazt a gént és ezt a PCR termékek analizisével tudjuk alatdmasztani.

A korabbi kisérletekhez hasonléan az elsd lépésben hdémérséklet gradiens PCR-t
hajtottunk végre, hogy optimalizaljuk a PCR reakci6 koriilményeit. A vizsgalatokat az EKF55
jelt Lb. gasseri izolatum DNS-ével kezdtiik. Ez a torzs a BojA/858left primerparral mar adott
terméket (a gassericin-A klaszter jelenlétét mutatva ki ezaltal), ezért kivancsiak voltunk, hogy

tartalmaz-e a baktérium genomja mas tipust (ebben az esetben bakteriocin kodolo) régiot is.
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A 9. abran lathatd, hogy ez a kisérlet nem hozott eredményt, a Lb. gasseri EKF55
izolatum nem adott pozitiv jelet, nem kaptunk terméket. Ugyanezt a kisérletet elvégeztiik az
EKF52 jelti Lb. gasseri izolatummal is, de ebben az esetben sem volt eredményes a
probalkozasunk (10. abra). Mindkét esetben kaptunk viszont terméket az ESF/E1115R

primerekkel, vagyis a reakcidelegy és a DNS-ek is megfeleldek voltak.

M1 2 34 5 6 7 89 101112 1314 15
-

9. abra A GaUF/GaHR homérséklet gradiens PCR eredménye az EKF55 Lb. gasseri térzs DNS-ével, az
E8F/E1115R ellenérzé PCR-rel kiegészitve. M: 100 bp Benchtop Ladder. Az annealing hdmérsékletek: 1: 50 °C,
2:51,9 °C, 3: 53,8 °C, 4: 55,7 °C, 5: 57,5 °C, 6: 59,2 °C, 7: 60,8 °C, 8: 62,5 °C, 9: 64,3 °C, 10: 66,2 °C, 11: 68,1
°C, 12.70,0 °C. 13: GaUF/GaHR NTC 50 °C-on. 14: E8F/E1115R termék 64,3 °C-on, 15: ESF/E1115R NTC 50
°C-on. A gélelektroforézist 1%-os agaroz gélen végeztiik, 120V fesziiltségen 30 percig. A gélre 5 ul mintat
vittlink fel.

M1 2 34 5 6 7 89 101112 1314 15

10. abra A GaUF/GaHR hdémérséklet gradiens PCR eredménye az EKF52 Lb. gasseri torzs DNS-ével, az
E8F/E1115R ellen6rzé PCR-rel kiegészitve. M: 100 bp Benchtop Ladder. Az annealing hémérsékletek: 1: 50 °C,
2:51,9 °C, 3: 53,8 °C, 4: 55,7 °C, 5: 57,5 °C, 6: 59,2 °C, 7: 60,8 °C, 8: 62,5 °C, 9: 64,3 °C, 10: 66,2 °C, 11: 68,1
°C, 12.70,0 °C. 13: GaUF/GaHR NTC 50 °C-on. 14: E8F/E1115R termék 64,3 °C-on, 15: ESF/E1115R NTC 50
°C-on. A gélelektroforézist 1%-os agaréz gélen végeztiik, 120V fesziiltségen 30 percig. A gélre 5 pl mintat
vittiink fel.
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Mivel a fenti kisérletek eredménytelenek lettek, az EKF54 és EKF57 jelti Lb. gasseri
izolatumokkal is elvégeztiik a hdmérséklet gradiens kisérleteket. Az EKF54 izolatum pozitiv
jelet adott (11A. abra), ezért a kovetkezé 1épésben kivalasztottuk az 55 °C-ot, mint
optimalisnak tind annealing hdmérsékletet, €s igy végeztiink el egy megerdsité PCR reakciot,

amely szintén sikeres lett (11B abra).

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 25

M 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 26 27

11A. abra A GaUF/GaHR hémérséklet gradiens PCR eredménye az EKF54 és EKF57 jelii Lb. gasseri torzsek
DNS-ével, az ES8F/E1115R ellen6rz6 PCR-rel kiegészitve. M: 100 bp Benchtop Ladder. Fels6 sor: EKF54 DNS.
Az annealing hdmérsékletek: 1: 50 °C, 2: 51,9 °C, 3: 53,8 °C, 4: 55,7 °C, 5: 57,5 °C, 6: 59,2 °C, 7: 60,8 °C, 8:
62,5°C,9: 64,3 °C, 10: 66,2 °C, 11: 68,1 °C, 12.70,0 °C. 25: EKF54 ESF/E1115R kontroll PCR.

Also sor: EKF57 DNS. Az annealing hémérsékletek: 13: 50 °C, 14: 51,9 °C, 15: 53,8 °C, 16: 55,7 °C, 17: 57,5
°C, 18: 59,2 °C, 19: 60,8 °C, 20: 62,5 °C, 21: 64,3 °C, 22: 66,2 °C, 23: 68,1 °C, 24.70,0 °C. 26: EKF57
E8F/E1115R kontroll PCR, 27: GaUF/GaHR NTC.

11B. abra GaUF/GaHR PCR eredménye 55 °C-0s feltapadasi hdmérsékleten az EKF 54 jelii Lb. gasseri DNS-
sel. M. 100 bp Benchtop Ladder, 1: EKF54 DNS, 2: GaUF/GaHR NTC.

A gélelektroforézist 1%-o0s agardz gélen végeztiik, 120V fesziiltségen 30 percig. A gélre 5 ul mintat vittiink fel.

23



A sikeres kisérletek kovetden az 0sszes, szajbol izolalt baktérium DNS-ével, valamint
az EKF127 jela Lb. reuteri (DSMZ 17938) torzs DNS-ével is elvégeztiik a PCR reakciot 55
°C-os annealing hdmérsékleten. Az eredmények sajnos nem igazoltdk varakozasainkat, mert
csak az EKF54 jeli Lb. gasseri DNS adott terméket, a tobbi baktérium koziil egyik torzs sem
(12. abra).

1 2 3 4.5 Gl ousii i

12. abra GaUF/GaHR PCR eredménye 55 °C-0s feltapadasi hémérsékleten a szajbodl izolalt baktériumok és a
DSMZ17938 Lb. reuteri DNS-ével. M. 100 bp Benchtop Ladder, 1: EKF50, 2: EKF51, 3: EKF52, 4: EKF53, 5:
EKF54, 6: EKF55, 7: EKF56, 8: EKF57, 9: EKF58, 10: DSMZ17938 Lb. reuteri, 11: GaUF/GaHR NTC. A
gélelektroforézist 1%-os agardz gélen végeztiik, 120V fesziiltségen 30 percig. A gélre 5 pl mintat vittiink fel.

A cikkben leirtakat nem sikeriilt esetiinkben igazolni, vagyis az azonos éléhelyr6l
1zolalt baktériumok kozott sem sikeriilt kimutatni ugyanazon gének jelenlétét. Mindazonaltal,
a szajireg kevésbé kedvezd éléhely a baktériumok szamara, mint a vastagbél, hiszen a
vastagbélhez viszonyitva a tobbnyire allando homérséklettdl eltekintve sokféle hatas éri a
szajat (kilonféle ételek, italok pH modositd hatasa, fliszerek, fogmosds és szdjviz) €és a
baktérium populacid stirtisége sem éri el a béltartalomban mért értékeket, amelyek igen
jelentdsek lehetnek, akar 10% baktérium is lehet a vastagbéltartalom egyetlen grammjaban
(Anuradha & Rajeshwari, 2005). Ezek a hatasok pedig mind akadalyozzak, hogy a kiilonb6z6
fajhoz tartoz6 baktériumok azonos géneket hordozzanak.

Amennyiben ilyen esettel talalkozunk, akkor val6sziniileg horizontalis géntranszfer
esete forog fenn. A bakteriocin termelés eldnyt jelent a taplalékért és €lohelyért folytatott
harcban a tejsavtermelé mikrobdk szamdra, hiszen akdr a kozelrokon fajokat (sziik

spektrumu), akar patogén torzseket (tag spektrumt bakteriocin) képesek gatolni ezaltal.
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6. Osszefoglalas

A tejsav baktériumok régdta ismert, az emberiség altal szamos fermentacids
folyamatban hasznalt mikrobdk. Nem csupan az erjesztett élelmiszerek eldallitasdban
segédkeznek, hanem az egészség megorzésében is aktiv szerepet jatszanak, miként azt mar
szamos kutatds megallapitotta. Egészségmegdrz — és védod szerepliket annak kdszonhetik,
hogy a patogén baktériumok és gombak ellen képesek eredményesen fellépni a vastagbélben.
Ezt egyrészt szerves savak (pl. tejsav, rovid szénlanc zsirsavak) termelésével érik el,
amelynek koszonhetden a béltartalom pH-ja lecsokken, és ezt nem toleralja til jol a legtobb
mikroba, masrészt antagonisztikus hatasu fehérjéket, Gn. bakteriocineket termelnek.

Szamos baktériumrdl deriilt ki az elmult kozel 70 év soran, hogy bakteriocineket
termelnek, de csak az utobbi két-harom évtizedben indult meg a nagyaranyu kutatas ezen
anyagok bioszintézisének és hatasaik felderitésének céljabol. Mivel az antibiotikumok nem
megfeleld haszndlata (rezisztencia kialakulasa) és az antibiotikum-kutatasok visszaesése miatt
egyre komolyabb veszélyt jelentenek a korokozod mikroorganizmusok, nagy szerepe lehet
azoknak a bakteriocin készitményeknek, amelyek Sikeresen alkalmazhatoak a veszélyesebb
koérokozok ellen.

A Lb. gasseri torzsekrél mar tobb cikk is napvilagot latott, amelyekben leirtak ezen
torzsek bakteriocin termeld képességét, és kozolték a termeld gének azonositdsara hasznalhatod
primerek szekvenciait. Munkam soran szajbol izolalt Lactobacillus torzsek kozott kerestem

Lb. gasseri izolatumokat és az alabbi célokat sikeriilt megvaldsitanom:

1. Szajiregbdl izolaltam Lactobacillus fajokat, amelyek koziil tobb Lb. gasseri-nek
bizonyult. Kutatasaimat irodalmi adatok alapjan kezdtem el, amelyek szerint a Lb.
gasseri allandoésultnak mondhat6 kolonidkat képez az emberi tapcsatorna majdnem
minden szakaszaban.

2. Az izoldtumokat szekvenalds segitségével azonositottam. A 16S rDNS-re
specifikus E8F/E1115R primerparok segitségével amplifikdltam azt a terméket,
amelynek szekvenaldsa lehetOvé tette az izolatumok fajszintli meghatdrozasat €s
elkiilonitését.

3. Kimutattam, hogy tobb, altalam izolalt Lb. gasseri torzs fejt ki gatldo hatast mas
baktériumokra. A legerételjesebb gatlast szintén egy Lb. gasseri torzs, az EKF52

fejtette ki. A PCR kisérletek soran nem sikeriilt azonositani az altalunk vizsgalt
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harom gén (gassericin-K7A, gassericin-K7B és gassericin-A) egyikét sem ebben a

torzsben, ezért lehet, hogy csupan a tdrzs erdteljes szerves sav termelésének

koszonhetd az intenziv gatlés.

4. A PCR kisérletek soran harom Lb. gasseri izolatumban sikeriilt kimutatnom

bakteriocin gén jelenlétét. A BojA/858left primerparral a gassericin-K7A Klasztert
talaltam meg az EKFS55 és EKF58 jelii torzsekben, mig a GaUF/GaHR

primerparral a gassericin-A jelenlétét mutattam ki az EKF54 jelt torzsben. A tobbi

Lb. gasseri-ben nem talaltam bakteriocin géneket és az egyéb izolatumokban sem

(5. tablazat).

5. tablazat Az izolatumok antagonista hatasa és az azonositott gassericin gének

Termel6 torzsek

Teszttorzsek
EKF50 | EKF51 | EKF52 | EKF53 | EKF54 | EKF55 | EKF56 | EKF57 | EKF 58
E. coli ++ + et ++ ++ + + et -
Lb. casei +4+ + +H+ - +++ - ++ + -
Lb. zeae ++ - ++ + ++ - ++ ++ -
Gassericin gének
gassericin-
van van

K7A klaszter

gassericin-

K7B klaszter

gassericin A van

Kisérletem eredményei alapjan véleményem szerint érdemes lenne tovabbi Lb. gasseri

¢s mas Lactobacillus torzseket izolalni onkéntesek szajiiregébdl, hiszen a bakteriocin gének

olyan jellegli megoszlasarol, amelyeket tapasztaltam, még nem sziiletett felmérés.
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1. melleklet

Gatlasi zonak vizsgalata. Fehér nyilak jelolik a jelent6sebb feltisztulasi zonakat, amelyek szerves sav és/vagy

bakteriocin termelésre utalnak.
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