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1. Bevezetés

1.1 Az in vitro emésztési modell alkalmazasa az EKF mikrobiolégiai laboratériumaban
Az utdbbi idében szamos olyan élelmiszer jelent meg a piacon, amelyekr6l azt allitjak, hogy
jotékony hatastuak szervezetlinkre. Ezen allitdsok vizsgalatara sziikséges az emberi emésztés
modellezése, amely kétféle modon torténhet. Az in vivo modellek, melyek tulajdonképpen
allatkisérleteket jelentenek, adjak a legpontosabb eredményt, de csak kisszamu minta lassu és
koltséges vizsgalatara alkalmasak. Az in vitro modellek laboratériumi koriilmények kozt
egyszerusitett formaban modellezik az emberi emésztést, de az emésztés komplex folyamatat
nehéz pontosan reprodukalni, ezért az in vitro emésztési modellek kevésbé pontosak, mint az
emberi és allati etetési kisérletek. Tehat kompromisszumot kell kotni a pontossag és a konny(i
kivitelezhet6ség kozott, erre jelentenek megoldast az in vitro emésztési modellek nagyszamu
minta gyors vizsgalata esetében.

Az in vitro emésztési modelleket széles korben azért alkalmazzak, hogy szimulalt
gasztrointesztinalis koriilmények kozott nyomonkovessék az elfogyasztott élelmiszerek
strukturalis valtozasait és a bioaktiv komponensek bioldgiai hasznosuldsat. Az emésztési
modellek altalaban csak az emésztés egy-egy kiragadott szakaszat modellezik, az adott
szakasznak megfelelé mesterséges emésztonedveket alkalmazva. Az altalunk alkalmazott
modell az emésztés Osszetett biokémiai folyamatait tobb 1épcsés modellben szimulalja,
reprodukélva a szdj, gyomor, vastagbél, vékonybél eltéré fiziologias koriilményeit, igy a
vizsgalatok széles korére alkalmazhatd. Az emésztdnedveket mesterségesen allitjuk Ossze és
az egyes miuveletek folyamatos kevertetés mellett, 37 °C hémérsékleten végezzik el. A
vastagb¢l szakaszban, a valds viszonyokat szorosan modellezd hattagi baktériumkodzosséget
alkalmazunk, két potencialisan patogén (Clostridium, Bacteroides), két jotékony hatasu
(Bifidobacterium, Lactobacillus) és két, az un. ,kétarcu florahoz” tart6zo torzzsel (E. coli,
Enterococcus). Vizsgalataink soran az in vitro bél mikrobiota kvantitativ valtozasait szelektiv
agar lemezeken vald tenyésztéssel hatarozzuk meg, amely azonban nem megfeleld minden
esetben, ugyanis a legtobbszor a szelektiv taptalajokon nem csak egy, hanem tobb baktérium
is képes novekedni. Ezeket a baktériumokat ugyan telepmorfoldgia alapjan el lehet kiiloniteni,
de vegyes tenyészetben alkalmazva egy-egy baktérium pontos telepszamanak meghatarozasat
nagyon megneheziti, ha tobb masik baktérium is képes ndvekedni az adott taptalajon. Ezért
sziikségszerlivé valt olyan molekuldris bioldgiai modszer kifejlesztése, mely pontosan és
gyorsan képes meghatdrozni az emésztési modellben alkalmazott hat baktérium telepszamnak

valtozasat. Munkam sordn ezen technika, vagyis a kvantitativ Real-Time PCR alapu



baktérium telepszam meghatarozas fejlesztésébe kapcsolodtam be az EKF Egerfood

Regionalis Tudaskdzpont molekularis biologiai laboratériumaban.

1.2 Az in vitro emésztési modellek felépitése

Az in vitro emésztési modellek alapvetéen harom 1épésben modellezik az emberi emésztés
folyamatat: az elsd szakasz a tdpanyagok enzimatikus bontasat szimulélja, majd ezt koveti a
felszivodas és a vastagbél mikrobiota modellezése.

Az emésztés modellezése sordn a leggyakrabban hasznalt emészté enzimek a pepszin,
tripszin, pankreatin, kimotripszin, peptidaz, a-amilaz és lipaz. Egyes tanulmdnyokban olyan
enzimeket hasznalnak, melyeket emberektdl gytjtottek be (Almaas ¢és mtsai., 2006;
Chattertona és mtsai., 2004), mig masok allati vagy ndovényi forrasbol szdrmazo enzim
kivonatokat alkalmaznak. Kitabatake ¢és Kinekawa (1998) enzim keverékekkel dolgozott
sertés ¢és emberi eredetli pepszint, patkdny eredetli gyomornedvet pankredsz nedvet
alkalmazva. Azok az emésztéses tanulmanyok, amelyek egy komplex, tobb komponensi
¢lelmiszer rendszert vizsgalnak az emésztd enzimek széles skalajat alkalmazzak (Oomen és
mtsai., 2003; Versantvoort és mtsai., 2005; Xing és mtsai., 2008). Altaldban az in vitro
modszerek a kovetkezOkon alapszanak: keményitd emésztés a-amildzzal, lipid emésztés
lipazzal és fehérje emésztés pepszinnel és/vagy pankreatinnal.

A felszivddas vizsgalatahoz leggyakrabban alkalmazott human sejtvonalak a Caco-2, a HT29.
Mindkét sejttipus humén vastagbél karcinomabol szarmazik, differencidlédasuk azonban
bélhamsejtekre jellemzé tulajdonsdgokat mutat. Ujabb kutatasok (Cencic és Langerholc,
2010) a daganatos sejtek helyett az immortalizalt bélhamsejteket részesitik elényben, mivel a
daganatos sejtek adhézidos molekulai nem azonosak az egészséges bélhamsejtekével. Az
abszorpcids és biologiai felvehetségre vonatkozd tanulmanyokban Caco-2 sejtvonalakkal
altalanosan egy ugynevezett inszercios technologiat alkalmaznak (Sabboh-Jourdan és mtsai.,
2011; Mahler és mtsai., 2009; Biehler és mtsai., 2011), és a vizsgaland6 anyagok transzportjat
folyamatos mintavétellel kovetik nyomon.

A vastagbél mikrobiota modellezéséhez kiemelkedd fontossagi a bél mikrobiota
Osszetételének és aktivitasanak pontos ismerete (Meyer A. 2004). Az emberi szervezetben
16v6 mikroorganizmusok koziil a legtdbb a vastagbélben talalhato, 10™ baktérium jut a
béltartalom minden grammjara. A bélbaktériumok a fermentdcios tevékenységiik
kovetkeztében kiilonb6z0, a szervezetre kedvezd vagy karos hatasu végtermékeket

képezhetnek. Egy idedlis vastagbél okoszisztémaban a potencidlisan egészségvédd hatassal



rendelkez0 mikroorganizmusok talstilyban vannak szamban és aktivitasban a potencialisan
karos fajok felett, ezt az allapotot ,,normobiozisnak” nevezziik (Roberfroid és mtsai. 2010).

A vastagbél mikrobiota modellezése soran az egy komponensii in vitro rendszerekben
kiilonbozoé szubsztratokat inkubalnak (élelmiszer matrixban vagy anélkiil) a kivalasztott
baktérium tiszta tenyészetével (Su és mtsai., 2007), tobb baktérium kevert tenyészetével
(Fooks ¢és mtsai., 2002) vagy székletbdl szarmazd mikrofloraval (Hernot és mtsai., 2009). A
komplex, tobb komponensti vastagbél modellekben reprodukaljak a proximalis/aszcendens,
transzverz és disztalis/deszcendens vastagbél szakaszokat (Gibson és mtsai., 1994; McBain ¢és
mtsai., 1997). Az Gn. ,,SHIME” modell (simulator of the human intestinal microbial
ecosystem) Ot homérséklet és pH kontrollalt edény sorozatabodl all, melyek szimulaljak a
gyomrot, a vékonybelet, ¢s a kiilonb6z6 vastagbél szakaszokat. A proximalis vastagbélben
végbemend fermentacio egy még pontosabb in vitro modellje a TIM — 2 modell (TNO-
intestinal model-2) (Minekus és mtsai., 1999; Venema és mtsai., 2003). Ez a rendszer beliil
flexibilis falu liveg edények sorozatabdl all. Az liveg és a flexibilis fal kdzé pumpalt vizzel
tudjak szimulalni a perisztaltikat és a hdmérsékletszabalyozast, mely szamitogép kontrollalt
folyamat. Az edények ezen kiviil fel vannak szerelve egy dializis membrannal a lumenben,

mellyel szimulalni kivanjak a viz és a rovid szénlancu zsirsavak abszorpcigjat.

1.3 DNS mennyiségi meghatarozasa PCR segitségével

A polimeraz lancreakci6 (PCR) nukleinsav szekvencidk sokszorozasara alkalmas in vitro
eljaras, amelynek segitségével kis mennyiségli DNS is kimutathat6. A PCR analizis soran, az
intakt allapoti DNS szalakat hékezeléssel denaturaljak (95°C koriili hdmérsékleten), ekkor
azok kett6s spiralszerkezete felbomlik és egyszaluva valik. A kezdeti denaturalas utan a DNS-
t harom 1épésbdl (denaturalas, annealing, elongacid) allo ciklusban sokszorozzak. A ciklus
30-40-szer ismétlodik, melynek sordan detektdlhatdé mennyiségi DNS képzddik igen kis
kopiaszamu kiindulasi nukleinsav mennyiség esetében is. A denaturdlds soran a DNS két
szala elvalik egymastol, majd az ezt kovetd hités soran oligonukleotid primerek
kapcsolodnak az egyszala DNS-hez. Ezen 1épés altalaban 45-65 °C-on torténik, melyet
elsdsorban az alkalmazott primerek olvadasi hdmérséklete (melting point, Tm) hatdroz meg.
A ciklus utolsd 1épéseként 72°C-on torténik a DNS lancok meghosszabbitasa a DNS
polimeraz enzim segitségével. Manapsag altaldban mesterségesen modositott Hot Start DNS-
polimerazokat alkalmaznak, mert hasznalatukkal lecsokkentheté az  aspecifikus

melléktermékek képzddése.



A hagyomanyos PCR sorén keletkezett DNS fragmentumok tovabbi vizsgélatahoz a terméket
agaroz (ritkabb esetben poliakrilamid) gélben futtatjadk meg és valamilyen interkalal6do
festékkel (pl. etidium-bromid, GelRed, stb.) megfestve UV fényben vizsgaljak kiilonboz6
géldokumentacios rendszerek segitségével. Ez az eljaras azonban nem alkalmas a DNS pontos
mennyiségi meghatarozasara még akkor sem, ha a hagyomanyos gélelektroforézis helyett az
érzékenyebb kapillaris elektroforézist alkalmazzak. Erre a kvantitativ Real-Time PCR (qPCR)
technika alkalmas, melynek soran a képzddd terméket nem a PCR reakci6 végén, hanem
folyamatosan, valos idoben miiszeresen detektaljak interkaldlodo fluoreszcens festék (pl.
SYBR Green, Eva Green) vagy specifikus proba (TagMan, Molecular Beacon, stb.)
segitségével. Az altalunk is alkalmazott interkalalédd fluoreszcens festékkel torténd
detektalas alapelvét az 1. abra mutatja. A SYBR Green I interkalalodé molekula, amely a
dupla szalu DNS-hez (dsDNS) kotédik az amplifikalo elegyben, melynek fluoreszcencidja kb.
2000-szer magasabb kettds szalii DNS-hez kototten, mint szabadon. A qPCR soréan a festék
fluoreszcencidjanak detekcioja minden ciklusban a lanchosszabbitasi 1€pés végén torténik és a
fluoreszcens jel nagysdga a PCR folyaméan keletkezd dsDNS mennyiségével aranyosan

novekszik. Rendkiviill szoros az Osszefliggés a kiinduldsi DNS koncentracio és a
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fluoreszcens jel er6sddése a detekcids hatar alatt van. A termék mennyisége (a kiindulasi
DNS koncentracié fliggvényében) altalaban a 10-30. ciklus kozt mar detektalhatéban az
exponencialis szakaszba 1ép, majd a reakcidkomponensek kimeriilésével a reakcid
platofazisba keriil (30-40. ciklus).

A fluoreszcens jel detektalasi kiiszobértéke (CT: Threshold Cycle) attdl fiigg, hogy mekkora
volt a reakcioelegy kezdeti DNS koncentracidja, vagyis minél tobb templat DNS van jelen,
annal kevesebb ciklus sziikséges a detektalasi limitet jelentd ciklusszdm eléréséhez. A CT
forditottan ardnyos a mintdban 1évé DNS kopiaszamanak logaritmusaval. A mennyiségi
meghatarozas 1ényege, hogy a PCR-ciklusok szdma és az amplifikédcié sordn keletkez6 DNS

szekvenciak kopiaszama kozott linedris 6sszefiiggés van.

1.4 DNS alapu baktérium sejtszam meghatarozas gPCR alkalmazasaval

Mivel a qPCR technika segitségével meghatarozhat6 a vizsgalanddé mintdk kiinduldsi DNS
koncentracidja régota alkalmazzdk kiilonbozé mintdk baktérium (és egyéb mikroba)
szamanak meghatarozéasara. Ezek sokszor klinikai eredetiick, ebben az esetben altalaban a
kiilonbozé patogének jelenlétének specifikus primerekkel torténd kimutatdsa és pontos
mennyiségi meghatarozasa a cél (Murphy és mtsai., 2013). Tobbek kozt Helicobacter pylori
esetében is megallapitottak (He és mtsai., 2002), hogy a szamos mennyiségi ¢s mindségi
kimutatasi modszer koziil a qPCR az egyik legmegfeleldbb, mellyel a mintankénti 103-10°
baktérium mennyisége pontosan meghatarozhatod (ureC génhez tervezett specifikus primerek
segitségével). Az egyedi génekhez tervezett primerek mellett széles korben alkalmazzak
baktériumok esetében a 16S rRNS génjéhez tervezett primereket is (Fujita és mtsai., 2002;
Rintilla és mtsai., 2004; Matsuki és mtsai., 2002). A baktériumok kimutatasa mellett a qPCR
technikat széles korben alkalmazzék tobbek kozt patogén gombak kimutatasara is (Horvath és
mtsai., 2013).

Korabban az emésztérendszer baktérium Osszetételét elsOsorban szelektiv taptalajon torténd
tenyésztéssel hataroztdk meg (Simon és Gorbach, 1984). Bar egyre tobb szelektiv taptalaj
kaphato, az emberi bélfléra mindossze 10-40%-a tenyészthetd ki ilyen mddon (Langendijk és
mtsai., 1995; McFarlene és Gibson, 1994; Wilson és Blitchington, 1996). Manapsag az
emésztOrendszerben jelenlévd baktériumok mennyiségi és mindségi meghatarozasara is a
gPCR technikat alkalmazzak a legtobb esetben. A technika alkalmas kiilonb6z6 patogének
sz€kletbol torténd kimutatasara (Fukushima és mtsai., 2003; Song és mtsai., 2004; Belanger
¢s mtsai., 2003; Mafu és mtsai., 2009; Rinttila ¢s mtsai., 2011), de akar a bendd baktérium

Osszetételének taplalkozas fiiggd valtozasainak nyomon kovetésére is (Tajima és mtsai.,
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2001). A patogén mikrobdk jelenléte mellett a vastagbél komplex mikroba Gsszetételének
vizsgalatahoz is altaldban a 16S rDNS alapt specifikus primereket alkalmaznak (Rintilla és
mtsai., 2004; Matsuki €s mtsai., 2002; Ott és mtsai., 2004) mivel ez a legmegfelel6bb marker
taxonodmiai és filogenetikai vizsgalatokra. Ezen kisérletek célja a legtobb esetben a kiilonb6zo
kiils6 ¢és bels0 hatasok (pl. antibiotikum kezelés, taplalkozasban torténd valtozasok,
betegségek, stb.) normal bélflorara gyakorolt hatasanak vizsgalata.

Ezen ismeretek tiikkrében valasztottuk ki az in vitro vastagbél modell hattagi
mikrobakozosségének valtozasanak nyomon kovetésére a qPCR technikat 16S rDNS alapu

fajspecifikus primerek alkalmazasaval.



2. Célkitizések

Munkank kezdetekor azt a célt fogalmaztuk meg, hogy az in vitro vastagbél modellben
alkalmazott hat baktérium (Clostridium perfringens, Bacteroides fragilis, Bifidobacterium
longum subsp. infantis, Lactobacillus casei, Escherichia coli és Enterococcus faecium)
kimutatasdra és pontos mennyiségi meghatarozasara létrehozzunk egy olyan molekularis
biologiai moddszert, mely specifikusabb ¢és gyorsabb eredményt ad, mint a szelektiv

taptalajokon torténd tenyésztés. Ennek megvalositasa érdekében az alabbi célokat tliztiik ki:

- A hat baktérium elkiilonitésére alkalmas 16S rDNS alapi specifikus primerek
tervezése és a PCR reakcid koriilményeinek optimalizalasa.

- Olyan DNS izolalé modszer kidolgozasa, mely a kiilonb6zd baktériumokbol (Gram
pozitiv és negativ, tiszta és kevert tenyészetek) azonos hatékonysaggal képes a
nukleinsav kivonasara fliggetleniil a tenyészetek mikroba koncentraciojatol.

- A ¢PCR optimalizdlasa ¢s a mennyiségi meghatarozas kidolgozasa specifikus

primerek segitségével mind a hat baktérium esetében.



3. Anyagok és médszerek

3.1 A kisérlet soran alkalmazott mikroorganizmusok
A bél mikrobiota modellezése soran alkalmazott baktérium torzseket az 1. tablazat mutatja.

A baktérium transzformacio soran Escherichia coli XL1-Blue torzset alkalmaztunk.

baktérium torzsek szelektiv taptalaj
Bacteroides fragilis ATCC 25285 Bile Esculin Agar (BEA)
Bifidobacterium longum DSM 20088 Bifidobacterium Agar* (BIF)
Clostridium perfrigens ATCC 13124 Tryptose Suplhite Cycloserine Agar (TSC)
Enterococcus faecium NCAIM B.01181 Compass Enterococcus Agar (CEA)
Escherichia coli ATCC 25922 ChromoBio Coliform
Lactobacillus casei DSM 20011 de Man, Rogosa and Sharpe agar (MRS)

1. tablazat: Az in vitro emésztési modellben alkalmazott torzsek és a tenyésztésiikhoz felhasznalt
szelektiv taptalajok. *: pontos Osszetétel 3.2 fejezetben. A baktériumokat a kdvetkezd
torzsgytijteményekbodl szereztik be: DSM: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen, Braunschweig, Németorszag; ATCC: American Type Culture Collection, Manassas,
Virginia; NCAIM: National Collection of Agricultural and Industrial Microorganisms, Budapest,
Magyarorszag.

3.2 Felhasznalt taptalajok és tapoldatok

A bél mikrobiota modellezése soran felhasznalt baktérium torzsek fenntartdsdhoz illetve
elkiilonitéséhez alkalmazott szelektiv taptalajokat az 1. tablazat mutatja be.

Bifidobacterium Agar dsszetétele 1 literre: 5 g kazein, 3 g pepton, 5 g kazein hidrolizatum, 3
g élesztbkivonat, 0,1 g NaCl, 1,6 g K;HPOy, 0,7 g KH,PO,, 0,4 g NaHCO3, 0,02 g MgSQO,, 1
ml Tween 80, 0,5 g cisztein-HCl, 7,5 g raffinoz, 0,2 g N-Acetyl-D-Glucoseamine, 3 g Na-
propionat, 2 g LiCl, 0,01 g riboflavin, 0,01 g folsav, 15 g agar.

Az E. coli tenyésztésére LB taptalajt/tapoldatot alkalmaztunk (10 g/l tripton, 10 g/l NaCl, 5 g/l
¢élesztokivonat, 20 g/l bakteriologiai agar - taptalajként)

A bél mikrobiota fermentoros tenyészetéhez anaerob alap tapoldatot alkalmaztunk (1 literre: 2
g pepton, 2 g élesztékivonat, 0,1 g NaCl, 0,04 g K,HPQOy, 0,04 g KH,PO,4, 0,01 g CaCl,*6H,0,
0,01 g MgSQO,47H,0, 2 g NaHCOg3, 2 ml Tween 80, 0,05 g hemin, 10 pl vitamin Ky, 0,5 g
cisztein-HCI, 0,5 g epe sok, 10 g gliik6z).
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3.3 Felhasznalt enzimek, oldatok, pufferek, primerek és kitek
3.3.1 A DNS izoldlashoz hasznalt nukleinsav izoldlo kitek

A DNS izolalashoz harom kiilonb6z6 gyartotdl szarmazod kitet alkalmaztunk: GenElute
Bacterial Genomic DNA Kit (Sigma), Bacterial DNA Kit (VWR) és QIAamp DNA Mini Kit

(Qiagen).

3.3.2 A DNS izolaldashoz hasznalt egyéb vegyszerek, oldatok és anyagok

TE puffer: 10 mM Tris (pH 8), 1 mM EDTA.

Fenol oldat: PCI: fenol-kloroform-izoamilalkohol (25:24:1)

Kloroform oldat: CI: kloroform-izoamilalkohol (24:1)

3 M Na-acetat oldat

Etanol (96%)

RNaz A: 10 mg/ml oldat (Thermo Scientific)

Lizozim (Sigma): 50 mg/ml oldat 20 mM Tris (pH 8), 2 mM EDTA és 1,2% Triton
tartalmt pufferben oldva.

Proteinaz-K (AppliChem): 20 mg/ml, desztillalt vizben oldva.

iiveggyongyok: 212-300 um mérettartomanyban (Sigma).

3.3.3 Az agaroz gélelektroforézishez hasznalt anyagok

TBE puffer: 1 I-hez, 10,8 g Tris (pH 8); 5,5 g borsav; 0,75 g EDTA

Agaroz gél: 1%-os agaroz (SeaKem LE, Lonza) TBE pufferben

GelRed nucleic acid stain: 10000x desztillalt vizben oldva (Biotium)

Loading oldat: 40 % szacharoz; 0,25 M bromfenolkék, 0,2 M EDTA; pH 8

DNS molekulasuly markerek: BenchTop 100bp DNA Ladder (Pomega), FastRuler
Middle Range DNA Ladder (Thermo Scientific)

3.3.4 A PCR és qPCR sordn alkalmazott enzimek és egyéb anyagok

Nukleotidok: 10 mM dATP, dGTP, dCTP, dTTP (Sigma)

Taq polimeraz: DreamTaq Green DNS polimeraz és a gyartd altal forgalmazott
puffer (Thermo Scientific)

qPCR polimerazok: ImmoMix (Bioline), Luminaris Color HiGreen g°PCR Master
Mix (Thermo Scientific).

Eva Green: 20x desztillalt vizben oldva (Biotium)
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3.3.5 Az in vitro emésztési modellben alkalmazott emésztonedvek

Az in vitro emésztési modell kiinduldsi alapjaul Oomen és mtsai. (2003) altal kifejlesztett
majd Versantvoort és mtsai. (2005) altal modositott technikat hasznaltuk fel. A szerves és
szervetlen komponenseket tartalmazo oldatokat 2. tablazat alapjan készitjik el. Mindkét
(szerves és szervetlen) oldatot 500-500 ml-re egészitjiik ki desztillalt vizzel, majd 6sszedntjiik

¢s hozzdadjuk a tovabbi komponenseket. Sziikség esetén a pH allitdsat utdlag elvégezziik

(HCI/NaOH).

nyal gyomornedv duodénum nedv epevaladék
10 ml KCI 15,7 ml NaCl 40 ml NaCl 30 ml NaCl
(89,6 g/l) (1753 g/l) (175,3 g/l) (175,3 g/l)
10 ml KSCN 3,0 ml NaH,PO, 40 ml NaHCO3; 68,3 ml NaHCO;
(20 g/l) (88,8 g/l) (84,7 g/l) (84,7 g/l)
szervetlen o= I Nar,po, [ 9.2 mi KCi 10 ml KH,PO, 42 ml KC
10 ml Na,SO, 18 ml CaClx2H,0 | 6,3 mI KCI 150 pl HCI (37%)
(500 ml-re) | (57 g/1) (22,2 gll) (89,6 g/l)
1,7 ml NaCl 10 ml NH,CI 10 ml MgCl,
(175,3 g/l) (30,6 g/l) (5 gll)
20 ml NaHCO; 6,5 ml HCI 180 ul HCI (37%)
(84,7 g/l) (37%)
sSzZerves 8 mlurea (25 g/l) | 10 ml gliikuronsav 4 ml urea (25 g/l) 10 ml urea (25 g/l)
@ gll)
komponensek 3,4 ml urea (25 g/1)
10 ml glikdzamin
(500 ml-re) hidroklorid (33 g/)
290 mg 1gBSA 9 ml CaCl,x2H,0 | 10 ml CaCl,x2H,0
R alfa-amilaz (22,2 g/l) (22,2 g/l)
kiegeszitdk [ 15 mg hugysav 1,25 g pepszin 1gBSA 1,89 BSA
25 mg mucin 3 g mucin 4,5 g pankreatin 30 g epe sok
0,75 g lipaz
végso pH 6,8+0,2 1,30+0,02 8,1+0,2 8,2+0,2

2. tablazat: Az in vitro emésztési modellben alkalmazott emésztonedvek Osszetétele. Az
Osszes felhasznalt vegyszert €s enzimet a Sigma-tol vasaroltuk.

3.3.6 A PCR termékek tisztitasahoz a kovetkezd kiteket alkalmaztuk
A PCR termékek kozvetlen tisztitaisdhoz a GeneJET PCR Purification Kitet (Thermo

Scientific), mig a fragmentumok agar6z gélbdl torténd visszaizoldldsdhoz a GeneJET Gel

Extraction Kitet (Thermo Scientific) alkalmaztuk.
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3.3.7 A PCR reakcio soran alkalmazott primerek

Az alkalmazott primereket a 3. tablazat foglalja 6ssze. A primerekb6l 100 uM torzsoldatot

készitettiink desztillalt vizben, majd a felhasznalashoz ezt tovabb higitottuk 5 pM-ra.

Primer
specifitasa

Primer
neve

Szekvencia

Forras

Az eloszor alkalmazott fajspecifikus primerek:

Bifidobacterium Bif164 5’ -GGTGGTAATGCCGGATG-3" Mayer és mtsai.
altalanos primer Bif662 5’ -CCACCGTTACACCGGGAA-3’ (2007)
Enterococcus 16S 5’ -GCTGGATCACCTCCTTTC-3’ Aymerich és
faecium primer Ef 5’ -CACACAATCGTAACATCCTA-3' mtsai. (2003)
Escherichia coli ECO1 5’ -GACCTCGGTTTAGTTCACAGA-3’ | Rekha és mtsai.
primer ECO 2 5’ -CACACGCTGACGCTGACCA-3’ (2006)
Lactobacillus casel 5’ -TGCACTGAGATTCGACTTAA-3' Ward és
casei Y2 5’ ~CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3" | Timmins (1999)

A 16S rDNS szekvenalasahoz alkalmazott primerek:

elejzée’é ‘NS | 23sBif | s’-Taccancecarceaccar-3- mind sajét
. 23S Ent 5’ ~GTGCCAAGGCATCCACCGTG-3" tervezés
reverse primerek

e coli 5’ -GTCTCAAGAGTGAACACG-3'
liitZ?gI;Ir?ﬂiOsm entero 5/ -GTGTAGGGCGTCTTGATTC-3" o
részre tervezett Igc_to 5’ -GCGAAGTCAATTCGCTAG-3" mind sa;at
forward bifido 5’ -TGAGGGCGTCCTTCCTTAAG-3’ tervezés

. K clost 5’ -AAGTCGCTTGAGGGCGAC-3"

primere bacter 5’ -TCGACATCCTGAACAGAGC-3"
16S belso 336 frw 5’ -ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3' mind sajat
primerek 1511 rev 5’ -ACGGTTACCTTGTTACGAC-3’ tervezes

Irodalmi adatok

és az altalun

k szekvenaltatott 16S rDNS alapjan tervezett primerek:

Escherichia coli frw 5’ -GTTAATACCTTTGCTCATTGA-3’ Malinen és
16S RNS rev 5/ -CTTGCCAGTATCAGATGCAGT-3’ | mitsai. (2003)"
En?;;%ci:gﬁqcus frw 5’ -TATTGTTAGTTGCCATCATTC-3’ | Rinttila és mtsai
165 RNS rev 5/ ~CTTCGCAACTCGTTGTACTTC-3’ (2004)?
Lact((:););(;illus frw 5’ -AGCAGTAGGGAATCTTCCA-3’ Rinttila és mtsai
165 RNS rev 5’ -CACCGCTACACATGGAG-3’ (2004)
B'f'ﬂgazit;”um frw2 5’ -TGATCGCATGGTCTTCTG-3’ mind sajat
165 RNS rev2 5’ -GTAAACTCACTCTCGCTTG-3’ tervezés
cﬂ;ﬁﬁgﬁ? frw2 5’ -TAATGACGGTACCCAAGGAG-3' Ma_tsuki és .
165 RNS rev2 5’ -GAGTTTTAATCTTGCGAC-3’ mtsai. (2002)
Biigﬁ:ges frw2 5’ ~-CGATAGCATAATGATTC-3’ Matsuki és
165 RNS rev2 5/ -CAGTATCAGCTGCAATTTTA-3’ | mtsai. (2002)°

3. tablazat: Az alkalmazott primerek szekvencia adatai. ': rev primer sajat tervezés, *: mindkét primer
részben médositott, *: frw primer sajat tervezés.

13




3.3.8 A kompetens sejt készitéshez és transzformdlashoz alkalmazott kitek

Az E. coli XL1-Blue t6rzsébo6l kompetens sejteket a Mix & Go E. coli Transfromation Kit &

Buffer Set (Zymo Research) segitségével készitettiik el. A kompetens sejtek transzformalasat

a CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Scientific) alkalmazasaval hajtottuk végre.

3.3.9 4 plazmid izolalas (minilizatum készités) oldatai (Kovalenko és mtsai,. 1994):
— Lysis puffer 5 ml-re: 3,33ml 30 % gliik6z; 0,5 ml 1 M Tris (pH 8); 0,5 ml 200 mM

EDTA; 0,67 ml viz; kiegészitve 2 mg/ml lizozimmel
— SDS oldat 10ml-re: 8,8 ml viz; 1 ml 10 % SDS; 0,2 ml 10 M NaOH

— High salt oldat: 3 M Na-acetat, ecetsavval pH 4,5-re allitva

3.3.10 Egyéb vegyszerek

— pH allitashoz kiilonb6z6 toménységii NaOH és HCI oldatok.

— higit6 oldat — baktérium higitasi sorok készitéséhez: 8,5 g/l NaCl, 1 g/l tripton.

3.4 Alkalmazott médszerek

3.4.1 A kémiai emésztés in vitro modellezése

Az emésztonedveket mesterségesen készitettiik
el a kisérletek kezdetekor a 3.3.5 pontban leirtak
szerint. Az emésztési folyamat 37 °C-on,
folyamatos kevertetés mellett hajtottuk végre. Az
emésztés folyamatat az 2. abra mutatja be.

4,5 g mintdhoz (ami lehet mesterséges
szubsztratkeverék vagy ,valdédi” élelmiszer
minta esetleg egyéb vizsgdlanddé anyag) 6 ml
nyalat adunk és Ot percig magneses keverdvel
kevertetjiik, majd 12 ml gyomornedvet adunk
hozza. Ellendrizziik a minta pH értékét ¢s
homérsékletét majd bedllitjuk a megfeleld
paramétereket és két oraig kevertetjik. Az

inkubacios 1d6 lejartaval 12 ml vékonybél

Emésztendd Modell szubsztratkeverek
anyag:45¢g (vizoldékony kemeényito, kazein,
@ napraforgé olaj 1:1:1 aranyban)
Szaj: Az emésztés kezdete:
pH 6,8; 5 perc 6 ml nyél hozzaaddsa
Gyomor: +12 ml gyomornedv
pH:2-3; 2 6ra
Vékonybél: +12 ml duodénum nedv,

pH: 6,5-7,0; 2 éra

+6 ml epe, +2 ml NaHCO,.

4

Vastagbél modell:
pH: 6,4; 3 nap

6 baktériumot tartalmazo
bélmikrobiota

2. abra: Az in vitro emésztési modell
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nedvet, 6 ml epevaladékot és 2 ml NaHCO3 oldatot adunk hozza. Ismét ellendrizziik ¢és
sziikség esetén beallitottuk a minta pH értékét €s homérsékletét, majd tovabbi két oran
keresztiil kevertetjiik.

Az emésztett mintat vagy analitikai (emésztés hatékonysaganak jellemzése) vagy
mikrobiologiai modszerekkel (emésztett anyagok hatdsa az in vitro vastagbél modellre)

vizsgaltuk tovabb.

3.4.2 Az in vitro bél mikrobiota modell felépitése

A mikrobiota modellt Rodes és mtsai. (2011) alapjan allitottuk 6ssze. A mikrobdk anaerob
tenyésztését 600 ml térfogatban Sartorius Biostat A+ fermentorral végeztiik el anaerob alap
tapoldatot alkalmazva. Naponta a tenyészetbol eltavolitottunk 200 ml-t, majd a kiilonb6z6
vizsgalanddé anyagok torzsoldatdbol vagy a megemésztett tapanyagbol 200 ml-t a
fermentorhoz adagoltuk. A tenyésztés egyéb paramétereit folyamatosan kontrolaltuk (pH 6,4;
20 rpm kevertetés; 37 °C; 3. abra). A 96 oras tenyésztés soran a kezdeti idopontban, illetve
24, 48, 72 és 96 oranként mintat vettliink csiraszam meghatarozéasa céljabol, melyet szelektiv
agar lemezeken vald tenyésztéssel kovettiik nyomon. Az egyes baktériumok tenyésztéséhez
hasznalt szelektiv taptalajokat az 1. tablazat mutatja be. A baktériumok fenntartasat az egyes
torzseknek megfelelé optimalis koriilmények kozt végeztiik el, de a keverék tenyészeteket
mindig anaerob koriilmények kozt 37 °C-on tenyésztettiik 1-3 napig (baktériumoktol

fliggben).

pH kontroll: 6.4

i— Kevertetés:

20 rpm

_—== mintavétel:
200 ml/nap

tapoldat
turbiditas | | SP29at || 3 M HCI

200ml 1M NaO

mero
naponta

SZamitogép fermentor

3. abra: A fermentaci6 folyamatanak sematikus abrazolasa.
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3.4.3 Genomi DNS izoldldasa baktériumokbol

Munkdénk soran harom kiilonb6z6 baktérium genomi DNS izolald Kitet [GenElute Bacterial
Genomic DNA Kit (Sigma), Bacterial DNA Kit (VWR) és QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen)]
is alkalmaztunk a gyartok altal ajanlott protokoll szerint, illetve hagyomdnyos fenolos
extrakcioval torténd izolalast is kiprobaltuk. Végiil az alabbi (els6sorban a QIAamp DNA
Mini Kit oldatain alapuld) kombinalt médszert alkalmaztuk mind a hat baktérium esetében:

A baktérium sejteket 10 percen keresztiil 5000 rpm-en centrifugéléssal iilepitettiik, majd a
feliiluszot eltavolitottuk. A baktérium pellethez 180 pl 50 mg/ml lizozim tartalmu oldatot
adtunk és homogenizaltuk, majd 1 6ran keresztiil 37 °C fokon inkubaltuk. Ezutan 200 ul AL
puffert és 20 ul proteinadz K-t adtunk a sejtekhez és alaposan Osszekevertiik (vortex) majd 30
percen keresztiil 56 °C-on, majd 15 percen keresztiil 95 °C-on inkubaltuk. A szuszpenziého6z
25-50 mg-nyi tliveggyongyot adtunk és Tissue Lyser LT (Qiagen) homogenizalod késziilék
segitségével 5 percen keresztiil 50 Hz-n razattuk. A mintdkhoz 10 pul RN-4z A oldatot adtunk
¢s tovabbi 5 percen keresztiil szobahOmérsékleten inkubaltuk. A feltart mintadk tovabbi
tisztitasat a QIAamp DNA Mini Kit protokollja szerint végeztiik el. Az eluciot 2x150 ul AE

crer

rel végeztiik el és a mintékat -20 °C taroltuk.

3.4.4 A PCR reakcio koriilményei

A PCR reakcidkat T100 Thermal Cycler (Biometra) berendezés alkalmazasaval végeztiik el.
Gradiens PCR segitségével meghataroztuk az altalunk alkalmazott fajspecifikus primerek
optimalis tapadasi hdmérsékletét. A legalacsonyabb homérséklet 50 °C volt, a legmagasabb
pedig 70 °C. A program a kovetkezé hémérsékleteket allitotta be automatikusan (50,0; 51,4
53,8; 57,5; 62,0; 65,9; 68,5; 70,0 °C). A kés6bbiekben a PCR reakciot a primerek optimalis

tapadasi homérsékletén végeztiik el minden esetben.

A reakcidt az alabbiak szerint mértiik 0ssze (25 ul végtérfogatra):
2,5 ul 10x DreamTaq puffer
1-1 pl forward és reverz primer (5 pM)
0,5 ul ANTP mix (10 mM)
0,2 ul DreamTaq polimeraz enzim (5 U/pul)
17.8 ul bidesztillalt viz
Osszesen: 23 ul + 2 ul DNS templat
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A PCR program:

Elédenaturalas: 95 °C, 3 perc

Denaturalas: 95 °C, 30 masodperc

Annealing: 50 — 70 °C, 30 masodperc ¢ 35 x ismétlés
Elongécio: 72 °C, 30 masodperc

Végso elongacio: 72 °C, 5 perc

3.4.5 A qPCR reakcio koriilményei
A Real-Time PCR kisérleteket egy Corbett RotorGene 6000 tipusu késziilékkel végeztiik el. A
qPCR 0Osszedllitdsa sordn a tobbféle enzimet tartalmazo mixet is kiprobaltunk.

Egy-egy reakciot az alabbiak szerint mértiink dssze (20 pl-re):

Immomix™ esetén: Luminaris Color HiGreen qPCR Master Mix esetén:
2x Immomix: 10 pl 2x Luminaris Color Master Mix: 10 pl

EvaGreen: 1 ul forward primer: 1 ul

forward primer: 1 ul reverz primer: 1 ul

reverz primer: 1 ul bidesztillalt viz: 6 ul

bidesztillalt viz: 5ul Osszesen: 18 ul + 2 pl DNS

Osszesen: 18 ul +2ul DNS

A qPCR program altalaban 40-50 ciklusbol allt az alabbiak szerint:

Eldkezelés™: 50 °C, 2 perc
Elddenaturalas: 95 °C, 10 perc
Denaturalas: 95 °C, 15 masodperc
Annealing: 52 °C**, 30 masodperc
Elongacio: 72 °C, 30 masodperc

*: El6kezelést csak Luminaris Color HiGreen qPCR Master Mix esetében alkalmaztunk. **:

52 °C vagy az egyes primereknek megfeleld tapadasi hdmérséklet.

3.4.6 A PCR termékek elvilasztasa agaroz gélelektroforézissel

A keletkezett PCR termékek elvalasztashoz agardz gélelektorforézist alkalmaztunk. 1%-0s 15
cm x 15 cm-es vagy 15 cm x 10 cm-es agardz gélen valasztottuk el a fragmentumokat. A
géleket 1x-es TBE pufferben futattuk 70 mV, 90 mA-en kb. 1 6ran keresztiil Cleaver

Scientific futtatokadat alkalmazva. Az agar6z gélhez a készités soran hozzaadtunk GelRed
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festéket, ami a fragmentumokat lathatova tette. A PCR termékekbdl altalaban 10 pl-t, a

markerbdl pedig 3 pl-t vittiink fel. A géleket BioDocAnalyze (Biometra) késziilék BioDoc

Analyse 2.1 géldokumentalo- és kiértékeld szoftverének segitségével elemeztiik.

3.4.7 A PCR termék tisztitisa
A PCR termékek kozvetlen tisztitasahoz a GeneJET PCR Purification Kit-et (Thermo

Scientific), mig a fragmentumok agar6z gélbdl torténd visszaizoldlasahoz a GeneJET Gel

Extraction Kitet alkalmaztuk (Thermo Scientific). Az eljarast a gyartod altal meghatarozott

protokoll szerint végeztiik el.

3.4.8 A PCR termékek klonozdsa, baktérium transzformdcio és plazmid izoldlds

A PCR termékek ligalasat és transzformalast a CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo

Scientific) alkalmazasaval hajtottuk végre. A Kitben talalhato pJET1.2/blunt vektor térképét a

4. abra mutatja be.

Ly
|

Lioia

Ala

AAG
TTC
Lau

CAT TAT GCT GAG TGA TAT CCC TCT

Tyr yro Sar Giu Sar Tyr Pro  Sar Arg Gly Gy Ser  Arg

Bingl

ATA TCT TTC TAG AAG ATG TCC TAC AAT ATT

TAT AGA AAG ATC TTC

Tyr Arg Glu Leu Lau Asp Gy Val le  Asm  Glu Ala Ala

Ser  Phe

Gln

422
CTC AGC TGC CAT GGA AAA TCG ATG TTC TTC
TAG AGG ATG TTA TAA GAG TCG ACG GTA CCT TTT AGC TAC AAG AAG

Arg Giu Gl

Leu

His

lys Glo

pJETA .2 reverse sequencing primer, 24-mer

103 bl Enzymes which cut pJET1.2 DNA once:
Drdl 1204 20E0
120 624
284 * 343
Begl 281 Byl 7 a79
2474 Eﬂﬁf' 1288 ?gl
4 | 25 goZ
243 B 2040 722
624 2102 * 408
2362 58 NmaAll 2118
BbwCl, 7 17 * 328
233 BsaX| 955 2215
2215 - M7 2580
Nmealll 2118 739 Btgl* 408 1408
2109 218 Pspi* 351
2075 761 1513 .
2080 2075 238/.
NE? 2474 4:41"4
Bl 2040 ag2 > 1430 2473
1990 408 Faul 951
Faul 951 2082 2473
Bsald 955 oo Tm
Drdl 1204 a9 . 20 522
Boeal 1588 723 *_MCS
1513 1406 109
Multiple Cloning Site
pJET 2 fiorward sequencing primer, 23-mer
T7 promaoter T7 transcription start 328 PspXl
’ GGC GTA ATA CGA CTC ACT ATA'GGG AGA GCG GCC GOC AGA TCT TCC GGA TGG CTC GAG TTT TTC AGC

CGC CGG CGG TCT AGA AGG CCT ACC GAG CTC AAA AAG TCG
Sar Pro

Ala
T - 3r
A - 5T

4. abra: A pJET1.2/blunt vektor térképe. Forras: http://www.thermoscientificbio.com
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Mivel az altalunk alkalmazott DreamTaq polimerdaz 3°-dA talnyaldé véget general a PCR
termékekre és a vektorba csak tompa végi (blunt end) fragmentumok ligalhatok, ezért
szlikség volt a PCR termékek talnyuld végének leemésztésére, melyet a Kitben talalhato DNA
Blunting Enzyme segitségével végeztiink el. A ligalas és a transzformalas tobbi 1épését a
gyartd utasitasai szerint végeztilk el. A kompetens sejteket E. coli XL1-Blue torzsébdl
készitettik el a Mix & Go E. coli Transfromation Kit & Buffer Set (Zymo Research)
protokolljat kdvetve. Az alkalmazott vektor jellegzetessége, hogy egy letalis gént tartalmaz,
mely nem fejti ki hatdsat, ha a ligalas soran a PCR termék sikeresen beépiil a vektorba, ezért
transzformdns telepek meghatarozasara altalaban hasznalt kék/fehér szelekcido nem sziikséges
ezen vektor alkalmazasa esetében. A 100 pg/ml ampicillin tartalma LB taptalajokon csupan a
ténylegesen transzformans telepek képesek novekedni.

A baktérium sejtekbdl alkalikus lizis mddszerrel tisztitottuk a plazmidokat (Kovalenko és
mtsai. 1994) és a késObbiekben a plazmid szekvenaltatasihoz a pJET1.2 frw/rev primereket
alkalmaztuk.

3.4.9 Szekvencia elemzése, osszehasonlitiasa

A tisztitott DNS mintdk mennyiségét Nanodrop alkalmazasaval ellendriztiik, majd
megszekvenaltattuk (Eurofins Genomics, Ebersberg, Németorszag). A nyers szekvencia
adatok elemzését a Chromas programmal végeztik el, ezutdn a szekvencidkat az NCBI
(National Center for Biotechnology Information) adatbazisaban azonositottuk a BLAST
(Altschul és mtsai., 1990) keres6 algoritmussal. A 16S rDNS szekvenciak sszehasonlitasat

ClustalW programmal (Larkin és mtsai., 2007) végeztiik el.
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4, Eredmények és értékelésiik

4.1 A vastaghél mikrobiota modellezése soran alkalmazott baktériumok telepszam
valtozasanak nyomon kovetése szelektiv taptalajon

Munkank soran a kiilonboz6 élelmiszer komponensek illetve adalékanyagok (pl.
prebiotikumok) a vastagbélben 1évé mikrobakra gyakorolt hatasat tanulmanyoztuk, kiilonos
tekintettel a jotékony hatdsu, probiotikus torzsekre. Az egyes hatdanyagokat emésztetleniil
vagy a korabban emlitett in vitro emésztési modellel megemésztve adtuk a vastagbél
mikrobiotat modellez6 rendszeriinkhoz (az alkalmazott hat baktériumot az 1. tablazat mutatja
be). Kisérleteink soran tobbek kozt azt vizsgaltuk, hogy ezek a hatdanyagok milyen
mértékben befolyasoljak a baktériumok szaporodasat. A  baktériumok telepszam
meghatarozasat az egyes mikroorganizmusnak megfeleld szelektiv taptalajon végeztiik el.
Korabbi tapasztalataink alapjan megallapitottuk, hogy a fermentacié soran a baktériumok
csiraszama kb. 10% és 10° CFU/ml kozt valtozik (colony forming unit, telepformald egység),
ezért a fermentorbdl vett mintdkbol ennek megfelelden készitettiink tizes 1éptékii higitasi
sorokat 1 ml mintdhoz 9 ml steril higité folyadékot adva. A késébbi qPCR kalibracids és DNS
izolalasi kontrol kisérleteknél a baktériumok tiszta tenyészetét is ennek megfelelden

higitottuk.

Lactobacillus Enterococcus

casel Jaecium

5. abra: Két baktérium higitasi soranak foltban oltasa szelektiv taptalajokra (25 pl tenyészet/folt).
Balra Lactobacillus casei higitasi soranak foltban oltasa MRS taptalajon. Jobbra Enterococcus faecium
higitasi soranak foltban oltasa CEA taptalajon.

A szélesztést kétféleképp végeztiik el: kevés minta vizsgalata esetében hagyomanyos modon,

100-100 pl-t szélesztettlink a petricsészékre az egyes higitasi tagokbol. Tobb minta esetében
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azonban egy perticsészére hat foltban 25 pl-t pipettaztunk a higitasi tagbol és a mintdkat nem
szélesztettilk, hanem a beszaradt folt teriiletén felndvekvd telepeket szamoltuk meg az
inkubaciot kovetéen (5. abra). Erre azért volt sziikség, mert egy fermentoros minta 6
baktérium keverékét tartalmazza, melyeket kiilon-kiilon taptalajon szélesztiink 6t mintavételi
idépontban és négy higitasi tag szélesztése esetében is ez 6x5x4, vagyis 120 petricsészét
jelent egy minta vizsgalatanal abban az esetben, ha a szélesztést csak egy sorozatban készitjiik
el. Optimalis esetben legalabb két fiiggetlen szélesztést kell késziteni és négy helyett hat
higitasi tagbol (ami 360-ra noveli a sziikséges petricsészék szdmat). A foltban oltasos
modszerrel ez a szam jelentdsen csokkenthetd (120-rol 30-ra, illetve 360-rol 60-ra).

Vizsgalataink sordn megallapitottuk, hogy szelektiv taptalajon torténd telepszam
meghatarozas nem a legoptimalisabb modszer, mivel egyes baktériumok tenyésztési ideje
harom nap, vagyis a 3-4 napos fermentacié kezdetén vett mintdkat csak a fermentacio végén
tudtuk kiértékelni és igy az esetleges id6kozbeni beavatkozas (a fermentdcié paramétereinek
modositasa vagy akar leallitasa — pl. ha egy-egy baktérium nem szaporodik megfeleléen) nem
lehetséges. A keverék tenyészetek szélesztése szintén felvetett egy ujabb problémat: a
szelektiv taptalajok alkalmazisa nem jelenti azt, hogy egy-egy petricsészén csak egyféle
baktérium képes novekedni. Ez igaz E. coli és a Bacteroides esetében, de bizonyos esetekben
akar négy baktérium is képes novekedni egy adott taptalajon (pl. BIF, 4. tablazat). Ez
azonban nem jelenti azt, hogy ezek a taptalajok nem szelektivek, hiszen telepmorfoldgia és

telepszin alapjan az egyes mikrobak jol elkiilonithetoek (6. abra)

szelektiv Bacteroides | Bifidobacterium | Clostridium | Enterococcus | Escherichia | Lactobacillus
taptalajok fragilis longum perfringens faecium coli casei
BEA + - - - - -

BIF - + - + + +
TSC - - + + + -
CEA - - - + - +

Coliform - - - - + -
MRS - - - + - +

4. tablazat: A hat baktérium novekedése a hatféle szelektiv taptalajon. A szelektiv taptalajok
roviditéseit az 1. tablazat tartalmazza. Pirossal emeltik ki a megfeleldé taptalaj-baktérium
kombinacidkat. +: van névekedés, -: nincs névekedés.
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/ - L. casei | B. fragilis
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L. casei
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6. abra: A hat baktérium novekedése a hatféle szelektiv taptalajon. A szelektiv taptalajok roviditéseit
az 1. tablazat tartalmazza. Pirossal emeltiik ki a megfelel6 taptalaj-baktérium kombinaciokat.

Az MRS ¢és CEA taptalajokon a Lactobacillus és az Enterococcus is képes novekedni, de
telepmorfologia alapjan elkiilonithetéek. A TSC taptalajon csak a Clostridium képez fekete
telepeket, mig a modositott, kazein tartalmu BIF taptalajon csak a Bifidobacterium képes
kicsapni a kazeint. Tehat az egyes baktériumok elkiilonithetéek, de keverék tenyészetek
esetében ez jelentésen megneheziti, sot bizonyos esetekben lehetetlenné teszi a pontos
telepszam meghatéarozast (pl. ha a ,,szennyez6” baktériumokbodl 2-3 nagysagrenddel tobb van,
mint abbol, amit vizsgélni szeretnénk; pl. hidba kiilonithetd el a fekete szinll telepeirdl a
Clostridium, ha n6é mellette tobb szaz/ezer fehér telep). Ezért, és a hosszu tenyésztési id6 miatt
a sz€lesztéssel torténd telepszam meghatarozas nem minden esetben alkalmas az in vitro

vastagbé¢l mikrobiota telepszam valtozéasainak pontos €s gyors nyomon kovetésére.

4.2 A 16S RNS alapi primerek tervezése és a PCR reakcié optimalizalasa

Munkédnk soran célunk volt egy olyan baktérium mennyiség meghataroz6 modszer
kifejlesztése, ami gyorsabb, specifikusabb és pontosabb a szelektiv taptalajon torténd
tenyésztésnél. A baktériumok mennyiségének nyomon kovetésére irodalmi adatok alapjan a
gPCR technikat valasztottuk, mivel szdmos esetben alkalmaztidk hasonlé célra elsdsorban 16S

rDNS szekvencidkhoz tervezett specifikus primerekkel (pl. székletmintak; Matsuki és mtsai.,

crer
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(adatbankok, tudomanyos cikkek, stb.) széles korben alkalmazzak kiilonbozé vizsgalatokra,
ezért mi is a 16S RNS alapu primerek alkalmazasat taztiik ki célul.

Els6 1épésként azonban a laboratériumunkban kordbban alkalmazott fajspecifikus primereket
teszteltiik (3. tablazat). Az altalunk alkalmazott hat baktérium koéziil négy esetében (E. coli,
Enterococcus, Lactobacillus ¢és Bifidobacterium) talaltunk gPCR-hez alkalmazhato
primerparokat, de ezek nem miikodtek megfeleléen, hiszen mindegyik primer adott terméket
mindegyik baktériummal (7. abra). Ezeket a primereket kordbban arra hasznaltuk, hogy a
nekik megfeleld baktérium torzseken bizonyos szekvencia részeket azonositsunk és nem az
volt a cél, hogy az Gsszes tobbi baktériumon ne miikddjenek, ezért nem volt meglepd az

eredmény.

7. abra: Kordbban, a laboratériumban hasznalt négy primerpar agardz gélektroforetikus képe a hat
baktérium esetében. 1= Escherichia coli, 2= Enterococcus feacium, 3= Lactobacillus casei, 4=
Bifidobacterium longum, M= BenchTop 100bp DNA Ladder (Pomega). A baktériumnevek roviditései:
E.c.: Escherichia coli, En.f.: Enterococcus feacium, L.c.: Lactobacillus casei, B.l.: Bifidobacterium
longum, C.p.: Clostridium perfringens, B.f.: Bacteroides fragilis.

Ezutan olyan irodalmi adatok alapjan terveztiink 16S rDNS alapi primereket, ahol ezt a
rendszert a bél mikrobiota mennyiségi valtozasainak, illetve Osszetételének vizsgalatara
alkalmaztak (Rinttila és mtsai., 2004; Malinen és mtsai., 2003; Matsuki és mtsai., 2002).
Néhany primer megfelelden miikodott, de bizonyos esetekben egy specifikus termék helyett
tobb aspecifikus termék keletkezett, melyet a PCR koriilményeinek optimalizalasaval
(hémérseklet gradiens PCR, MgCl, koncentracid valtoztatdsa) sem voltunk képesek

kikiiszobdlni (8. abra).
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Clostridium Bacteroides

8. abra: Irodalmi adatok alapjan tervezett Clostridium illetve Bacteroides primerparok hémérséklet
gradiens PCR-énck agaroz gélelektroforetikus képe.

A megfelelének tind primerek esetében sem volt mind eléggé fajspecifikus. Ezért ugy
dontottiink, hogy mind a hat baktériumot megszekvenaltatjuk, és a szekvencia adatok alapjan
terveziink ,,sajat” specifikus primereket. Minden baktériumban a riboszomalis RNS gének
clusterekben fordulnak eld, és minden esetben a 16S RNS-t kdveti a 23S RNS génje, ezutan
pedig az 5S RNS génje talalhato (9. abra). Ezt a felépitést kihasznalva terveztiink altalanos
primereket a 23S RNS gén elejére (reverse primer) €s fajspecifikus primereket a 16S RNS
eldtti intergénikus részekre (forward primer). Ezen primerek segitségével felamplifikaltuk a
teljes 16S RNS gént (és 3’ illetve 5” iranyban 1év4 intergénikus szakaszok egy részét). A PCR

termékeket klonoztuk vagy megfeleld tisztitas utan kozvetleniil szekvenaltattuk.

16S RNS 235 RNS 55 RNS

_|:|_

9. abra: Az rRNS gének altalanos felépitése a baktériumokban. A nyilak a 16 S RNS gén eldtti
intergénikus részekre illetve a 23S RNS gén elejére tervezett primereket jelolik.

> -«

A szekvenald cégtdl kapott nyers szekvencia adatokat Chromas programmal elemeztiik és
NCBI adatbazisaban azonositottuk a BLAST kereso algoritmussal. Bizonyos esetekben a
teljes gén végigszekvendldsdhoz belsd primereket is alkalmaznunk kellett, melyek szintén
sajat tervezéstieck és mind a hat baktériumon mikodtek (3. tablazat). Az azonositott
szekvencia részeket Osszeillesztettiik és a végsé 16S RNS gének szekvenciait az 5.

tablazatban foglaltuk 6ssze.
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Baktériumok 16S RNS gén mérete adatbanki szam*
Bacteroides fragilis ATCC 25285 1533 bp KP326374
Bifidobacterium longum DSM 20088 1537 bp KP326372
Clostridium perfrigens ATCC 13124 1518 bp KP326373
Enterococcus faecium NCAIM B.01181 1548 bp KP326370
Escherichia coli ATCC 25922 1541 bp KP326369
Lactobacillus casei DSM 20011 1574 bp KP326371

5. tablazat: Az in vitro emésztési modellben alkalmazott hat baktérium 16S RNS génjeinek adatai. *:
az NCBI honlap alapjan (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). A dolgozat készitésének idejében ezek az
adatbanki szamok még nem estek 4t a végso biralaton.

A 16S rDNS szekvencidkat ClustalW programmal hasonlitottuk Ossze a leginkabb eltérd
részek azonositasa céljabol. A 16S RNS gén tartalmaz olyan régidkat, melyek minden
baktériumban nagyon hasonléak (konzervaltak), de vannak olyan szekvenciarészek is,
amelyek jelentésen eltérnek - ez utdbbi részekhez terveztiink fajspecifikus primereket (1.
melléklet).

Az 1j, részben sajat szekvencidink alapjan, részben az irodalmi adatok alapjan tervezett
primerek esetében eldszor hdmérseklet gradiens PCR segitségével meghataroztuk az optimalis
tapadasi homérsékletet. A fajspecifikussdg vizsgalata sordn mind a hat primerpart
Osszemértik mind a hat baktériumbol izolalt DNS-sel, azt az eredményt varva, hogy
mindegyik primerpar csak a sajat DNS templatjan mikodik, amit a 10. abra is igazol.
Megallapithatjuk tehat, hogy ezek a primerparok ténylegesen alkalmasak a hat baktérium

szelektiv elkiilonitésére.

A B CDEFMABUCDEFMABCDEF ABCDETFMABCDET FMMABCDEF

Aprimer B primer C primer D primer E primer F primer

10. abra: A primerparok tesztelése mind a hat baktériumon. A DNS minték és a primerek jeldlése A-
tol F-ig a kovetkez6képpen: A = Escherichia coli, B = Enterococcus faecium, C = Lactobacillus casei,
D = Enterococcus faecium, E = Bifidobacterium longum, F = Bacteroides fragilis, M = BenchTop
100bp DNA Ladder (Pomega)
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4.3 A DNS izolalas és a qPCR koriilményeinek optimalizalasa
Munkank soran kiilonbz6 mennyiségii (altalaban 10%-10° CFU/ml) baktérium tartalmi
mintdk telepszaméanak a meghatarozasat tiiztiik ki célul. Ezért egy olyan DNS izolalasi
modszert dolgoztunk ki, amely azonos hatékonysaggal képes nukleinsav izolaldsara
higabb/tdoményebb mintakbol azt is figyelembe véve, hogy az altalunk alkalmazott mikrobak
egy része Gram negativ masik része Gram pozitiv (ez utdébbiakbdl joval nehezebb a DNS
izolalasa a sejtfalszerkezetbeli eltérések miatt). Munkéank kezdetén viszonylag tdmény (10°-
10° CFU/ml) baktérium tiszta tenyészetekbdl izolaltunk DNS-t és harom kiilonbozé Kit
feltarasi hatékonysagat teszteltiik. Megallapitottuk, hogy a QIAamp DNA Mini Kit
szolgaltatja a legtobb nukleinsavat. Ha azonban a baktériumokbol 10-es 1éptékii higitasi
sorokat készitettiink (ezzel szimulalva a ,,val6s” mintdk alacsonyabb sejtszamat) és ezekbdl
izolaltunk DNS-t, akkor 6nmagaban ez a Kit sem volt megfeleld. Ezért ugy dontottiink, hogy
a kiilonb6z6 Kitek protokolljai alapjan egy kombinalt technikdt alkalmazunk és ezt
hasonlitottuk dssze a ,,hagyomanyos” fenolos extrakcidval torténé DNS izolalassal. Négyféle
sejtfeltard és extrakcios modszert vetettiink Ossze egy-egy Gram pozitiv (Lactobacillus) és
Gram negativ baktérium (E. coli) esetében:

A. verzio: A DNS izolalast a gyartd altal eldirt protokoll szerint (QIAamp Kit)

alkalmazaséaval végeztiik el.
B. verzio: Mint A, de sejtfeltaras utan egy fenolos extrakciodt hajtottunk végre.
C. verzio: Mint A, de az enzimes kezelést kovetden 5 perc 50 Hz iiveggydngyos
razatas végeztiink el Tissue Lyser LT homogenizalo késziilékkel.
D. verzio: Az enzimes kezelést 5 perc liveggyongyos homogenizalas kovette, majd az

oszlopos tisztitas helyett fenolos extrakciot és alkoholos kicsapast alkalmaztunk.

Az eluciot, illetve a kicsapott DNS mintak feloldasat is 400 ul TE pufferrel hajtottuk végre. A

kiilonboz6 izolalasokbol nyert DNS mennyiségét nanodroppal ellendriztiik (6. tablazat).

Izolalasi modszer: | Escherichia coli | Lactobacillus casei
A verzio 77,5 ng/ul 55,2 ng/ul
B verzio 47,5 ng/ul 34,1 ng/ul
C verzio 73,8 ng/ul 75,8 ng/ul
D verzio 247,8 ng/ul 103,7 ng/ul

6. tablazat: Nanodroppal lemért kiilonb6z6 izolalasi technikéval kapott DNS mennyisége egy Gram +
¢és egy Gram — baktérium esetében.
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Megallapitottuk, hogy mindkét esetben a hagyomanyos fenolos extrakcio a leghatékonyabb,
viszont a fenolos extrakcid és a DNS izolalo Kit kombinéldsa a legkevésbé hatékony. Az E.
coli esetében az iiveggyongyos feltaras nem novelte a DNS izolalas hatékonysagat, de a
Lactobacillus esetében igen (épp erre szamitottunk). Végiil a fenolos extrakcid helyett az
iiveggyongyOs feltarassal kombinalt kiss€¢ moddositott QIAamp Kit protokoll mellett
dontottiink, mivel a fenolos extrakcid alkalmazésakor a higitasi sorok tagjaibdl izolalt DNS
esetében nagyobb volt a mintdk kozti szords, mint a QIAamp Kittel izolaltak esetében (és ez
fontos tényezé a qPCR kalibraldsa sordan). A végsd protokollban kétféle enzimes kezelést
(lizozim, proteinaz K), két 1épcsds hokezelést (56 °C és 95 °C) és iliveggyongyokkel torténd

fizikai feltarast is alkalmaztunk a 3.4.3 fejezetben leirtak szerint.
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11. abra: Clostridium mintak higitasi sorabdl izolalt DNS segitségével torténd kétféle polimeraz
enzim hatékonysaganak tesztelése. Balra: Luminaris Color HiGreen qPCR Master Mix, jobbra:
ImmoMix.

A tiszta tenyészetek feltardsa utan azt szerettiik volna igazolni, hogy azonos hatékonysaggal
tudunk DNS izolalni ugyanabbdl a baktériumbdl akkor is, ha mind a hat baktériumot
tartalmazo keverék tenyészetet tarjuk fel. Ehhez azonban sziikséges volt a megfelelé6 qPCR
enzim kivalasztasa, mert munkank soran megallapitottuk, hogy a laboratériumunkban
korabban hasznalt qPCR enzim (ImmoMix) nem megfelelden miikodik minden esetben
higabb DNS mintak vizsgélatakor, ezért egy 0 enzimet szereztiink be, mely a gyartd szerint
kiilondsen alkalmas hig DNS mintak vizsgalatara (Luminaris Color HiGreen gPCR Master
Mix, a tovabbiakban Luminaris Mix). A két enzim hatékonysaganak Osszehasonlitisdhoz egy
baktériumbdl (jelen esetben Clostridium) 10-es 1éptékii higitasi sort (tdmény, 107, 10%, 103,
10, 10” higitasok) készitettiink, majd DNS-t izolaltunk és elvégeztiik a gPCR reakciot. Ha
mindkét enzim azonos hatékonysaggal miikodott volna, akkor mindkét esetben az azonos

toménységli mintdkhoz kb. azonos CT ¢érték tartozott volna. Az 11. abra alapjan
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megallapithatjuk, hogy a tomény ¢&s 10? higitas esetében a kétféle polimeraz enzim kozel

azonos hatékonysaggal mikodott, de a higabb mintdk esetében az ImmoMix nem adott

értékelhetd jelet. Bar néhany esetben ez az enzim is hatékonyabban miikddott higabb

mintakon 0Osszességében megallapithatjuk, hogy a Luminaris Mix sokkal megfelelébb

vizsgalatainkhoz, ezért a késébbiekben ezt az enzimet alkalmaztuk.

A megfeleld enzim kivalasztasa utan elvégeztilk a tiszta és a keverék tenyészetek

Osszehasonlitasat. Mind a hat baktériumbdl egy-egy szuszpenzidt készitettiink, majd ezekbdl

egy olyan keveréket, amely mind a hat baktérium esetében ugyanannyi mikrobat tartalmazott,

mint a neki megfeleld tiszta tenyészet. Mint a hét mintat feltartuk és qPCR segitségével (két-

két ismétlésben) Osszehasonlitottuk a tiszta és kevert tenyészetek DNS tartalmat mindegyik

baktérium esetében (12. abra).
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12. abra: A tiszta és keverék tenyészetekbOdl izoldlt DNS mennyiségi meghatarozasa qPCR
segitségével. Az azonos szinek az azonos baktériumot jelolik, és egy szinen beliil a két s6tétebb vonal

a tiszta tenyészetek, mig a két vilagosabb vonal a keverék tenyészetek amplifikacios gorbéit jelolik.
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Megallapitottuk, hogy a legtobb baktérium esetében a két-két tiszta- illetve keverék
tenyészetet jelolo amplifikaciés gorbe szinte egybeesik, csupan a Lactobacillus esetében
lathaté kismértékli eltérés. Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy a keverék
tenyészetekbOl ugyanolyan hatékonysaggal tudunk DNS-t izolalni (és kimutatni), mint a tiszta

tenyészet esetében.

4.4 Baktérium mennyiségi meghatarozas kalibracios sorok alapjan

A baktérium mennyiségi meghatarozas elsd 1épéseként a qPCR érzékenységét és a kalibracios
gorbe linearitasat teszteltik kiilonboz6é mennyiségli DNS tartalmi mintakkal. E. coli
tenyészetébdl kb. 107 sejt/ml baktérium szuszpenzidt készitettink, majd ebbdl a téSmény
mintabol DNS-t izolaltunk. Az izolalt DNS-bdl tizes 1éptéki higitasi sort készitettiink TE
pufferrel (egészen 10'-szeres higitasig, ami kb. 100 E. coli genom ekvivalens DNS-t

tartalmazott) és ezzel hataroztuk meg a detektalasi limitet (13. abra).

T Eschericliia coli

100

Fluorescence

Concentration

13. abra: E. coli DNS higitasi sor amplifikacios gorbéje és a CT értékek alapjan készitett kalibracios
egyenes. NTC: DNS mentes negativ kontrol.
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Megallapitottuk, hogy 10°-10° sejt/ml-nek megfelelé DNS tartalmu mintak amplifikacids
gorbéi alapjan készitett kalibracios egyenes végig linearis és a mérési pontok megfeleléen
illeszkednek ra, bar a leghigabb minta esetében a két parhuzamos gorbéje kissé eltért
egymastol. Tehat a rendszer méréstartomanya megfeleld a késébbiekben a baktérium higitasi
sorokbol (10%-10° CFU/ml ) izolalt DNS-ek mérésére.

Bér az ismert mennyiségli baktériumbol izoldlt DNS mintabol késziilt higitasi sorok is
alkalmasak ismeretlen toménységli baktérium minta DNS mennyiségének (és ezaltal
telepszamanak) meghatarozaséara, gy dontottiink, hogy a baktériumokbdl készitiink higitasi
sorokat és ezek alapjan fogjuk az ismeretlen toménységii mintakat meghatarozni. Erre azért
volt sziikség, mert véleményiink szerint ez jobban modellezi a valés mintdk egymastol
lényegesen eltérd sejtszdmat, bar a baktérium higitdsi sorok esetében sokkal tobb a
hibalehetdség (eléfordulhat, hogy kiillonbozd hatékonysaggal tarodik fel egy hig és egy
tomény baktérium szuszpenzid), de pontosan ezeket a hibdkat hagynank figyelmen kiviil
abban az esetben, ha DNS higitéasi sorok alapjan hatdroznank meg a telepszamot.

A baktériumok pontos mennyiségi meghatarozasdhoz mind a hat baktérium esetében eldszor
kalibracios sorokat készitettink el. A folyamat pontos I1épéseit egy Gram pozitiv
(Enterococcus) illetve egy Gram negativ (Escherichia) baktérium esetében mutatjuk be. A
baktériumokbol kb. 10° CFU/ml szuszpenziot allitottunk eld, majd higitdo folyadékkal tizes
Iéptékii higitasi sort készitettlink. Minden tagbol 100-100 pl-t szelektiv taptalajokra
szélesztettiink az €16 sejtszam meghatarozdsa céljabol és egy-egy ml mintabol DNS-t
izolaltunk. Kezdetben 10° és 10° CFU/ml szuszpenziot is készitettiink és feltartunk, de
megallapitottuk, hogy az ennyire hig mintakbodl izoldlt DNS esetében mar nem miikodott
megfeleld hatékonysdggal a qPCR reakcid (bar a DNS higitasi sorok alkalmazasakor még
ezek a mintdk is a linedris tartoméanyba estek). Ez azonban nem jelentett problémat a
késébbiekben, mivel a valos mintaink kezdeti telepszama kb. 10* CFU/ml, és a fermentacié
soran ez emelkedik vagy stagnal, de sejtszdm csokkenést nem tapasztaltunk a kisérleteink
soran. Az izolalt DNS mintakkal qPCR reakciot hajtottunk végre €s az amplifikdcios gorbék
alapjan kalibracios egyeneseket készitettiink el a szélesztés soran kapott telepszam adatok

felhasznalasaval (14. abra).
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14, abra: Escherichia coli (bal oldali abrak) és Enterococcus faecium (jobb oldali abrak) higitasi
soraibol (10°-10° CFU/ml) késziilt kalibraciés sorok adatai. Fent: Az izolalt DNS mintak amplifikacios
gorbéje. Kozépen: A CT értékek altal szerkesztett kalibracios gorbék. Lent: A CT értékek ¢és a
kalibracios sor alapjan szamitott baktérium koncentracio.

A kalibracios gorbék egyenlete alapjan kiszdmoltuk az Gsszes higitasi tag ,,molekularis
biologiai modszerrel” meghatarozott telepszam értékét és Osszehasonlitottuk a szélesztés
soran kapott adatokkal (15. abra). A tobbi négy baktérium esetében is hasonldképp jartunk el
vagyis az adott mikroba higitasi sorabol egyrészt szélesztéssel meghataroztuk a telepszamot,
masrészt DNS-t izolaltunk, és a qPCR kalibracios gorbéit ezen higitasi sorok alapjan
készitettiik el. A higitasi sorok altalaban 10%-10° sejt/ml baktériumot tartalmaztak, mivel az
emésztési modellben az egyes baktériumok telepszama ebbe a tartomédnyba esik. A higitasi
sorokbol torténd DNS izolalast, és a specifikus primerek segitségével torténd kalibracios
gorbék készitését mind a hat baktérium esetében elvégeztiik. A tovabbi négy baktérium
esetében a szélesztéssel és qPCR technikaval kapott eredmények 6sszehasonlitasat a 15. abra

mutatja be.
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15. abra: A hat baktérium telepszamanak meghatarozasa higitasi sorbol szélesztéssel (kék oszlop)
illetve qPCR technikaval (piros oszlop) két ismétlés atlaga alapjan.

A kalibracios sorok alapjan tudtuk meghatarozni az ismeretlen koncentraciéju mintak
telepszamat, melyet Clostridium esetében mutatunk be részletesen. Ebben az esetben
»ismeretlen” mintak telepszamat szélesztéssel i1s meghataroztuk, melyet kontrolként
hasznéltunk a molekularis biologiai modszer tesztelése sordn. Az ismeretlen mintakbdl is
DNS-t izolaltunk és elvégeztikk a qPCR reakciot, majd a korabbi kalibracios sorok alapjan
meghataroztuk a mintdk telepszamat, melyet Osszehasonlitottunk ugyanezen mintak
szélesztésével (16 abra). A kétféle moddszerrel kapott eredmény kozott csak kismértékii
eltérés tapasztalhatd, vagyis a Kvantitativ Real-Time PCR alapu technika alkalmas a

baktérium tenyészetek hozzavetdleges telepszdmanak meghatarozasara.
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16. abra: Ismeretlen toménységti Clostridium mintak mennyiségi meghatarozasa qPCR technikaval.
Fent: a kalibracios sor (10*-10°) valamint a két ismeretlen minta (I1 és 12) amplifikécios képe. Lent: A
szélesztéssel és qPCR technikaval meghatarozott telepszamok dsszehasonlitasa.

Munkénk utolsé 1épéseként a DNS izolalas és a qPCR ismételhetdségét teszteltiik, vagyis azt,
hogy az egyes mintak tobbszori mérésének eredményeit mennyire lehet reprodukalni. E. coli
szuszpenziot készitettiink, majd ugyanabbol a szuszpenzidbdl harom-harom ismétlésben
szélesztettiink, illetve DNS-t izoldltunk. Az izolalt nukleinsavakkal elvégeztik a qPCR
reakciot (két-két ismétlésben) és arra szamitottunk, hogy a hat amplifikacios gorbe csak
kismértéki eltérést mutat, amit a 17. abra is igazol. A korabban elkészitett E. coli kalibracios
sor alapjan meghataroztuk a harom minta telepszamat és ezt dsszevetettiik a szélesztés soran

kapott eredményekkel. A szélesztéssel meghatarozott telepszam értékek: 4,6x10°, 4,8x10° és
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4,9x10° (4tlaga: 4,76x108 CFU/ml), mig a qPCR technikéaval kapott eredmények: 4,78x10°,
4,86x10° ¢és 4,38x10° (atlaga: 4,67x10° CFU/ml), vagyis a két modszerrel meghatarozott

baktérium mennyiség szinte teljesen megegyezik.

No. Colour Name Type Ct Calc Conc (copies/reaction)

coli 1/1|Unknown| 13,971473 816 585
coli 1/1|Unknown| 13,941482 706 775
coli 1/2|Unknown|13,96|475 970 855
coli 1/2|Unknown| 13,90/495 548 803
coli 1/3|Unknown|14,12|427 209 138
coli 1/3|Unknown| 14,05/448 226 903
NTC  |Unknown
NTC  |Unknown

Fluorescence

XN & W N -

5 10 15 20 25 20 35 40
Cycle

17. abra: A harom azonos toménységi E. coli szuszpenziobol (A, B és C) izolalt DNS mintak
ismételhetdségének vizsgalata és mennyiségi meghatarozasa. Balra: A qPCR amplifikacios
gorbéi. NTC: DNS mentes negativ kontrol. Jobbra: A CT értékek és a kalibracios sor alapjan
szédmitott baktérium koncentracio.

Megallapithatjuk tehat, hogy a kalibracios soroktdl fliggetleniil készitett mintadk is pontosan
meghatarozhatok, ¢és az azonos baktérium tartalmi mintdk esetében DNS izolalas

hatékonysaga valamint a qPCR ismételhetdsége is megfeleld.
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5. Osszefoglalas

Munkank soran az in vitro vastagbél modelliinkben alkalmazott hat baktérium mennyiségi
valtozasainak nyomon kovetésére alkalmas molekularis biologiai technikat dolgoztunk ki.
Megallapitottuk, hogy a szelektiv taptalajokon torténd tenyésztés nem minden esetben
alkalmas minden baktérium telepszamanak pontos és gyors meghatdrozasara, mivel a
lassabban novekvd anaerob mikrobdk esetében a tenyésztési id6 harom nap ¢és a legtdbb
szelektiv taptalajon egynél tobb baktérium is képes ndvekedni. Irodalmi adatok alapjan a
kvantitativ Real-Time PCR technikat valasztottuk, melynek segitségével a baktériumokbdl
izolalt DNS mennyisége alapjan tudjuk meghatdrozni a mintak baktérium telepszamat.

A baktériumok mennyiségi meghatdrozasdhoz 16S rDNS alapi primereket terveztiink
irodalmi adatok alapjan, de ezek nem minden esetben voltak megfelelden szelektivek az
altalunk alkalmazott izolatumok esetében, ezért elvégeztiik mind a hat baktérium 16S RNS
génjének megszekvenalasat. A kapott szekvencia adatokat elemeztiik és Osszehasonlitottuk,
majd az eltérd részekhez sajat tervezésli szelektiv primereket készitettiink. A PCR reakcid
koriilményeinek optimalizalasa (pl. hdmérséklet gradiens PCR technika alkalmazésaval) utan
teszteltiik a szelektivitast és megallapitottuk, hogy az altalunk készitett primerparok
fajspecifikusak és alkalmasak a hat baktérium elkiilonitésére. Elvégeztik a DNS izolalas
optimalizalasat is, erre azért volt szlikség, mert olyan modszert szerettiink volna kidolgozni,
amely azonos hatékonysaggal képes nukleinsav izolalasara higabb/toményebb mintakbol, azt
is figyelembe véve, hogy az altalunk alkalmazott mikrobak egy része Gram negativ masik
része Gram pozitiv. Tobbféle DNS izoldlasi technikat is alkalmaztunk, és végiil egy
kombinalt modszert dolgoztunk ki, amelyben kétféle enzimes kezelést (lizozim, proteinaz K),
két 1épcsds hokezelést (56 °C és 95 °C) és liveggyongyokkel torténd fizikai feltarast is
alkalmaztunk. A qPCR reakcio6 koriilményeinek kovetéen mind a hat baktérium esetében tizes
1éptekll higitasi sorokat készitettiink a kalibracios sorok felvételéhez. A késdbbiekben ezek
segitségével sikeresen hataroztuk meg kiilonb6z0 koncentracidju ismeretlen mintak
baktériumszamat (a kapott eredményeket a szélesztés adataival hasonlitottuk Gssze).
Megallapithatjuk, hogy sikeresen dolgoztunk ki egy olyan molekularis bioldgiai technikat,
amely szelektivebb és gyorsabb eredményt ad a baktériumok telepszam meghatarozasa
esetében, mint a hagyomanyos taptalajokon torténd szélesztés. A késdbbiekben ezen modszer
segitségével tervezziik a kiillonb6z6 élelmiszer adalékanyagok bél mikrobiota modell

baktériumkozosségének Osszetételére gyakorolt hatdsdnak vizsgalatat.
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