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Osszefoglalds

A probiotikumok jotékony élettani hatasanak vizsgalata soran, bizonyitast nyert, hogy
az elényok sokszor nem az ¢él6 sejtekhez kotddnek. Kutatdsaink sordn ebbdl adodoan a
parabiotikumok, vagyis a nem életképes baktériumok vagy baktérium sejtalkotok elallitasara
fokuszaltunk ¢és a sejtfeltarasi modszereket hasonlitottuk Ossze antimikrobas hatas
szempontjabol. A probiotikus Lactobacillus torzsekbd6l eldallitott parabiotikumok antimikrobas
hatasanak értékelése soran megallapitottuk, hogy az MRS tapkdzegben 1évo gliikkoz trehalozra
cserélése serkentéen hatott az antimikrobas anyag termelGdésére, azonban a trehaldz
inaktivalasara a parabiotikumok antimikrobidlis aktivitasa szempontjdbol, mig a kombinalt
sejtfeltaras, azaz a hokezelés és a kémiai modszer egyiittes alkalmazasa nem fokozta az
antimikrobas hatast. Megallapitottuk, hogy a probiotikum alapt parabiotikumok — kiilénosen a
L. hetveticus és a L. salivarius eredetii - hatékonyan képesek gatolni az altalunk tesztelt Gram-
pozitiv és Gram-negativ baktériumok szaporodasat, mely igéretes alkalmazasi lehetdséget nyljt
az ¢lelmiszertartdsitas teriiletén.
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1. Bevezetés

A probiotikumok olyan €16 mikroorganizmusok, amelyek megfeleldé mennyiségben
alkalmazva egészségiigyi elonyoket biztositanak a gazdaszervezet szamara (Hill et al., 2014).
A probiotikus baktériumok hasznalataval kapcsolatban azonban felmeriilnek kihivasok, mint a
megfeleld €losejtszdm biztositdsa az ¢élelmiszer eldallitdsa, taroldsa, és fogyasztdsa soran,
tovabba a fiziologiai allapotuk a gazdaszervezetben, a mutacid vagy a genetikai stabilitadsuk
meg6rzése (Monteiro et al., 2023). Mivel a probiotikus hatas sokszor nem az €16 sejtekhez,
hanem inkabb a sejtalkotokhoz vagy a poszt-metabolitokhoz kotddik, igy a kutatdk figyelme az
utobbi idében a nem életképes mikroorganizmusok vagy mikrobidlis sejtkivonatok felé
terel6dott (Taverniti és Guglielmetti, 2011). Egyre nagyobb figyelmet kap a parabiotikumok
hasznalata, amelyek elhalt/inaktivalt baktériumsejtek, sejtalkotok, sejttormelékek vagy
sejtlizatumok is lehetnek ¢és egészségligyi elonyokkel rendelkeznek, stabilak, valamint
biztonsagos a felhasznalasuk (Aguilar-Toala et al., 2018). A parabiotikumok eléallitasa ara
alkalmazhaté modszerek mindegyike a mikrobak életképességének elvesztésére Gsszpontosit a
sejtmembranon okozott sériilés révén (Cuevans-Gonzéalez, 2020). Seyede €s munkatarsai
(2023) altal 6sszegytijtott adatok alapjan a parabiotikumnak szamitd peptidoglikan, illetve a
sejtfalban 1évd poliszacharidok is képesek moduldlni az immunrendszert, és a helyes
bélrendszeri egyensulyt fenntartani, mig az N-acetilglikozamin a jotékony baktériumok
szaporodasat is serkenti. Mindezek mellett a sejtfelszini fehérjék gyulladascsokkentd,
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immunmodulacios hatdssal birnak, valamint anti-adhézios tulajdonsaguk is van. Szamos
tanulmany beszdmolt az egyes sejtalkotok vagy parabiotikumok antimikrobas hatasardl,
amelyet nemcsak a Gram pozitiv baktériumok ellen fejtenek ki, igy kétségkiviil nagy
potencialis elonyiik van a jelen gyakorlatban is elterjedten alkalmazott bakteriocinek
képviseldivel szemben (Wafaa, 2020; Cuevas-Gonzalez et al., 2020; Liebl, 2023). Mivel a
parabiotikum eldallitasanak modja hatassal lehet a sejtek szerkezeti Osszetételére ¢és
befolyasolhatja immunmodulalé aktivitdsukat (Taverniti és Guglielmetti, 2011), ezért
kutatdsaink soran kiilonboz0 moddszereket terveztiink alkalmazni és Osszehasonlitani. A
leggyakoribb probiotikumként alkalmazott fajok koziil, a Lactobacillusok-ok esetén inaktivalas
utan is bizonyitottdk mar hatékonysagukat (Wafaa, 2020), ebbdl a megfontolasbol probiotikus
Lactobacillus torzseket valasztottunk kutatasainkhoz. Vizsgalni kivantuk, hogy az eléallitott
probiotikus tejsavbaktérium alapu parabiotikum készitmény rendelkezik-e azon jotékony
hatasokkal, kiilonos tekintettel a koérokozo mikroorganizmusok elleni antimikrobds hatasra,
amelyek az €16 probiotikus sejt alkalmazasdval elérhetok.

2. Anyagok és modszerek

A kutatbmunka sordn négy probiotikus tejsavbaktérium torzset vizsgaltunk
(Limosilactobacillus fermentum HA-179, Lactobacillus helveticus R-52, Ligilactobacillus
salivarius HA-118 és a Lactobacillus crispatus LCRO1), melyeket 1% gliikkoz, valamint 0,5%;
1%; 2% trehaldz tartalmu MRS taplevesben szaporitottunk 18 6ran keresztiil.

A sejtfeltdrast mechanikai- és nem-mechanikai moédszerekkel is elvégeztiik, illetve
cetil-trimetil-ammonium-bromid (CTAB) oldatot hasznaltunk, 3 ml Gsszegytijtott sejtekhez
mintdhoz 1,5 ml CTAB oldatot adtunk, majd erds vortexelés utan 10 percig hagytuk hatni. A
kémiai modszerek koziil a 1%-0s Triton X-100 oldatot is 1:2 aranyban adtuk a mintakhoz, s a
feltarast 30 perc hatdiddvel végeztiik. Mindkét kémiai oldat alkalmazasa utan a sejtszuszpenziot
tobbszor, desztillalt viz segitségével atmostuk.

Mechanikai modszerek koziil a fagyasztas-felolvasztds miiveletének hatszori egymast
kovetd ismétlésével valositottuk meg a feltarast. Ezen eljaras soran a mintékat teljes fagyasig
-18°C-ra  helyeztilk, majd szobahomérsékleten hagytuk kiolvadni. A szonikalas
alkalmazhatosadganak vizsgalatdhoz jéggel feltoltott ultrahangos vizflird6t hasznaltunk, 5
masodperces hatdidovel, melyet 5 masodperc sziinet kovetett. Ezt a miiveletet 10 percen
keresztiil ismételtiik. A mechanikai és kémiai modszerek egyiittes alkalmazasa soran a CTAB
oldatos feltarast kovetden hokezelést (80°C, 10 perc) valdsitottunk meg.

Az antimikrobés hatas vizsgalata a kiilonb6z6 modszerekkel feltart sejtekbdl agardiffuzios
modszerrel tortént TSB agar felhasznalasaval. A teszt mikroorganizmusok az aldbbiak voltak:
Enterococcus faecalis NCAIM B01312, Escherichia coli 8739, Escherichia coli O157:H7,
Listeria innocua ATCC 33090, illetve az Enterobacter cloacae NCAIM B02073. A 8 mm
atmérdji lyukakba 100 pl-t pipettaztunk a parabiotikumokbol, majd a lemezeket 37°C-on 24
ordig inkubaltuk és a feltisztuldsi zona méretébdl kovetkeztettiink az antimikrobés hatas
mértékére.

A szaporodas gatlasat mikrotiter lemezben is kovettiik 37°C-on 20 6raig 100 ul tripton-
sz6ja taplevesben (TSB), melyhez 50 pl korokozot tartalmazod tenyészlevet és 50 pl
parabiotikumot adtunk. Az abszorbancia mérése 600 nm-en 30 percenként tortént 20 o6ran
keresztiil.

3. Eredmények és értékelésiik



A kutatdmunka kezdetén gliikéz tartalmi MRS levesben felszaporitott, mechanikai
sejtfeltarassal eldallitott parabiotikumok gatld hatasat vizsgaltuk, melynek eredményeit az 1.
tablazat tartalmazza. A modszerek koziil a szonikalas esetében a Limosilactobacillus fermentum
mikroorganizmusbdl kinyert parabiotikum gatl6 hatast fejtett ki az Enterococcus faecalis és az
Escherichia coli 8739 ellen. A L. helveticus szonikalassal feltart sejtalkotoi csak a Listeria
innocua ellen, mig a L. crispatus esetében az E. faecalis ellen alakult ki minimalis feltisztulasi
z6na. A L. salivarius esetében nem volt kimutathaté gatlo hatas egyik patogén ellen sem ezen
modszer alkalmazasaval (1. tablazat).

A nem-mechanikai modszerek kozil a CTAB oldattal végzett kémiai feltarés
eredményeként nem alakult ki gatlé hatas a gliikoz tartalmia MRS kézegben felszaporitott
sejteknél, azonban megbizonyosodhattunk arr6l, hogy a kémiai kezelést kovetd atmosasi
folyamatokkal kizarhato a CTAB altal okozott antimikrobas hatas. A fagyasztas- felolvasztas
modszerével eldallitott parabiotikumok koziil csak a L. salivarius eredetii mutatott antimikrobas
hatast az Enterobacter cloacae ellen. Triton-X 100 oldattal végzett kémiai kezeléssel elolt
tejsavbaktériumok, - mely permeabilizalassal roncsolta a sejteket -, szintén nem gatoltdk a
vizsgalt korokozokat (1. abra).

1. tablazat: Kiilonbozé sejtfeltairasi modszerekkel eléallitott parabiotikumok
hatékonysaga korokozo mikroorganizmusok ellen
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Pranckute és munkatarsai (2016) kutatdsai megerdsitették, hogy probiotikumok prebiotikus
oligoszacharidokkal torténd egyiittes szaporitdsa fokozza a bakteriocin termelést. Kordbbi
vizsgalatainkbol is egyértelmiien kideriilt (Liebl, 2023), hogy az MRS tapkozegben 1évo gliikkdz
trehalozra cserélése serkentdéen hat az antimikrébas anyag termelddésére. Ezek alapjan
megvizsgaltuk a trehal6z koncentracio véltoztatdsdnak hatasat (0,5%, 1%, 2%) is az L.
salivarius torzsbdl készitett parabiotikum esetén korokozd mikroorganizmusokkal szemben.
Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy minimalis hatékonysag novekedés érhetd el a



trehaloz tartalom emelésével. 1% trehal6z esetében feltisztuldsi zona ndvekedés volt
megfigyelhetd a 0,5% trehaloz alkalmazasahoz képest az E. faecalis, az E. coli O157:H7, L.
innocua ¢és az E. cloacae patogénekkel szemben is. Ellenben a koncentracié 1%-r6l 2%-ra valo
ndvelése nem eredményezett jelentds gatld hatas novekedést egyik mikroorganizmus ellen sem
(1. abra), igy tovabbi kisérleteinket 1% trehaldéz tartalmu tapkozegben felszaporitott
mikroorganizmusokkal végeztiik.

1. abra: Kiilonb6z6 moédszerekkel eléallitott parabiotikumok antimikrobas hatasa
Enterococcus faecalis ellen 9T: L. salivarius Triton-X 100 feltarva, 9C: L. salivarius CTAB
feltarassal, 10T: L. crispatus Triton-X 100 feltarva, 10C: L. crispatus CTAB feltarassal, 4T25:
L. helveticus 25 ml fermentlébdl, Triton-X 100 feltdrva, 4T100: L. helveticus 100 ml
fermentlébdl, Triton-X 100 feltarva

Szakirodalomban fellelheté a mechanikai és nem-mechanikai sejtfeltaras egylittes
alkalmazasa az el6allitott parabiotikum hatékonysaganak novelésére (Shehadul et al., 2017).
Kutatdomunkank soran megvizsgaltuk a CTAB kémiai detergens €s a hdkezeléses mechanikai
sejtfeltaras egyiittes alkalmazhatdsagat, a gatlo hatas fokozhatdsdganak kimutatasara, melyhez
1% trehaléz tartamu MRS taplevesben szaporitottuk fel a tejsavbaktériumokat. A kiilonb6zo
tejsavbaktériumokbo6l ily modon eldéllitott parabiotikum tekintetében egyértelmiien
megallapithaté volt, hogy az antimikrobas hatds nem fokozodott egyik tejsavbaktérium
esetében sem a kombinalt kezelés hatdsara.

A CTAB oldatos kémiai sejtfeltarassal kinyert L. helveticus, L. salivarius és L. crispatus
parabiotikumok patogén mikroorganizmusok szaporodasara kifejtett gatldé hatasat
mikrolemezben is kovettiink (2. abra).

A kontrollként hasznalt 1% trehaldz tartalmi TSB tapkdzegben jol lathatd, hogy minden
koérokozd megfeleléen szaporodott, elérte az 1,4 abszorbancia értéket 12 ora alatt, majd a
szaporodas a lassuld, végiil a stacioner fazisba 1épett. Megfigyelhetd a vizsgalt patogének
parabiotikumok hozzdadasa mellett felvett szaporodasi gorbéjén a csokkent mértéki
novekedés. A legnagyobb gatlas a L. helveticus eredetii parabiotikummal érheté el az E. cloacae
¢és E. faecalis torzsei ellen, melyeknél az abszorbancia nem haladja meg a 0,3 értéket. A L.
salivarius sejttormeléke esetén is hasonl6 a tendencia, az abszorbancia egyik korokozo esetén
sem haladja meg a 0,4 értéket, s leghatékonyabb az E. cloacae ellen. A legkisebb mértékii
gatlast a L. crispatus eredetii parabiotikum mutatta, de alkalmazasaval a kontrollhoz képest igy
is harmadéra visszaszorithat6 a kérokozok szaporodésa.
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2. abra A CTAB oldatos kémiai sejtfeltarassal kinyert L. helveticus, L. salivarius és
L. crispatus eredetii parabiotikumok patogén mikroorganizmusok szaporodasara kifejtett
gatlo hatasa A: E. cloacae, B: E. coli O157:H7, C: E. coli 8739, D: E.faecalis, E: L. innocua

4. Kovetkeztetések és javaslatok
Kutatasaink soran probiotikus Lactobacillus térzsekbdl allitottunk elé parabiotikumot,
melyek antimikrobas hatasanak értékelése soran megallapitottuk, hogy a torzsek
felszaporitasara szolgald MRS tapkozegben a gliikkdz helyett 1% trehaloz kiegészitést
alkalmazva novelhetd a gatld hatds mértéke a tesztmikroorganizmusokkal szemben. A
vizsgalatok azt is bizonyitottak, hogy a trehaldz koncentracidjanak valtoztatdsa nem fokozza az
antimikrobas hatést.



Parabiotikumok CTAB és hokezelési modszerrel is eléallithatok, ugyanakkor a CTAB oldattal
feltart parabiotikumok nagyobb gatld hatast mutattak a hdékezeléssel inaktivalt tarsaikhoz
képest. A kombinalt sejtfeltaras, azaz a hokezelés és a kémiai modszer egyiittes alkalmazasa
nem fokozta az antimikrobas hatast, azonban megallapithat6 e kisérletek alapjan, hogy az
antimikrobas hatast okoz6 komponens hdstabil.

Osszességében elmondhatd, hogy a probiotikum alap parabiotikumok — kiilondsen a
L. hetveticus és a L. salivarius eredetii - hatékonyan képesek gatolni az altalunk tesztelt Gram-
pozitiv és Gram-negativ baktériumok szaporodasat, s a legjobb hatast az Enterococcus faecalis
ellen fejtették ki. Mivel a probiotikumok alkalmazasa engedélyezett élelmiszeripari teriileten,
igy a beldliik késziilt parabiotikumok igéretes jeldltek élelmiszertartdsitési teriileten.
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