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Tejsavbakterium-izolatumok egyes probiotikus
tulajdonsagainak in vitro vizsgalata
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1. Osszefoglalas

Antibiotikum-rezisztenciaért felel6s géneket hordozd baktériumok nem hasznalhatdék fel élelmiszerek
eléallitasahoz, ezért a probiotikus torzsek antibiotikum-rezisztencia profiljanak feltarasa, valamint az
altaluk termelt antimikrobidlis anyagok megismerése elengedhetetlen a probiotikus térzsek szelektalasa
soran. Vizsgalataink célja komplex in vitro tesztrendszer tovabbi elemeinek kidolgozasa és értékelése
volt, melyekkel gyorsan és hatékonyan lehet nagyszamu, feltételezetten probiotikus izolatumot szelektalni.
Korabbi munkank soran erdélyi nyers juhtej-, aludttej- és juhsajt-mintakbdl izolalt baktériumtérzseket
(n=217) teszteltiink és Osszesen 6 db Gram-pozitiv, nem hemolizald, katalaz-negativ, j6l aggregalddo, j6
sav- és epesav-tiré képességl torzsre csdkkentettliik a mintaszamot. Jelen munkankban az el8szelektalt
torzsek (n=6) antibiotikum-rezisztenciajat és antimikrobidlis anyagok termelésére vald képességét vizsgaltuk.
Az izolatumok mikrobaellenes aktivitasat agardiffuzids lyukteszttel deritettik fel. Azt tapasztaltuk, hogy
az E15, E66, E173, E198 és E216 azonositészamu térzsek gatoltak a Salmonella Enteridis ATCC 13076
t6rzs szaporodasat éppugy, mint a kontroll t6rzs (Lactobacillus acidophilus ATCC 4356). Az antibiotikum-
rezisztencia vizsgalatok korongdiffuzids teszttel térténtek. A Levilactobacillus brevis és a Lactiplantibacillus
plantarum fajba tartozé hat izolatumunk tébb antibiotikummal szemben is rezisztensnek bizonyult, ezért
nem hasznalhatéak fel probiotikus termékek eléallitasahoz. Megallapitottuk, hogy in vitro tesztrendszeriink
alkalmas a nem biztonsagos izolatumok hatékony kisz(irésére.
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2. Bevezetés

A probiotikumok életképes mikrobak — jellemz&en, de nem kizardlag baktériumok —, amelyek kelléen nagy
mennyiségben alkalmazva joétékonyan hatnak az emberi vagy az allati szervezet egészségi allapotara [1,
2, 3, 4]. Pozitiv élettani hatasaik egy része (pl. karosodott mikrobiota helyredllitasa, patogének kompetitiv
kiszoritasa, savak és révid szénlancu zsirsavak termelése) széles korlien elterjedt a kdzismert és részletesen
tanulmanyozott probiotikus nemzetségekben, masik részik (pl. rakkelté anyagok semlegesitése, a bél véds-
gatjanak megerGsitése) gyakori egy probiotikus faj tdrzseinek t6bbségében (Un. fajszintli hatasok), mig a
jotétemények harmadik csoportja (pl. neurolégiai, immunoldgiai és endokrinolégiai hatasok) ritkan és egy
adott faj esetében csupan néhany térzsnél jelentkezik (Un. térzsszintl hatasok) [2].

Vilagszerte nagyszamu baktériumtdrzset izolalnak azzal a céllal, hogy kiemelkedd tulajdonsagu, feltételezetten
probiotikus tdrzseket taldljanak koztik. A draga és komplikalt allatkisérleteket meg kell eléznie egy in
vitro vizsgalatokbdl allo preszelekcidés rendszernek [5], mellyel gyorsan, egyszerlien és viszonylag olcson
kivalaszthatok azok a torzsek — akar tobb ezer izolatum koziil is —, amelyek remélhetéleg probiotikusnak
bizonyulnak a majdani in vivo kisérletekben [6, 7, 8].

Korabbi vizsgalataink soran, Erdélyben el8allitott nyerstej-, aludttej-, valamint sajtmintakbdl izolalt
baktériumtérzseket (n=217) teszteltlink, és 6sszesen 6 db Gram-pozitiv, nem hemolizald, katalaz-negativ, jol
aggregalddo, jo sav- és epesav-tlrd torzset talaltunk kdzottik [9]. Egy, nem jol aggregalédo, gyengén sav-
és epesav-tdrd izolatum (E10) tesztelését is célul tlztik ki. Jelen munkankban az igy el8szelektalt térzsek
(n=6+1) antibiotikum-rezisztenciajat és antimikrobidlis anyagok termelésére vald képességét vizsgaltuk.
Az antibiotikum-rezisztenciaért felel6s géneket hordozé baktériumok nem hasznalhaték fel élelmiszerek
eléallitasahoz, ezért a probiotikus térzsek antibiotikum-rezisztencia profiljanak feltarasa, valamint az altaluk
termelt antimikrobidlis anyagok megismerése elengedhetetlen a probiotikus térzsek szelektaldsa soran [10].

llyen el6zményeket kdvetéen, munkank célja az in vitro tesztrendszer tovabbi elemeinek kidolgozasa és
értékelése volt, melynek keretében tehat a kivalasztott baktériumtdrzsek antibiotikum-rezisztenciajat és
antimikrobidlis aktivitasat vizsgaltuk és elvégeztiik genotipusba sorolasukat is. Végsé soron olyan probiotikus
térzset szandékoztunk talalni, amely antimikrobialis hatasu anyagokat termel patogén mikroorganizmusokkal
szemben, mikdzben nem rezisztens egyetlen antibiotikumra sem és genetikailag a Lactobacillus nemzetségbe,
vagy annak valamelyik utédnemzetségébe tartozik [11].

3. Anyagok és médszerek
3.1. A kisérletekbe bevont baktériumtérzsek

Ahogy azt az el6z6ekben emlitettik, korabbi munkank [9] eredményei alapjan, Erdélyben elballitott nyers
juhtej-, aludttej- és juhsajt-mintakbdl izolalt 7 db baktériumtdrzset vontunk be a vizsgalatokba. A kivalasztott
térzsek RAPD-PCR modszerrel meghatarozott egy-egy kléncsoportot képviseltek. Hat izolatum kivaléan
teljesitett a klasszikus mikrobiolégiai tesztek (telepmorfoldogia, Gram-festés, katalaz-préba, hemolizis-
vizsgalat), az autoaggregacio-vizsgalat, valamint a sav- és epesav-tlirés tesztek soran, a hetediket (E10) pedig
azért vontunk be tovabbi kisérleteinkbe, mert az elézetes eredmények alapjan ez szerepelt leggyengébben
az 6sszes vizsgalatban. Szandékunk volt megallapitani, hogy a tovabbi tesztek soran képes lesz-e jobb
eredményeket elérni, vagy tovabbra is minden fontos tulajdonsagban jelentésen alulmdulja a tébbi térzset.

Az izolatumok tartdsitasa és tarolasa glicerines térzsoldatban tortént. 3 ml taplevesbe belemostunk egy
kacsnyi, MRS-CC agar, ill. MRS pH 5,4 agar fellletérdl levett torzset, majd inkubaltuk a térzs igényeinek
megfeleléen. Krio (fagyasztd) csébe adagoltunk 300 pl-t a felszaporitott tenyészetbdl és 900 pl 60%-0s
glicerinoldatot adtunk hozza, vortexeltliik és cseppfolyds nitrogénben fagyasztottuk kb. 30 mp-ig. A tarolas
-80 °C-on tértént, ultramély-fagyasztéban. A torzsek felélesztése és tenyésztése az 1. tablazatban feltiintetett
paraméterek szerint tortént.

1. tablazat. A kisérletekbe bevont sajat izolalasu és kontroll baktériumtérzsek
felélesztésének és fenntartasanak kérilmeényei

Torzs s T/H//K

Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans NBRC 15906 E10 MRS /37 +1/72/AN
Levilactobacillus brevis ATCC 14869 E15 MRS /37 +1/72/AN
Levilactobacillus brevis ATCC 14869 EG6 MRS /37 +1/72/AN
Levilactobacillus brevis ATCC 14869 E92 MRS /37 +1/72/AN
Levilactobacillus brevis ATCC 14869 E173 MRS /37 +1/72/AN
Levilactobacillus brevis ATCC 14869 E198 MRS /37 +1/72/AN
Lactiplantibacillus plantarum JCM 1149” E216 MRS /37 +1/72/AN
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Torzs okl T/H/I/K

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 B1 MRS /37 +1/72/AN
Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 11454 B4 MRS /37 +1/72/AN
Lactobacillus acidophilus LA-5 B10 MRS /37 +1/72/AN
Escherichia coli ATCC 8739 B40 CASO/37+1/24/A
Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC 49775 B41 CASO/37+1/24/A
i$@8q§€7gnterica subsp. enterica serovar. Enteritidis B51 CASO /37 +1/24/A

T: fenntartd tapkozeg, H: tenyésztési héfok (°C), |: tenyésztésiidd (6ra), K: tenyésztési korlilmény (A: aerob, AN: anaerob).
"Sajat izolatumainkrdl a vizsgalatok végén, a genetikai azonositas eredményeként derilt ki, hogy mely fajba tartozé
torzsek.

3.2. A szelektiv tenyésztés koriilményei, tapkdzegei és elkészitésiik
3.2.1. Fiziologids sdoldat

A decimalis higitasi sor eléallitasahoz hasznalt higitofolyadékhoz 8,5 g NaCl-ot mértiink be, majd 1 L desztillalt
vizben feloldottuk. Sterilezését autoklavban, 121 °C-on, 15 percig végeztik. A kazein-peptonos sdéoldat
hasonlé médon készlilt, kiegészitve 1 g tripton (kazein-pepton) hozzaadasaval.

3.2.2. Foszfat-puffer (PBS) oldat

Kereskedelmi forgalombdl beszerzett 1 x PBS oldattal dolgoztunk (Biolab Zrt., Budapest, Magyarorszag),
amelyet felhasznalas elétt 121 °C-on, 15 percen at sterileztlnk.

3.2.3. De Man-Rogosa-Sharpe (MRS) agar és leves (pH=6,2)

A kereskedelmi forgalomban kaphaté MRS agart és levest (Oxoid, Basingstoke, Egyeslilt Kiralysag) a gyarté
utasitasai szerint készitettik el. Az ajanlott mennyiségeket (62 g, ill. 52 g) analitikai pontossaggal bemértik,
majd 1-1 L desztillalt vizben feloldottuk. Fltheté magneses keverdvel segitettliik a komponensek oldédasat,
ezt kdvetden pedig autoklavban sterileztiik a tapkdzegeket (121 °C-on, 15 percig). A pH-értéket (6,2) sterilezést
kovetben ellendriztiik.

3.2.4. M17 agar és leves (Terzaghi szerint)

A gyartd (Biokar Diagnostics, Allonnen, Franciaorszag) utasitasait kdvetve, analitikai mérlegen 57,2 g-ot
mértlink be a dehidratalt M17 agarbdl, ill. 42,2 g-ot a levesbdl, majd 1000-1000 ml desztillalt vizben feloldottuk
6ket. A komponensek teljes oldédasaig melegitettik a tapkdzegeket, majd hdallé Gvegekbe adagoltuk és
autoklavban, 121 °C-on, 20 percig sterileztik.

3.2.5. CASO agar és leves

A CASO agart és a CASO levest szintén a gyarto (Biolab) utasitasai alapjan készitettik el. 45 g, ill.,, 36 g
mennyiségeket 1-1 L vizben oldottunk fel. Az oldédast kdvetéen standard paraméterek (121 °C, 15 perc)
mellett, autoklavban hajtottuk végre a sterilezést.

3.2.6. Anaerob tenyésztés

Az anaerob koérilmeényeket a kovetkezéképpen biztositottuk a vizsgalatok soran: AnaeroPack Rectangular
tégelyben (Merck, Darmstadt, Németorszag), GENbox anaer anaerob sé (bioMériux, Marcy-I’Etoile, Francia-
orszag) hozzaadasaval inkubaltuk az agarlemezeket. Az anaerob kdérilmények fennalldsardl a Microbiologic
Aerotest indikator (Merck) fehérrél kék szinre valé valtozasa adott tajékoztatast.

3.3. Antimikrobialis aktivitas vizsgalata

3.3.1. A vizsgalathoz szlikséges anyagok és eszkdzbk
3.3.1.1. CASO agar

Elkészitése a 3.2.5. alfejezetben leirtak szerint tértént.
3.3.1.2. Afilact® Fluid lizozim enzim

A Chr. Hansen cég (Hersholm, Dania) altal el6allitott konzervaldszer aktiv 6sszetevéje a lizozim, amely
szamos Gram-pozitiv baktérium szaporodasat gatolja. A lizozim t6bb mint 30 orszagban engedélyezett
komponens az élelmiszerekben. A termék tojasfehérjébdl kivont enzimet tartalmaz (E1105), az EU-ban
korlatozottan hasznalhato sajtok tartositasahoz.
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3.3.1.3. Fléraszept

A Floraszept (Unilever, Budapest, Magyarorszag) fert6tlenité hatasu tisztitdszer. F6 hatdanyaga a natrium-
hipoklorit, mely hatékony a baktériumok és a gombak ellen is. A terméket higitatlan formaban hasznaltuk fel
vizsgalatainkban.

3.3.2. Agardiffuzios lyukteszt
3.3.2.1. Patogén baktériumok szuszpenzidinak (inokulum) elkészitése

A torzseket felélesztettiik, majd kétszer passzaltuk. A masodik passzalas utani friss, 24 éras tenyészeteket
hasznaltuk fel a szuszpenzidk eldallitasahoz. A taptalajon kinétt telepekre 10 ml steril desztillalt vizet pipettaztuk,
majd dévatosan, lapos végu szélesztdpalca segitségével fellazitottuk a telepeket az agar fellletérdl. Ezutan
a szuszpenzidkat atpipettaztuk a Petri-csészékbdl miianyag Falcon-csévekbe. A kivant sejtlrliségeket az
optikai denzitas elve alapjan allitottuk be ugy, hogy 600 nm-es hulldamhosszon mértiink BioMate 160 UV-Vis
spektrofotométerrel (Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA, USA), ezutan pedig az értékeket standardizaltuk,
0,1-re allitottuk minden egyes mintanal, hogy a mérési eredmények dsszehasonlithatdak legyenek.

Torzsélesztés taplevesben
[Sajat izolatumok, Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 és Lb. acidophilus LA-5: MRS
levesben (pH = 6,2); Escherichia coli ATCC 5739, Staphylococcus aureus ATCC
49775 és Salmonella Enteritidis ATCC13076: CASO levesben]

1. passzalas: Torzsatoltas taptalajra
[Sajat izolatumok, Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 és Lb. acidophilus LA-5: MRS
taptalajra (pH = 6,2); Escherichia coli ATCC 5739, Staphylococcus aureus ATCC
49775 és Salmonella Enteritidis ATCC13076: CASO taptalajra]

2. passzalas: Torzsatoltas taptalajra
[Sajat izolatumok, Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 és Lb. acidophilus LA-5: MRS
taptalajra (pH = 6,2); Escherichia coli ATCC 5739, Staphylococcus aureus ATCC
49775 és Salmonella Enteritidis ATCC13076: CASO taptalajra]

Torzsszuszpenzio elkészitése
(Sajat izolatumok, Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 és Lb. acidophilus LA-5) 5 x
50 ml MRS levesben

! ! | | !
1.,2.,3.,4.csbé 5. cs6
. Centrifugalas:
Centrifugalas: 4000 x g, 10 perc, 18°C 7500 x g, 10
perc, 4°C
N N NG NG N
1. kezelés 2. kezelés 3. kezelés 4. kezelés 5. kezelés
Centrifugalt, Centrifugalt Centrifugalt Centrifugalt Centrifugalt
élosejtes felliliszd feliiluszo felliliszo felliliszo sterilre
felliliszo, hékezelése: sterilre sterilre szlirése: CFS
nincs sz(irés 100°C, 30 sziirése: CFS szlirése: CFS (K5)
(K1) perc, (K3) (pH =6,5)
vizflirdben (K4)
(K2)

A patogén torzsekbél ODgg = 0,1 optikai denzitasu oldatok készitése steril fizioldgias
sooldatban

v

| 0,5 ml patogén térzsszuszpenzié (ODgq, = 0,1) leoltasa |

v

| Lemezdntés 25 ml TSA agarral |

v

| 10 mm atméréji lyukak furasa agarfuréval, agardarabok eltavolitasa |

v

| A felliluszokbdl 200-200 pl kipipettazasa a lyukakba |

v

| Antimikrobialis anyagok diffundalasa: 20 perc (laminaris box alatt) |

!

| Inkubacio: a patogén térzsek igényeinek megfeleléen (37°C, 24 h, aerob) |

v

Eredmények értékelése: gatlézona atmérdjének mérése tolomérével, agarlemezek
fotézasa

1. abra. Az antimikrobialis aktivitas vizsgdlatdnak folyamata
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3.3.2.2. Agarlemezek elkészitése

Az el6z8ekben leirtak szerint el6készitett baktériumszuszpenzidkbdl 0,5-0,5 mi-t pipettaztunk a steril Petri-
csészékbe, majd 45 °C-ra leh(tétt CASO taptalajjal lemezeket ontéttink. A tesztmikrobak taptalajbéli
egyenletes eloszlasa érdekében dvatos, korkords, rotald mozdulatokat hajtottunk végre a lemezodntést
kovetben. A taptalaj megszilardulasa utan, lelangolt és leh(itétt steril agarfuréval lemezenként 4-4 db,
10 mm atméréjd lyukat vagtunk az agarba. Az igy kiszurt agarkorongokat steril, egyszerhasznalatos
muanyaglandzsaval tavolitottuk el a lemezekbdl.

3.3.2.3. Sajat izolatumok fellluszdinak kezelése

A négy lyuk kozil az els6be 200 pl steril fizioldgids sdoldatot pipettaztunk. Ez toltdtte be a kontroll szerepét,
hiszen a baktérium szaporodasat nem gatolta, ugyanakkor jelezte, hogy a torzs életképes allapotban volt
a kisérlet soran. A masik harom lyukba az izolatumok fellliszojanak valamelyik kezelt valtozatabol kerdilt
200-200 pl, ezzel megvalodsult egy lemezen a harom technikai ismétlés. Ezt kévetéen a patogén baktérium
igényeinek megfeleléen inkubaltuk a lemezeket.

A vizsgalando izolatumok felliluszoit Ot eltérd kezelésnek vetettik ala. A |épések eleje megegyezett: minden
térzsnél 5-5 db Falcon-cs8be mértiink 45 ml taplevest (MRS leves — De Man, Rogosa, Sharpe broth) és ebben
élesztettlik fel a torzseket, a szamukra megfeleld kdrllmények biztositva (37 °C, 24 h, anaerob kdzeg). Az

inkubalas letelte utan a mintael6készitések eltéréek voltak, ezeket az 1. abran részletezzlk.

1. kezelés: Az inkubalas utan az dsszes térzsiink elsé szamu Falcon-csévét 4000 g-n, 10 percen keresztil,
18 °C hémeérsékleten centrifugaltuk (Eppendorf Centrifuge 5804 R). A taplevest ezutan ledntéttik rola
és 1 x PBS oldatbdl 42 mi-t mértink a csé aljaban 1évé pelletre, majd 10 mp-en keresztil vortexeltik.
Ismételt centrifugdlas utan a fellluszot 50 mi-es, steril Falcon-csébe Ontéttlk at.

2. kezelés: A lépések megegyeztek az 1. kezelés |épéseivel, de a masodik szamu Falcon-csdvek
tartalmanak steril Falcon-csébe t6rténd atdontése utan ezeket a fellluszékat hékezeltik (100 °C-os
vizfird6ében, 30 percig).kezelés: A Iépések megegyeztek az 1. kezelés |épéseivel, de a harmadik
szamu Falcon-csdvek mintdinak esetében a masodik centrifugalas utan a fellluszékat vizeletgydjté
muUanyagpoharba 6ntéttik, amibdl 0,2 pm-es porusatmérdji membranszirén keresztil Uj, 50 mi-es,
steril Falcon-cs6be atszrtik.

3. kezelés: A négyes szamu Falcon-csovekrdl egyszeri centrifugalas (4000 g, 10 perc, 18 °C) utan a
taplevest ledntottik Uj, steril Falcon-csévekbe. Ezt kdvetden a felliluszo (taplevest is tartalmazta) pH-
értékét beadllitottuk 6,5-re. A kivant érték eléréséhez 1 M NaOH-ot hasznaltunk, a pH-értéket pedig
FiveEasy F20 tipusu pH-mérdvel (Mettler Toledo, Columbus, OH, USA) ellenériztik. Az érték beallta
utan a fellluszét 0,2 pm-es porusatmeérdjd membranszirén keresztil uj, 50 mi-es steril Falcon-csébe
atsz(rtik.

4, kezelés: Az 6tds szamu Falcon-csévek centrifugalasahoz az el6z8 kezelésekétdl eltérd paramétereket
alkalmaztunk. A mintdkat 10 percen keresztil 7500 g-n és 4 °C-on centrifugdltuk, majd itt is
ledntottik a taplevest és 42 mi-nyi 1 x PBS oldattal toltottik fel. Ismét centrifugaltunk a modositott
beallitasok szerint. Ezt kdvetben a fellluszoét vizeletgyjté mlianyagpoharba 6ntéttiik, amibdl 0,2 pl-es
porusatmeérdjd membranszirdén keresztil Uj, 50 ml-es steril Falcon-csébe atszrtik.

3.3.2.4. Inkubalas és a gatlasi zondk meghatdrozasa

Az elkészitett lemezeket 20 perces diffundalasi idé utan termosztatba helyeztiik, ahol a patogén baktériumok
igényei szerint tortént az inkubalas, majd értékeltiik az eredményeket. A gatlézéna atmérdjét tolomérdvel
hataroztuk meg. Minden egyes vizsgalatot 2-2 db parhuzamos lemezzel végeztiink el. Kétféle kimenetelt
tapasztaltunk: a felliliszot tartalmazdé lyuk korll gatlasi zéna alakult ki, vagy a lyuk kéril nem volt lathaté
eltérés. Utdbbi azt jelentette, hogy a baktérium-fellliszé nem gatolta, de nem is serkentette az adott
baktérium szaporodasat.

3.4. Antibiotikum-rezisztencia vizsgalat

3.4.1. A vizsgadlathoz sziikséges anyagok és eszk6z6k
3.4.1.1. De Man-Rogosa-Sharpe (MRS) agar (pH = 6,2)
Elkészitése a 3.2.3. alfejezetben leirtak szerint tortént.
3.4.1.2. Iso-Sensitest agar

A gyarté (Oxoid) altal javasolt 31,4 g mennyiséget analitikai mérlegen bemértilk és 1 L vizben feloldottuk. A
komponensek teljes oldddasat kdvetéen, 121 °C-on, 15 percig sterileztik a taptalajokat.

3.4.1.3. Lactobacillus Susceptibility Medium (LSM)
Az LSM téptalaj elkészitéséhez szilkség volt MRS (Oxoid) és Iso-Sensitest (Oxoid) taplevesekre. Ezekbdl a
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kovetkez8képpen allitottuk el az LSM taptalajt: 6sszemértiink 900 ml Iso-Sensitest levest és 100 ml MRS
levest, melyet 15 g agar-agarral egészitettlink ki. A sterilezést standard paraméterek mellett (121 °C, 15 perc)
végeztik.

3.4.1.4. Rezisztencia korongok

Az antibiotikum-rezisztencia vizsgalatainkban felhasznalt érzékenységi korongok (Biolab) jellemzéit a
2. tablazatban foglaltuk dssze.

2. tabldzat. Az antibiotikum-rezisztencia vizsgalatokhoz hasznalt
érzékenyseégi korongok hatéanyag-koncentracioi

Antibiotikum neve Hatéanyag-koncentracio (ug) Rovidités
Ampicillin 10 AM10
Kloramfenikol 30 C30
Klindamicin 2 DA2
Eritromicin 15 E15
Gentamicin 10 CN10
Kanamicin 30 K30
Nalidixsav 30 NA30
Sztreptomicin 10 S10
Tetraciklin 30 TE30
Trimetoprim + Szulfametoxazol 1,25 + 23,75 SXT25
Vankomicin 30 VA30

3.4.2. Antibiotikum-rezisztencia vizsgalatanak folyamata
A 2. abran lathatdk az elvégzett antibiotikum-rezisztencia vizsgalatok Iépései.

Szuszpenziok
Torzsek élesztése sejtsur'uge’genek Mintafelvitel steril
beallitasa tamponnal
(ODggo = 0.5)
. Antibiotikum-
E’red’mer)yek Inkubalas korongok
ertékelése

felhelyezése

2. dbra. Az antibiotikum-rezisztencia vizsgalat sémdja

MRS taptalajon felélesztettlik a baktériumtorzseinket, majd a szamukra optimalis korilmények biztositasa
mellett inkubaltuk &ket. Ezutan egy szoliter telepet atoltottunk egy Ujabb MRS tdptalaj felszinére, hogy
biztosan egy telepbdl induljunk ki és ne kevert tenyészettel dolgozzunk. 24 éra elteltével a felndvekedett
telepekre 10 ml desztillalt vizet pipettaztunk és feloldottuk benne a telepeket, figyelve arra, hogy a taptalajt ne
keverjik bele a szuszpenzidba. Az oldatot a Petri-csésze tetejérdl Falcon-csébe pipettaztuk at. Ezt kdvetéen
a sejtszuszpenziok siriséget OD, = 0,5 értékre allitottuk be BioMate 160 UV-Vis spektrofotométerrel.
Minden egyes higitasnal visszaellendriztlik, hogy megfelelek voltak-e a szamitasaink. Ezutan steril tamponos
mintavevd-palcakkal vittik fel a sejtszuszpenzidkat a taptalajok (MRS agar, ISO-Sensitest agar, LSM agar)
felszinére oly mdodon, hogy a taptalaj teljes fellletét boritsa a felvitt mintamennyiség. 15 percen keresztil
allni hagytuk a Petri-csészéket, hogy a mikrobak alkalmazkodhassanak a kértilményekhez. Mindezek utan,
kézi adagoldval felhelyeztiink Petri-csészénként 6 db antibiotikum-rezisztencia korongot (k6ztik 1 db Ures
korongot) és megfelel6 korilményeket biztositva inkubaltuk a lemezeket (37 °C, 24 h, anaerob viszonyok).
Egy nap elteltével a lemezeken kialakult gatlézénakat toldomérével megmeértiik. A gatidézonak méretébdl mindig
levontunk a korong atmérgjét (6 mm).
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3.5. Genetikai azonositas
3.5.1. Felhasznalt anyagok és eszkdz6k
A genetikai azonositashoz sziikséges anyagok, ill. eszk6zok kore az alabbiakban 6sszegezhetd:
e Baktérium-tisztatenyészetek taptalajok felliletén
e NucleoSpin Microbial DNA izolalé egységcsomag (Macherey-Nagel kit)
e DreamTaq Green PCR Master Mix 2x
o 27f és 1492r primerek
o Agarozgél
e EcoSafe gélfesték
o  Gene Ruler 1kb plus DNA ladder
o GenelJet PCR purification kit (Thermo Fisher)
3.5.2. Azonositas folyamata

A genetikai azonositas I1épései az 3. abran lathatok.

Sajat izolatumok

v

DNS feltarasa DNS minta

v

16S rDNS PCR

!

PCR-termék tisztitasa,
koncentracio mérése

v

Gélfotd

4

v

DNS koncentracio

Szekvenalas > DNS szekvencia
i Ve
DNS szekvenciaelemzése, Javitott DNS
fajszinti meghatarozasa ‘szekvencia,
‘ fajmeghatarozas
Jegyz6konyv készitése Kész jelentés

3. abra. A genetikai azonositas Iépései és az egyes lépések eredménye

A hét Iépésbdl allo vizsgalati modszert a kdvetkezEképpen hajtottuk végre: (1) genomi DNS feltarasa; (2)
16S rDNS PCR futtatas; (3) agardz gélelektroforézis; (4) gélfotod kiértékelése; (5) PCR termék tisztitasa, DNS
koncentracié és tisztasag meghatarozasa; (6) DNS nukleotid-sorrend meghatarozasa (szekvenalas); (7)
szekvenciaelemzeés, kiértékelés.

3.5.2.1. Genomi DNS feltarasa

A baktériumtorzseket a glicerines stockbdl ritkitd szélesztéssel felvittik MRS taptalaj fellletére, majd egy
éjszakan keresztll, 37 °C-on, anaerob korlilmények kézott inkubaltuk. Ezt kdvetden szoliter telepeket passzaltunk
MRS taptalajra és megismeételtik az inkubalast. A genomi DNS-tisztitashoz sziikséges 6nallo telepeket 1,5 ml
fiziologias sooldattal t6ltott Eppendorf csdvekbe mostuk. A genomi DNS-tisztitds NucleoSpin Microbial DNA
csomaggal (Macherey-Nagel, Diren, Németorszag) tértént, a gyartd altal megadott protokoll alapjan [12].

3.5.2.2. 16S rDNS PCR futtatas

A kinyert DNS mintak meglétérdl polimeraz-lancreakcidval gyézédtink meg. Ehhez 1,5 ml-es Safe Seal
Eppendorf-csébe reakcidelegyet mértiik dssze az alabbi anyagokbdl: DreamTaq Green PCR Master Mix
(2x), 27f és 1492r primerek, molekularis bioldgiai tisztasagu AccuGENE viz (Lonza, Basel, Svajc) és a sajat
izolatumok tisztitott DNS-e. A vizsgalatot Mastercycler PCR (Eppendorf, Hamburg, Németorszag) géppel
végeztik, amelyen a 16S rDNS programot futtatuk. Ennek bedllitasai a 3. tablazatban lathatoak.
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3. tablazat. A 16S rDNS program egyes ciklusainak paraméterei

Lépés Folyamat neve Hémérséklet (°C) Id6é

1. Felmelegités 95 4 min \

2. Denaturacio 95 20 sec \

3. Primerek bekdtédése 54 30 sec } x40
4. Lanchosszabbitas 72 1 min /

5. Elongacio 72 5 min -

6. Hdntartas 10 oo

‘A 2-4. |épés Osszesen 40-szer jatszodott le.
3.5.2.3. Agaroz gélelektroforézis

A program lejarta utan, a felsokszorozott DNS-molekulak lathatéva tételéhez agardz gélelektroforézis technikat
alkalmaztunk. Az 1%-os agardzgél elkészitéséhez 0,6 g agardzt (VWR) 60 ml 1 x TBE (tris-bdrecetsav)
oldatban kellett feloldanunk. Ezt kévetéen forraltuk az elegyet az agar teljes feloldodasaig. A forralds utani
hdtés alatt magneses keverdvel kevertettilk az oldatot és 6 yl DNS ECO Safe festékoldatot (Pacific Image
Electronics, Torrance, CA, USA) adtunk hozza. A gélontés soran géltalcat és gélfésit hasznaltunk. Az agaroz
megdermedése utan a gélfésit a gélbdl eltavolitottuk, a géllel t0Itétt talcat pedig az elektroforézis tankba
helyeztlk, amit pufferrel toltottlink fel (1xTBE oldat). A PCR reakcio termékeit felvittlik a zsebekbe és elkezdtiik
az elvalasztast.

3.5.2.4. Gélfotd kiértékelése

A gélelektroforézis lefutdsat kdvetéen meggy6zédtiink réla, hogy minden minta terméke tartalmaz DNS-t.
Ebben segitséget jelentett, hogy az elvalasztas megkezdése el6tt, a mintakkal egyltt, molekulasuly markert
adagoltunk a gélbe.

3.5.2.5. PCR termék tisztitasa, DNS koncentracio és tisztasag meghatarozasa

Az egyes termékek DNS koncentraciojat és tisztasagat NanoDrop 2000 spektrofotométerrel (Thermo Fisher)
mértik meg, majd egy kullsé céghez (Macrogen Europe, Amszterdam, Hollandia) kuldtik szekvenaltatni a
mintakat.

3.5.2.6. DNS nukleotidsorrend meghatarozasa (szekvenalas)

A munkafolyamatnak csak bizonyos részei torténtek mosonmagyarévari laboratériumunkban. llyen volt a
mintak el6készitése, elkiildése szekvendltatasra, majd az eredmények kiértékelése. Az azonositandé DNS
mintakat 1,5 ml-es Eppendorf-csévekbe adagoltuk, majd azonositdszammal ellatott matricakkal felcimkéztik,
melyekre rairtuk a primer nevét (27f, 1492r). A DNS szakaszok bazissorrendjét a forward és a reverse
primerekkel is meghataroztuk, ezért minden DNS mintat kétfelé kellett szétmérni (5-10 pl). A szekvendlashoz
szlikséges primereket is kiadagoltuk, szintén jeldlve és feliratozva a reakciocsdveket. Miutan minden csdvet
lezartunk, parafilmmel leragasztottuk azokat és elpostaztuk a szolgaltaté cégnek (Macrogen Europe).

3.5.2.7. DNS szekvenciak elemzése és kiértékelése

A DNS-ek nukleotidsorrendjét a szolgaltaté cég e-mailben kildte meg. A kdzolt linkrdl lehetett letdlteni az
allomanyokat. A fajlok kezeléséhez a Chromas és a ChromasPro programokat (Technelysium, Brisbane,
Ausztralia) hasznaltuk. A forward és a reverse primerekkel kapott szekvenciakat egymasba illesztettlik, majd
a kapott szekvencia elejérdl és végeérdl az értékelhetetlen bazisokat trimmeltiik. Ahol a két szekvencia eltért
egymastol, ott a kromatogram altal felajanlott javitast alkalmaztuk. Ezt kdveten a javitott szekvencia innen
kimasolhatd nukleotidsorrendjét a Basic Local Alignment Search Tool online weboldalan a “nucleotid blast”
opcioval értékeltik [13].

4. Eredmények és értékelésiik
4.1. Antimikrobialis aktivitas vizsgalata

Izolatumaink mikrobaellenes hatasanak megallapitasa céljabdl végzett vizsgalatok eredményei a 4. tablazat-
ban lathatok.

& TARTALOM Elelmiszervizsgalati Kozlemények — 2023. LXIX. évf. 1. szam 4344



4. tabldzat. Az antimikrobialis aktivitds vizsgalatanak eredményei (a gatldzonak értékei mm-ben megadva)’

Gatolando patogén baktérium

Gatlé agens Kezelés™ Escherichia coli | Staphylococcus aureus | Salmonella Enteritidis
ATCC 8739 ATCC 49775 ATCC 13076
Floraszept Higitatlan 8 14 9,0
Afilact Fluid Higitatlan 0 8 0,0
E10 izoldtum K1 0 0 0,0
K2 0 0 0,0
K3 0 0 0,0
K4 0 0 0,0
K5 0 0 0,0
E15 izolatum K1 0 0 15,3
K2 0 0 14,2
K3 0 0 16,5
K4 0 0 0,0
K5 0 0 10,9
E66 izolatum K1 0 0 7,3
K2 0 0 13,8
K3 0 0 13,7
K4 0 0 0,0
K5 0 0 11,7
E92 izoldtum K1 0 0 0,0
K2 0 0 11,7
K3 0 0 8,0
K4 0 0 0,0
K5 0 0 13,0
E173 izolatum K1 0 0 20,8
K2 0 0 22,3
K3 0 0 17,5
K4 0 0 5,8
K5 0 0 20,5
E198 izolatum K1 0 0 13,0
K2 0 0 13,8
K3 0 0 9,3
K4 0 0 0,0
K5 0 0 12,2
E216 izolatum K1 0 0 16,0
K2 0 0 15,0
K3 0 0 15,0
K4 0 0 0,0
K5 0 0 18,0

* A mm-ben feltlintetett eredmények 9 technikai x 2 biolégiai ismétlés atlagértékei.

" A kezelések részletes leirasat a 3.3.2.3. alfejezet tartalmazza.
ATCC: American Type Culture Collection (egy amerikai, szabvanyos mikroorganizmus-referencia térzseket szolaltatd

nonprofit szervezet. A szerk.)
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A pozitiv kontroll szerepét betoltd Fléraszept mindharom patogén baktériumtorzs élettevékenységét gatolta,
mig az Afilact Fluid lizozim enzim — az el6zetes varakozasoknak megfeleléen — csak a Gram-pozitiv Staph.
aureus térzs szaporodasat akadalyozta meg (4. tablazat).

Az E10-es izolatumunk semelyik kezelésének nem volt gatlé hatasa a tesztelt patogén baktériumokra.
Ehhez képest, Miao és munkatarsai [14] arrdl szamoltak be, hogy a tibeti kefirbdl izolalt Lacticaseibacillus
paracasei subsp. tolerans FX-6 un. F1 bakteriocint termel, mely széles antimikrobialis spektrummal
rendelkezik. A bakteriocin héallénak bizonyult és nem valtozott a természete 3,0-as, 6,0-os és 9,0-es pH-
értékl kozegekben sem. A nevezett szerz8k 6sszesen 49 db tejsavbaktérium-tdrzset izolaltak, melyeket
sterilezett tejben tenyészettek és a sejtmentes fellluszéjuk antimikrobialis aktivitasat vizsgaltak agardiffuzids
lyuktesztek segitségével. Hét térzs sejtmentes fellluszdja fejtett ki gatld hatast Escherichia colira. Az egyes
térzsek sejtmentes felliluszdi az indikator E. coli-val szemben 10,9+0,1 mm, valamint 12,0+0,4 mm nagysagu
gatlozonat képeztek. Az E10-es izolatumunk sejtmentes fellluszéjanak kinyerése nem tejbdl tértént, hanem
6,2-es pH-értékli MRS levesbdl, és ez okozhatta a két vizsgalat eredménye kozti eltérést.

Az E15-0s torzs él6sejtes tenyészete 15,3 mm atmérdjl gatlozonat produkalt Salmonella Enteritidis ATCC
13076 esetében. Azt tapasztaltuk, hogy a holt sejtek is képesek voltak gatolni, ugyanis a 100 °C-os, 30 percig
tartd hékezelés ellenére az E15-0s térzs 14,2 mm-es gatlast fejtett ki a Salm. Enteritidis-re. A 6,5-es pH-értékre
bedllitott kdzeg viszont nem tette lehetévé a nevezett kdrokozé gatlasat, amibdl arra kdvetkeztethetiink, hogy
az E15-6s torzs savtermészet(i antimikrobidlis hatasu anyagot termel. 7500 g-n végrehajtott centrifugalas
hatasara nem sikerUlt tébb antimikrobidlis anyagot kinyerni és nagyobb gatiézénat produkalni.

Az E66-0s torzs él6 tenyészete (K1 kezelés) csupan 7,3 mm-es gatlézénat alakitott ki, mig a K2 és a K3
kezelés fejtette ki a legnagyobb mérték(i gatiéhatast a tesztelt Salmonella tenyészettel szemben. A kozel
semleges pH-érték(i CFS-nek (K4) nem volt semmilyen kimutathaté hatasa egyik patogén térzsre sem. Az
intenziv K5 kezelés nem segitette el nagyobb atmérdjli gatlézona kialakulasat.

Az E92-es tdrzs él6 tenyészetének és semlegesitett sejtmentes fellluszéjanak sem volt kimutathatd
gatlohatasa a tesztelt patogén baktériumokra. Leghatékonyabbnak a K5 kezelés bizonyult, amit a 13,0 mm-
es gatlézona bizonyitott.

Az E173-as torzsnek mind az 6tféle kezelése gatolta a Salm. Enteritidis szaporodasat. A leghatékonyabb
a hépusztitason alapuld K2-es kezelés volt (22,3 mm-es gatlézéna). A torzs 6,5-es pH-értékre beallitott
sejtmentes fellluszéja kismértékd, 5,8 mm-es gatlast fejtett ki a Salm. Enteritidis-re. Ez azt bizonyitja, hogy
az E173-as térzs nem kizarolag savas természetli antimikrobidlis anyagokat termelt.

Az E198-as torzs hével eldlt tenyészete 13,8 mm-es, mig az él§ tenyészete 13,0 mm-es gatlozonat alakitott
ki a Salm. Enteritidis-szel beoltott agarlemezen. A K4 kezelésnek egyik patogén térzsre sem volt érzékelhetd
hatasa.

Az E216-0s torzs K1 és K5 kezelése (16,0 mm, ill. 18,0 mm) — ellentétben a K4 kezeléssel — kifejezetten
hatékonynak bizonyult a szalmonellézis kérokozojaval szemben.

Osszességében megdllapitottuk, hogy egyik tesztelt izolatumunknak sem volt kimutathaté hatdsa az E. coli
és a Staphylococcus aureus vizsgalt torzseire. Eredményeink hasonléak Maragkoudakis és munkatarsai [15]
eredményeihez, akik nyerstejbdl Lb. acidophilus ACA-DC 295, Cheddar sajtbol Lch. paracasei subsp. paracasei
ACA-DC 3345, Kasseri sajtbdl Lcb. paracasei subsp. tolerans ACA-DC 4038, valamint Feta sajt sélevébdl
Lactiplantibacillus plantarum ACA-DC 146 tdrzseket izolaltak és azok antimikrobidlis aktivitasat tesztelték
agardiffuziés lyuktesztekkel. Megallapitottak, hogy a 29 db tejsavbaktérium izolatum sejtmentes fellluszéjanak
egyike sem gatolta a patogén E. coli, a Salm. Typhimurium és a Helicobacter pylori térzseinek szaporodasat.

4.2. Antibiotikum-rezisztencia vizsgalat

Astandardizalt antibiotikum-rezisztencia vizsgalatok soran felmerilt, hogy a tejsavbaktériumok tenyésztéséhez
altalanosan hasznalt MRS tapkdzeg antagonista hatast fejthet ki az egyes antibiotikumokkal szemben. A
gatlohatasok kikiiszobodlésének érdekében fejlesztették ki az LSM tapkozeget, amely 90%-ban Iso-Sensitest
agarbdl és 10%-ban MRS agarbdl all. Az LSM taptalaj (Lipase Salt Mannitol kdzeg) — a vonatkozd nemzetkdzi
szabvany [16] ajanlasainak megfeleléen — bizonyitottan el&segiti a laktobacilluszok és a bifidobaktériumok
szaporodasat, mikdzben minimalizalja a potencialis antagonizmust a tapkdzeg komponensei és a tesztelt
antimikrobialis szerek k6zo6tt [17]. Vizsgalataink eredményei az 5. tablazatban lathatok.

Mind a Lb. acidophilus ATCC 4356, mind az el6szelektalt izolatumaink rezisztensnek bizonyultak vankomicinre
és nalidixsavra, amire magyarazatul szolgal Charteris és munkatarsainak [18] kézlése, miszerint a Lactobacillus
fajok eredend@en nalidixsav-rezisztensek. Wolupeck és munkatarsai [19] Lactobacillus térzsek antibiotikum-
rezisztenciajattanulmanyozvaazttapasztaltédk, hogy az 6sszestérzsikrezisztens ciprofloxacinra, gentamicinre,
sztreptomicinre és vankomicinre, ugyanakkor viszont érzékeny tetraciklinre, valamint kloramfenikolra. A mi
izolatumaink — és a Lb. acidophilus ATCC 4356 is — hasonldképpen érzékenynek mutatkoztak az utobbi két
antibiotikumra.

Emlitést érdemel, hogy a Lb. acidophilus ATCC 4356 nem szaporodott Iso-Sensitest taptalajon, a vizsgalat
eredménye ezért értékelhetetlennek bizonyult (5. tablazat). Huys és munkatdrsai [17] szintén arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy az Iso-Sensitest tapkdzeg altalanossagban nem ajanlhaté tejsavbaktériumok
antibiotikum-érzékenységének tesztelésére.
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5. tablazat. Az antibiotikum-rezisztencia vizsgalatok eredményei (a gatlasi zonak értékei mm-ben értendék)’

i . . Ures Antibiotikum™
Torzs Taptalaj
korong CN10 C30 ‘ VA30 ’ S10 E15 DA2 AM10 TE30 K30 NA30 SXT25
Lactobacillus Iso-Sensitest Nem értékelhet6

acidophilus MRS 0,0 0,0 252 +1,6 0,0 87+23 | 23,6+0,8 0,0 9,0+£35 | 21,0+7,0 0,0 0,0 0,0

ATCC 4356 LSM 0,0 11,5+£4,6 | 23,8+1,5 0,0 10,2+4,7 | 25,5+2,9 0,0 0,0 18,8 +6,9 0,0 0,0 0,0
Iso-Sensitest 0,0 17,0+ 2,2 20,0 +2,3 0,0 18,2+2,7 | 295+35 | 7,7+0,8 0,0 26,7+46 | 25+21 0,0 4,7+ 2,7

izoi’lt?;m MRS 0,0 0,0 25,5 +2,1 0,0 0,0 212+46 | 11,0£76 | 57+1,0 | 20,3 +4,1 0,0 0,0 0,0
LSM 0,0 12,1+2,8 | 23,0+0,6 0,0 72+28 | 223+56 | 123+45 0,0 21,0+1,9 0,0 0,0 55+3.2
Iso-Sensitest 0,0 17,2 +4,1 242 +4)9 0,0 12,2+0,8 | 252 +2,6 0,0 0,0 10,8+2,0 | 85+24 0,0 17,0+ 2,4

izoi’;ltim MRS 0,0 2,705 25,0+0,9 0,0 0,0 20,3+1,9 0,0 0,0 12,5+2,6 0,0 0,0 0,0
LSM 0,0 14,3+£0,5 23,5+2,3 0,0 3,0+£09 | 21,8+23 0,0 0,0 10,0+ 2,0 0,0 0,0 22,7 +1,2
Iso-Sensitest 0,0 18,7+0,8 | 21,2+2)9 0,0 11,7+0,5 | 25,3+0,8 0,0 0,0 10,8 +2,0 | 8,821 0,0 16,0+£1,3

izo%éGtEL;Jm MRS 0,0 20+0,9 252 +1,6 0,0 0,0 222+1,6 0,0 57+12 | 143+08 | 23+05 0,0 0,0
LSM 0,0 145+15 21,8+3,4 0,0 43+21 | 222+1,5 0,0 0,0 12,7+0,8 | 25+1,0 0,0 22,7 +1,2
Iso-Sensitest | 0,0 | 17,127 | 194+38 | 00 | 8627 | 18246 0,0 86+40 | 83x17 | 60£19 0,0 14,3+33

iZOElztzum MRS 0,0 78+10 | 21422 | 00 | 1,001 | 176+19 0,0 102+1,8 | 10,2£29 0,0 0,0 0,0
LSM 0,0 13924 15,1+2,0 0,0 56+15 | 18,7+2,6 0,0 7,7+25 84+1,8 29+23 0,0 20,7 +4,5
Iso-Sensitest 0,0 15414 | 226+1,1 0,0 73+22 | 21,7+5.2 0,0 78+36 | 10,7+1,2 | 51+0,8 1,8+1,1 16,3 +2,4

iZEIL:Sm MRS 0,0 59+11 23,4+2,0 0,0 1,3+0,7 | 22,8+2,3 0,0 8,7+£3,7 | 11,742 0,0 0,0 0,0
LSM 0,0 129+2,3 21,722 0,0 52+08 | 21,6+23 0,0 176+2,1 | 10,8 +0,8 0,0 42+44 | 216 +3,6
Iso-Sensitest 0,0 15,0+ 2,2 19,8 +£2,9 0,0 6,4+0,7 | 204 +3,0 0,0 8,7 £3,2 9,8+2,0 2,7+0,7 0,0 21,9+1,6

izEIl’t?Em MRS 0,0 72+18 21,021 0,0 0,0 18,2 +2,7 0,0 10,8 +3,5 | 10,8+2,4 0,0 0,0 0,0
LSM 0,0 136+1,8 | 20,0+2,3 0,0 48 +1,7 | 199+41 0,0 7,2+3,0 99+25 1,8+0,7 0,0 223+1,4
Iso-Sensitest 0,0 14,8 +2,0 23,1+£1,5 0,0 88+20 | 202+19 | 6713 9,1+50 | 124+1,0 | 53+26 0,0 17,2+25
izglzélll?m MRS 0,0 3,017 21,8 £3,3 0,0 0,0 178+28 | 78+14 | 209+29 | 11,1 +1,3 0,0 0,0 12,0 £ 2,1
LSM 0,0 11,7+£1,2 22,4 +1,7 0,0 43+1,1 19,1+18 | 78+12 | 13,1+3,6 | 11,6 24 0,0 0,0 18,0+ 1,7

" A mm-ben feltlintetett gatlézéna-atmérdk 3 technikai x 2 bioldgiai ismétlés atlag- és szorasértékei.
“ CN10: 10 pyg gentamicin, C30: 30 pg kloramfenikol, VA30: 30 ug vankomicin, S10: 10 ug sztreptomicin, E15: ug eritromicin, DA2: 2 ug klindamicin, AM10: 10 pg ampicillin,
TES30: 30 pg tetraciklin, K30: 30 pug kanamicin, NA30: 30 pg nalidixsav, SXT25: 1,25 pg trimetoprim + 23,75 pg szulfametoxazol.
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4.3. Genetikai azonositas

A genetikai azonositas eredményeit a 6. tablazat foglalja 6ssze. Lathatd, hogy az erdélyi nyerstej-, aludttej- és
sajtmintakbdl izolalt térzsek mindegyike a laktobacilluszok k&zé tartozott [11]. A szekvenalas nyoman sikerilt
egy Lcb. paracasei subsp. tolerans-t, 6t Levilactobacillus brevis-t és egy Lpb. plantarumot beazonositani. A
pontossag 99-100%-os volt, tehat az azonositas mindenhol egyértelmi eredményt hozott.

6. tablazat. A genetikai azonositdas eredményeinek ésszefoglaldsa

.. Eltéré Hianyzo
lzolatum Azlglnoi/dosslzes Azonositott torzs
nukleotid szama bazisparok szama
1070/1070
E10 0 0 Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans NBRC 15906
(100%)
1199 /1200
E15 1 0 Levilactobacillus brevis ATCC 14869
(99,9%)
1194 /1194
E66 0 0 Levilactobacillus brevis ATCC 14869
(100%)
1118 /1120
E92 2 0 Levilactobacillus brevis ATCC 14869
(99,8%)
995 /999
E173 4 3 Levilactobacillus brevis ATCC 14869
(99,6%)
1185/1198
E198 13 11 Levilactobacillus brevis ATCC 14869
(98,9%)
1102 /1102
E216 0 0 Lactiplantibacillus plantarum JCM 1149
(100%)

5. Kovetkeztetések

A probiotikus torzsek szelektalasara szolgald in vitro tesztrendszer tovabbi elemeinek kimunkalasara és alkal-
mazasara iranyuld térekvésiink dsszességében sikeres volt. Az egyes |épéseket nem feltétlenll szliikséges
tovabb finomitani, hiszen mar jelenlegi formajukban is alkalmasak akar nagyobb izolatummennyiség elészelek-
télasara. Amennyiben a toérzseket probiotikumként tervezzik felhasznalni, érdemes lehet szamos, egyéb
patogén mikrobara gyakorolt gatlé aktivitasukat tesztelni, valamint az atadhaté antibiotikum-rezisztencia-
gének jelenlétét molekularis bioldgiai médszerekkel feltérképezni. Az in vitro tesztrendszer 6sszes elemének
alkalmazasa soran, izolatumaink kozoétt nem talaltunk olyat, amely teljes biztonsaggal alkalmazhaté lenne
probiotikus termékek eléallitasahoz. Ugyanakkor bebizonyosodott, hogy tesztrendszerlink alkalmas a nem
biztonsagos izolatumok hatékony kiszlirésére.

6. Koszonetnyilvanitas
Hatvan Zoltan kdszéni az Innovaciés és Technoldgia Minisztérium Uj Nemzeti Kivalésag Programjanak
tamogatasat (projekt azonositd: UNKP-21-2-1-SZE-32).
A szerz6k kdszonik a Helyreallitasi és Ellenalloképességi Eszkz és Nemzeti Helyreallitasi Alapbdl finanszirozott
RRF-2.3.1-21-2022-00001 szamu projekt tamogatasat.
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