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ABSTRACT

In the present study, was investigated the antibacterial effect of 76 lactic acid bacterial isolates
originated from traditional cheeses and human microbiota against different pathogenic bacteria. From the
studied strains Enterococcus faecium SGt102.2.2. and Lactobacillus brevis Szj102.1. showed the wide
inhibitory spectrum against Salmonella enteritidis. Bacteriocin production analyzed with poliacrylamid-gel
electroforesis it was detected by the strain Lactobacillus brevis Szj102.1. This preliminarily work results show
the potential application of this autochthonous lactic acid bacteria for the improvement of safety of traditional
fermented foods.

OSSZEFOGLALO

Jelen tanulmanyban 76 — tradiciondlis sajtokbol, valamint csecsemdk bél-mikrobiotajabol izolalt —
tejsavbaktérium torzs antibakterialis hatdasat vizsgaltuk. A vizsgalt baktériumtorzsek koziil az Enterococcus
faeccium SGt102.2.2. és Lactobacillus brevis Szj102.1. torzsek esetén mutathaté ki jelentésebb gatlas
Salmonella enteritidis patogén baktériumra. Poliakrilamid-gélelektroforézis segitségével a Lactobacillus
brevis Szj102.1 térzs folyékony tenyészetének feliiliiszojabol peptid természetii bakteriocin volt kimutathato.
Ezen kutatasban kapott eredmények alapjan elmondhato, hogy egyes autohton tejsavbaktériumok
felhasznalhatoak tradiciondalis élelmiszerek tartositasaban.
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1. BEVEZETO

A probiotikumok a FAO/WHO (2002) meghatarozasa szerint olyan elé mikroorganizmusok, amelyek
megfelelé mennyiségben fogyasztva jotékony hatassal vannak a gazdaszervezet egészségére [1].

Probiotikumként leggyakrabban tejsavbaktériumokat alkalmaznak. A tejsavbaktériumokat régota
hasznaljak az élelmiszeriparban, mivel képesek a laktoz és mas szénhidratok tejsavva vald alakitasara, ezaltal
a termék pH-jat savas tartomanyig csokkentik (pH<4,5). Ezt a savas kozeget a tejsavbaktériumok tobbnyire
jol toleraljak, viszont sok mas nemkivanatos baktériumra gatlé hatassal van (romlas- és korokozok is akar)
[7]. A savas pH denaturalo hatassal van a sejtfelszini enzimekre, valamint karosodasokat okoz a fehérjék és a
DNS szerkezetében, a baktériumok anyagcsere folyamataiban. Emellett karosit6 hatasa van a képz6dd szerves
savak (tejsav, ecetsav) disszocialatlan molekuldinak is [10]. A tejsavbaktériumok szerves savak és oxidalo
hatasu hidrogén-peroxid termelése mellett fehérje természetli antimikrobas anyagok, Un. bakteriocinek
termelésével is képesek gatolni mas, elsdsorban Gram-pozitiv baktériumokat [7].

A tejsavbaktériumok Gram-pozitiv baktériumok. A leggyakrabban el6forduld probiotikus baktériumok
a Lactobacillus és a Bifidobacterium nemzetségbe tartoznak, de ide sorolhatdoak mas nemzetség tagjai is pl.
Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus, Streptococcus, Leuconostoc, Weissella. Ezen baktériumok a
természetes bélflora helyreallitasat segitik, mint ismeretes: gyakran javasoljak orvosok antibiotikumos
kezelések utan [2].
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Probiotikusnak mondhaté egy baktériumtorzs, ha rendelkezik a kovetkezd tulajdonsagokkal és
képességekkel:

— Sav- és epetolerancia: képesek legyenek élve eljutni a vastagbélbe és ott megtelepedni.

—  Adhézids képesség: legtobb baktérium adhezinekkel rendelkezik a sejtfelszinén, ekképp tud kotédni

a bélhamsejtekhez.
— A patogének szaporodasanak gatlasa: savtermelés, bakteriocin- és hidrogén-peroxid-termelés révén.
elfojtjak a ,,gyulladaselésegitd” (proinflammatory) citokinek termelését [3].

Kutatdsunk célja volt 37 nem kereskedelmi forgalomban kaphat6 oltoval készitett sajtbdl, valamint 39
anyatejes csecsemo székletébdl izolalt baktériumtdrzs egyes probiotikus tulajdonsagainak vizsgalata. Jelen
tanulmanyban ezen tejsavbaktériumok gatld hatasat mutattuk ki egyes patogén mikroorganizmusokkal
szemben. (Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus 5973, Bacilus cereus 2, Escherichia coli ATCC
13706 ¢és Listeria monocytogenes).

2. ANYAG ES MODSZER

2.1. Probiotikus tejsavbaktériumok antibakterialis hatasanak vizsgalata

Jelen teszt célja kimutatni a tejsavbaktériumok gatlo hatasat kiilonboz6 patogén mikrobak
szaporodasara nézve.

Az antimikrobialis hatds vizsgalatahoz 14 napig 37°C-on, MRS levesben el6nevelt
tejsavbaktériumtorzseket hasznaltunk. A patogén baktériumokat Salmonella enteritidis, Staphylococcus
aureus 5973, Bacilus cereus 2, Escherichia coli ATCC 13706 és Listeria monocytogenes Brilliant Green
Phenol Red agar (Salmonella enteritidis), Listeria mono differencial (Listeria monocytogenes), a tobbi
patogén esetén nutrient agarba oltjuk lemezontéssel. Majd az agar feliiletén létrehozott bemélyedésekbe a
vizsgalt tejsavbaktériumok feliiluszojat pipettazzuk. Az igy beoltott tapagarokat 37°C-on inkubaltuk 48 orat.

Az inkubalast kdveden az antibakterialis hatast a gatlazi zonak mérete alapjan adjuk meg.

2.2. Bakteriocinek jelenlétének kimutatasa

Azon tejsavbaktérium torzseket vizsgaltuk, amelyek bakteriosztatikus hatassal rendelkeztek. Ezeket a
tejsavbaktériumokat 10 napig folyékony MRS taplevesben neveltik 37°C-on. A folyékony tenyészetet
lecentrifugalva a kapott feliilluszot poliakrilamid gélre vittiik fel (50V, 20 min, 150 V, 60 min). A probak
vizualizaldsidra Coomassie Blue festéket hasznalunk, a 95°C-ra melegitett probakat, 5 percig kezeljiik: 20 pl
feliiluszéhoz 4 pl szinezéket adunk.

3. EREDMENYEK ES KIERTEKELESUK

3.1. Probiotikus tejsavbaktériumok antibakterialis hatasanak vizsgalata

A tejsavbaktériumok antimikrobialis hatasa abban 4ll, hogy csokkentik a kozeg pH-jat, szerves savakat
valasztanak ki, emellett hidrogén-peroxidot termelnek, ezek Osszhatisa a bakteriocinek termelésével
fokozodik.

Tagg ¢és munkatarsai (1976) definicidja szerint a bakteroicinek fehérje jellegli vegyiiletek, amelyek
kozel rokon baktériumokat képesek elpusztitani, bar ismertek olyanok is, amelyek rendszertanilag tavolabbi
baktérium-csoportok ellen is hatasosak.

Az altalunk izolalt tejsavbaktérium torzseket (39 torzs sajtbol, valamint 37 torzs csecsemOk bél-
mikrobiotajabol szarmazik) hasznaltunk fel patogén-gatlasuk megfigyelésére a kdvetekezd bélpatogén
baktériumokkal szemben: Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus 5973, Bacillus cereus 2, Escherichia
coli ATCC 13706 és Listeria monocytogenes.
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1. abra
Bacillus cereus 2 estén nem figyelheté meg gatldsi zona

A 10-15 napig, 37°C-on folyékony MRS taplevesben eldnevelt tejsavbaktériumok taplevesét
lecentrifugaltuk, majd a feliiliszoval dolgoztunk a tovabbiakban az antibakteridlis hatds megfigyelése
céljabol. Az abran lathato taptalajban és minden egyes tesztelt taptalajban patogén baktériumokat
szuszpendalunk, a taptalajon lathatdo mélyedésekben egyes tejsavbaktérium-torzsek feliiluszojat pipettaztuk.

A 2. abran lathat6 (Salmonella enteritidis) patogén baktérium esetén volt megfigyelheté a mikrobdra
gyakorolt gatlas egyes tejsavbaktérium esetében: SRj102.2.2., Szj102.1., SGt102.2.2. (ezek lathatok a 2.
abran) és B-7, B-8, B-33 si B-34. A Staphylococcus aureus 5973, Bacilus cereus 2 (1. abra), Escherichia coli
ATCC 13706 és Listeria monocytogenes esetében nem figyelhetd meg gatlas.

2. dbra
Salmonella enteritidis esetén a 2,3,4 mintak esetén gatldsi zondk figyelhetok meg
a kévetekezd tejsavbaktériumoknal: SRj104.2., SRj102.2.2., Szj102.1., SGt102.2.2

A legszamottevébb gatlas (legnagyobb gatlasi zona) az Enterococcus faecium SGt102.2.2. és
Lactobacillus brevis Szj102.1. esetében észlelhetd, itt a gatlasi zona 4,2-4,3 mm koriili értek (3. abra). Kisebb
gatlas figyelhetd meg a B-7 torzsnél: 3,6 mm, az SRj 102.2.2 esetében 3,3 mm, a B-33, B-8 és B-34
baktériumtorzseknél a legkisebb a gatlas: rendre 2,8, 2,5 és 2,3 mm a gatlasi zona.
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3. bra
Tejsavbaktériumok gatlasi zondajanak mértéke
a Salmonella enteritidis patogén baktériummal szemben (mm-ben kifejezve)

A Dbakteriosztatikus hatas mibenlétének megismerésére a gatlast kifejtd baktériumok altal
extracellularisan termelt fehérjék hokezelésével megbizonyosodtunk arrdl, hogy a gatlast fehérje-természetti
anyag okozza, mivel a gatlas megszlinik miutan hokezeljiik a mintdkat.

Emodon arra a kovetkezetetésre jutottunk, hogy a gatlast valamilyen fehérje-jellegii bakteriocin okozhatta.

3.2. Bakteriocinek azonositasa molekulatomeg alapjan

A Dbakteriocinek olyan fehérjeszeri (peptid) bakteridlis termékek, amelyek bakteriosztatikus
tulajdonsaggal rendelkeznek. A bakteriocinek a riboszémakban szintetizalodnak, majd kikeriilnek az
extracellularis térbe. Egyes tejsavbaktériumok altal termelt bakteriocineket élelmiszerekben is felhasznalnak
bio-tartositoszerként. A lantibiotikumok kis molekulatomegii peptidek (<5 kDa, 1. bakteriocin csoport),
egyesek koziiliik nagyon stabilak magas homérsékleten is [6,7,8].

A legismertebb tejsavbaktériumok altal termelt bakteriocin a nizin, amely egy 34 aminosavbdl allo
peptid. A nizin magas (90-100°C) hémérsékleten is stabil. A nizin vegetativ sejtekkel szembeni
antimikrobas hatdsa abban 4ll, hogy a citoplazma membranba beépiilve azon porusokat hoz létre,
amelyeken keresztil kiegyenlitédik a membran potencial felépitésében szerepet jatszd ionok
koncentracidja.

A tejsav baktériumok éltal termelt bakteriocinek peptid- vagy fehérje- szerkezetﬁek bakteriosztatikus
sem. Az I. és II. bakteriocin csoportba tartozd peptidek 10 kDa-nal kisebb molekulatomeguek mig a III. és
IV. bakteriocin csoportba tartozé tagok fehérjék vagy fehérjekomplexek nagy molekulatomeggel [5,7]. A 10
napos folyékony tejsav baktérium-tenyészeteket lecentrifugalva a kapott feliiluszot analizaltuk poliakrilamid
gélelektroforézis sordn (SDS-PAGE).

A kapott gél fényképén (4. abra) lathato az, hogy a Szj 102.1. minta esetén a 97 kDa-os molekulatomeg-
markerrel megkdzelitdleg egyvonalban megjelenik egy sav. Az Szj 102.1. baktériumtérzs mint Lactobacillus
brevis volt azonositva. Gautam és Sharma (2009) Lactobacillus brevis tenyészetének feliilisz6jabol izolalt
93,74 kDa molekulatomegii bakteriocin [4], amely a IIl.-as bakteriocin (hére érzékeny és 30 kDa-nal nagyobb
molekulatomegii) csaladbol szarmazhat.
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97 kDa bacteriocin
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4. abra

Poliakrilamid-gélelektroforézis gélképe - bakteriocin jelenlétének vizsgalata.
1. — molekulatdmeg marker (Amersham), 2. — feliilisz6 B-34, 3. — feliilusz6 SRj102.2.2.,
4. —feliilusz6 SRj104.2., 5. — feliiluszo SGt102.2.2., 6. — feliiluszo Szj102.1.

Végs6 kovetkeztetésként elmondhatjuk, hogy mivel a tejsav baktériumok savanyitd képessége
elsérendii szempont a fermentalt élelmiszerek eldallitasa €s tartositasi folyamata soran, valamint a
bakteriocinek termelése rdadasként gatlo hatassal van a nemkivanatos baktériumok elszaporodasara, igy a
vizsgalt tejsavbaktérium torzsek felhasznalhatoak az elkdvetkezokben fermentalt élelmiszerek
eltarthatosaganak novelésében. Ez az elképzelés Osszhangban van a megvaltozott fogyasztoi elvarasokkal,
ugyanis egyre inkadbb a természetesebb allapotu, kevesebb kémiai tartdsitoszert tartalmazod termékeket
igénylik a fogyasztok.
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