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OSSZEFOGLALAS

A célunk olyan mérési moédszerek kidolgozasa és értékelése volt, amelyekkel
viszonylag gyorsan és hatékonyan lehet akar allati, akar human eredetii, potencialisan
probiotikus baktériumtorzsek gyomorsavval és epesavval szembeni ellenallasat tesztelni.
Héarom eljarast vizsgaltunk, melyek koziil az in vitro emésztési modell szolgaltatta a
legmegbizhatobb eredményeket. A masik két metddus (cseppentéses-, illetve
folyadékkultiras modszer) eldszelektalasra bizonyult alkalmasnak, ugyanis elsdsorban
azt képesek jelezni, hogy mely torzseket érdemes alavetni a hosszadalmasabb in vitro
emésztési protokollnak.

Kulcsszavak: probiotikumok, savtiirés, epesavtiirés, in vitro vizsgalatok

BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

A probiotikumok ¢l6 mikroorganizmusok, amelyeket megfeleld6 mennyiségben

alkalmazva jotékonyan befolyasoljak a gazdaszervezet egészségét (Anadon et al. 2006,
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Hill et al. 2014; Fijan et al. 2019). Szamos feltételnek kell eleget tenniiik ahhoz, hogy a
probiotikus jelzét viselhessék. Egyebek mellett fokozott tiir6képességgel sziikséges
rendelkezniiik a kiilonféle testfolyadékokkal (gyomorsav, epesavak, emésztéenzimek)
szemben és adhézios képességiik révén, a bélhamszovet sejtjeihez kotddve stabilizalniuk
kell a bélmikrobiotat (Szakdly 2004).

Az egészségre jotékony hatast kifejtd probiotikus termékek irant vilagszerte ndvekvo
igény mutatkozik, legyen sz6 akdr humdn taplalkozasrdl, akar haszonallatok
takarmanyozasardl. A haszonallattartok a probiotikumok alkalmazasatél hozamfokozé
hatasokat és az értékmérd tulajdonsagok (pl. takarmanyértékesitd képesség, hustermeld
képesség) javulasat varjak (Anadon et al. 2006, Papadimitriou et al. 2015). Az Eurdpai
Unid 2006-t61 betiltotta az antibiotikumok hozamfokozé célbdl torténd alkalmazasat, ezt
kovetden keriiltek még inkabb a figyelem kozéppontjaba a probiotikumok (European
Parliament, Council of the European Union 2003; Essdsy et al. 2020). A piacon jelenleg
elérhetd termékekrdl csak korlatozott mennyiségli tudomanyos informacio all
rendelkezésre, igy mnem ismert, hogy valdban javitjdk-e a haszonallatok
teljesitménymutatoit. Ezt komplex és koltséges allatkisérletekkel lehet ellendrizni.

Evrél-évre baktériumtorzsek sokasagat izolaljak azzal a céllal, hogy egészségre
gyakorolt pozitiv hatasaikat kiaknazzak. A komplex és koltséges allatkisérleteket meg
kell eléznie egy in vitro vizsgalatokbol allo szelekcids rendszernek, mellyel egyszeriien,
gyorsan és koltséghatékonyan kivalaszthatok azok a torzsek — a tobb szaz vagy akar tobb
ezer izolatum koziil —, amelyek remélhet6leg probiotikusnak bizonyulnak majd az in vivo
kisérletek soran (4nadon et al. 2006, Papadimitriou et al. 2015, Williams et al. 2015,
Antal et al. 2020).

SAJAT VIZSGALAT

Munkank célja olyan in vitro mérési modszerek kidolgozasa és értékelése volt,
amelyekkel gyorsan és hatékonyan lehet baktériumtdrzsek gyomorsav és epesav
destruktiv hatasaval szembeni ellenallosagat vizsgalni. Arra a kérdésre kerestiik a valaszt,
hogy melyek azok az in vitro modszerek, amelyek alkalmazasaval ismeretlen izolatumok
koziil a jo sav-, és epesav-tiird baktériumtdrzsek kivalaszthatok. E tulajdonsagok
vizsgalatara, kontroll térzsek mérésével beallitottuk a kisérleti rendszer paramétereit és

kidolgoztuk a mérési protokollokat.
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A tesztelt torzseket kereskedelmi forgalomban 1év6 sertés-probiotikumokbdl izolaltuk,
feltételezve, hogy jol fognak teljesiteni, mivel e készitmények forgalomba hozatala elott
a gyartonak allatkisérletekkel kellett bizonyitania az Eurdpai Elelmiszer-biztonsagi
Hatosag (EFSA) felé a készitmény hatékonysagat és artalmatlansagat. Az in vitro
koriilmények  modellezésének  harom  lehetséges modszerét mutatjuk be
kozleményiinkben:

e  savval vagy epesavval kiegészitett szilard taptalaj felilletén végzett jelenlét—hiany
vizsgalat;

o folyadékkultiraban végzett sav- vagy epesav-kezelés és azt kovetd ¢lésejtszam-
meghatérozas;

o  sertés emésztérendszerében uralkodod viszonyokat szimulaldé in vitro emésztési

modell.

ANYAG ES MODSZER

A kisérletekbe bevont baktériumtdrzsek

Vizsgalatainkat az 1. tabldzatban felsorolt baktériumtorzsekkel végeztiik.
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1. tablazat: A kisérletekbe bevont baktériumtorzsek

Table 1: Bacterial strains involved in this study

Faj Torzs Forras
Streptococcus thermophilus TH-4 Chr. Hansen, Horsholm, Dania
Lactobacillus acidophilus LA-5 Chr. Hansen, Horsholm, Dania
Enterococcus faecium CECT 4515 Fecinor Soluble Plus (Evonik, Essen,
Németorszag)
Enterococcus faecium NCIMB 10415 Piglobin (Sano, Loiching,
Németorszag)
Enterococcus faecium DSM 7134 Piglet Protector (Biochem, Lohne,
Németorszag)
Enterococcus faecium Ismeretlen Agroferm Pig (Tolnagro, Szekszard)
(MTKI.B32)

Baktériumtorzsek izoldaldsa, tartositdasa és taroldsa

Kereskedelmi forgalomban 1év6, Fecinor Soluble Plus (Evonik, Essen, Németorszag),
Piglobin (Sano, Loiching, Németorszag), Piglet Protector (Biochem, Lohne,
Németorszag) és Agroferm Pig (Tolnagro, Szekszard) elnevezésli készitményekbdl a
kovetkez6képpen izolaltuk az E. faecium torzseket: a készitmények 10-10 g-jat 90 ml %
er6sségii Ringer-oldatban higitottuk. Ezt kovetden decimalis higitasi sort készitettiink
mindegyik alaphigitisbol, majd a 101071 higitasi tagokat leoltottuk szelektiv taptalajra,
feliileti szélesztéssel. Az E. faecium szelektiv kimutatasa CATC (Citrate Azide Tween
Carbonate) agaron (Biolab, Budapest) tortént, 37 °C-on 24-48 o6raig tartdé aerob
tenyésztéssel.

Az allati probiotikumokbol izolalt tdrzsek taroldsa glicerines torzsoldatban tortént. 3 ml
CASO (Casein peptone-soymeal peptone) taplevesbe belemostunk egy kacsnyi, CATC
agar feliiletérdl levett torzset, majd inkubaltuk a torzs igényeinek megfeleld koriilmények
ko6zott (Enterococcus faecium torzsek esetén 37 °C, 2448 6ra, aerob koriilmények). Krio
(fagyasztd) csobe adagoltunk 300 pl-t a felszaporitott tenyészetbdl és 900 pl 60%-0s
glicerin oldatot adtunk hozza, vortexeltiik és cseppfolyos nitrogénben fagyasztottuk kb.

30 mp-ig. A tarolas -80 °C-on tortént, ultramély-fagyasztoban.
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Baktériumtorzsek felélesztése és tenyésztése

A vizsgalando torzseket a 2. tablazatban k6zo6lt paraméterek szerint élesztettiik fel és

tenyésztettiik.

2. tablazat: A kisérletekbe bevont baktériumtdrzsek felélesztésének és tenyésztésének
koriilményei

Table 2: Culturing conditions used to grow the bacterial strains involved in this study

Torzs Tépleves Szelektiv taptalaj Inkubalasi
koriilmények
Streptococcus M17 leves (Biokar, M17 agar 37 °C, 48 éra,
thermophilus TH-4 Bécs, Ausztria) (pH = 6,8; Biokar) aerob
Lactobacillus MRS leves (VWR, MRS agar 37 °C, 72 éra,
acidophilus LA-5 Debrecen) (pH =6,2; VWR) anaerob
Enterococcus faecium CASO leves (VWR) MRS agar (pH = 6,2; 37 °C, 24-48
CECT 4515 Carl Roth, Karlsruhe, ora, aerob
Németorszag)
Enterococcus faecium CASO leves (VWR) MRS agar 37 °C, 24-48
NCIMB 10415 (pH = 6,2; Carl Roth) oOra, aerob
Enterococcus faecium CASO leves (VWR) MRS agar 37 °C, 24-48
DSM 7134 (pH = 6,2; Carl Roth) 6ra, aerob
Enterococcus faecium CASO leves (VWR) MRS agar 37 °C, 24-48
MTKI.B32 (pH = 6,2; Carl Roth) ora, aerob

Savval és epesavval kiegészitett szilard tapkozeg feliilletén végzett jelenlét—hidny

vizsgalatok

A vizsgalatokhoz sziikseges savas és epés taptalajok

A savtlirés vizsgalatdhoz az M17 (Biokar, Bécs, Ausztria), valamint az MRS
taptalajokat (VWR, Debrecen és Carl Roth, Karlsruhe, Németorszag) eldirds szerint
elékészitettiik, majd sterilezés el6tt 1 M NaOH-dal, ill. 1 M HCI-dal a kovetkez6 pH-
értékekre allitottuk be: 7,0; 6,0; 5,5; 5,0; 4,0; 3,0. A taptalajok sterilezését kovetden
lemezeket ontottiink.

Az epesavtlirés vizsgalatahoz az M17 (Biokar) és az MRS taptalajokat (VWR ¢és Carl

Roth) eldiras szerint elokészitettiik, majd sterilezés utan sterilre szlirt sertésepét (Sigma
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Aldrich, St. Louis, MO, USA) adtunk a 45 °C-ra visszahtitott tapkdzegekhez gy, hogy a
taptalajban az epe végleges koncentracidja 0%, 0,1%, 0,2%, 0,5%, 1,0%, ill. 2,0%
(m/V%) legyen.

Torzsélesztés és optikai denzitas (OD) mérés

A baktériumtorzseket a 2. tdbldzatban feltlintetett paraméterek szerint élesztettiik fel. A
felszaporitott, egynapos torzstenyészet tizszeres higitadsanak optikai denzitas (OD) értékét
600 nm-en mértiikk. Egységesen ODgoo = 0,5 értékii oldatokat készitettiink. A tizszeres
higitasi mintak ODepo értékét megbizhatobbnak itéltiik, hiszen a spektrofotométer a
higabb, és igy kevesebb iilepedd részecskét tartalmazd mintakat nagyobb pontossaggal
méri, mint a tdmény, jobban ililepedd mintakat. A tizszeres higitasu tdrzsszuszpenziok

értékeit megszoroztuk tizzel, hogy megkapjuk az eredeti, higitatlan mintak OD-értékét.

Jelenlét—hiany vizsgalat

Az ODgoo = 0,5 értékre beallitott tenyészetekbdl egyenként 9 (3 x 3 ismétlés) x 10 pl-t
a taptalajok feliiletére cseppentettiik, majd a 2. tdbldzathan feltiintetettek szerint
inkubaltuk 6ket. Az inkubacids id6 letelte utdin megvizsgaltuk, hogy a cseppek helyén

szaporodott-e az adott torzs.

Folyadékkultirdban végzett sav-, illetve epesav-kezelés és azt kovetd élésejtszam-

meghatarozas

Kezelofolyadékok és elkészitésiik

0,126 g sertésepét (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, United States) feloldottunk 9 ml
desztillalt vizben és magneses keverdn kevertettiik. Maximum 40 °C-ig melegitettiik az
epeoldatot, majd 0,45 um porusatmérdjii membranszlrén sterilre sziirtiik. Az 1,4%-0s
epeoldat 900 pl tenyészet hozzdadasa utan felére, azaz 0,7%-ra higult.

50-50 ml steril CASO-, M17- és MRS-leves pH-értékét 2,0-re allitottuk be 1 M HCI-
oldattal. Az egyes levesek pH-értékének 2,0-nek kellett lennie ahhoz, hogy 900 pl
torzstenyészet és 900 pl tapleves dsszedntése utan az Eppendorf csdben a pH-érték 3,0

legyen.
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Kezelesre torténd eldkészités és optikai denzitas mérés
A felélesztés korlilményei a 2. tablazatban lathatok. Az optikai denzitds mérését a
“Torzselesztés és optikai denzitas (OD) mérés” cimil alfejezetben ismertetettek szerint

végeztiik.

Epesav- és sosavkezelés folyamata

Az epesav- és sdsavkezelés folyamatat az /. dbra illusztrélja.

TL:;}'_zse}(clgle‘Ei %‘e; ® nge‘l:ofol}*a'del'(ok Inkubalas: 37 °C, 2
tiss (18 ords savas, epés és éra, 160 rpm-en
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1. abra: Epesav- és sosavkezelés folyamatabraja

Figure 1. Flowchart of treatments with bile acids and hydrochloric acid

A vizsgalt baktériumtorzseket négy kezelésnek vetettiik ala: (a) epe nélkiili kontroll
tapleves (desztillalt vizes), (b) epével kiegészitett tapleves, (c) sav nélkiili kontroll
tapleves és (d) savval kiegészitett tapleves. A frissen elkészitett kezeldfolyadékokbol 900
pl-t 2 ml-es reakcidcsovekbe pipettaztunk. A kiadagolt kezel6folyadékokra ramértiink
900 pl torzstenyészetet, majd 37 °C-on, szemianaerob koriillmények kozott, sikrazon (160
rpm-en), 2 6ran keresztiil razattuk az oldatokat.

Az epesavtirés vizsgalatanak tervezésekor a sertés emésztési sajatossagait vettiik
figyelembe, tehat sertés eredetli epét hasznaltunk, a szakirodalomban szdmos helyen
emlitett 6korepe helyett. A sertésepe 0,7% epesavas sot tartalmaz (Chiba 2014). A kétoras

kezelési id6tartam megvalasztasa a sertés emésztérendszerében zajlo koriilményeknek (a

10
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sertésepével a tipanyagok 2 oran keresztiil emésztédnek) megfelelen tortént (Yeo et al.
2016).

Leoltas és élosejtszam-meghatdarozads

A kontroll és a kezelt baktériumtenyészetekbdl higitasi sort készitettiink, majd steril
szélesztégyongyok (Rattler Plating Beads, Zymo Research Corp.) segitségével, szelektiv
taptalajon elszélesztettiink 100 pl tenyészetet. A szelektiv tenyésztés koriilményei a 2.

tablazatban lathatok. Az inkubdacids id6 letelte utan telepszamlalast végeztiink.

In vitro emésztési modell

Az in vitro emésztési modell beallitasahoz a Yeo et al. (2016) altal leirt emésztési
protokollt vettiik alapul. A modell harom szakaszbdl épiil fel: a szaj-, a gyomor-, és a

vékonybél-fazisbol.

A szervetlen-, a szerves- és a pufferoldatok, valamint az emészténedvek elékészitése
A szervetlen oldatokat a 3. tdbldzatban, a szerves oldatokat pedig a 4. tdbldzatban
szerepld mennyiségeknek megfeleléen, analitikai mérlegen bemértiik és magneses

keverdvel beoldodasig kevertettiik.

3. tabldzat: Szervetlen oldatok
Table 3: Inorganic solutions used in the in vitro digestion model

Szervetlen komponens Desztillalt viz (ml) Bemért tomeg (g)
KCI 100 8,960
NaH2PO4 50 4,440
NaCl 100 17,500
NaHCOs 100 8,470
NH.CI 50 1,530
KH2PO4 100 0,800
MgCl2-6H20 100 1,060
CaClz 100 1,665

Megjegyzés: A szervetlen oldatok elére elkészithet6k és 121 °C-on, 15 percig sterilezhetdk.

11
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4. tablazat: Szerves oldatok

Table 4: Organic solutions used in the in vitro digestion model

Szerves komponens Desztillalt viz (ml) Bemért tomeg (g)
Karbamid 50 1,250
Gliikoz 50 3,250
Gliikuronsav 50 0,100
Gliikkézamin 50 2,825

Megjegyzés: A szerves oldatokat mindig frissen kell elkésziteni €s tilos autoklavozni!

Az 5. tablazat alapjan 6sszemértiik killon a szerves és kiilon a szervetlen sszetevoket
a harom kezel6folyadéknak megfelelden, majd desztillalt vizzel kiegészitettiik 250 ml-re.
Az igy kapott 3 x 250 ml szerves és 3 x 250 ml szervetlen oldatot 6sszedntdttiik, eldallitva
a haromféle, egyenként 500 ml mennyiségli puffer kezeléfolyadékokat. Az oldatokat
vizfiirdében 37 °C-ra melegitettiik.

5. tablazat: Pufferoldatok elkészitése

Table 5: Preparation of buffer solutions

Oldat Gasztrikus Duodenum Epe
puffer
Szervetlen 7,85 ml NaCl 20 ml NaCl 15 ml NaCl
1,5 ml NaH2PO4 20 ml NaHCO3 34,15 ml NaHCOs
4,6 ml KCI 5 ml KH2PO4 2,1 ml KClI
9 ml CaCl2 3,15 ml KClI 75 nl HC137%
5 ml NH4Cl 5 ml MgClz
3,25 ml HCI 37% 90 ul HC137%
Szerves 5 ml gliik6z 2 ml karbamid 5 ml karbamid

5 ml glitkuronsav
1,7 ml karbamid

5 ml gliitkézamin

A puffer kezeldfolyadékokbol 50 ml-t kipipettaztunk, majd a 6. tdblazatban szerepld
egyéb komponenseket hozzamértiik és magneses keverdvel beoldodasig kevertettilk. Az

igy kapott oldatokat 37 °C-os vizfiird6ben taroltuk a gasztrikus kezelés megkezdéséig.

12
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6. tablazat: 50 ml emészténedv elkészitéséhez sziikséges egyéb komponensek

Table 6: Other components needed to prepare 50 ml of digestive fluids

Komponens Mennyiség
Gyomornedv
BSA (bovine serum albumin) 0,050 ¢
Pepszin 0,125¢
Mucin 0,275 ¢
Duodenumnedv
BSA 0,050 g
Pankreatin 0,450 g
Lipaz 0,075¢g
CaCl 450 wl
Epenedv
BSA 0,090 g
Sertésepe 1,500 g
CaCl 500 pl

Optikai denzitds mérés
Az optikai denzitas mérését a “Torzsélesztés és optikai denzitas (OD) mérés” cimii

alfejezetben ismertetettek szerint végeztiik.

A gasztrikus emésztései modell leirdsa

Ahogy a 2. dbra szemlélteti, a felszaporitott és ODgo = 0,5 értékre beallitott
tenyészetekb6l 1-1 ml-t pipettaztunk steril kémcsoévekbe. Ehhez hozzaadtunk 6 ml
emésztonedvet, majd 2 oran keresztiil, 37 °C-on, sikrazén (50 rpm-en) razattuk. Az
inkubacios id6 letelte utan mintat vettiink (1 ml), a maradék oldatokhoz hozzaadtunk 6
ml duodenumnedvet és 3 ml epenedvet, illetve 1 ml NaHCOs-ot, majd még 5 oran
keresztiil razattuk az eldz6ekben ismertetettek szerint. Az inkubacids 1d0 letelte utan ujbol
mintat vettiink, higitasi sort készitettiink ¢és feliileti szélesztéses modszerrel

meghataroztuk a kezelést kdvetden a tenyészetek élosejtszamat.

13
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2. dbra: In vitro emésztési modell folyamatabraja

Figure 2: Flowchart of the in vitro digestion model

Matematikai—statisztikai elemzés

Az éldsejtszam-atlagértékek kozotti eltérések szignifikans, ill. nem szignifikans voltat

t-proba segitségével allapitottuk meg, 95%-os valosziniiségi szinten.

EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Savval és epesavval kiegészitett szilard tapkozeg feliilletén végzett jelenlét—hiany

vizsgalatok

A S. thermophilus TH-4, a L. acidophilus LA-5 és az E. faecium torzsek savval és epével
szembeni ellenallo-képességét elészor oly modon teszteltiik, hogy spektrofotométerrel
ODeo = 0,5-re beallitott sejtsiirliségli szuszpenziobol 10-10 pl-t cseppentettiink
kiilonbdz6 sav- és epesav-tartalmu taptalajokra, majd megvizsgaltuk a tenyészetek
szaporodasi képességét, tehat azt, hogy 24 6ras inkubaciot kovetden képes volt-e az adott
torzs szaporodni a savval, ill. epével kiegészitett taptalajokon (jelenlét—hiany vizsgalat).

Eredményeinket a 7. és 8. tabldzatban szemléltetjiik.

14




SULE J. ET AL.

7. tablazat: Savval kiegészitett szilard tapkdzeg feliiletén végzett jelenlét—hiany vizsgalat
eredményei*
Table 7: Results of presence—absence tests performed in solid culture media

supplemented with hydrochloric acid*

Tejsavbaktérium-torzs M17 vagy MRS agar** pH-értéke
7,0 6,0 55 50 4,0 3,0

Streptococcus thermophilus TH-4 +++ +++ ++ 0 0 0
Lactobacillus acidophilus LA-5 +++ +++ +++ +++ 0 0
Enterococcus faecium CECT 4515 +++ +++ +++ 0 0 0
Enterococcus faecium NCIMB 10415 +++ +++ +++ 0 0 0
Enterococcus faecium DSM 7134 +++ +++ +++ 0 0 0
Enterococcus faecium MTKI.B32 +++ +++ +++ 0 0 0

*1n =9 (3 parhuzamos x 3 ismétlés).
** S. thermophilus TH-4: M 17 agar, tobbi torzs: MRS agar.
0: nincs szaporodas, +: gyenge szaporodas, ++: kozepes mértékii szaporodas, +++: jol lathatod, erételjes

szaporodas.

8. tablazat: Epesavval kiegészitett szilard tapkozeg feliiletén végzett jelenlét—hiany
vizsgalat eredményei*
Table 8: Results of presence—absence tests performed in solid culture media
supplemented with bile acids*
M17 vagy MRS agar**

Tejsavbaktérium-torzs 0% 01% 02% 05% 10% 2,0%
sertésepével kiegészitve
Streptococcus thermophilus TH-4 +++ + 0 0 0 0
Lactobacillus acidophilus LA-5 +++ +++ ++ 0 0 0
Enterococcus faecium CECT 4515 +++ +++ 0 0 0 0
Enterococcus faecium NCIMB 10415 +++ +++ 0 0 0 0
Enterococcus faecium DSM 7134 +++ +++ 0 0 0 0
Enterococcus faecium MTKI.B32 +++ +++ 0 0 0 0

*n =9 (3 parhuzamos x 3 ismétlés).
** S. thermophilus TH-4: M 17 agar, tobbi torzs: MRS agar.
0: nincs szaporodas, +: gyenge szaporodas, ++: kozepes mértékli szaporodas, +++: jol lathato, erdteljes

szaporodas.
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Megallapithatd, hogy a deklaralt probiotikus tulajdonsagokkal rendelkezd L.
acidophilus LA-5 az 5,0-7,0 pH-értéktit MRS agarokon, valamint a 0,1% és 0,2% epesav-
tartalmu MRS agarokon is megfeleléen szaporodott, vagyis az LA-5 tdrzs jo sav- és
epesav-tiirének bizonyult. A 3,0—4,0 pH-értékd, ill. 0,5-2,0% epetartalmi MRS agaron
viszont mar nem képzett telepeket. Gupta et al. (1996) kisérletei soran minddsszesen két
L. acidophilus torzs volt képes 3,0-as pH-értéken szaporodni, mig Gomez-Gil et al. (1998)
csupan egy ilyen torzset talaltak. Mivel a 6 db megvizsgalt tejsavbaktérium-torzsiink
koziil a L. acidophilus LA-5 toleralta legjobban a taptalaj kis pH-értékét, érdemes a
késobbi kisérletek soran pozitiv kontrollként alkalmazni.

A S. thermophilus és az E. faecium toérzsek savtiirés tekintetében hasonloan teljesitettek,
ugyanis az 5,5-7,0 kozotti pH-értékii szilard tapkozegekben egyarant jol szaporodtak,
viszont az 5,5-esnél kisebb pH-értékii taptalajokat nem toleraltak. Ezek az eredmények
alatamasztjak Du Toit et al. (2000) tapasztalatait, miszerint az E. faecium 6,0-10,0 kozotti
pH-tartomanyban jol szaporodik, viszont 5,0-6s pH-érték alatt lecsdkken e faj tdrzseinek
szaporodasi sebessége.

Epesav-tiirést illetden a S. thermophilus TH-4 gyengének mutatkozott, mert 0,1%
epetartalmu taptalajon is csupan kismértékben szaporodott, ennél nagyobb epetartalom
mellett pedig egyaltalan nem. A S. thermophilus torzsek sav- és epesav-tiirésére
vonatkozoan nagyon kevés informacié all rendelkezésre a szakirodalomban (Uriot et al.
2017). Az E. faecium torzsek 0,1% epetartalmu MRS taptalajon még jol lathato telepeket
képeztek, ennél nagyobb epekoncentracid viszont mar gatolta a szaporodasukat.

A savval és epesavval kiegészitett szilard tapkozeg feliiletén végzett jelenlét—
hiany vizsgalat viszonylag gyors modszernek tekinthetd, mert a sziikséges taptalajok
konnyen elkészitheték, a feliiletre torténd cseppentés gyorsan kivitelezhetd, igy az

eredmények rovid idén (48-72 ora) beliil rendelkezésre allnak.

Folyadékkultiraban végzett sav-, illetve epesav-kezelés és azt koveté élosejtszam-

meghatarozas

A tejsavbaktérium-torzseket négyféle kezelésnek vetettiik ala. A kontroll kezelések
(desztillalt viz és savmentes M17-, MRS-, ill. CASO-leves) nem tartalmaztak a destruktiv

agenseket, mig a kezeléseket 0,7%-os epekoncentracidju és 3,0-as pH-értéki

taplevesekben végeztiik. A tenyészetek optikai denzitasat 600 nm-en 0,5-re allitottuk be.
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A tenyészetek él0sejtszamat 2 oOras savas €s epés kezelést kovetden vizsgaltuk. Az

eredményeket a 9. tdblazat mutatja.

9. tabldzat: Folyadékkulturaban végzett sav-, illetve epesav-kezelés és az azt kovetd
¢élésejtszam-meghatarozas eredményei*
Table 9: Viability of bacterial strains upon treatment with distilled water (control),

hydrochloric acid, or bile acids in liquid culture media*

Kezelés

Tejsavbaktérium-torzs sav nélkiil savval epesav epesavval

(kontroll) (pH =3,0) nélkiil (0,7%)

(kontroll)
Logio CFU/ml atlag + szdrés

Streptococcus thermophilus 6,85+0,43%  6,73+0,91* 7,11 £ 0,462 0,00°
TH-4* (100%) (76%) (100%) (0%)
Lactobacillus acidophilus LA-  7,75+0,53* 7,76+0,54° 7,60+0,75% 6,39+0,18°
G (100%) (102%) (100%) (6,13%)
Enterococcus faecium CECT 9,65+0,468 523+0,54° 9,26+0,192 7,55+ 0,40°
4515%** (100%) (0,004%) (100%) (1,95%)
Enterococcus faecium NCIMB 9,67 +£0,308  5,29+0,29° 9,07+0,158  725+0,12°
10415%** (100%) (0,004%) (100%) (1,52%)
Enterococcus faecium DSM 9,80 +£0,258 4,59+0,43° 925+0,112 7,74+0,34°
71347 (100%) (0,001%) (100%) (3,12%)
Enterococcus faecium 948 +0,548 6,64+0,97° 9,13+0,26% 7,59 +0,78°
MTKI.B32%** (100%) (0,14%) (100%) (2,88%)

*n =9 (3 parhuzamos x 3 ismétlés).
&b Az azonos kezeléstipuson (sav vagy epesav) beliil, ugyanabban a sorban szerepld eltérd betiik szignifikans

kiilonbséget jellnek (P < 0,05).

A L. acidophilus LA-5 kivalo sav- és jo epesav-tiirének bizonyult. Lathato, hogy a
3,0-as pH-értekii kozegben, kétoras kezelés utan az éldsejtek szama nem valtozott, mig
az epesavas kezelés tobb mint egy nagysagrenddel csokkentette a L. acidophilus
vizsgalt torzsének életképességét. A S. thermophilus TH-4 a 0,7% epesav-tartalmu
kozegben torténd kétoras inkubalast kdvetden nem képzett telepeket, a savas kezelés

s

db E. faecium torzs nagyon hasonloan teljesitett. A savkezelés utani é18sejtszam a
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savnélkiili kezeléshez képest atlagosan mintegy négy nagysagrendet csokkent, a 0,7%
epetartalmu kdzegben pedig kb. két nagysagrendnyi pusztulast észleltiink.

Park et al. (2006) négy L. acidophilus torzset vizsgaltak 2,0 és 7,0 kozotti pH-értékii
agarokon. A patkanybol, csirkébdl és sertésbol izolalt torzsek 4 ora elteltével nem, vagy
csak alig pusztultak a 3,0—7,0-es pH-értékii tapkdzegekben; a human eredetil térzs viszont
4 nagysagrendnyi sejtszdmcsokkenést mutatott 3,0 és 5,0 kozotti pH-értéken. Ennek
ellenére, 2,0-es pH-n 90 perc elteltével mind a négy tdrzs képes volt szaporodni (0,5-5,5
x 10* CFU/ml).

Ortakci és Sert (2012) mikrokapszulazott és kapszulazas nélkiili L. acidophilus ATCC
4356 talélését vizsgaltak mesterségesen Osszeallitott gasztrikus emésztéfolyadékokban.
A gyomorfazist szimulalé gasztrikus nedv 0,08 M HCI-t (pH 1,5) és 0,2% NaCl-ot
tartalmazott. A kapszulazas nélkiili torzs a kétoras savas kezelést nem élete tul, azaz tobb
mint 7 nagysagrendnyi élosejtszam-csdkkenést tapasztaltak a szerzok. A gasztrikus
epefolyadékban (1,2% epesavas soval kiegészitett MRS leves) 6 oraig kezelt térzsnek se
a kapszulazott, se a kapszuldzatlan formdja nem mutatott szignifikdns éldsejtszam-
csokkenést.

Hafsa et al. (2015) azt tapasztaltak, hogy az altaluk megvizsgalt E. faecium torzs akar
8 oran keresztiil is talél 2,5-es pH-értékii kdzegben, valamint képes 24 orat atvészelni
0,2% epesavas sok jelenlétében. A savas és a sav nélkiili kezelések soran hozzavetdleg
felére csokkent az E. faecium él6sejtszama, mig az epesavas és epe nélkiili kezelések kb.
két nagysagrendnyi pusztulast okoztak.

A folyadékkultiraban végzett sav- és epesav-kezelés meglehetésen hosszadalmas
folyamat, mely komoly eldkésziileteket igényel. A telepszamlalas is id6igényes, ugyanis
sok agarlemezt kell értékelni, igy nagy az élémunka-sziikséglete. Kiilonbség, hogy a
torzsek itt csak rovid ideig érintkeznek a szelektiv agenssel, majd a kezelés utan szamukra

kedvezd kozegbe (agarlemez feliiletére) keriilnek.

In vitro emésztési modell

Az in vitro emésztési modell beallitasdhoz a Yeo et al. (2016), valamint a Versantvoort
et al. (2005) altal leirt emésztési protokollt vettik alapul. Célunk az volt, hogy
laboratoriumi koriilmények kozott probaljuk szimuldlni a sertés emésztését, létrehozva

egy olyan szelektadlé modszert, amely megalapozhat egy esetleges allatkisérletet.
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Megvizsgaltuk, hogy a tejsavbaktérium-térzsek ODgoo = 0,5-re beallitott siirtiségii
sejtszuszpenzidja a mesterségesen elkészitett emésztonedvekkel vald kezelések utan
milyen mértékli szaporodoképességgel rendelkezik, azaz, hogy a szelektiv taptalajra
torténd leoltast és 48 oras inkubaciot kdvetden képes-e az adott torzs telepeket képezni.

Eredményeinket a /0. tabldzat szemlélteti.

10. tabldzat: In vitro emésztési kisérlet eredményei*

Table 10: Results of in vitro digestion trials*

Kezelés fazisa

Tejsavbaktérium-torzs Kezdeti Gyomor Vékonybél

Logio CFU/ml atlag + szoras

Streptococcus thermophilus TH-4 8,28 + 0,052 4,04 +0,01P 4,10 + 0,06°
(100%) (0,006%) (0,006%)
Lactobacillus acidophilus LA-5 8,63 + 0,062 0,00° 0,000
(100%) (0%) (0%)
Enterococcus faecium CECT 4515 9,22 + 0,042 4,19 +0,10P 4,13 +0,02°
(100%) (0,001%) (0,001%)
Enterococcus faecium NCIMB 10415 9,25 + 0,042 4,13 +0,02° 4,17+ 0,06°
(100%) (0,001%) (0,001%)
Enterococcus faecium DSM 7134 9,20 +£ 0,052 4,23 +0,01° 4,16 +0,03¢
(100%) (0,001%) (0,001%)
Enterococcus faecium MTKI.B32 9,20 + 0,042 4,06 + 0,08P 4,16 +0,09°
(100%) (0,001%) (0,001%)
*n=3.

&€ Az azonos sorban szerepl6 eltérd betiik szignifikans kiilonbséget jellnek (P < 0,05).

Lathato, hogy az in vitro emésztés tal erds sziirési rendszernek bizonyult, ugyanis a 7
oras gasztrikus kezelés végén a tejsavbaktérium-torzsek szaporodoképes sejtjeinek
koncentracidja legalabb 4-5 nagysagrenddel kisebbnek mutatkozott a kiindulasi
allapothoz képest. A késdbbiekben finomitani lehet a rendszert ugy, hogy a kezelést
kovetd mintavétel utdn, leoltds eldtt semlegesitjiik a kdzeget, vagy centrifugalassal
eltavolitjuk az emészténedveket a mintakbol.

A miénkhez hasonld megallapitasra jutottak Kabluchko et al. (2017) is, akik

kapszuldzott probiotikus készitményekben taldlhaté torzsek talélési képességét
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vizsgaltak, in vitro koriilmények kozott szimuldlva a gyomorban és a vékonybélben
uralkodo viszonyokat. Azt tapasztaltak, hogy mig a kezdeti élsejtszamok megfelelden
nagyok voltak a termék tobbségében, addig a gasztrikus emésztést kdovetben a
készitmények felében nem volt kimutathaté mennyiségii életképes probiotikus sejt.

Az in vitro emésztés nagyon hossza (legaldbb 120 o6ras) folyamat és rengeteg
elokésziiletet igényel. Tovabbi nehezitd koriilmény, hogy mindent frissen kell elkésziteni.
Hossztiak az inkubacids idék, nagyszami agarlemezt kell leoltani. Az eredmények

értékelése szintén meglehetdsen hosszadalmas.

Eredmények osszevetése

Ha 0sszevetjiik a savval és epesavval kiegészitett szilard tapkozeg feliiletén végzett
jelenlét-hiany vizsgalatot (7. és 8. tablazat) a folyadékkultiraban végrehajtott sav- és
epesav-kezeléssel (9. tabldzat), megallapithatjuk, hogy az eredmények hasonléak. A
cseppentéses modszernél kapott eredményeket jellemzOen visszakaptuk a
folyadékkultiraban végzett kisérletnél, igy a cseppentéses modszer jol hasznalhato a
vizsgalni kivant térzsek szamanak leszlikitésére.

A S. thermophilus TH-4 a folyadékkulturaban (9. tdbldzat) végzett kisérletben
egyaltalan nem toleralta az epés kozeget, és ez a tény joOl latszott a cseppentéses
kisérletben is (8. tabldzat); a savkezelés soran (9. tabldzat) viszont jobban szerepelt annal,
mint ami a cseppentés vizsgalat eredményeibdl kovetkezett volna (7. tdbldzat). A L.
acidophilus LA-5 a folyadékkultiraban végzett kezeléseknél is megmutatta jo sav- és
epesavtliré képességét. Az E. faecium torzseinek savtiirése hasonld volt, mint a S.
thermophilus TH-4-¢ (7. tabldzat), de a folyadékkulturaban végzett savkezelés esetiikben
mégsem hozott olyan jo eredményeket (9. tdbldzat). Az epesavas kezelést viszont
nagyobb mértékben toleraltdk az enterokokkuszok (9. tablazat), ami nem meglepd, hiszen
a cseppentéses kisérletben is jobban szerepeltek (8. tdbldzat).

A cseppentéses és a folyadékkulturds modszerrel kapott eredményeket az in vitro
emésztés eredményeivel Osszevetve ellentmondasokba iitkdziink, ugyanis a
cseppentéssel, ill. a folyadékkulturaban végzett kisérletek alapjan jo sav- és
epesavtlirének vélt torzs (L. acidophilus LA-5) kifejezetten rosszul szerepelt az in vitro

emésztésben. Az elsO két eljarassal végzett sav- és epesavkezelés tehat nem ad megfeleld
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Utmutatast arra vonatkozéan, hogy mely torzseket lenne tanacsos megvizsgalni in vitro

emésztési modellel.

KOVETKEZTETESEK

Erdemes lenne kombinalni az in vitro emésztéses modszert a cseppentéses eljarassal,
tovabba az egyes fazisokbol vett mintakat nem széleszteni, hanem cseppenteni kellene a
szelektiv taptalajra. Amennyiben egy torzs gyomorsav és epesav destruktiv hatdsaval
szembeni ellenallésagat kivanjuk vizsgalni, egyértelmiien az in vitro emésztés
eredményeire tamaszkodhatunk leginkabb, hiszen ez szimuldlja legjobban az emésztés
folyamatat. Ezért is fontos a modszer tovabbi finomitasa, mert a masik két eljaras inkabb
csak elészelektalast tesz lehet6ve, jelezvén, hogy mely torzseket érdemes a hosszadalmas
in vitro emésztési protokollnak alavetni. A mddszer tovabbfejlesztésével eredményeinket
Osszevethetnénk allatkisérletek meglévd eredményeivel. Akar az is kideriilhet, hogy a
gyomorsav- és epesavtiirés, mint masodlagos probiotikus tulajdonsag nincs dsszhangban

az elsddleges, értékmérd probiotikus tulajdonsagokkal.
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ABSTRACT

Background: A multitude of potentially probiotic microbial strains are isolated each
year from various sources. For any live microorganism to qualify as a probiotic, it must
scientifically be demonstrated that, when administered in adequate amounts, it confers a
health benefit on the host. However, animal and human studies are rather expensive and
complicated and, therefore, implementing a preselection system consisting of simple and
cost-effective in vitro tests can be helpful in reducing the number of isolates that should
be involved in subsequent in vivo trials.

Objectives: The primary purpose of this research was to develop and evaluate in vitro
methods capable of rapidly and efficiently assessing the resistance of bacterial strains to
destruction by gastric and bile acids.

Materials and Methods: Three in vitro protocols were tested as follows. (1) Solid
culture media supplemented with either hydrochloric acid or bile acids at various levels
were used to grow Streptococcus thermophilus TH-4, Lactobacillus acidophilus LA-5,
and four strains of Enterococcus faecium isolated from commercial animal probiotics. (2)
Viability of the same bacterial strains was also determined upon treatment with
hydrochloric acid or bile acids in liquid culture media. (3) Finally, the resistance of lactic
acid bacteria strains to artificially prepared digestive fluids was tested in an in vitro
digestion model.
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Results and Discussion: Overall, similar results were provided by protocols 1 and 2.
However, the bacterial strain showing the best results in these two tests was shown to
perform poorly in the in vitro digestion model. It was concluded that, in assessing the
resistance of specific isolates to gastric and bile acids, the in vitro digestion model should
be used because it best mimics the processes of digestion. Nevertheless, the model needs
to be further improved and it may be combined with protocols 1 and 2, which are suitable
for the rapid preselection of strains.

Keywords: probiotics, acid tolerance, bile acid tolerance, in vitro tests
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