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Roviditésjegyzék
AALI: atlagos aminosav azonossag
CAALI: core-gén atlagos aminosav azonossag
AFB1.: aflatoxin B1
ANI: atlagos nukleinsav azonossag
APC: antigén prezental6 sejt
AT: Aldabrai teknds
BCCM: Belgian Co-ordinated Collections of Microorganisms
dNTP: dezoxiribonukleotid trifoszfat
DMSO: dimetil-szulfoxid
G+C tartalom: guanin+citozin tartalom a genomban
GO: Gorilla
GRAS: generally recognized as safe (altalaban véve biztonsagos)
HPLC: High-performance liquid chromatography (Nagyhatékonysagt folyadékkromatografia)
HSCAS: hidratalt natrium-kalcium-aluminium-szilikat
IARC: International Agency for Research on Cancer (Nemzetkozi Rakkutaté Ugynokség)
IFN: interferon
Ig: immunoglobulin
KO: Koala
KP: Kis panda (Vo6rés macskamedve)
MA: Gytirtisfarkd maki
MG: Mhorr-gazella
MIC: minimalis gatld koncentraciod
MMN: montmorillonit nanokompozit
MRS: Lactobacillus Tapleves DeMan, Rogosa és Sharpe nyoman
NCBI: National Center for Biotechnology Information
NK sejt: natural killer (természetes 610) sejt
OR: Szélesszaju orrszarva

PBS: phosphate buffered saline (foszfattal pufferelt sdoldat)



RBCA: bengal rozsa- kloramfenikol agar
rDNS: riboszomalis dezoxiribonukleinsav
rRNS: riboszémalis ribonukleinsav
rep-PCR: repetitiv polimeréaz lancreakcio
rpm: revolutions per minute (percenkénti fordulatszam)
SK: Sisakos kazuar

ST: szterigmatocisztin

TBE puffer: Tris-Borat-EDTA puffer

TS: Indiai siil

TSA: tripton szo6ja agar

TV: Tarvarju

VO: Vombat

Zt: Aspergillus flavus torzsek jelolése



1. BEVEZETES

A tejsavbaktériumok kozé tartozd mikrobak a szénhidratok fermentaldsa soran tejsavat termelnek.
Ez sok baktérium fajrol elmondhatd, amelyek nem feltétlentil allnak egymassal rokonsagban az
orokitéanyaguk alapjan. Tejsavképzésiikk miatt az élelmiszeriparban régdta hasznaljak oket
kiilonbozo tejtermékek, zoldségek és huskészitmények tartdsitdsara, mivel a tejsav csokkenti a
kozeg pH-jat, ami gatolja a romldst okozd mikrobdk elszaporodasat. Az allattenyésztés
tekintetében is nagyon hasznos baktériumok, mivel a takarmany tartositasa, vagyis a silozas
folyamata soran ezek a baktériumok az altaluk termelt tejsav révén visszaszoritjak az aerob és a
coli-aerogenes (Escherichia és az Aerobacter csoport mikrobai) csoport baktériumait, amelyek
ecetsav termelésiik révén a silozéds elsd szakaszdban rontjdk a szildzs mindségét. A szilazs
mindségének javitdsa mellett a takarményhoz adva a mikrobdk képesek megtelepedni az azt
elfogyasztd allat béltraktusaban és ezzel kompetitiv kizards révén gatoljak a karos mikrobak
elszaporodasat.

A tejsavbaktériumok allattenyésztésben betoltott szerepe mellett emberi célra toérténd
felhasznalasuk is ismert. A probiotikus, azaz a gazdaszervezet szamadra elonyds tulajdonsagokkal
rendelkezd torzseket kiilonb6z0 formaban taplalék-kiegészitoként forgalmazzak. Folyadék
szuszpenzid mellett kapszula és tabletta formajaban is kaphatoak. Forgalomban vannak mar olyan
készitmények is, amelyek nemcsak magat a probiotikus torzseket tartalmazzak, hanem mellette
ugynevezett prebiotikum is megtalalhato. A prebiotikum altalaban olyan oligoszacharid, amelyet
a probiotikus torzsek képesek hasznositani az anyagcseréjiik soran, mig a karos
mikroorganizmusok, illetve az emberi szervezet nem. Igy a prebiotikum energiaforrasként segiti a
bélben a probiotikus térzsek szaporodasat. Az ilyen készitményeket szinbiotikumoknak nevezziik.

Jo ideje folynak kutatdsok a tejsavbaktériumok mikotoxin-mentesitésre valod
alkalmazasaval kapcsolatban is. A mikotoxinok penészgomba torzsek altal termelt masodlagos
anyagcsere termékek, amelyek a magasabb rendii gerincesekre egészségkarosito hatassal lehetnek.
Jelenleg tobb mint 300 mikotoxint ismeriink, ezekbdl 30 rendelkezik egészségkarositd hatassal
(Alassane-Kpembi et al. 2016). Foként vese- és majkarosodast okozhatnak, de citotoxicitasuk és
rakkeltd hatasuk is ismert, valamint a hormonrendszer rendellenes miikodését is kivalthatjak. Ezen
tulajdonsagaik miatt a takarmanyokban, illetve élelmiszerekben valé megjelenésiik meggétolasa
rendkiviil fontos mind egészségvédd mind gazdasadgi szempontbol is. Ezért fontos minél
hatékonyabb mddszerek kifejlesztése a mikotoxinok élelmiszerekben, valamint takarmanyokban
valé megjelenésének megakadalyozasara, illetve egészségkarositd hatasaiknak gatlasara.
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Egyes tejsavbaktérium torzsekrdl ismert, hogy kis molekulatomegii anyagcesere termékeik
révén képesek gatolni mas mikroorganizmusok novekedését, szaporodasat. Penészgombak
novekedését gatlo tejsavbaktériumok segithetnek a mikotoxin-mentesitésben, hiszen, ha a
penészgomba nem képes elszaporodni, akkor mikotoxint sem képes eléallitani az adott termékben.
Az is eléfordulhat, hogy a penészgomba megjelenését ¢€s szaporodasat nem sikeriil
megakadalyozni, ilyenkor a mikotoxin megjelenhet a takarmanyban, termékben. Mikotoxin-bonto
mikroorganizmusok ugyan léteznek, de takarményban, élelmiszerben nagylizemben torténd
alkalmazasuk erre a célra nem ismert. Ebben az esetben is hasznosak lehetnek egyes
tejsavbaktérium torzsek, mivel szakirodalmi adatok alapjan, bar toxint bontani nem tudnak, tobb
torzs IS képes sejtfelszinén megkdtni a mikotoxin molekulakat. A felszinen megkotott toxin
molekulak érintetleniil 4thaladhatnak az elfogyasztd allat/ember bélcsatornajan, ezaltal segitve a
toxin kiiiriilését a szervezetbdl.

A munkam sordn célom volt egy tejsavbaktériumokbdl all6 torzsgyljtemény létrehozésa,
amelyhez foként novényevo egzotikus allatkerti llatok bélcsatorndjabol izolaltam baktériumokat.
Azért esett ezekre az dallatokra a valasztis, mert feltételezhetden ezek keriilnek ndvényi
taplalékaikon keresztiil kapcsolatba mikotoxinokkal, igy olyan tejsavbaktérium torzseket tudok
izolalni, amelyek képesek lehetnek fellépni a penészgombak novekedésével szemben, illetve, ha a
kozegben mar jelen van a mikotoxin, akkor azt minél nagyobb mértékben a feliiletiikkon megkotni
képesek.

A legijabb kutatisok szerint a gerincesek specialisan adaptalddott tejsavbaktériumaikat a
szlilés-tojasrakas soran tovabbadjak utodaiknak. Ez teszi lehetové azt, hogy a gerinceseken beliil
akar adott fajokra specifikus mikroba torzsek johessenek létre. E mechanizmus miatt akar
generaciok ota allatkertben tartott egzotikus dallatokndl is fennmaradnak a specializalodott
tejsavbaktérium torzsek, melyek kozé eddig fel nem fedezett fajok, vagy kiilonleges képességii
torzsek is tartozhatnak. Egy ilyen mikrobaforras feltardsa az alapkutatasi jelentdségen tul

gyakorlati felhasznalasi lehetéséggel is birhat.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Tejsavbaktériumok

2.1.1 A tejsavbaktériumok altalanos jellemzése

A tejsavbaktériumok kéz¢é Gram-pozitiv, nem sporazo, oxidaz €s altaldban katalaz negativ (habar
ritka esetben pseudo-katalaz termeld fajok is megtalalhatd koztiik), palcika vagy kokkusz alaku
mikrébak tartoznak. Kemoorganotrofok és komplex dsszetételii médiumot igényelnek. Neviiket a
szénhidrat fermentaciojuk végén keletkezé tejsavrol kaptak. Az ide tartozé mikrobaknak ugyanis
nem a genetikai rokonsaguk, hanem ezen ko6zds tulajdonsaguk okan hoztak létre egy nem
rendszertani kategoriat. A fermentaciot tekintve aerob €s anaerob modon is képesek erjeszteni. Az
oxigén jelenlétében is €letképesek ugynevezett aerotolerans baktériumok. A szénhidrat lebontés
két uton is végbe mehet. A homofermentativ Ut sordn kizarolag tejsav keletkezik a piruvatbol, mig
a heterofermentativ titon a tejsav mellett nagyobb mennyiségben szén-dioxid és etanol is
keletkezik, valamint ecetsav, formiat és szukcinat is. GRAS (Generally Recognised As Safe)
besorolasuk révén az élelmiszeriparban is altalanos a hasznalatuk. Fontos szerepiik van, mivel az
altaluk eldallitott tejsav lecsokkenti a termék pH-jat, amit sok korokozo nem képes elviselni, igy
tartositdsra kivaloan alkalmasak ezek a mikrobdk. Kiilonbozd tejtermékek eldallitdsanal
alkalmazzak oket, példaul kefir, joghurt, sajtok, de zoldségek ¢és huskészitmények
fermentacidjanal és hasznaljak Oket. Emellett a természetes modon megtaldlhatok novények
feliiletén, szennyvizekben, illetve emberek és dallatok esetében is az emésztérendszer, a

légzbrendszer és a genitaliak teriiletein is (Hammes et al. 1991).

2.1.2 A tejsavbaktériumok rendszertana (a legiijabb, 2020-as szabdlyozdst is megemlitve)

A Gram-pozitiv baktériumok filogenetikai rokonsaganak feltérképezéséhez a 16S, illetve a 23S
rRNS szekvencidkat hasznaltak fel. Ez alapjan két nagy elagazas kiilonboztethetd meg, az egyik
esetben a DNS G+C arany 50 mol% alatti, ez az ugynevezett Clostridium ag. A masik ag pedig az
actinomycetes ag, ahol a DNS G+C tartalma 50 mol% feletti (Wood ¢és Holzapfel 1995). A
legjelentésebb tejsavbaktérium nemzetségek Pl.: Lactobacillus, Lactococcus, Pediococcus,

Enterococcus mind a Clostridium aghoz tartoznak (1. abra).



Leuconostoc,
Lactobacillus
Lactobacillus,
Pediococcus

Streprococcus

Atopobium

Lactococcus
Bifidobacterium
Enterococcus

S. aureus
B. subtilis
Corvnebacterium

Propionibacterium

E. coli

1.abra Gram-pozitiv baktériumok filogenetikai térzsfaja (Wood és Holzapfel 1995)

2020 marciusaban a Lactobacillus nemzetségbe 261 faj tartozott. Egy ekkora fajszam
egyetlen nemzetségen belill a fenotipus, az dkoldgia €s a genotipus szempontjabol is nagy foku
diverzitast jelentett. Ezért Zheng et al. (2020) vallalkoztak arra, hogy a nemzetséget atlathatobba
teszik, és a jelenleg rendelkezésre allo legijabb molekularis technikak (pl. core-genom
filogenetika, atlagos aminosav azonossag (AAIl), core-gén atlagos aminosav azonossag (cAAI),
atlagos nukleinsav azonossag (ANI)) alkalmazasaval vizsgaljak a baktériumok teljes genomjat,
valamint a fiziologiai, illetve Okologiai sajatsagait is figyelembe véve létrehoznak 1j
nemzetségeket. Igy a Lactobacillaceae csaladon beliil a mar korabban is 1étez Lactobacillus,
Paralactobacillus és Pediococcus nemzetségek megmaradtak, de mellettiik 1étrejott 23 0j
nemzetség is, melyek elnevezései: Holzapfelia, Amylolactobacillus, Bombilactobacillus,
Companilactobacillus, Lapidilactobacillus,  Agrilactobacillus,  Schleiferilactobacillus,
Loigolactobacilus, Lacticaseibacillus, Latilactobacillus, Dellaglioa, Liquorilactobacillus,
Ligilactobacillus, Lactiplantibacillus, Furfurilactobacillus, Paucilactobacillus,
Limosilactobacillus, Fructilactobacillus, Acetilactobacillus, Apilactobacillus, Levilactobacillus,
Secundilactobacillus és Lentilactobacillus.

Az 1j nemzetségek kialakitasanal a kovetkezd szempontok dominaltak fontossagi
sorrendben:

1, az 0) nemzetségnek monofiletikusnak kell lennie;
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2, a nemzetségen beliili AAI és cAAI értéknek magasabbnak kell lennie, mint a
nemzetségen kiviil;

3, nemzetségen beliili fajoknak Okologiai és fiziologiai tulajdonsagaikban meg kell
egyezniiik, ami alapjan elkiilonithetéek mas nemzetségektol is;

4, az 0j nemzetség nagyrészt 0sszhangban kell, hogy legyen a korabbi filogenetikai

csoportositassal, illetve a rendszerezés a relativ evolucios tavolsagon kell, hogy alapuljon.

A teljes genom vizsgalatoknak hala példaul az is kideriilt, hogy az addig 6nallo fajként
ismert Pediococcus lolli az atlagos aminosav azonossagi érték alapjan egy P. acidilactici torzs.
Emelett a korabban leirt L. leiichmannii és L. lactis fajok sem 6nalloak, hanem a L. delbrueckii faj
alfajai (Zheng et al. 2020).

Doktori kutatasaimat 2016-ban kezdtem meg, igy a tejsavbaktérium torzsgyijtemény
torzseinek azonositasanak idején még az eredeti osztalyozas volt érvényben. Ezért a

disszertaciomban még az eredeti nevezéktannal szerepelnek a baktériumok.

2.1.3 Tejsavbaktérium nemzetségek

2.1.3.1 Aerococcus nemzetség
Az Aerococcus nemzetséghez tartozo baktériumok aerob vagy fakultativ anaerob Gram-pozitiv

kokkuszok, amelyek nem képeznek lancokat. Véres agaron képezi a legnagyobb méretii telepeket,
melyek attetszéek és z6ld zona veszi koriil 6ket. Nutrient taplevesben minimalisan novekszik, de
0,5% gliikdz hozzaadasaval ez jelentésen novelhetd, 9,6-0s pH-n is képesek novekedni (Williams
et al. 1953). Szaporodasi optimumuk 22 °C és 37 °C kozott van, 45 °C-on mar nem Szaporodnak.
Gyakran fordulnak elé oxigénnek kitett poros teriileteken, ruhanemiik felszinén. Ha az emberi
szervezetben meg is talalhato, az valosziniileg a bor felszinén vagy a felsélégutakban lehetséges.

Taplalkozéssal, emésztérendszerrel kapcsolatos szerepe nem ismert.

2.1.3.2. Carnobacterium nemzetség
Hideg és mérsékelt éghajlaton széleskoriien eléfordulo fajok tartoznak a Carnobacterium

nemzetséghez. Gyakoriak az élelmiszerekben, féleg halakban, husokban és egyes tejtermékekben
is megtalalhatok. Néhany torzs esetében bakteriocin termelés is el6fordul (Stoffels et al. 1992,
Schobitz et al. 2006). Tirozinbdl tiramint allithatnak elé az élelmiszerekben, amely a tiramin-
intolerans egyéneknél vérnyomds ingadozast, fejfajast, szédiilést, hanyingert idézhet eld.

Mindazonaltal, a Carnobacterium fajok nem human patogének (Leisner et al. 2007). Néhany C.



maltaromaticum torzs esetében leirtak, hogy patogének lehetnek néhany halfaj esetében, mint

példaul az Ausztraliai lazac (Humphrey 1987).

2.1.3.3. Enterococcus nemzetség
Sokaig az Enterococcus nemzetséghez tartozéd fajokat a Streptococcus-ok kozé soroltak, mivel

gomb alaka sejtjeik hosszabb rdovidebb lancokat alkotnak. 1984-ben hoztak létre a
kemotaxondmiai és filogenetikai vizsgalatokra alapozva az Enterococcus nemzetséget, ahova
akkor 17 fajt soroltak be. Tag homérséklet-tiiréssel rendelkeznek, 10 °C ¢és 45 °C kozott
szaporodnak, bar hémérsékleti optimumuk 37 °C koriil van. Anyagcseréjiik homofermentativ.
Katalaz negativak, ugyanakkor egyes torzsek képesek pszeudokataldz (nem tartalmaz vasat)
eloallitasara (Byappanahalli et al. 2012). Mivel allati és emberi {iriilékben is megtalalhatok, ezért
fekalias indikator baktériumként hasznaljak, jelenléte vizben fekaliaval torténd szennyezettségre
utal. Motilitasuk fajonként valtozik, mig példaul az E. gallinarium és az E. casseliflavus fajok
torzsei képesek a mozgasra, addig az E. asini faj térzsei nem. Egyes E. faecium és az E. faecalis
torzseket probiotikumként alkalmazzak hasmenés kezelésére, illetve az immunrendszer

stimulalasara (Franz et al. 2011).

2.1.3.4. Lactobacillus nemzetség
A Lactobacillus nemzetséghez tartozd baktériumok fakultativ anaerobok, kicsiny, vékony

palcikak, amelyek mozgésképtelenek és lancokba rendezOdnek. A normal mikrobidta részét
képezik, megtalalhatoak a szajiiregben, a béltraktusban és a hiivelyben is. Az altaluk termelt tejsav
csokkenti a pH-t, igy a karos mikrobak nem képesek megtelepedni a kdrnyezetiikben. Az ide
tartoz6 baktérium fajok vagy obligat homofermentativok, vagy fakultativ heterofermentativok,
esetleg obligat heterofermentativok a szénhidrat lebontasat tekintve. Szamos Lactobacillus faj
torzsei mutatnak rezisztenciat a vankomicin antibiotikumra, valamint egy génmutacionak
koszonhetden tobb torzs érzékenysége is alacsony az eritromicinre (Florez et al. 2007). Ezzel
szemben a penicillinre és a p-laktamazra érzékenyek, ahogy a fehérjeszintézist gatld
antibiotikumokra, mint példaul a makrolidre, kloramfenikolra és a tetraciklinre is (Gueimonde et
al. 2013). A GRAS besorolasti mikrobak koziil a legtobb a Lactobacillus vagy a Bifidobacterium
nemzetséghez tartozik. Ezek a mikrobak biztonsagosan hasznéalhatoak €lelmiszerek eldallitasdhoz,
példaul tejsavas erjesztéshez szamos Lactobacillus faj torzseit felhasznaljak. A kefir eldallitasanal
hasznalt torzsek a leggyakrabban a kovetkez6 Lactobacillus fajokhoz tartoznak: L.
paracasei ssp. paracasei, L. acidophilus, L. delbrueckii ssp. bulgaricus, L. plantarum és L.
kefiranofaciens (Prado et al. 2015). Joghurt készitésénél az egyik altalanosan felhasznalt



baktérium torzs a L. delbrueckii ssp. bulgaricus fajhoz tartozik (Tavakoli et al. 2019). Egyes
torzsek bakteriocineket termelnek, amelyekkel gatolni tudjak a bélben 1évé karos Gram-negativ
mikrobak szaporodasat. A L. acidophilus GP1B altal termelt acidocin 1B példaul destabilizalja a
korokozok sejtfalat, amely a sejt liziséhez vezet (Han et al. 2007). L. salivarius SMXDS51 torzs
sejtmentes feliiliszojabol Messaoudi et al. (2012) olyan bakteriocint mutattak ki, amely gatolja a
Campylobacter jejuni szaporodasat. A szajiiregbdl izolalt L. paracasei SD1 torzs altal termelt
paracasin SD1 bakteriocint termel, amely gatolja a Candida albicans éleszt6 térzsek novekedését
(Wannun et al. 2014). Egy L. acidophilus torzs esetében kimutattak, hogy fekalis baktériumok
altal termelt B-glukuronidaz, a nitroreduktdz és az azoreduktdz enzim aktvitasat is képesek
csokkenteni, amelyek a prokarcinogéneket proximalis karcinogénekké képesek alakitani.
Kisérletek alapjan az ¢é16 sejtekbdl allo L. acidophilus szuszpenzioval beoltott tej fogyasztasanak
hatasara a kdaros enzimek aktivitdsa a negyedére-felére csokkent. A kezelést kovetden a hatas csak

4 hétig maradt meg, majd az enzim aktivitas visszatért az eredeti szintre (Goldin és Gorbach 1984).

2.1.3.5. Lactococcus nemzetség
A Lactococcus nemzetség tagjai kokkoid, Gram-pozitiv, mezofil baktériumok. A sejtek parokat

vagy hosszabb rovidebb lancokat alkotnak. Jellemzdjiik, hogy a citokromok hidnyoznak a 1égzési
lancukbol. A DNS G+C tartalma 34-43% ko6z¢é tehetd. Féleg novényi mintakbol izolaltak eddig, a
talaj, illetve széklet mintakban ritkan fordul eld. A friss tejbdl ellenben gyakran kimutatjak, amibdl
arra lehet kovetkeztetni, hogy vagy a fejés soran az allat testérdl, vagy a takarmannyal kertil a
tejbe. Kiilonbozé bakteriocineket termelhetnek, amelyekkel képesek elpusztitani mas
mikroorganizmusokat, féleg baktériumokat, vagy gatolni azok szaporodasat. llyen bakteriocin
példaul a nizin, amelyet szamos Lc. lactis subsp. lactis torzs képes termelni. Az élelmiszeriparban
régota hasznaljak ezt a fehérjét adalékanyagként, mivel a kérokozok membranjanak elektrokémiai
potencialjanak csokkentésével képes gatolni kiillonboz6 Clostridium és Bacillus fajok szaporodasat
tejtermékekben, konzerv zoldségekben és feldolgozott huskészitmények esetében is. A lactococcin
a Lactococcus nemzetség torzsei altal termelt specifikus bakteriocin, amely csak Lactococcus
torzsekre hat. Atjarhatova teszi a sejtfalat, ezaltal pusztitja el a fogékony sejteket. Az
¢lelmiszeriparban a laktokokkuszokat kiilonféle sajtok (colby, cheddar) eléallitasanal alkalmazzak
(Broadbent et al. 2003). A kimcsibdl izolalt Lc. lactis KC24 t6rzs probiotikus tulajdonsagokkal
bir (Lee et al. 2015).



2.1.3.6. Leuconostoc nemzetség
A Leuconostok nemzetséghez tartozd fajok novények feliiletén, fermentalt élelmiszerekben,

tejtermékekben ¢€s szildzsban is megtalalhatoak. A sejtek morfologidja fiigg a kozeg dsszetételétol.
Gliikéz tartalmu taplevesben hosszikasak ¢és palcikaszeriiek, mig a foképp laktozt tartalmazo
tapkozegben, pl. tejben, inkabb kokkoid alaktiak. A sejtek allhatnak egyediil, parban, de akar
kozepes méretii lancokat is alkothatnak. Valddi tokot nem vélasztanak ki a sejtek, de a L.
mesenteroides faj egyes torzsei extracellularisan dextrant valasztanak ki, ami egy elektrondenz
burkot képez a sejtek koriil. Minden ide tartozo faj heterofermentativ anyagcserével rendelkezik.
Egyes fajok, pl. a L. citreum és a L. amelibiosum torzsei, nem képesek fermentalni a laktozt. A
Leuconostoc nemzetséghez tartozd torzsek rezisztensek a vankomicin antibiotikumra. A
betegséget kivaltd torzsek az 1 éves kor alattiakra és az 50 év felettiekre a legveszélyesebb (de

Quirds et al. 1991).

2.1.3.7. Oenococcus nemzetség
Az Oenococcus nemzetséghez tartozo legfontosabb faj az Oenococcus eoni. A faj torzseit starter

kultaraként a boraszatban hasznaljak, mivel képes az almasavat tejsavvd és szén-dioxidda
alakitani, ez az Ugynevezett malolaktikus fermentaci6. JOl alkalmazkodott az erésen savas
kornyezethez, az alacsony tapanyag mennyiséghez és a magas etanol koncentraciohoz (Bartowsky
2014). Ez a baktérium raadasul édes borok esetében is jol hasznalhatd, mivel a borban 1év6 cukrok
helyett az almasavat preferalja a fermentaciohoz, igy a bor édes ize megmarad. Az O. eoni IOEB
9115 torzs gyulladasgatld potenciallal bir, és csokkentette a vastagbél sériilését egér modell

allatokban (Foligné et al. 2010).

2.1.3.8. Pediococcus nemzetség
A Pediococcus nemzetségbe tartozo baktériumok az egyetlenek a tejsavbaktériumok kozott,

amelyek sejtjei tetrad alakban osztodnak. A gliikkdzbol gaz képzddés nélkiil képeznek tejsavat. A
DNS G+C tartalma 34-44% kozott van. Fajai a takarmanyok és a szilazs mikrobidtajanak
meghataroz6 tagjai (Cai et al. 1999). Az élelmiszeriparban fermentalt zoldségek és
huskészitmények eldallitdsanal alkalmazzak. Szaraz kolbasz eldallitasdnal példaul a P.
acidilactici, illetve a P. pentosaceus fajok pediocin eldallitasara képes torzseivel a Listeria
monocytogenes korokozo6 elszaporodasa gatolhatd. Mivel a pediocint kodold gén altalaban
plazmidon talalhato, Buyong et al. (1998) kisérleteikben egy ilyen gént kodold plazmidot iiltettek

Lc. lactis térzsbe, amelynek kovetkeztében a Cheddar sajt készitésénél a kontrollhoz képest sokkal



kevesebb L. monocytogenes volt kimutathaté a modositott genommal rendelkezé Lc. lactissal

kezelt sajtokbol.

2.1.3.9. Sporolactobacillus nemzetség
Ez a nemzetség kiilonleges a tejsavbaktériumok kozott, mivel tagjai képesek sporat képezni, amire

mas tejsavbaktériumok nem képesek. El0szor zold malatabol, buzakorpabdl, illetve talajbol
izolaltak a nemzetséghez tartozo torzseket. EI6bb tugy vélték, hogy a Microbacterium
nemzetséghez tartoznak a nitrat redukcio és a hidrogén-peroxid bontas miatt, azonban az, hogy
termofilek és hotird sporat képeznek, nem jellemzo a Microbacterium nemzetségre. 1963-ban
Kitahara et al. izolalt hasonl6 karakterisztikaval rendelkez6 torzset csirketapbol, amely a Bacillus
¢s a Lactobacillus nemzetségre is emlékeztetd tulajdonsagokkal birt. Gram-pozitiv, mikroaerofil,
mezofil palcak, amelyek petrich ostorokkal mozognak és mind emellett D(-) tejsavat termelnek
homofermentativ Giton. Nem termelnek katalazt és nem redukaljak a nitratokat (Kitahara et al.
1963). A S. inulinus BCRC 14647 torzs vegatativ sejtjei mellett a sejtmentes feliiliszoja és képes
kisérletek soran. A nemzetségre jellemzd sporaképzd képesség a torzs tilélési esélyeit javitotta

savas kozegben (Huang et al. 2007).

2.1.3.10. Streptococcus nemzetség
Gram-pozitiv, gobmbdlyli vagy ovalis sejtek jellemzOék a Streptococcus nemzetségre, amelyek

parba vagy lancokba rendezddnek. Fakultativ anaerob, nem sporaképzd, kataldz negativ,
homofermentativ fajok tartoznak ide. A sztreptokokkuszok altalanossagban megtalalhatok a
bélmikroorganizmusaink kozott vagy az alsd nemi traktusban, egészséges felnéttekben altalaban
artalmatlan, ujsziilotteknél azonban stilyos betegséget okozhat. A S. pyogenes faj egyes torzsei
erytrogén toxint termelnek, amely a skarlat kialakulasaért felelds. A toxin roncsolja a hajszalerek
endothél sejtjeit, ami a bOron és a nyalkahartyan kiiitéseket okoz. Vannak élelmiszeripari
jelentdségii fajaik is, példaul a S. lactis-t és a S. cremoris-t kereskedelmi forgalomba keriilé
starterekben vaj, tenyésztett ir6 és bizonyos sajtok eldallitdsara hasznaljak, mig joghurt készitésnél

a Streptococcus salivarius subsp. thermophilus fajt alkalmazzak.

2.1.3.11. Tetragenococcus nemzetség
A Tetragenococcus nemzetség 1990-ben jott 1étre, amikor is az addig Pediococcus nemzetségbe

tartozo P. halophilus fajt atsoroltak egy j nemzetségbe T. halophilus néven. Ennek a fajnak a

torzseit olyan élelmiszerekbdl izolaltak, mint a sos szardella (Villar et al. 1985), vagy a fermentalt



mustar (Chen et al. 2006). A tobbi tejsavbaktériumtol eltéréen jellemzo6 ra a magas sé tolerancia
¢s a magas pH tolerancia is. Jelenleg minddsszesen 5 faj alkotja a nemzetséget: T. halophilus, T.
koreensis, T. muriaticus, T. osmosphilus, T. solitarius (Justé et al. 2014). Magas sétartalmu
¢élelmiszerekben ezek a baktériumok a f6 tejsavat termelé mikrobak, felhasznaljak 6ket mizo és

sz0jaszosz készitéséhez is (An et al. 2010, Kuda et al. 2012).

2.1.3.12. Vagococcus nemzetség
A Vagococcus nemzetséget mozgasra képes kokkuszok alkotjak, amelyek lancba rendezddnek.

Filogenetikailag ugyan jol elkiiloniild nemzetséget alkot a tejsavbaktériumok beliil, ugyanakkor
fenotipusosan nehezen elkiilonithetd nem csak a tobbi nemzetség torzseitdl, de szamos
Enterococcus nemzetségbe tartozo torzstdl is. 1zolaltak mar fermentélt tejbdl, talajbol, fertdzott
¢lelmiszerbdl és példaul sertések emésztérendszerébdl is. Tobb fajat is beteg allatokbol, féleg
halakbol és vizi emldsokbol izolaltak. Ez arra utal, hogy ezekre a fajokra érdemes lehetséges
patogénként tekinteni. Emberekben eddig minddsszesen kétszer mutattdk ki, egyszer

borfertdzésbol, egyszer pedig vérbol (Altintas et al. 2020).

2.1.3.13. Weissella nemzetség
A Weissella nemzetségbe tartozo torzsek kokkusz vagy palcika alakot is felvehetnek, obligat

heterofermentativok, igy CO2 mellett D(-) tejsavat vagy D(-) tejsav és L(+) tejsav keverékét és
ecetsavat is termelnek. El6fordulasuk széleskorti, kimutattak mar borfelszinrdl, allatok tejébdl és
sz€kletébdl, nyalbol, emberi székletbdl, ndvényekbdl és fermentalt élelmiszerekbdl is. Probiotikus
potenciallal is rendelkezhetnek, foleg a W. cibaria fajhoz tartozo torzsek, amelyeket fogaszati
fertdzések visszaszoritasara alkalmazhatnak. W. cibaria és W. confusa torzsekrdl ismert, hogy
emészthetetlen oligoszacharidokat €s extracellularis poliszacharidokat, foként dextrant, allitanak
elé (Tingirikari et al. 2014). Ezek prebiotikumként vald felhasznalasaval tobb kutatas is
foglalkozik (Amaretti 2020). Mas W. cibaria és W. confusa, illetve W. viridescens torzsek viszont
opportunista koérokozoként ismertek (Fusco et al. 2015). Embereknél ritkan okoznak
megbetegedést, habar az emészté rendszer nyalkahartyajanak sériilése, illetve pl. a kemoterapia is
hajlamosithat a fert6zésre (Kamboj et al. 2015). Egy W. ceti torzsrél kapta a nevét az ugynevezett

,weissellozis” nevil betegség is, amely a szivarvanyos pisztrang fertézéséért felelds.

2.1.4 Tejsavbaktériumok hatdsa a magasabb rendii élolényekre
A tejsavbaktériumok a gazdaszervezetbe keriilve szamos jotékony hatassal rendelkeznek.

Jelenlétiikkel eleve csokkentik a patogén mikrorganizmuk szamdra rendelkezésre allo tapanyagok
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mennyiségét, gatlo vegyiileteket termelhetnek, valamint a bélfalon megtapadva csokkenthetik a
karos mikrobdk megtapadasi lehetdségét. A bél lumenéhez kapcsolodva segitik a gazdaszervezet
szamara a tapanyagok felvételét és emellett stimulaljak az immunrendszerét is. Sok
tejsavbaktérium képes a felszinén megkotni karos anyagokat, pl. mikotoxinokat, amelyek igy a

bélrendszerbdl nem képesek felszivodni.

2.1.4.1 Kompetitiv kizaras

Kompetitiv kizarasra barmilyen nem patogén mikroba képes egy élettérben azaltal, hogy versenyre
kel az energiaforrasért a korokozokkal. Egyes probiotikus tejsavbaktérium torzsek a bélfalon
megtapadva biofilmet képeznek, amely megakadalyozza a patogén mikrobdk bélfalon vald
megtapadasat. A bélsarral ezek a megtapadasra képtelen patogének kiiiriilnek a szervezetbél. Filho
et al. (2015) példaul 4 tejsavbaktérium torzs felhasznalasaval készitett probiotikus készitménnyel
kezeltek broiler csirkéket Salmonella enteritidis fertézés megel6zésére. Brashears et al. (2003)
szarvasmarhabol izolalt tejsavbaktériumok E. coli O1s7:H7 kompetitiv gatld képességét vizsgaltak.

A legjobban gatlo torzs a bend6ben a L. crispatus M35 torzs volt.

2.1.4.2 Gatloanyagok termelése

A tejsavbaktériumok kiilonboz6 gatloanyagokat termelhetnek a patogén mikrobak ellen. Ezek
lehetnek bakteriocinek (pl.: nizin, pediocin), szerves savak (pl.: tejsav, ecetsav), de hidrogén
peroxid, etanol, diacetil és szén-dioxid is. A bakteriocinek antimikrobialis peptidek, amelyeket
Gram-negativ és Gram-pozitiv baktériumok is termelhetnek. A klasszikus antibiotikumokkal
szemben sokkal célpont-specifikusabbak ezek a fehérjék, igy nem pusztitjak el az élettérben 1évo
Osszes mikrobat. A szerves savak képesek lecsokkenteni az élettérben a pH-t, gatoljak az érzékeny
mikrobak osztddasat és fehérje szintézisét, valamint karositjak a sejtfalat és a citoplazmamembrant
iS. A tejsav mar 0,5%-0s koncentracioban a citoplazmamembrant képes megbontani Salmonella,
E. coli és Listeria torzsek esetében, ami a citoplazmaban 1évé fehérjék szivargasahoz és ezzel a
sejtek pusztulasahoz vezet (Wang et al. 2015). Egyes tejsavbaktérium torzsek hidrogén-peroxidot
termelnek (Mitchell et al. 2015), ami veszélyes a katalaz enzimmel nem rendelkez6 mikrobakra.
A H202 ugyanis szabadgyokoket képez, amelyek felhalmozddasa gatolja a sejtek anyagcseréjét és
ezaltal sejthalalhoz is vezethet. A kataldz enzim azonban képes a H202 vizz¢ és oxigénné alakitani,
igy megeldzve a sejtpusztulast. A heterofermentativ térzsek szén-dioxid termelés révén képesek

gatolni az aerob baktériumtorzsek novekedését.
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2.1.4.3 A gazdaszervezet immunrendszerének stimuldlasa

A gerincesek immunrendszerét a velesziiletett és az adaptiv immunrendszer alkotja. Ezek
Osszehangolt milkodése biztositja a szervezet védelmét ¢és megfeleld6 mikodését. A
képesek.

Velesziiletett immunrendszer az elsédleges immunologiai védelmi vonala a szervezetnek,
a bejutd korokozo ennek a rendszernek az elemeivel keriil el6szor kapcsolatba. A dendritikus
sejtek és a NK (natural killer) sejtek a legfontosabb elemei. Az immunrendszer sejtjei a korokozo
hatasara citokineket (IFN a,f) kezdenek termelni, amik kozvetleniil elpusztitjak a korokozot, vagy
felveszik a korokozot és egy specialis molekuldjat a felszinére kitéve un. antigén prezentalo sejtté
(APC) alakulnak, ami az adaptiv immunrendszer szamara ,,prezentalja” a korokozo egy darabjat,
vagyis az antigént. Ez a bemutatas sziikséges az adaptiv immunrendszer aktivalédasahoz. Az
emésztorendszerben a bél epithél sejtjei fizikai és kémiai védelmi vonalat képeznek a korokozok
ellen. A tejsavbaktériumok ezekkel a sejtekkel keriilnek interakcidba és stimulaljak azok védelmi
funkciéit. Példaul serkentik az antimikrobialis peptidek, a defenzinek termel6dését, valamint a
szintén antimikrobidlis hatasti mukoza termelését is. Megeldzik az epithél sejtek apoptdzisat és
citoprotektiv molekulak termelddését indukaljak. A L. plantarum LTC-113 torzs példaul képes
oly médon feliilszabalyozni a sejteket 0sszekapcsolo struktirakat, hogy azok megakadalyozzak a
Salmonella kolonizaciojat (Wang et al. 2018).

Az NK sejtek interleukinok, féként interferonok (IFN-y) termelésére képesek,
miikodésiiket Liu et al. (2015) eredményei Sszerint sertések esetében a L. brevis képes volt
indukalni.

Az IFN-y aktivdlja a makrofdgokat, amelyek feladata a korokozok eliminédldsa a
szervezetbdl.

Az adaptiv immunrendszer T és B sejtjei antigén specifikus immunvalasszal reagalnak a
korokozokra. A B sejtek plazmasejtekké alakulnak, amelyek kiilonb6zé immunglobulinokat (1g)
termelnek, amelyek antigén specifikusak. Rocha et al. (2012) kimutattik, hogy 10 tke/ml
baktériumszamu, Lactobacillus nemzetséghez tartozo torzsek novelték az IgA és IgG szintet, ami
csirkék esetében a mukdza immunitasat fokozta. Han et al. (2018) hasonl6 eredményekre jutottak,
szintén csirkék esetében, amikor is L. plantarum és Clostridium butyricum baktérium torzsekkel
végeztek etetési kisérleteket. Naqid et al. (2015) altal végzett sertésetetési kisérletek is azt
mutattak, hogy a L. plantarum B2984 torzs ndvelte az IgA és IgM termelést Salmonella fertézés

esetén.
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2.1.4.4 Tépanyag emészthetdségének javitasa

A tejsavbaktériumok fermentdld képességliknek koszonhetéen, képesek bontani a
makrotapanyagokat. Ezzel elosegitik a gazdaszervezet szamdara a tdpanyagok felvételét, mivel
javitjak azok emészthet0ségét (Liao és Nyachoti 2017). Termelhetnek amilazokat, lipazokat,
kitinazokat és protedazokat is. A hasznos enzimek mellett zsirsavakat és vitaminokat, pl. B2 és B2

vitamint is eldallithatnak a gazdaszervezet szamara (Capozzi et al. 2012).

2.2 Mikotoxinok
A mikotoxinok a penészgombak altal termelt kis molekulatomegii masodlagos anyagcsere
termékek, melyek a ndvény novekedése sordn a szant6f6ldon vagy a betakaritas utan, a raktarozas
folyaman keletkeznek. Jelenleg t6bb mint 300 mikotoxint ismeriink, melyek koziil 30-nak van
jelent6s egészségkarositd hatasa (Alassane-Kpembi et al. 2016). A legjelentdsebbek koziilikk az
aflatoxinok, a fumonizinek, az ochratoxin A, a trichotecének és a zearalenon. Ezeket a
vegyiileteket foként az Aspergillus, a Fusarium és a Penicillium nemzetség tagjai termelik. Az
altaluk okozott megbetegedéseket Osszefoglald néven mikotoxikozisnak nevezziik. A tiineteket
nagyban befolyasolja, hogy melyik mikotoxinnal érintkezett a beteg, hogy milyen sokaig volt
kitéve neki, hogy milyen az altalanos egészségi allapota, de az is, hogy milyen életkort vagy épp
milyen nemi az illetd. Ronthatja az allapotat, ha mas toxinnal is érintkezett, mivel azok szinergista
kolcsonhatasba keriilhetnek egymassal. A legtobb esetben a mikotoxin toxinnal szennyezett étellel
keriil a szervezetbe, de a borrel valo érintkezése, illetve a penészsporak belélegzése is okozhat
megbetegedést. Jellemzden vese- és maj karositoak, de okozhatnak daganatos megbetegedéseket,
felborithatjak a hormonrendszer normal miikodést, és emellett sejt- €s idegmérgeket is taldlunk
kozottiik. A mikotoxinok kutatasa az 1962-es londoni pulykavész utan kapott nagy hangsulyt,
amikor is Angliaban 100.000 szarnyas pusztult el aflatoxinnal szennyezett foldimogyoro liszttol,
amivel az allatokat etették (Blout 1961). A toxint termelé Aspergillus flavus penészgombat
egyébkeént mar az 1800-as években felfedezték, de akkor még toxintermeld képességérdl nem
tudtak.

A mikotoxinok egészség karositd hatasuk mellett komoly gazdasagi kéarokat is okoznak. A
hatarérték feletti mennyiségben mikotoxint tartalmazo élelmiszereket, illetve takarmanyokat

ugyanis meg kell semmisiteni, ami komoly anyagi kart okoz a gazdalkodoknak és a gyartoknak is.

2.2.1 Aflatoxin B1
Az aflatoxin B1 (AFB1) az egyik legveszélyesebb mikotoxin. Karcinogén, genotoxikus és

foképp a maj karosodasatt okozhatja. Ennek oka, hogy a toxin metabolizmusa itt kezdédik el.
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Innen szabadulnak fel reaktiv kdztes anyagcsere termékek, amelyek a vérarammal eljuthatnak a
kiilonbozd 1étfontossagh szervekhez, pl. a veséhez, tiidohdz, hasnyalmirigyhez és a kdzponti
idegrendszerhez is. Az AFB1 mikotoxinnal kapcsolatban a legtobbet vizsgalt vegyiilet az AFB1-
exo 8,9-epoxid. Ez a vegylilet genotoxikus €s ez keletkezik el6szor az AFB1 metabolizmusa soran.
Egy citokrom enzim, a CYP 450 hozza Iétre (Guengerich et al. 1998). Az AFBI1 altal okozott
oxidativ stressz is nagy szerepet jatszik a vegyiilet genotoxikus hatasaban. Hdstabil vegyiilet, 250
°C folott degradalodik, bar nedves kornyezetben mar 160 °C-on is lebomlik (Raters és Matissek
2008). Az Aspergillus flavus mellett leggyakrabban az A. parasiticus penészgomba egyes torzsei
képesek aflatoxin termelésére. A négy legfontosabb A. flavus altal termelt aflatoxin az AFB1,
AFB2, AFGI1 ¢és az AFG2 (2. abra). Az elnevezés az UV fény alatt kibocsatott fluoreszcencia (kék
vagy z061d), illetve a vékonyréteg kromatografia soran mutatott mobilitason alapul. Jelenleg sok
orszag szigortian szabalyozza a megengedett AFB1 hatéarértéket az élelmiszerekben, illetve a
takarmanyokban. Az emberi fogyasztasra szant élelmiszerekben altalaban a megengedett
hatarérték 0-40 ppb, mig a takarmanyokban ez az érték joval magasabb, 300 ppb (Mazumder ¢és
Sasmal 2001). Az International Agency for Research on Cancer (IARC) az AFB1-et az 1.
csoportba (karcinogén az emberi szervezetre nézve) sorolja. Az 574/2011 szamt EU szabalyozas
alapjan a takarmanyokban engedélyezett AFBI1 szint 0,02 mg/kg (Commision Regulation EU
2011). Az AFBI hidroxilacié révén AFM1 -¢ atlakulhat. Az elnevezése a tejre utal, mivel abbol
mutattak ki. Az Eurdpai Unid 1881/2006/EK rendelete alapjan a nyerstej, a tejalapt élelmiszerek
eldallitdsanal hasznalt tej és a hokezelt tej AFM1 tartalma nem haladhatja meg a 0,05 pg/kg-ot.

o o o o oo
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2. abra Kiilonbo6z6 aflatoxin vegyiiletek szerkezeti képletei (Zhang et al. 2014)
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2.2.2 Srterigmatocisztin

A szterigmatocisztin (ST) az aflatoxin B1 prekurzor vegyiilete (3. abra). Szerkezetileg hasonlit az
aflatoxin Bl-re és mindkett6 a poliketidek kozé tartozik (Hopwood és Sherman 1990), bar a ST
kevésbé karositja a szervezetet (Purchase és Van der Watt 1973). Az A. flavus, A. parasiticus, A.
versicolor és az A. nidulans penészgomba fajok egyes torzsei termelik. Az A. flavus és az A.
parasiticus fajok legtobb torzse képes a szterigmatocisztint aflatoxin B1-é konvertalni, mivel
rendelkezik az ehhez sziikséges génekkel (Amaike és Keller 2011) mig a masik két faj térzsei nem.
Ezért az A. versicolor és A. nidulans fert6zott élelmiszerekben és takarmanyokban nagyobb

mennyiségben fordulhat el6 szterigmatocisztin (Sweeney és Dobson 1999, Cole és Cox 1981).

3. dbra A szterigmatocisztin szerkezeti képlete (Fujii 1999)

A ST is mutagén és tumor indukald, ugyanakkor kevésbé erdteljesen, mint az AFB1 (Berry 1988).
In vitro és in vivo tesztek soran enyhébb toxikus, mutagén, citotoxikus és karcinogén hatasarol
szamoltak be, ezért az International Agency for Research on Cancer szervezet a karcinogének 2B
csoportjaba sorolta (VerSilovskis és De Saeger 2010). Japan kutatok Osszefiiggést talaltak a
betakaritast kovetd raktarozas soran A. versicolor fertézés és a takarmany ST mennyisége kozott
(Sugimoto et al. 1976). Tipikusan a rizs és a zab a szterigmatocisztinnel leginkabb fert6zott névény
(Mol 2015). Porkoléssel csokkenthet6 a ST szennyezettség (Bokhari és Aly 2009). Habar nehéz
megbecsiilni, de a mikotoxin szennyezettség (beleértve a szterigmatocisztint is) évente koriilbeliil
0,4-1,6 milliard dollar kart okoz az Amerikai Egyesiilt Allamok agrariuméanak (Brodhagen és
Keller 2006).

2.3 Mikotoxin mentesités

A mikotoxinok penészgombak altal termelt er6sen toxikus masodlagos anyagcseretermékek. A
takarmannyal az allati szervezetbe jutva és a bélcsatornabdl felszivodva a vérben és a szovetekben
részben akkumulalodva egészségkarosito hatastiak, de a mikotoxinokkal szennyezett allati

terméket fogyaszté ember szamara is veszélyforrasok lehetnek. Az allattenyésztés soran gyakran
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jelentds gazdasagi karokat okoznak, mivel a takarmanyndvények jelentds hanyadat szennyezik az
egész vilagon. A mikotoxin mentesitésnek harom mikrobioldgiai utja lehetséges: lebontds,

megkdtés, illetve a toxin bioszintézisének gatlasa baktériumokkal.

2.3.1 Penészgomba novekedés gatlas

A tejsavbaktériumok nem csak antimikrobialis anyagokat termelhetnek, hanem szamos faj torzsei
antifungalis anyagokat is el6allitanak (Gerbaldo et al. 2012). Az olyan penészgombak, mint
példaul az A. flavus egészség Kkarositd hatassal birnak. Mivel ez a gomba nem csak a
takarmanyokat, de kozvetleniil az élelmiszereket, példaul kiilonb6z6 olajos magvakat,
aszaltgyiimolcsoket, és a kavét is képes megfertézni. Ezzel a komoly egészség karositd hatas
mellett jelentds gazdasagi karokat is okoz. Ezért az élelmiszeripar régota probal védekezni a karos
penészgombak ellen. Erre fizikai (hdhatds, magas nyomas, besugarzas, szonikdlds) és kémiai
agensek is rendelkezésre allnak. Elébbiekkel az a probléma, hogy vagy nagyon kdltségesek, mint
példaul a besugarzas, vagy pedig csokkentik az élelmiszer élvezeti értéket és a tapanyagtartalmat
(hékezelés). A szintetikus kémiai anyagok pedig keriilenddk, az esetleges egészségre gyakorolt
mellékhatasuk, illetve kornyezeti hatasuk miatt (Wightwick et al. 2010). Ezekkel szemben a
bioldgiai védekezés jo alternativa lehet a karos penészgombak ellen. Példaul tobb tejsavbaktérium
faj torzseirdl is kimutattak, hogy képesek gatolni az A. flavus penészgomba novekedését. A gatlas
sikerességét szamtalan tényezo befolyasolhatja. Fontos figyelembe venni a pH-t, az inkubécids ido
hosszat és az inkubdcid alatti hdmérsékletet, a tapkdzeg hatdsat a vizsgalt mikroorganizmusok
anyagcseréjére, a tapkozeg Osszetevoinek hatasat az antifungalis komponensek termelésére is.
Mindazonaltal ezek a tényezdk mind faj specifikusak, igy amelyik paraméter idealis az egyik faj
esetében, az egyaltalan nem biztos, hogy egy masik esetében is az lesz.

Alapvetden kétféleképpen vizsgalhato egy baktériumtdrzs penészgomba gatlasi képessége.
Vizsgalhaté maga a baktérium torzs egy kozegben a penészgombaval, illetve tesztelhetd a torzs
feliiliszoja. Ez a folyadék tartalmazza a baktérium sejtek altal termelt anyagokat, példaul tejsavat,
ecetsavat, oxalsavat €s propionsavat, kiilonféle peptideket, de magukat a baktérium sejteket nem.

E16 sejtek penészgomba-gatl képességének vizsgalatira leggyakrabban a kettds agar réteg
modszert szoktak alkalmazni. Ilyenkor MRS (Lactobacillus Agar DeMan, Rogosa és Sharpe
nyoman) agar felszinére vonalhuzassal oltjak a baktériumot (2 db 2 cm hosszu vonal), 48 6ran
keresztiil inkubaljak, majd felontik ldgy malata agarral, ami 10° spéra/ml koncentraciéju
szuszpenziot tartalmaz, szilardulast kovetden 72 oran keresztiil inkubaljak, majd lemérik a

kialakult gatlasi zonat (Muhialdin et al. 2020).
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A Taheur et al. (2019) vizsgaltak az ¢éI6 sejteket tartalmazo tejsavbaktérium szuszpenzid
mellett a baktériumok sejtmentes feliiliszojanak gatlo képességét is. Azt talaltak, hogy a sejtes
szuszpenzid jobban gatolta a penészgombak névekedését, mint a feliiluszo. A feliilaszo pH 7-es
értéken egyaltalan nem gatolta a penészgomba torzsek novekedését.

A penészgomba-gatlast nem csak a tejsavbaktériumok, illetve a penészgombak szamara
kifejlesztett tapkdzegekben lehet vizsgalni.

Az élelmiszereket modellez6 kozegekben végzett tesztek sokkal biztosabb képet mutatnak
arrol, hogy a gatld torzsek ipari felhaszndlds sordn milyen hatdsfokkal gatolhatjak a
penészgombakat. Salas et al. (2018) sajt, illetve joghurt modelleket allitottak elé és ezekben
vizsgaltak 32 tejsavbaktérium torzs antifungdalis hatdsat. Arra jutottak, hogy a legjobb gatlasi
képességekkel a Lactobacillus nemzetség torzsei rendelkeztek. A sajt modell bizonyult a gatlas
szempontjabol a jobb kozegnek, abban ugyanis ugyanazok a torzsek jobban gatoltdk a
penészgombak novekedését, mint a joghurt modellben.

Az utobbi években a feliiluszo gatloképességének vizsgalata a baktériumok altal termelt
szervessavak (tejsav, ecetsav stb.) mellett mar az altaluk termelt peptidekre is kiterjedt. Mind Luz
et al. (2017) mind Muhialdin et al. (2020) a feliiliszobdl izolaltak tobb peptidet is és ezeknek a
hatasat vizsgaltdk a penészgomba torzsekre. Mindkét kutatés arra jutott, hogy a peptidek gatoltak
a penészgomba ndvekedést. Muhialdin et al. (2020) scanning elektron mikroszkdppal
megvizsgaltdk a peptidek hatdsat és a legjobb gatldo képességet mutatd peptidek keverékénél

észlelték, hogy a keverék a micélium hifa csucsait degradalja.

2.3.2 Detoxifikaldas

A mikotoxinok, féleg az AFBI, komoly egészségkarosito hatassal birnak. Amennyiben a
mikotoxin a terményben vagy az élelmiszerben megengedett hatarérték felett megjelenik, Gigy azt
valamilyen modon el kell tavolitani, vagy ha ez nem lehetséges, akkor a szennyezett terményt vagy
¢lelmiszert meg kell semmisiteni, ami jelentds gazdasagi karokat okoz a gazdaknak, illetve az

¢élelmiszergyartoknak.

2.3.2.1. Fizikai mddszerek
Az élelmiszer €és takarmany mikotoxin dekontaminélasara kiilonbozd stratégiak 1éteznek fizikai,

kémiai és biokémiai elvek alapjan. A fizikai modszerek célja, hogy nagy mennyiségben tavolitsak
el a kozegbdl a szennyezett részt (Bullerman és Bianchini 2007, Cheli et al. 2013, Kaushik 2015).
Ilyen modszer a valogatas (Scudamore et al. 2007), érlés (Castells et al. 2007; Khatibi et al. 2014),
hantolas (Fandohan et al. 2006, Rios et al. 2009, Matumba et al. 2015), tisztitas (van der
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Westhuizen et al. 2011), melegités, besugarzas vagy ezek valamilyen kombinacidja (Fandohan et
al. 2005, Matumba et al. 2015).

2.3.2.2. Szervetlen/szerves adszorbensek
A mikotoxinok megkotésére ugynevezett adszorbeald agensnek, nagy molekulastlyt

komponensek képesek. Fontos, hogy a kotés az €161ény emészto traktusaban se bomoljon fel, igy
a toxin a salakanyaggal egyiitt tud tavozni az emésztérendszerbdl.

A megkotést leginkabb befolyasold tényezo az adszorbens fizikai struktiraja, vagyis a
teljes toltés, a toltéseloszlas, valamint a porusok mérete és a kotési felszin nagysaga. Emellett
befolyassal birnak még az adszorbedlni kivant dgens (jelen esetben a mikotoxinok) kiilonbdzo
jellemz6i, példaul a mérete, polaritasa, oldhatdsaga, alakja is. Az adszorbeald agens lehet szilika
alapu szervetlenanyag, vagy szén alapu szerves polimer. Szervetlen toxink6td anyagok jelenleg is
kaphatok a kereskedelmi forgalomban ¢és takarmany kiegészitOként hasznaljak Oket
Magyarorszagon is.

Az aktiv szén is alkalmazhaté adszorbensként, ami a szerves vegyiiletek pirolizisekor
1étrej6vo nagyon pordzus, vizben oldhatatlan, tdmegéhez képest nagy feliilettel rendelkezd anyag.
In vitro tesztek soran jelentds adszorpcios kapacitast irtak le aktiv szén esetében 120 mg/g
(Galvano et al. 1997), 124 mg/g (Galvano et al. 1998) értékekkel. Ezzel szemben az in vivo
tesztekben nem, vagy csak minimalisan kototte a toxint. Ez a nagymérték(i eltérés azzal
magyarazhat6, hogy az aktiv szén nem specifikus a mikotoxinokra, igy a takarméanyban nagy
mennyiségben jelenlévo egyéb vegyiileteket is megkothette a toxin helyett (Huwig et al. 2001).

Az aluminoszilikatokat nem a kémiai Osszetételiik, hanem szerkezetilk alapjan
csoportositjak. A filoszilikatok és a tektoszilikatok adszorbens tulajdonsagait szoktdk leginkébb
vizsgalni. A filoszilikatok kdz¢ tartoznak a bentonitek, a montmorillonitek, a smectinek, a kaolinek
¢és az illitek, mig a tektoszilikatok kozé a zeolitek. A bentonitok eredetileg vulkanikus hamu
a toxinokat. Tulajdonképpen nem tiszta agyag, ami montmorilloniteket tartalmaz nagy
szazalékban (Diaz és Smith 2005). A montmorillonitek rétegelt szilikatok, amelyek vagy a
felsziniikon, vagy a rétegek kozotti térben képesek megkotni a toxinokat (Ramos és Hernandez
1996). Egy tovabbfejlesztett valtozata a moddositott montmorillonit nanokompozit (MMN).
Nanomodifikacios technikéval novelték a feliiletét, pordzussagat, és a kation cseréld aktivitasat,
ezzel megndvelve a toxinmegkotd hatékonysagat. Ezek koziil a hidratalt natrium-kalcium-
aluminium-szilikat (HSCAS) a legtobbet vizsgalt és a leghatékonyabb szervetlen toxinadszorbealo

agens, a benne talalhato fém ionok kelatot képeznek az aflatoxin B-dikarbonil részével.
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Habar ezek a szervetlen anyagok képesek a toxinok kotésére, ehhez nagy mennyiséget kell
beldliik a takarményba juttatni. Mivel nem specifikusan csak a toxinokat kotik, ezért a taplalékban
1év6 hasznos tapanyagokat, vitaminokat ¢és gyogyszereket is adszorbealjak, ami igy
felvehetetlenné valik a szervezet szamara. Emellett ezek az anyagok gyakran tartalmaznak
nehézfémeket (6lom, réz) is, amelyek toxikusak lehetnek az allat szervezetére (Elliott et al. 2020).
Legtobbszor ezek az anyagok biologiailag nem lebomloak, ezért a megkotott toxinnal
szennyezetten a tragyaban felhalmozddhatnak €s a szantofoldre is kikeriilhetnek.

Ezért nagy jelentéségii lenne olyan szerves toxinkoto agensek felfedezése és hasznositasa,
amelyek toxinspecifikusak és biologiailag lebonthatéak. J6 példak erre az olyan
mikroorganizmusok, amelyek az adott korilmények kozott jol szaporodnak és sejtfelsziniik

alkalmas a toxin molekuldinak megkd&tésére.

2.3.2.3. Mikrobialis adszorbensek
A Saccharomyces cerevisiae élesztégomba faj torzsei a sejtfelsziniikon 1évé peptidoglikan és

poliszacharid (mannan és gliikan) lancokkal képesek megkdtni a mikotoxinokat. Ezeknek a
struktaraknak a felszinén kiilonb6z6 adszorpcidés centrumok talalhatok, ahol kiilonb6z6
adszorpcids mechanizmusok, példaul hidrogén hid kotés, ionos vagy épp hidrofob kdlcsonhatas,
mikodhetnek. A sejtfal jelentéségének bizonyitasara Kolossova et al. (2009) 6sszehasonlitotta az
¢lesztOsejtek, illetve csak a sejtfal toxinkotd képességét, és arra jutott, hogy a sejtfal 6nmagaban
jobban kototte a toxint, mint az él6 sejt. Devegowda et al. (1996) a sejtfal gliikomannan
komponensét izolaltak és ezzel értek el magas toxinkotési értékeket in vitro.

A szakirodalomban sok cikk foglalkozik a tejsavbaktériumok toxinkotd képességével. A
tejsavbaktériumok GRAS besorolastiak, igy alkalmazasuk a szennyezés-mentesitési
folyamatokban nem jelent egészségiigyi kockazatot. Bizonyos probiotikus baktériumtorzsek
képesek mikotoxinok megkotésére és altaluk lehetségessé valik a toxin eltavolitasa folyékony
kozegbdl, s6t eukariota szovettenyészeteken igazoltak, hogy a probiotikum-mikotoxin komplex
kevésbé kotddik a szovetekhez, mint a probiotikus baktérium magéaban, amely eldsegitheti a
mikotoxin kiliriilését a baktériumhoz kotddve a székleten keresztiil (Vinderola és Ritieni 2015).
Szakirodalmi adatok alapjan tejsavbaktériumokat sikeresen alkalmaztak in vitro aflatoxin B1
mentesitésére, a hatékonysag azonban erdsen torzsfiiggd. Lactobacillus rhamnosus tobb torzse is
képes volt az aflatoxin szennyezettséget 80%-kal csokkenteni (EI-Nezami et al. 1998).
Lactobacillus amylovorus torzseire is talalhaté adat, mely szerint 57-60%-ban voltak képesek
csokkenteni a mikotoxin-szennyezettséget (Peltonen et al. 2001). Egy masik cikkben tovabbi

mikotoxinokkal kapcsolatban a kovetkez6 eredményekrdl szamoltak be: Lactobacillus
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acidophilus 95% ochratoxin A, Bifidobacterium animalis 80% patulin, L. rhamnosus 50%
zearalenon és a-zearalenol eltavolitasara volt alkalmas. A fumonizin FB1 és FB2 fuzariumtoxinok
eltavolitasara szintén talalhaté adat tejsavbaktériumok kozremiikddésével: L. rhamnosus
torzseivel 61-94%-0s, L. plantarum torzsekkel 72-97%, mig Pediococcus pentosaceus torzsekkel

79-92%-0s mentesitést lehetett elérni (Niderkorn et al. 2006).

2.3.3 Toxinbontds

Ami a toxinok lebontasat illeti, eddig csak néhany baktériumot ismeriink, amely képes enzimjei
révén a mikotoxin molekulaszerkezetét olyan irdnyban megvaltoztatni, hogy az veszitsen
toxikussagabol (Ji et al. 2016).

Elészor 1966-ban Ciegler et al. szamoltak be aflatoxin Bl mikrobiologiai
detoxifikaciojarol az akkor még Flavobacterium aurantiacum (ma Nocardia corynebacterioides)
néven ismert baktérium altal. Habar nem maradt a detoxifikaciora utald anyagcsere termék, de a
toxinos terményt fogyasztdé kacsdkon nem mutatkozott a toxin negativ hatdsa, amibdl a
detoxifikdciora kovetkeztetettek.

Ezek a mikroorganizmusok tobbféleképpen tudjak az AFB1-et degradalni. A difuran gytiri
modositasaval az aflatoxin B1 AFB1-8,9-dihidrodiol vegyiilett¢ alakul. Ezt egy rothadas okozo
gomba, a Phanerochaete sordida altal termelt mangan-peroxidaz idézi el6. Az eredményeket
Ames teszttel is igazoltak (Wang et al. 2011). A Pleurotus ostreatus GHBBF10, mely szintén
rothadast okoz6 gomba az AFB1 mennyiségének 91,76%-at atalakitotta dihidrohidroxiaflatoxin
B1-é (AFB2a), amely a AFBI hidrolitja lehet (Das et al. 2014). Ezzel a toxin mutagenitasa is
csokkent.

Az AFB1 ammoniaval, illetve savakkal torténd kezelése soran észlelték, hogy a lakton
gylrli a vegyiiletben felbomlik, mig a difurdn gylrli ép marad. Az igy létrejott vegyliletet
detoxifikalt AFB1-nek (AFD1) nevezik. A Pseudomonas putida faj esetében észlelték, hogy képes
AFDI1 vegyiiletté alakitani az aflatoxin B1-et. Ames teszttel igazoltak, hogy ennek a vegyiiletnek
alacsonyabb a toxicitasa és a mutagenitasa is (Méndez-Albores et al. 2005). A Rhodococcus
eryhtropolis olyan extracellularis enzimeket termel, amelyek atalakitjak az AFB1-t és ezzel
csokkentik annak mutagenitasat (Alberts et al. 2006). SOS-kromoteszttel Cserhati et al. (2013) is
igazolta a vegyiilet genotoxicitasanak csokkenését. Teniola et al. (2005) is vizsgalta a Rodococcus
eryhtropolis, illetve a Nocardia corynebacterioides fajos torzseinek AFBI1 degradacios
képességét. Eredményei szerint a feliiliszé kiilonbozdé hatasfokkal, de minden vizsgélt torzs
esetében csokkentette a kozeg AFB1 szintjét. A legjobb mikotoxin redukcios képességgel a R.
eryhtropolis egyik torzse rendelkezett.
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3. CELKITUZESEK

Els6 1épésként egy nagy elemszamu tejsavbaktérium térzsgyiijtemény létrehozasa volt a
célom, minél koltséghatékonyabb modszereket alkalmazva. Ehhez 15 egzotikus allat fécesz
mintjat terveztem feldolgozni klasszikus mikrobiologiai modszereket alkalmazva az izolalas
soran, majd a tiszta tenyészetekb6l molekularis mikrobiologiai modszerekkel DNS-t Kivonni. A
rep-PCR technika felhasznalasaval faj szinten szerettem volna csoportositani a torzseket, igy
csokkentve az azonositashoz sziikséges 16S rDNS PCR termékek szekvenaldsara forditando
koltségeket.

Célul tiiztem ki annak vizsgalatat is, hogy a kialakitott tejsavbaktérium torzsgytijtemény
azonositott torzsei milyen potenciallal rendelkeznek mikotoxin mentesitési feladatok esetében.
Mikrobiologiai mikotoxin mentesités kivitelezhetd a mikotoxin termeléséért felelds penészgomba
szaporodasanak gatldsaval, illetve a mar a termékben vagy magaban az €16 szervezetben jelenlévo
toxin adszorpcidjaval. Ezért munkdm sordn vizsgdlni terveztem az Aaltalam izolalt
tejsavbaktériumok gatld hatasat az A. flavus penészgomba toxintermeld torzseivel szemben. A
szakirodalomban sz6 esik egyes tejsavbaktérium torzsek hatékony AFBI1 kotd képességérdl, de
nincsenek szakirodalmi adatok a szterigmatocisztinnel kapcsolatban, ezért a tejsavbaktérium
gyljteményem torzseinek aflatoxin Bl ¢és szterigmatocisztin adszorpcids képességeinek

tesztelését, illetve Osszehasonlitasat is szerettem volna megvaldsitani.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1 Tejsavbaktériumok izolalasa

Munkam soran a Févérosi Allat és Novénykert 15 egzotikus allatanak székletmintaival dolgoztam:
Aldabrai oriasteknds (Geochelone gigantea), Bengali botsaska (Medauroidea extradentata),
Csupasz turkalo (Heterocephalus glaber), Emu (Dromaius novaehollandiae), Gorilla (Gorilla
gorilla), Gyuriisfark maki (Lemur catta), Indiai siil (Hystrix indica), Koala (Phascolarctos
cinereus), Mhorr-gazella (Gazella dama mhorr), Sisakos kazuar (Casuarius casuarius),
Szélesszaju orrszarva (Ceratotherium simum), Sziirke oriaskenguru (Macropus fuliginosus),
Tarvarji (Geronticus eremita), Vombat (Vombatus ursinus tasmaniensis) és Voros macskamedve
(Ailurus fulgens). A kivalasztott allatok foként ndvényevéek, habar koziiliik egyesek rovarokat is
fogyasztanak. A valasztdsban a taplalkozds azért jatszott szerepet, mert a ndvényi eredetii
taplalékkal bevitt mikotoxinra esetleg kialakult egy azzal boldogulni képes mikrofléra.

A mintavétel steril Falcon csovekbe tortént altalaban a reggeli kifuto takaritast megel6zben,
igy a mintak nem egy konkrét egyedtdl szarmaztak (ahol mégis, ott jeleztem az eredmények
fejezetben az egyed nevét). A mintakat még a mintavétel napjan feldolgoztam. A mintakbol 1-1
g-ot mértem be steril kémcsdvekbe (kivéve a botsaska esetében, ott fél grammbol indultam Ki,
mert kis mennyiségi minta allt rendelkezésre), steril peptonvizzel (1 g pepton és 9 g NaCl 1 |
desztillalt vizben feloldva) higitasi sort készitettem. A higitasi sorozat tagjaibol 0,1 ml
mennyiségeket juttattam a MRS tapagar felilletére (VWR Chemicals), steril széleszt6bottal
szélesztettem, 37 °C-on 2 napig inkubaltam. Az MRS tapagar (1. tablazat) szelektiv a
tejsavbaktériumokra nézve, mivel a pH-ja 5,7-re van beallitva és 0,14% szorbinsavat is tartalmaz

(Corry et al. 2003).

1. tablazat MRS tapleves Osszetétele (g/L)

Enzimatikusan bontott kazein 10,00
Hus kivonat 10,00
Eleszté kivonat 5,00
Gliikoz 20,00
Dikalium-hidrogén-foszfat 2,00
Natrium-acetat 5,00
Ammonium-citrat 2,00
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Magnézium-szulfat 0,20
Mangan(II)-szulfat 0,05

Polioxietilén(20)-szorbitan-

oleat (Tween 80) 1,08

Minden allat mintajabol MRS agarrél 100 telepet izolaltam, igyekezve a telepmorfologia
figyelembevételével, sztereomikroszkop alatt, minél tobb kiillonb6zd telepbdl mintat venni. A
mintavétel steril fogpiszkaloval, steril kesztylivel tortént, a fogpiszkalét 7 ml MRS taplevest
tartalmazé kémcsébe ejtettem. Az inkubalas 37 °C-on 2 napig tortént.

A csovekbdl kaccsal szélesztettem MRS agar feliiletére a tisztasag ellendrzésére és egy
telepre torténd szélesztés céljabol. A lemezeket 37 °C-on 2 napig inkubaltam, a tisztasagot
sztereomikroszkop alatt ellendriztem.

Amennyiben a tenyészet tisztdnak bizonyult, a szuszpenziobdl 0,5 ml mennyiséget 0,5 ml
steril glicerinnel keverve 1,5 ml-es Eppendorf csévekbe mértem, -20 °C-on taroltam. Szintén 1,5
ml Eppendorf csovekbe 1 ml szuszpenzidt mértem, centrifugaltam, a feliiliszot eltavolitottam. Az

igy kapott biomasszat -20 °C-on taroltam (ebbdl tortént a DNS kivonas a tovabbi vizsgalatokhoz).

4.2 Tejsavbaktérium izolatumok azonositiasa molekularis biologiai médszerekkel

4.2.1. DNS kivonds

A DNS kivonasat az UltraClean Microbial DNA Isolation kit (MoBio Laboratories, Inc., USA)
laboratoriumi protokoll eldirasainak alapjan végeztem el.

A fagyasztobol kivett 1,5 ml Eppendorf csdvekben 1évé biomasszat szobahdmérsékleten
felolvasztottam. A mintdkhoz 300 pl Micro Bead Solution-t adtam a minta szuszpendalésa,
stabilizalasa céljabol. A mintakat Micro Bead Tube-okba pipettdztam at. Hozzamértem 50 pl
mennyiségli MD1 oldatot, melynek a sejtlizis lefolytatasaban van szerepe. A Micro Bead Tube-
okat tiz percig horizontdlisan vortexeltem (razattam), majd 30 masodpercig 10000 rpm
fordulatszamon centrifugaltam. A feliiluszot 2 ml-es Collection Tube-okba atmértem. A
mintdkhoz 100 pul MD2 oldatot adtam, melynek szerepe a fehérjék és az egyéb szennyezdk
vizoldhatatlanna tételében van. A mintdkat 5 masodpercig vortexeltem, majd 5 percre 4 °C hiitébe
helyeztem. A hiitést kovetéen 1 percig 10000 rpm fordulatszamon centrifugaltam. A feliiluszot
masik steril 2 ml-es Collection Tube-ba atpipettaztam. A csdvekbe 900 ul MD3 oldatot mértem.
Ez egy koncentralt sdoldat, mely lehetévé teszi a DNS kotodését a szilikagélen. A mintat 5

masodpercig vortexeltem. A mintdkbdl 700 pul mennyiséget steril Spin Filterre pipettaztam, majd
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fél percig centrifugaltam. Az atfolyot Kiontottem, mivel a DNS a szilikamembranra mar
kik6todott. A minta tobbi részét is ramértem a filterre, majd centrifugaltam, és az atfolyot
Kiontottem. A Spin Filterekre 300 ul MD3 etanol alapt moséoldatot mértem, centrifugaltam, majd
az atfolyot Kiontottem. Ezutan a filtereket még egy percig centrifugaltam. A szliréket uj steril 2
ml-es Collection Tube-okba helyeztem. A filterek kdzepére 50 pul MD5 elualo oldatot mértem,
amely a szilika membranrdl leoldotta a DN'S molekulakat, majd 30 masodpercig centrifugaltam,
ezt kdvetden eltavolitottam a szliréket a tubusokbol. A tisztitott DNS minta a Collection Tube-ok
aljan kész a tovabbi feldolgozasra, illetve -20 °C-on tarolhato6.

A DNS izolacié sikerességét 1%-os agar6z gélen ellendriztem. A gél készités¢hez 0,25 g
agardzt és 25 ml egyszeres TBE puffert (10x-es TBE oldat 6sszetétele: 108 g Tris, 55 g borsav,
9,3 g Na2EDTA, 1000 ml desztillalt viz) hasznaltam. A gélhez 1,25 ul ECOSafe Nucleic Acid
Staining Solution-t (Pacific Image Electronics Co., Taiwan) adtam. A gélben fésii segitségével
zsebeket alakitottam ki. Parafilmre a mintdkkal megegyezé szamu 2 pl Loading Dye festéket
pipettaztam, ezekkel elkevertem 5 pl-t a mintdkbodl, majd ezt a keveréket juttattam a zsebekbe. A
mintakkal parhuzamosan a GeneRuler™ DNA Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA USA) molekulamarker mixet futtattam 20 percig 90 V-on. A gélképet UV fény alatt

ellendriztem.

4.2.2 Repetitiv PCR (Polimeraz Lancreakcio)

Repetitiv (rep) PCR soran a gének kozott ismétl6dé konzervativ régiokra tervezett GTGs (5°-
GTGGTGGTGGTGGTG-3) primerrel (Sigma-Aldrich, Nagy-Britannia)) a DNS egy rovid
szakaszat sokszorozzuk meg. Ezt a primert Gevers et al. (2001) eredményei alapjan valasztottam.
Osszehasonlitottdk rep-PCR esetében 4ltalaban alkalmazott kiilonbdzé primerek [REPLR-I (5'-
INICGICGICATCIGGC-3"), REP2-1 (5-IlICGNCGNCATCNGGC-3), BOXAIR (5'-
CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3" és GTGs (5'-GTGGTGGTGGTGGTG-3")]
hatékonysagat tejsavbaktérium torzsek fajszintli azonositasdban. Az eredmények alapjan az
alkalmazott primerek kozil a GTGs alkalmazasaval atlagosan 16,5 csikot detektaltak a
gélelektroforézis soran, mig a tobbi primer esetében a legjobb esetben is minddssze 10 csik volt
lathatdo a gélképen. A tobb csik nagyobb varibilitast eredményez, mialtal nagyobb eséllyel

kiilonboztethetéek meg az egyes torzsek faj szinten egymastol.

2. tablazat rep-PCR reakcid mix Gsszetétele

Osszetevok (nb)
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Milli Q viz 27,5
dNTP 10
Dream Taq puffer 5
DMSO 3
Primer 1
Dream Taq polimeraz 0,5
Templat 3

A DNS kivonasa soran képzOodott mintat templatként hasznaltam a repetitiv PCR eljaras
soran. A reakcidhoz ultratiszta vizet hasznaltam, amely mentes a baktériumoktol, pirogénektol,
nukleazoktol, proteazoktol és illékony szerves vegyiiletektdl is. A dANTP adenin, guanin, citozin
¢és timin dezoxiribonukleotid-trifoszfat molekulak elegye, melyek épitékovekként szolgalnak a
reakcio sordn keletkez6 DNS szakaszokhoz. Ezen épitdkdvek Osszekapcsolasat a Dream Taq
polimeraz (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA USA) végzi. Ehhez sziikség van egy
primerre, amely lanc inditoként funkcional és a templat DNS megfelel6 szakaszahoz kapcsolodik.
A repetitiv polimeraz lancreakciohoz GTGs primert hasznaltam. Emellett a polimeraz megfeleld
mitkodéséhez Dream Taq puffer (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA USA) is kertilt az
elegybe, amelyben KCI, (NH4)2SO4 és MgCl» is megtalalhatd. DMSO (dimetil-szulfoxid) pedig
azért keriil a mixtaraba mivel segiti a DNS masodlagos szerkezetének felbomlasat az altal, hogy a
DNS molekula kis és nagy arkaba is hidrogén hidakkal képes bekotddni, amivel destabilizalja a
kettds hélix szerkezetet. A DNS kivonasa soran képzd6dott mintat templatként hasznaltam a
repetitiv PCR eljaras soran. Az 6sszetevok pontos mennyiségét az 2. tdblazat tartalmazza.

A reakciot az Eppendorf Mastercycler PCR késziilékkel (Eppendorf, Hamburg, Germany)
végeztem el. A késziiléken beallitott program egy 6 perces 95 °C-on torténd denaturacioval indul.
A folytatasban harminc egyforma ciklus fut le, melyek mindegyike egy félperces 95 °C-on torténd
denaturéaciobol, egy 40 °C-on végbemend egyperces anellaciobol és egy nyolc perces 72 °C
hémérsekleten lefolyd lanchosszabbitasbol (polimerizacio all). A ciklusok lefutdsa utan egy 16
perces polimerizacid kovetkezik 72 °C hdmérsékleten.

Az amplikont horizontalis gélelektroforézissel agar6z gélben futtattam. A vizsgalathoz
1,2%-o0s agaroz gélt hasznaltam, amihez ECOSafe Nucleic Acid Staining Solution-t (Pacific Image
Electronics Co., Taiwan) adtam.

A gélben fésii segitségével zsebeket képeztem. A PCR termékekbdl 5 pl-t 6sszekevertem
2 ul futtatdé pufferrel (Loading dye) és a zsebekbe toltottem Oket. A széls6é zsebekbe 5 pl
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GeneRuler™ DNA Ladder Mix-et (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA USA) tettem.
Pufferként egyszeres TBE oldatot hasznaltam. A mintakat alland6 80 V fesziiltségen,
szobahdmérsekleten 90 percen keresztiil futtattam. Az 1,2%-os gélben a nagyobb koncentracio
miatt jobban szétvalnak a mintaban 1évo fragmentek. Ezt segiti el¢ az alacsonyabb fesziiltségen és
hosszabb 1d6 alatt torténd futtatas is.

A rep-PCR ujjlenyomat modszer eredményét UV fény segitségével vizsgaltam. A kapott
gélképeket géldokumentacios rendszerrel értékeltem (Slite 200W RGB, Pacific Image Electronics
Co., Taiwan). Faj szinten eltéré a megsokszorozott régiok hossza és mennyisége, ebbdl kifolyolag
a gélelektroforézis soran eltérd mintazatot kapunk a kiilonb6z6 fajok esetében, mind a csikok

helye, mind a vastagsaga tekintetében (4. abra).

4. abra Rep-PCR termékek mintazata agardz gélelektroforézist kovetden

A mintazat alapjan a mintak csoportosithatdak és az egyes csoportokbol igy csak két harom
minta 16S rDNS-nek megszekvenalasa sziikséges. Ez a modszer koltséghatékonyabb azonositast

tesz lehetové.

4.2.3 16S rDNS PCR
A rep-PCR mintak gélelektroforézise soran kapott gélképeket 6sszehasonlitottam és csoportokba

rendeztem. Minden csoportbdl 1-3 mintat analizaltam tovabb a 16S rDNS részlet alapjan. A
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mintdk azonositdsdhoz a 16S rRNS gént amplifikdltam PCR segitségével, a 27f (5-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3) és a 1492r (5-TACGG YTACCTTGTTACGACTT-3)
primerek (Sigma-Aldrich, Nagy-Britannia) felhasznalasaval, amelyeket szakirodalmi adatok
alapjan valasztottam (Lane et al. 1985). A 16S PCR reakcio keverék tartalmazta még a négyféle
dezoxiribonukleotid trifoszfatot egyenld aranyban (dNTP), DreamTaq DNS Polimerazt (Thermo
Fisher Scientific Inc. Waltham, MA USA), 1X DreamTagq puffert (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA USA), a genomi DNA templatot és ultratiszta vizet (Milli Q viz). A reakcioelegy
Osszetételét a 3. tablazat mutatja.

A reakcidt az Eppendorf Mastercycler PCR késziilék (Eppendorf, Hamburg, Germany)
elére beallitott programja segitségével hajtottam végre. A program egy 5 perces 95 °C-on torténd
denaturécioval indul. Ezt kovetden harminc egyforma ciklus fut le, amelyek egy félperces 94 °C-
on torténd denaturaciobdl, egy 30 masodperces anellaciobol, mely 52°C-on zajlik le, és egy masfél
perces 72 °C hémérsékleten torténd polimerizaciobol allnak. A ciklusok lefutdsa utan a PCR

folyamatat egy 10 perces polimerizacio zarja le 72 °C hdmérsékleten.

3. tablazat 16S rDNS PCR reakcid mix Osszetétele

Osszetevék pl
Milli Q viz 31,7
dNTP 10
Dream Taq puffer 5
DMSO 3
27f primer 0,5
1492r primer 0,5
Dream Taq polimeraz 0,3
Templat 2

A PCR reakci6 sikerességét agaroz gélelektroforézissel ellendriztem. Az elektroforézis
menete hasonld a rep-PCR-nél ismertetetthez, csak itt 1%-os agar6z gélt alkalmaztam. A
fesziiltséget alland6 90 V-ra éallitottam, a mintak futtatdsat szobahOmérsékleten végeztem 20

percig.
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4.2.4. Szekvenalas

Az amplikon szekvenalasat a Baseclear Inc. (Leiden, The Netherlands) végezte el. A szekvenalas
soran meghatdroztak a 16S rDNS szakasz bazissorrendjét. Az elektroferogramokat a MEGAG6
programmal értékeltem ki. Az azonositdshoz a kapott gén szekvencidkat 0sszehasonlitottam az
EzBioCloud adatbankban talalhato 16S rRNS gén szekvenciakkal.

A cég informacidi szerint a PCR terméket megtisztitottdk a PCR reakcid felesleges primer,
dNTP, enzim, s6 maradékaitol. Ehhez a Viogene cég PCR Clean Up System kitjét hasznaltak. Az
eljaras soran szilikat oszlopon megkototték a DNS-t, majd visszanyerték beldle a 100 -100000
bazispar hosszu részleteket. A tisztitds utan a PCR terméket alland6 120V fesziiltségen 1 6ran
keresztiil 1%-0s agar6z gélen futattak. Ezutan Nano Drop késziilékkel meghataroztdk az amplikon
lancreakcionak vetették ald, melyben dNTP-ket is alkalmaztak. Ezek fluoreszcens festékkel
megfestett dedoxi-ribonukleotidok. A reakciohoz BigDye Terminator v3.1 Ready Reaction Cycle
Sequencing Mix kitet hasznaltak. A PCR reakcid utani termék tisztasahoz a termékhez 96%-0S
etil-alkoholt, desztillalt vizet és 3 M natrium-acetatot adtak. Az elegyet 15 percig inkubaltak,
centrifugaltdk, majd ledntotték rola a feliiliszot. A kapott pelletet centrifugalassal megszaritottak.
A pelletet a DNS denaturalasahoz nagytisztasagu deionizalt formamidban feloldottak, majd 96 °C-
on 3 percig inkubaltdk. A szekvendlast kapillaris elektroforézis elvén mukodd késziilék

segitségével végezték el.

4.3 Aspergillus flavus szaporodasanak gatlasa tejsavbaktériumokkal
Szamos szakirodalmi adat bizonyitja, hogy egyes tejsavbaktérium torzsek olyan kis molekula
tomegli metabolitokat termelnek, amelyek képesek gatolni a penészgomba torzsek ndvekedését.

Ennek vizsgalatara tobbféle modszert is kiprobaltam. 20 ml még folyékony allapoti MRS

crer

crer

eredményes, mivel a tejsavbaktérium gyorsabban szaporodik és nagyobb mennyiségben is volt
jelen, igy a penészgombanak esélye sem volt kindni, igy valodi gatlas nem volt megfigyelhetd. A
szaporodasi 1d6 eltérésébdl adodod kiilonbségek ellenstlyozésira a taptalajba kevertem a
penészgomba szuszpenzidt €s ennek felszinére csoppentettem, illetve vonal oltassal is felvittem a
tejsavbaktérium szuszpenzidt. Ebben az esetben azonban a tejsavbaktérium nem fejtett ki hatast a
penészgombara. Mivel arra gondoltam, hogy az 5 pl mennyiségii cseppben nem volt elég
baktérium sejt, ezért az agar kdzepébe lyukat aplikaltam, amely mar elegendéen mély volt 100 pul

baktérium szuszpenzionak. Négy kiilonb6z6 aflatoxin B1 termel6 A. flavus penészgombatorzsbol
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(Zt31, Zt41, Zt55, Zt80) 10° spora/ml koncentraciojii szuszpenziot készitettem Tween 80 tartalmu
peptonvizben. A penészgomba torzseket 2009-ben izolaltdk kukorica silobol. MRS taptalajt
készitettem, amelyhez 100 ml-enként 1 ml-t adtam az egyes penészgomba torzsek
szuszpenzidibol, miutan 60 °C ald csokkent a taptalaj hdmérséklete, de még folyékony allapotban
volt.

Az igy beoltott taptalajokbdl lemezeket ontottem két 1épésben. EI6bb 10 ml-t ontdttem a
Petri-csészébe, majd miutan megszilardult, a kézepére 12 mm atmér6jt steril miianyag kupakot
helyeztem, amit korbe ontéttem ujabb 10 ml beoltott taptalajjal. Szilardulas utan eltavolitottam a
kupakot ¢és a keletkezett mélyedésbe 100 pl-t pipettaztam a tejsavbaktérium friss tenyészetének
kikiiszobolhetdvé valt, hogy esetleg a baktérium szuszpenzié az agar és a Petri-csésze kozott
szétszivarogjon, ami pontatlan eredményhez vezethetne.

A Petri-csészéket 37 °C-os termosztatban 72 oran keresztiil inkubaltam. Ezt kdvetéen
lemértem a lyuk koriili gatlasi zona sugarat.

A legjobb gatloképességli torzsek esetében megvizsgaltam a mikroba altal esetlegesen
termelt vegyliletek (tejsav, etanol, ecetsav) hatasat is. MRS tapagarba az A. flavus
hez 200 pl-t kevertem. Szilardulas utan 85%-0s, illetve 42,5%-os tejsavbol 5 pl-t pipettaztam a
felszinére. Az etanol és az ecetsav esetében 48%-0s, illetve 24%-o0s oldatbol pipettaztam szintén 5
ul-t az agar felszinére. Mivel szakirodalmi adatokat nem taldltam sem az egyes tejsavbaktérium
fajok, sem altalanosan a tejsavbaktériumok tejsav, illetve ecetsav termelését illet6en, ezért a

crer

vettem figyelembe.

4.4 Mikotoxinkotési vizsgalatok
A tejsavbaktérium gytijteményiink beazonositott mintait, illetve a BCCM (Belgian Co-ordinated
Collections of Micro-organisms) torzsgyiijteménybdl rendelt 25 db Lactobacillus faj tipustorzsét

(4. tablazat) aflatoxin B1 és szterigmatocisztin megkotd képességiik szempontjabol is vizsgaltam.

4. tablazat A belga BCCM torzsgytijteménybodl megrendelt Lactobacillus torzsek

Lactobacillus farraginis BCCM 24140
L. acidipiscis BCCM 19820
L. fructivorans BCCM 09201
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L.

oryzae BCCM 28404

L.

vaccinostercus BCCM 09215

L.

siliginis BCCM 24111

L.

parafarraginis BCCM 24141

L.

amylolyticus BCCM 18795

. namurensis BCCM 23583

. aquaticus BCCM 26190

. vespulae BCCM 30665

. coryniformis BCCM 09196

. sharpeae BCCM 09214

. paralimentarius BCCM 19152

. mali BCCM 06899

. midensis BCCM 21932

. dextrinicus BCCM 11485

. ghanensis BCCM 24876

wl ol ivE ol ioliolioHiIol ol el el

. collinoides BCCM 09194

L.

nenjiangensis BCCM 27192

L.

perolens BCCM 18936

L.

rhamnosus BCCM 06400

L.

brantae BCCM 26001

L.

insicii BCCM 30641

L.

parabuchneri BCCM 11457

Az optimalis kisérleti

paraméterek megallapitasara eldkisérleteket végeztem kiilonbozo
Lactobacillus fajok torzseivel. Vizsgaltam a toxin hatasat az egyes torzsek sejtszamara, illetve az
inkubécios 1d0 hatisat a toxin megkotddésére. Emellett azt is megvizsgaltam, hogy a toxin

megkotddés mekkora csiraszamtol kimutathato.

4.4.1 A bakteridlis sejtszam hatdsa a tejsavbaktérium toxin megkotésére

Az eldkisérletet 3 torzzsel (TV3, MA2, TS23) végeztem el. A -20 °C-on térolt torzsekbdl 100 pl-
rel 9 ml MRS taplevest oltottam be és 48 oran keresztiil 37 °C-on inkubaltam. A 10® tke/ml
csiraszamu mintabol tizedeld higitasi sort készitettem a 10° tke/ml higitasi fokig 5 parhuzamoshan
steril Falcon csovekben. A csiraszamot MRS agarra torténd szélesztéssel is meghataroztam.
Minden mintdhoz egységesen 0,2 ppm toxint adtam, vortexeltem és ezt kdvetden 10 percig

szobahdmérsékleten inkubaltam, majd 4.000 rpm-en centrifugaltam 40 percig.
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4.4.2 Inkubdcios ido hatdsa a toxin megkaitésre

Ot tejsavbaktérium torzs (TV3, TV24, MA2, TS23, SK63) esetében vizsgaltam az eltérd idStartam
hatasat a toxin megkotésre. Az egyik esetben 15 ml MRS taplevesben 48 oran keresztiil 37 °C-on
0,2 ppm AFBI1 jelenlétében novesztettem fel a torzseket, mig a masik esetben a 2 napos
felnovesztés toxin jelenléte nélkiil tortént. Utobbi esetben a 15 ml-es mintakat vortexeltem majd
0,2 ppm toxint adtam hozzé és 10 percig inkubaltam. Az inkubacidt kovetden az dsszes mintat

4.000 rpm-en centrifugaltam 40 percig.

4.4.3 Toxin hatdsa a csiraszamra

Hérom tejsavbaktérium torzset (TV3, MA2, TS23) hasznéltam fel ehhez a kisérlethez. A torzseket
15-15 mI MRS taplevesben 48 ora alatt felndvesztettem. Az egyik mintaba 0,2 ppm toxin kertilt,
mig a masikba nem tettem. Mindkét mintabol MRS agar felszinére szélesztettem 100-100 pl-t a
toxinos és a toxinmentes mintakbol is, majd 48 o6ran keresztiil 37 °C-on inkubaltam a lemezeket.

Ezt kovetden telepszamlalast végeztem.

4.4.4 Tejsavbaktérium torzsek toxin megkotése MRS taplevesben

A tejsavbaktérium torzseket -20 °C-on taroltam. A felélesztéshez ezekbdl a fagyasztva tarolt
mintakbol 100 pl-t 9 ml MRS tapleveshez adtam. 37 °C-on 48 6ran at inkubaltam. Ezekbdl a
mintakbol 50 pl-t 15 mI MRS tapleveshez adtam. Ezek a mintéak is 37 °C-on 48 o6ran at inkubalva
lettek. Minden torzs esetében 3 parhuzamos késziilt.

Az inkubaciot kovetéen 0,2 ppm AFB1 vagy ST toxint adtam a taplevesekhez. Negativ
kontrollként MRS taplevest hasznaltam, mig pozitiv kontrollként 0,2 ppm toxint tartalmazo MRS
taplevest. A csoveket vortexeltem, majd 10 percig szobahomérsékleten inkubaltam. Ezt kdvetden
40 percen keresztiil 4.000 rpm-en centrifugaltam Oket a feliiliszo és a biomassza szétvalasdhoz. A
feliiltiszot steril Falcon cs6be atontdttem €s tovabbi vizsgalatokig -80 °C-on ultramélyhiitdben
helyeztem el. A biomassza AFB1 vagy ST tartalmat HPLC (High-performance liquid
chromatography) segitségével hataroztak meg.

4.5 Aflatoxin B1 és szterigmatocisztin mennyiségi meghatarozasa HPLC technikaval

4.5.1 Mintaelokészités

Kontroll

A kontroll 15 ml MRS taplevesben 0,2 ppm AFB1 vagy ST volt. A toxin extrakciohoz ebbdl 1 ml-
t 2 ml térfogath Eppendorf-csdbe dtmértem, majd 1 ml diklormetant adtam hozza. Ezt az elegyet

20 percig razattam fekvo vortexben a legmagasabb fokozaton fénytdl elzarva. A razatas kozben a
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toxin atoldédik az MRS taplevesbdl a diklormetéan fazisba. A halogénezett szénhidrogén és a vizes
fazis szétvaltak, igy a toxin a diklormetan fazisbol kinyerhetd. Ehhez 0,5 ml-t atpipettaztam egy 2
ml-es Eppendorf-csébe a diklormetan fazisbol. 50 °C-on beparoltam a mintakat a HPLC méréshez.
Biomassza

4.000 rpm fordulatszamon 40 percen keresztiil centrifugaltam a mintakat, hogy a biomassza a 15
ml falcon csovek aljaban gytiljon Gssze. A biomasszat 0,2 ml metanol és 1,8 ml diklormetan
elegyével 20 percig razattam fekvd vortexben a legnagyobb fokozaton. Ezt kdvetden 3.000 rpm
fordulatszamon 10 percig centrifugaltam a mintakat. Majd egy 4j 2 ml térfogata Eppendorf-csébe
atmértem 1 ml -t a metanol-diklormetan fazisbol majd 50 °C-on beparoltam a mintakat a HPLC

méréshez.

4.5.2 HPLC mérés

Az aflatoxin B1 és szterigmatocisztin mennyiségi meghatarozasa HPLC technikaval tortént. A
beparolt mintdkat 1 ml eluens oldatban feloldottdk és 0,45 pum porusméretii hidrofil
politetrafluoretilén filteren atsziirték a HPLC mérést megelézéen. A HPLC vizsgalatokhoz
YL9150 automata mintaadagoloval felszerelt YL9100 HPLC rendszert (YL Instruments, Korea)
hasznaltak. Az izokromatikus folyadékkromatografias szeparaciot kovetéen a mintak mikotoxin
mennyiségét UV detektalassal AFBI esetében 365 vagy 240 nm hulldmhosszon, mig a ST
esetében 325 nm hullamhosszon hatdroztdk meg. A szeparacid Brisa (Technochroma, Spain) C18
oszlopon (5 pm, 15 cm x 0.46 cm) 30 °C-on tortént. Az eluens aramlasi sebessége 1.0 ml/perc volt
¢s 30 ul minta lett beinjektalva. Az eluens dsszetételének aranya AFB1 esetében 60:20:20 = A:B:C
volt, mig ST esetében 40:30:30 = A:B:C (A = 90% viz:10% MeOH, B = MeOH, C = acetonitril).
A biomassza értékeit a pozitiv kontroll (0,2 ppm AFBI, illetve ST tartalmi MRS tépleves)

esetében kapott értékhez hasonlitottam.
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5. EREDMENYEK

5.1 Egzotikus allatok székletmintaibol MRS taptalajon izolalt mikrobak osszetétele

Allatkerti egzotikus névényevé allatok székletmintdjabol MRS tejsavbaktérium  szelektiv
tapagaron tenyésztettem ki a dominans baktériumokat (8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30,
32, 34, 36. abra). Allatonként 8-100 izolatumot gytijtottem. Legkevesebb a botsaskabol (8), a
legtobb pedig a gytriisfarka makibol (89). Egy telepbdl kiindulva tisztito tenyésztést végeztem. A
tejsavbaktérium izolatumok azonositasat molekuldris mikrobioldgiai modszerekkel végeztem el.
Az izolatum tiszta tenyészetébdl genomi DNS-t vontam ki, repetitiv PCR reakcidt végeztem, a
terméket agaroz-gélelektreoforézissel megfuttattam, a kapott mintdzatok alapjan csoportokat
hoztam létre, majd a csoportokbol néhany reprezentativ mintat kivalasztva azokat szekvenaltattam.

A kapott szekvenciakat online adatbazis segitségével értékeltem (5. abra).

Genomi DNS Repetitive PCR

izoléciés i 5-6TGET66TEETEETG-3'
— T vy ——
J U v
& v
Lactobacillus torzs Genomi DNS REP-PCR eredmények
MRS agaron Lactobacillus térzsekbél agaroz-gélelektroforézist kovetéen
Csoportanalizis
REP-PCR alapjén
2, £ EY =Y Y ECN
. Csoportrepr
szekvencia analizise
C—

RENNE

i N\MM

Faji szintli azonositas 16S rDNS alapjan Csoportanalizis eredménye

5. abra A fécesz mintak feldolgozasa a szélesztéstdl az izolalt torzsek faj szintii identifikalasig

A DNS minték felhasznalasaval rep-PCR-t készitettem. A gélelektroforézis soran kapott

mintazatok jol csoportosithatdbak ahogy az a 6. abran is lathat6. Ezzel a modszerrel sikerrel
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leszlikithetd a megszekvenalandd mintdk szdma, ami jelentdsen csokkenti az anyagi raforditast.
fgy egy azonos mintazattal rendelkez6 csoportbol csak 2-3 torzs 16S rDNS szekvencidjanak

meghatarozasat kell finanszirozni.

MA MA MA MA MA MA KO KO KO T8 2741 MNMA MA KO

55 59 60 37 41 42 68 ASZ 47 48 50

6. abra rep-PCR gélkép (MA: Gytrtsfarkt maki; KO: Koala; TS: Indiai siil)

SK16SK42 SK63 @SK20SK44 SK69

L. salivarius

7. abra Sisakos kazuar (SK) fécesz mintabol izolalt L. salivarius torzsek eltér6 rep-PCR

mintazata

A mintazatok vizsgalatdnal szembetiind felismerés, hogy egy allatfaj székletmintdjabol
izolalt torzsek, ha egy fajhoz tartoztak is, el6fordult, hogy mas mintazatot mutattak (7. abra).

Vagyis a mintazatok egy baktérium fajon beliil térzsek szintjén eltéréek lehetnek. Onmagéban ez
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a tény megkérddjelezhetné a moddszer hasznossagat, ugyanakkor még igy is jelentds
koltségmegtakaritassal jar ennek a modszernek a hasznalata, mivel eléfordul ugyan egy-egy
mintadzat eltérés baktérium fajon beliil, de 6sszességében a legtobb térzs mintazata egyforma képet
mutat egy adatt fajon beliil.

Nagyon eltéré mikrobadsszetétel volt megfigyelhetd a vizsgalt mintdk kozott. Egyes
allatok esetében, mint példaul a gorilla, a sziirke oridskenguru vagy épp az emu csak egy
nemzetség kiillonboz6 fajainak torzsei alkottak a mikrobiomot. Ezzel szemben a vombat, a
sz¢lesszaju orrszarvu és az tarvarjl esetében is meglehetésen diverz mikrobiotat izolaltam. A koala
esetében még ennél is diverzebb mikrobidta volt fellelhetd. Sajnos azonban patogén fajhoz tartozéd
torzs is volt kozottiik, pl.: Shigella flexneri vagy a fakultativ patogén Escherichia coli.

A grafikonokon jol latszik, hogy az MRS tapkozegnek kdszonhetden (amely szelektiv a
tejsavbaktériumokra nézve) foként a tejsavbaktérimokhoz tartozd nemzetségek fajainak torzseit
sikeriilt izolalni, habéar voltak kivételek. Atlagosan elmondhat6, hogy ugyan allatonként 100
telepet izolaltam (kivételt képez a Bengali botsaska, ahol csak 5 db telep nétt ki a szélesztést
kovetden), az izolatumok koriilbeliil 60% lett tartosan fenntarthatd. A fagyasztasra érzékenyebb

torzsek a fagyasztast megel6zden hozzéaadott glicerin ellenére sem voltak feléleszthetdek.
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5.1.1. Aldabrai oriasteknéds (Geochelone gigantea)
S Nevét az él6helyérdl, a 70 szigetbdl allo Aldabra-atollrol kapta. Rostos

novényi taplalékot fogyasztanak és a 70%-o0s para tartatom mellett a 28-

30 °C homérsékletet kedvelik.

8. 4bra Aldabrai Oridsteknés székletminta szélesztés (6,5 x 10° tke/g
székletminta)

A 100 db fécesz mintabol izolalt telepbdl minddsszesen 32 db minta szaporodott fel MRS
taplevesben. Az izolatumok 41%-a tartozott a Lactobacillus nemzetség 3 kiilonb6z6 fajahoz, amik
kozott a L. paraplantarum dominalt. A Weisella nemzetség egyetlen faja a W. soli képviseltette
magat a mintdk kozott 22%-os részaranyban. Az Enterococcus nemzetséghez a torzsek 9%-a
tartozott 3 kiilonboz6 faj kozott egyenld eloszlasban, mig a Pediococcus nemzetséghez szintén
9%-a tartozott a torzseknek, ebben az esetben azonban minden torzs 1 fajhoz, a P. pentosaceus-
hoz tartozott. Az izolatumok fennmaradé 19%-a a Staphylococcus gallinarium fajhoz tartozott, az
ide tartoz6 izolatumok annak ellenére is felszaporodtak az MRS taplevesben, hogy az szelektiv a
tejsavbaktériumokra (9. abra). Sandri et al. (2020) 6sszehasonlitottak a Seychelles-szigeteken
vadon ¢16 Aldabrai oriastekndsok székletmintait, illetve olaszorszagi és seychelle-szigeteki allat-
¢s novénykertekben kontrollalt kornyezetben €16 oridstekndsok mintait. Metagenom analizis
alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a vadon é16 allatok székletmintai diverzebbek voltak,
¢és szignifikans eltérés mutatkozott a vadon €16, az olasz allat-és novénykertben, illetve a
Seychelle-szigeteken 1év6 allat- és novénykertben €16 allatok székletmintdinak mikroba
Osszetételében is. Osszességében a torzs szintil azonositds soran a Bacteroidetes és a Firmicutes

torzsek dominaltak a mintakban.

Aldabrai oriasteknos

3% L. brevis

L. graminis
10% M L. paraplantarum
E. casseliflavus

E. hirae
B E. lactis
M P. pentosaceus
\_3%
3% 3% | W. soli

B Staph. gallinarium

9. abra Az Aldabrai drias teknds mikrobiom Gsszetétele (MRS taptalajon izolalva)
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5.1.2. Bengali botsdska (Medauroidea extradentata)
Nevével ellentétben Vietnam teriiletén, bozétosokban él és levelekkel taplalkozik. Ejszakai

életmodot folytat, csak ekkor kezd taplalkozni. Erdekességképpen vizsgaltam meg egy rovar
székletmintajat is, hogy talalok-e tejsavbaktériumot benne. A székletmintabol 12 db telep nétt ki
az MRS tapagar felszinén. Ebb6l az izolalas soran 5 minta szaporodott fel MRS taplevesben,
amelyek 80%-a Enterococcus hormaechei fajhoz tartoz6 tdrzs volt, mig a mintak 20%-a, vagyis 1
torzs a Cronobacterium zurichensis fajhoz tartozott (11. abra). Shelomi et al. 2015-ben vizsgaltak
tobb izeltlabu kozott a Bengali botsaska teljes bélrendszerének mikrobiotajat tenyésztéses
modszerrel. Szobahdmérsékleten inkubalt TSA (Tripton szdja agar) lemezekrdl baktériumokat,
mig RBCA (Bengal rézsa- kloramfenikol agar) lemezekrél gombakat szerettek volna izolalni. A
Bengali botsaska esetében csak a bazidiumos gombak kozé tartozd Cryptococcus saitoi fajhoz
tartozd torzseket sikeriilt izolalniuk. Tejsavbaktériumok izolalasdhoz
egyébként ez a modszer nem lenne megfeleld, mivel sem a taptalaj sem az
inkubacios  homérséklet nem volt kedvezd ezen baktériumok

szaporodasahoz.

10. 4bra Bengali botsaska székletminta szélesztés (2,4 x 10° tke/g székletminta)

Bengali botsaska

B E. hormaechei

Cronob. zurichensis

11. abra A Bengali botsaska mikrobiom &sszetétele (MRS taptalajon izolalva)
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5.1.3. Csupasz turkdlo (Heterocephalus glaber)
A csupasz turkald Afrika keleti részén, Szomalidban, Délkelet-Etiopidban ¢és Kenya keleti

teriiletein honos. A fold felszine alatt él, gumokkal és gyokerekkel taplalkozik. A 100 db izolalt
telepbdl 85 db szaporodott fel MRS taplevesbe oltas soran. Ezeknek a torzseknek 99%-a az
Enterococcus nemzetség tagja. A fajok kozott a E. faecalis dominalt, az 6sszes torzs 91%-a ehhez
a fajhoz tartozott. Minddsszesen 1 torzs tartozott a Staph. epidermis fajhoz, ami nem tartozik a
tejsavbaktériumok kozé, nevébol adododan az allat borfelszinérodl keriilhetett a féceszbe (13. abra).
Az irodalomban nem sok adat lelhetd fel ezeknek az allatoknak a bélmikrobiotdjarél. Debebe et
al. (2016) véres agaron aerob és anaerob modon is tenyésztették a fécesz mintakban 1évo
baktériumokat. Faj szinten a dominans mikrobak a Bacillus megaterium (45.2 %), illetve a

Bacteroides thetaiotaomicron (19.4 %) voltak.

12. 4bra Csupasz turkal6 székletminta szélesztés (6,8 x 10° tke/g székletminta)

Csupasz turkalé

1% oo

2%
W E. avium

W E. casseliflavus
W E. faecalis

B Staph. epidermis

13. abra Csupasz turkaldé mikrobiom &sszetétele (MRS taptalajon izolalva)
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5.1.4. Emu (Dromaius novaehollandiae)
Az emu Ausztralidban 6éshonos ropképtelen futomadar, féleg novényeket (fiivet és gytimdlcsoket)

eszik. A 100 db izolalt telepb6l MRS taplevesben 45 db szaporodott fel. Ezek 100%-a az
Enterococcus nemzetséghez tartozott. A torzsek 5 faj kozott nagysagrendileg egyenld ardnyban
oszlottak meg. A legnagyobb aranyban az E. mundtii (26%) faj torzsei dominaltak a mintak kozott
(15. abra). Az emu esetében nincs adat a széklet mikrobadsszetételére vonatkozoan. Az egyetlen
cikk, amely bizonyos szempontbdl az emésztérendszer mikrobiomjaval foglalkozik az Bennett et
al. 2013-as cikke. Ok 4rpa, lucerna és repce alapu étrend hatasat vizsgaltak a vakbél mikrobiotajara
metagenom analizissel. Az eredmények azt mutattak, hogy a dominans torzsek a Bacteroidetes, a

Proteobacteria, a Fusobacteria és a Firmicutes voltak.

14. 4bra Emu székletminta szélesztés (3,3 x 107 tke/g székletminta)

Emu

21% M E. casseliflavus
M E. faecalis

W E. hirae

26% E. mundetii

E. lactis

15. abra Emu mikrobiom 6sszetétele (MRS taptalajon izolalva)
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5.1.5. Gorilla (Gorilla gorilla)
A gorilla Afrika nyugati sikvidéki teriiletein él, f6leg levelekkel, hajtasokkal és gylimolcsokkel

taplalkozik. A 100 db izolalt telep koziil 51 db szaporodott fel MRS taplevesben. Ezek mindegyike
a Lactobacillus nemzetséghez tartozott, tovabbi Lactobacillus torzsek izolalasahoz érdemes lehet
egy¢eb féemlOsok székletmintdinak vizsgalata a jovoben. A torzsek 6 kiilonbozd faj kozott
oszlottak meg, dominansnak a L. kitasatonis faj bizonyolt, amihez a mintak 45%-a tartozott. A
legkevesebb torzs (2 db) a L. taiwanensis fajhoz tartozott (17. abra). Gomez et al. (2015)
metagenom analizist végeztek gorillak székletmintdin. A Firmicutes torzs 44,8%-ban a
Bacteroidetes torzs 20,1%-ban még a Actinobacteria 12,62%-ban volt jelen. Tsuchida et al. (2014)
fogsagban tartott és vadon €l6 gorillak székletmintdjabol egyarant izolaltak olyan torzseket,

amelyek a tudomény szimara addig ismeretlenek voltak. Uj fajként

Lactobacillus gorillae néven irtak le 6ket.

16. 4bra Gorilla székletminta szélesztés (9,5 x 107 tke/g székletminta)

Gorilla

M L. kitasatonis
W L. crispatus

M L. amylovorus
4% W L. taiwanensis

L. johnsoni

L. gallinarum

17. abra Gorilla mikrobiom Gsszetétele (MRS taptalajon izolalva)
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5.1.6. Gyiiriisfarki maki (Lemur catta)
A gytirisfarku makik Madagaszkaron élnek, foleg levelekkel és gyiimdlcsokkel taplalkoznak, de

olykor izeltlabuakat is elfogyasztanak. Az izolalt telepek koziil 88 db szaporodott fel MRS
taplevesben. A torzsek 81%-a (71 db) a Lactobacillus paracasei-hez tartozott, igy ez a faj
dominalta ezt a mikroba kozosséget. A gorillahoz hasonldan itt ia a Lactobacillus nemzetség volt
a dominans. A Lactococcus nemzetség L. lactis fajahoz a torzsek 11%-a tartozott. A Leuconostoc
lactis fajhoz a torzsek 6%-a tartozott, az Escherichia coli és az E. pallensis fajokhoz 1-1%-ban
tartoztak torzsek (19. abra). Fogel 2015-ben vadon ¢é16 és allatkertben tartott allatok
sz€kletmintdinak diverzitasat vizsgalta. Metagenom analizis sordn t0rzs szinten jelentds eltérést
talalt a mintak kozott. A vadon €16 allat esetében szignifikansan tobb Firmicutes, Actinobacteria
¢s Euryarchaeota fordult eld, mig az allatkerti példany esetében a

Bacteroidetes és a Spirochaetes torzsek voltak jellemzoek.

18. abra Gyftriisfarki maki székletminta szélesztés (1,7 x 10° tke/g

székletminta)

Gydirdsfarka maki

1% 6% 2%

M L. paracasei

11% Lc. lactis

H Esch. coli
Leu. lactis

E. pallens

19. dbra Gytirtisfarki maki mikrobiom dsszetétele (MRS taptalajon izolalva)
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5.1.7. Indiai siil (Hystrix indica)
Az indiai siil Azsia tavol-keleti részén és a Kozel-Keleten ¢16 allat, éjszakai életmodot folytat.

Gumokat, gyokereket fogyaszt, de olykor rovarokkal is taplalkozik. Az izolalt mintakbol 37 telep
szaporodott fel MRS taplevesben. A torzsek 73%-a tartozott a Lactobacillus nemzetséghez. A L.
paraplantarum dominalt a teljes minta sszetételt tekintve. A Pediococcus nemzetséghez a térzsek
24%-a tartozott (21% a P. pentosaceus, 3% P. stilesii). A Weisella nemzetségb6l csak a W. soli
fajhoz tartozo torzseket sikeriilt izolalni, ezek a mintak 3%-at tették ki (21. abra). A

szakirodalomban nem lelhet6 fel adat az Indiai siil bélmikrobiotajaval kapcsolatban.

20. 4bra Indiai siil székletminta szélesztés (4,6 x 10° tke/g székletminta)

Indiai sul

. 3% 3% 5%

3% B L. amylotrophicus

W L. curvatus

W L. paraplantarum
B P. pentosaceus

W P. stilesii

| W. soli

21. abra Indiai siil mikrobiom &sszetétele (MRS taptalajon izolalva)
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5.1.8. Koala (Phascolarctos cinereus)
A koala Ausztraliaban ¢él, taplaléka legnagyobb részt eukaliptusz levelekbdl all. Az izolalt

telepekb6l 55 db szaporodott fel MRS taplevesben. A mikrobiota Gsszetétele az egysiktinak
nevezhet6 taplalkozas ellenére rendkiviil diverznek bizonyult. Sajnos a mintak legnagyobb
hanyadat (45%) a Shigella flexneri fajhoz tartoz6 torzsek tették ki. Ez a mikroba korokozo, a bél
hamsejtjeibe behatol és ott gyulladast, illetve sejtpusztulast okoz, ami halallal is végzédhet. A
mintavétel ota sajndlatos moédon az allatkert mindkét koalaja bélgyulladasban elpusztult. Az
Enterococcus nemzetség egyetlen fajjal, az E. avium-mal képviseltette magat a térzsek kozott.
Meghataroz6 (11%) volt a Staphilococcus hominis fajhoz tartozé torzsek jelenléte is, ezek a
mikrobék opportunista patogének, melyek a szelektiv MRS taptalaj ellenére megjelentek a tapagar
felszinén. Az Escherichia nemzetség két fajahoz a torzsek 12%-a tartozott. Az E. coli fakultativ
patogén mikroba. Képviseltette magat 2-2%-ban a Lactococcus, a Citrobacterium, a Leuconostoc,
az Acinetobacterium és a Weissella nemzetség is (23. abra). A koalak taplalékaul szolgalo
eukaliptusz gazdag csersavban, ami erdsen koti a fehérjéket, igynevezett tannin-fehérje komplexet
létrehozva, amely nehezen bonthatdé. Osawa et al. (1995) koalak székletmintait vizsgaltak,
: . amelybdl sikeriilt olyan baktérium torzseket izolalniuk, amelyek tannazt
termelnek, amely képes a csersav-fehérje komplexet lebontani. Ezek a
torzsek egy fajhoz tartoztak, amely addig ismeretlen volt, igy Lonepinella

koalarum néven irtak le a tudomany szamara.

22. 4bra Koala székletminta szélesztés (5,7 x 10° tke/g székletminta)

M [c. lactis

Koala

29 2% 2% u Citrob. freundii
(o]

Acin. gandensis

2%

Leu. citreum
5% Leu. mesenteroides
B E. avium
7% L
B W. cibaria
u W. confusa
2% Shig. flexneri
45% Esch. coli
W Esch. fergusonii

m Staph. hominis

23. abra Koala fécesz mikrobiom Osszetétele (MRS taptalajon izolalva)
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5.1.9. Mhorr-gazella (Gazella dama mhorr)
Eszanyugat-Afrikaban honos allat a Mhorr gazella, sajnos azonban teljesen Kkipusztult a

természetes ¢élohelyérdl, igy jelenleg csak allatkertekben fellelhetd. Akacia és mas cserjék, bokrok
hajtasaival taplalkozik. Az izolalt telepek koziil 37 db szaporodott fel MRS taplevesben. Ezeknek
a torzseknek az 51%-a tartozott a Pediococcus nemzetség két fajahoz. A P. acidilactici volt a
dominansabb faj, dsszességében a torzsek 43%-a tartozott ide. Ehhez képest a masik faj a P. lolii
csak 8%-ban volt jelen az izolalt torzsek kozott. Az Enterococcus nemzetséghez a torzsek 46%-a
tartozott, a nemzetségen beliil az E. lactis dominalt, az 6sszes torzs 40%-a ehhez a fajhoz tartozott.
A Lactabacillus nemzetség L. mucosae fajahoz a torzseknek csak a 3%-a tartozott (25. abra). A

Mhorr-gazella bél mikrobiom Osszetételével kapcsolatban nem talaltam adatokat.

24. 4bra Mhorr gazella (néstények) székletminta szélesztés (1,3 x 10°tke/g
székletminta)

Mhorr-gazella

3% 3%

B L. mucosae

B E. lactis

E. mundtii

P. acidilactici

| P. lolii

3% M E. casseliflavus

25. abra Mhorr-gazella fécesz mikrobiom sszetétele (MRS taptalajon izolalva)
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5.1.10. Sisakos kazuar (Casuarius casuarius)
A sisakos kazuar Uj-Guinean as Ausztralia északkeleti teriiletein honos. Gyiimolcsoket, rovarokat

és aprobb gerinces allatokat fogyaszt. A 100 db izolalt telepbdl 43 szaporodott fel MRS
taplevesben. A torzsek dontd tobbsége (72%) a Lactobacillus nemzetséghez tartozott, ezen beliil
is a L. salivarius (58%) fajhoz. Az Enterococcus nemzetség fajainak torzsei is megtalalhatoak
voltak a mintaban, 12%-ban az E. faecalis, 7%-ban az E. faecium, 5%-ban az E. hirae, mig 2%-
ban az E. lactis. A Pediococcus nemzetséghez a torzsek csupan 2%-a tartozott (27. abra). Nem

talaltam adatot a szakirodalomban a bélmikrobiom Gsszetételre vonatkozoan.

26. 4bra Sisakos kazuar székletminta szélesztés (7,1 x 10° tke/g székletminta)

Sisakos kazuar

594 2% W L. salivarius

L. brevis

7% L. fermentum

12% W E. lactis

9%

E. faecalis
E. faecium
5% W E. hirae

P. pentosaceus

27. abra Sisakos kazuar fécesz mikrobiom dsszetétele (MRS taptalajon izolalva)
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5.1.11. Szélesszaju orrszarva (Ceratotherium simum)
A szélesszaju orrszarvi Dél és Kelet-Afrikdban honos allatfaj, novényevd, foként fufélékkel

taplalkozik. Az izolalt telepekbdl 40 db szaporodott fel MRS taplevesben. A torzsek legnagyobb
része a Lactobacillus nemzetség (48%) L. mucosae (20%), L. graminis (13%) és L. equi (15%)
fajaihoz tartozott. A Pediococcus nemzetségen beliil a P. pentosaceus (18%) és a P. acidilactici
(3%) fajok képviseltették magukat. Az Enterococcus nemzetség E. hirae és E. mundtii fajai 15-
15%, illetve az E. faecalis faj torzsei 4%-ban voltak jelen a mikrobiomban (29. abra). Bian et al.
(2013) 6t szélesszaju orrszarvu székletmintajat vizsgaltak metagenom analizissel. Ezek koziil egy
allat esetében antibiotikumos kezés utan vett mintaval dolgoztak. A 4 egészséges allattol szarmazo
minta mindegyikében a Firmicutes és a Bacteroidetes torzsek dominaltak, amelyek egyébként az
egészséges ember és a legtobb emlds bélfloraban is a dominans torzsek. Csalad szinten a legtobb
szekvencia a Ruminococcus spp., Butyrivibrio spp. és a Clostridium spp.-hez tartozott. Az ide
tartozd baktériumok ismertek rost-bont6d képességiikrdl, igy fokozott jelenlétiik ndvényevd (de
nem kérddzod) allatok bélrendszerében nem meglepd. Ezzel szemben az antibiotikummal kezelt
allat esetében szamottevé mennyiségben (4,62%) megjelent az Aerococcus viridans faj. Ez a
baktérium a tejsavbaktériumok kozé tartozik, de ismert tény, hogy betegségeket, pl. endokarditist,
illetve hugyuti fert6zést is okozhat. Emellett rezisztens a cefotaxim antibiotikumra is, amivel a
beteg allatot is kezelték korabban. Kisebb mennyiségben a Lactobacillales rendhez tartozo
szekvenciakat is talaltak, szemben az egészséges allatok mintdival. Ennek oka lehet, hogy a
Lactobacillus nemzetség egyes torzsei esetében a mar emlitett cefotaxim nagy MIC (minimalis
gatld koncentracid) értékkel rendelkezett, vagyis nagy mennyiségre van beldle sziikség, hogy

gatolja ezeknek a Lactobacillus torzseknek a novekedését (Anisimova és Yarullina 2019).

28. 4bra Szélesszaju orrszarvi (Layla) székletminta szélesztés (2,3 X 10°

tke/g székletminta)
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Szélesszaju orrszarvu

m L. equi
L. graminis
3% M L. mucosae
E. faecalis

E. hirae

E. mundtii

P. acidilactici

2% B P. pentosaceus

29. abra Szélesszaju orrszarva fécesz mikrobiom Osszetétele (MRS taptalajon izolalva)

5.1.12. Nyugati sziirke oriaskenguru (Macropus fuliginosus)
A sziirke oridskenguru Dél és Délnyugat-Ausztraliaban €106, fiifélékkel taplalkozo emlds allat. A

székletmintabol izolalt 100 db telepbdl 69 db szaporodott fel az MRS taplevesben. A torzsek 93%-
a az Enterococcus nemzetséghez tartozo 5 faj kozott oszlott meg, a legtobb torzs az E. faecalis
fajhoz tartozott, az Osszes izolatum 36%-aval. A Lactobacillus nemzetséghez a torzsek 7%-a
tartozott (L. pentosus) (31. abra). Gulino et al. (2013) ugyan nem a
Sziirke oridskenguru, hanem a Vorods, a Keleti sziitke és a Hegyi
oOriaskenguru székletmintait vizsgaltdk metagenom analizissel, de
elmondhatjuk, hogy a kenguruk esetében is a Bacteroides és a Firmicutes
torzsek, illetve a Bacteroidia (48,3%) és a Clostridia (46,2%) osztalyok

dominaltak.

30. abra Nyugati sziirke oriaskenguru székletminta szélesztés (5,0 X 10° tke/g székletminta)

Nyugati sziirke oriaskenguru

3%
7%

B E. durans

M E. casseliflavus
B E. faecalis

M E. hirae

1 E. mundtii

L. pentosus

31. abra Sziirke oriaskenguru fécesz mikrobiom Gsszetétele (MRS taptalajon izolalva)
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5.1.13. Tarvarju (Geronticus eremita)
Europaban illetve Afrikaban honos a tarvarju, rovarokat, kétéltiieket, hiilloket és kisebb emldsoket

IS megeszik. Veszélyeztetett faj, Europaban évszazadokkal ezel6tt kihalt, viszont dolgoznak a
visszatelepitésén. Az MRS taplevesbe beoltott 100 telepbdl minddszesen 32 db szaporodott fel. A
torzsek 31%-a a Lactobacillus nemzetség fajaihoz tartozott. A L. crustorum fajhoz tartozott a
torzsek 19%-a, mig a L. paraplantarum fajhoz a térzsek 3%-a. Az Enterococcus nemzetséghez a
torzsek 25%-a, mig Pediococcus nemzetséghez 22%-a tartozott (33. abra). Spergser et al. (2018)
tenyésztéses modszerrel tobb kolonbozd szelektiv és nem szelektiv taptalajon anaerob és aerob
koriilmények kozt is vizsgalodtak, ily modon tobbek kozott tejsavbaktériumokat, az
Aerococcaceae, Carnobacteriaceae, Enterococcaceae,
Streptococcaceae ¢s Lactobacillaceae csalad torzseit is sikeriilt
izolalniuk. Utobbihoz 39 torzs tartozott, legtobbjiik a L. salivarius (18),
illetve a L. helveticus (11) fajokhoz.

32. 4bra Tarvarju székletminta szélesztés (3,2 x 107 tke/g székletminta)

Tarvarju

L. crustorum
L. graminis
W L. paraplantarum
B E. actis
3% M P. pentosaceus
E. faecium

W L. pentosus

33. dbra Tarvarju fécesz mikrobiom dsszetétele (MRS taptalajon izolalva)
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5.1.14. Vombat (Vombatus ursinus tasmaniensis)
A vombat Délkelet-Ausztralidban honos allat, amely éjjel aktiv. Gumokkal, gyokerekkel és

fufélékkel taplalkozik. Az MRS taplevesbe oltott 100 telepbdl 21 szaporodott fel. A torzsek 48%-
a a Pediococcus nemzetséghez tartozott, egyenld aranyban a P. lolii (24%) és a P. acidilactici
(24%) fajokhoz. A Lactobacillus nemzetséghez a torzsek 23%-a tartozott, leginkabb a L. reuteri
¢s a L. salivarius fajokhoz. Az Enterococcus nemzetséghez a torzsek 24%-a tartozott, mig a
Leuconostoc nemzetséghez 5% (35. abra). Shiffman et al. (2017) egy koalatol és egy vombattol
szarmaz6 székletminta mikrobiomdsszetételét vizsgaltak metagenom analizissel. Mindkét esetben
a Firmicutes és a Bacteroidetes torzsek dominaltak, de a koala esetében a Firmicutes 2:1 aranyban
érvényesiilt a Bacteroidetes-szel szemben, addig a vombatnal ez az arany 3,6:1 volt. A koalatol
' még abban is eltért a vombat mikrobiomja, hogy a Spirochaetes és a

Tenericutes torzsek jelentdsebb mennyiségben fordultak eld.

34. 4bra Vombat székletminta szélesztés (1,6 x 10° tke/g székletminta)

Vombat

W L. reuteri
5% W L. salivarius
W L. taiwanensis
E. faecalis

24% 5%

E. faeciens
M E. lactis
P. acidilactici

5% P. lolii

Leuc. palmae
E. ratti

35. abra Vombat fécesz mikrobiom Osszetétele (MRS téptalajon izolalva)
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5.1.15. Vords macskamedve (Ailurus fulgens)
A voros macskamedve, vagy mas néven kispanda, a Himalaja vidékének magashegyi erdeiben ¢€l,

1800-4000 m tengerszintfeletti magassagban. Foként zsenge banbuszt, fiiféléket ¢s gylimolcsoket
fogyaszt. Az MRS taptalajrol izolalt 100 telep koziil 47 db szaporodott fel MRS taplevesben is.
Az Enterococcus nemzetséghez tartozott a legtobb izolalt faj. A nemzetségen belill az E.
casseliflavus faj dominalt, a torzsek 32%-a tartozott ide. A Lactococcus nemzetséghez a torzsek
21%-a tartozott és a nemzetségen beliil a Lc. garvieae faj dominalt. A Leuconostoc nemzetségbdl
egy faj, a Leuc. lactis jelent meg és a torzsek 13%-a tartozott ide (37. abra). Kong et al. (2014) vad
¢s fogsagban €16 egyedek székletmintait hasonlitottdk 6ssze metagenom analizissel. A fogsagban
€16 egyedtdl szarmazo mintaban elsddlegesen a Firmicutes torzs dominalt, mig a vadon é16 alattol
szarmaz6 mintaban a Firmicutes t6rzs mellett a Proteobacteria és a Bacteroidetes torzs is jelent6s
mértékben jelen volt. Ebbol arra kovetkeztettek, hogy a vadon €16 allat

mikrobiotaja diverzebb.

36. dbra Vords macskamedve székletminta szélesztés (1,6 x 108 tke/g
székletminta)

Voros macskamedve
4% 2% M Lc. garvieae
Lc. formosensis
6% W Leu. lactis
32%
E. faecalis
E. casseliflavus
28% E. hirae
W E. ratti

37. abra Voros macskamedve fécesz mikrobiom Gsszetétele (MRS taptalajon izolalva)
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Uj tudomdnyos eredmény

Az indiai siil székletmintdajabol sikeriilt izoldalni egy eddig ismeretlen baktérium torzset, amelyrol
kideriilt, hogy nemcsak uj faj, hanem uj nemzetség is. A tudomdny szamdra a torzset
Micrococcoides hystricis néven irtuk le (Toth 2017). Ez a mikroba nem tartozik a
tejsavbaktériumok kozé, mégis sikeriilt az MRS tdaptalajon kitenyészteni. Az MRS tapkozegnél
jelenleg nincs szelektivebb a tejsavbaktériumokra nézve, ennek ellenére néhany, a
tejsavbaktériumokhoz hasonlo tapigénnyel rendelkezd mikroba képes lehet telepeket képezni
egy szelektiv taptalajon is. A Févdrosi Allat- és Novénykertben a siil kifutéjandl a felfedezett iij

fajrol ismerteto tabla is olvashato.

5.2 Aspergillus flavus szaporodasanak gatlasa tejsavbaktériumokkal

Szakirodalmi adatok alapjan tudhato, hogy szamos Lactobacillus fajhoz tartozoé torzs képes gatolni
kis molekula tdmegli metabolitok termelése révén penészgomba torzsek novekedését. Ezért 15
egzotikus allatbol izolalt tejsavbaktérium torzsgylijteményiink egyes térzseinek Aspergillus flavus
penészgomba aflatoxin termeld torzsekre gyakorolt esetleges gatlo hatasat vizsgaltam.

Tobb modszert is kiprobaltam, végiill az MRS agarba kevert spora szuszpenzid és a
kozepére aplikalt lyukba pipettazott tejsavbaktérium szuszpenzidé modszer valt be. Vizsgalatokat
végeztem annak megallapitasara is, hogy a tejsavbaktérium tenyészet milyen médon fejti ki gatld
hatasét a penészgombara. Mivel a szakirodalomban emlitik, hogy a feliiltiszo is képes volt egyes
esetekben gatolni a penészgombak novekedését (Elsanhoty 2008), igy eldkisérlet gyanant a jo
gatlasi  képességekkel rendelkez6 L. salivarius faj tejsavbaktérium torzsének (SK29)
felilliszojanak gatld képességét teszteltem. A tejsavbaktérium tenyészetek sejtmentes

feliiluszojanak nem volt gatlo hatasa az Aspergillus flavus torzsekre (38. abra).
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Asperagillus flavus torzsek:

Lactobacillus
salivarius
SK29

SK29
feluluszoé

38. abra Tejsavbaktérium tenyészet és annak sejtmentes feliiliszojanak hatasa Aspergillus flavus

noévekedésére

Ez arra utalhat, hogy a gatlo hatasért felelds kis molekulatomegli metabolitokat a
tejsavbaktérium torzs csak a penészgomba jelenlétében termeli. A tesztek sordn egyik vizsgalt
penészgomba torzs esetében sem mutatott gatlo hatast a feliiluszo. A masik eshetdség, hogy a torzs
homofermentativ anyagcseréje révén csak tejsavat allit eld, €és ez a vegyiilet nincs gatlo hatassal a

penészgombakra (39. abra).

39. abra 85%-0s tejsav hatasa a Zt31 torzsre
Ezzel egybevagnak Magnusson et al. (2003) eredményei, akik HPLC mérést végeztek az

altaluk vizsgalt penészgomba torzseket gatolni képes tejsavbaktérium torzsek feliiluszojaval,

illetve olyan torzsekével is, amelyek nem gatoltak a novekedést jelentGsen. Arra jutottak, hogy a
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gatlo torzsek feliiliszojaban ugyanannyi tejsav volt, mint az alig gatloéban, vagy egyes esetekben
még kevesebb is.

A heterofermentativ tejsavbaktériumok tejsav mellett példaul etanolt és ecetsavat is
termelnek, ezért teszteltem ezeknek az anyagoknak is a penészgombak novekedésére gyakorolt
gatlo képességét, de sem a 48%-0s sem a 24%-0s oldat nem mutatott gatld hatast.

Ezekbdl az eredményekbdl arra kovetkeztettem, hogy nem a tejsavbaktériumok altal
termelt tejsav, ecetsav vagy az etanol okozzak a gatlast, hanem mas vegyiiletek, esetleg a
baktériumok altal termelt bioaktiv peptidek. Ezt erdsitik meg a leghjabb kutatdsok is a
tejsavbaktériumok penészgomba gatlasaval kapcsolatban (Luz et al. 2017, Muhialdin et al. 2020).

Munkam soran 19 kiilonb6z0 tejsavbaktérium fajhoz tartozo 82 torzset vizsgaltam. A négy
aflatoxin termelésre képes Aspergillus flavus torzs esetében a Lactobacillus salivarius, a L.
crustorum, a L. paracasei, a L. plantarum és a Pediococcus pentosaceus fajokhoz tartozo
torzseknek volt a legjobb gatlasi képességiik. A vizsgalt tejsavbaktérium torzsek feliiliszoja nem
volt hatassal a penészgomba torzsek novekedésére. Az eredmények alapjan a Zt80 tdrzs a
legellenallobb a tejsavbaktérium torzsekkel szemben, mig a Zt31 a legkevésbé. A legnagyobb
gatlasi zona 5 mm széles volt és a sisakos kazuarbol izolalt egyik L. salivarius torzs esetében
mértem. (5-6. tablazat)

Osszefoglalva az eredményeinket elmondhatjuk, hogy mind a tejsavbaktériumok
penészgomba gatld hatdsa mind pedig a penészgombak érzékenysége a tejsavbaktériumok
jelenlétére erdsen torzsfiiggd, de kivalaszthatd néhany tejsavbaktérium faj, amelyek nagy
valoszinliséggel j6 hatasfokkal gatoljak penészgombak novekedését.

Eredményeim alapjan egy az osztalyon foly¢ kutatasi projekt soran kukoricasilo beoltasara
a Lactobacillus salivarius faj SK6-os torzsét, a Lactobacillus salivarius faj TS62-es torzsét, illetve
a Pediococcus pentosaceus faj TV46-os torzsét hasznaltuk fel penészgombak szaporodasanak

visszaszoritasara.
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5-6. tablazat Tejsavbaktérium torzsek gatlo hatasa aflatoxin B1 termel6 Aspergillus flavus

torzsek (Zt31, Zt41, Zt55 és Zt80) ndvekedésére (a tejsavbaktérium koriil kialakuld gatlasi zona

sugara mm-ben)

Zt31 Zt41 Zt55 Zt80 Zt31 Zt41 Zt55 7180
Lactobacillus salivarius  |SK6 4 L. paracasei MA48 0 0 1 0
L. salivarius SK45 L. paracasei MAG8 0 0 1 0
Pediococcus pentosaceus |TV46 4 1 0,5 L. paracasei MAG69 0 0 1 0
P. pentosaceus TV49 0,5 L. plantarum TS47 0,5 0 0,5 0
P. pentosaceus TV51 0,5 L. plantarum TS65 0,5 0 0,5 0
L. crustorum TV19 1 P. acidilactici MG1 0,5 0 0,5 0
L. salivarius SK29 1 P. acidilactici MG69 0,5 0 0,5 0
L. salivarius SK41 1 L. curvatus TS4 0,5 0 0 0
L. paracasei MA1 0,5 L. kitasatonis G094 0,5 0 0 0
L. paracasei MA2 0,5 L. paracasei MA49 0 0 0,5 0
L. salivarius SK12 0,5 L. plantarum TS41 0,5 0 0 0
L. salivarius SK47 1 1 1 L. plantarum TS43 0,5 0 0 0
P. lolii MG44 0 0 P. acidilactici MG30 0,5 0 0 0
L. plantarum TS62 1 0,5 1 P. pentosaceus TS15 0 0 0,5 0
P. acidilactici MG21 0 0,5 Enterococcus faecium TV7 0 0 0 0
L. amylotrophicus TS35r 0,5 1 0,5 Ec. lactis OR46 0 0 0 0
L. pentosus TV45 0,5 1 0,5 L. amylovorus GO5 0 0 0 0
L. plantarum AT51 1 2 1 L. crustorum TV17 0 0 0 0
L. plantarum TS28 1 0 2 1 L. equi OR93 0 0 0 0
P. pentosaceus TV70 0,5 1 0,5 L. johnsoni GO50 0 0 0 0
L. salivarius SK20 0,5 1 0 L. johnsoni GO60 0 0 0 0
L. mucosae OR17 1 1 1 0 L. kitasatonis G021 0 0 0 0
L. pentosus TV60 1 0 0 L. kitasatonis G073 0 0 0 0
L. plantarum TS23 1 0 1 1 L. kitasatonis G096 0 0 0 0
L. plantarum TV35 2 0,5 0,5 0 L. kitasatonis G098 0 0 0 0
L. salivarius SK46 0 0 L. mucosae OR2 0 0 0 0
P. lolii MG77 2 0 1 0 L. mucosae OR23 0 0 0 0
P. pentosaceus TV18 0,5 1 0,5 L. mucosae ORG63 0 0 0 0
P. stilesii TS1 2 0 1 0 L. mucosae OR66 0 0 0 0
L. curvatus TS53 0 1 1 L. plantarum AT6 0 0 0 0
L. paracasei MAG65 2 0 0,5 0 L. plantarum AT9 0 0 0 0
L. pentosus TV25 1 0,5 0,5 0,5 L. plantarum TS44 0 0 0 0
L. pentosus TV27 1 0,5 1 0 L. plantarum TS61 0 0 0 0
P. lolii MG7 1 0 1 0 L. salivarius V020 0 0 0 0
P. pentosaceus TV29 1 0 1 0 Lactococcus lactis MA40 0 0 0 0
P. pentosaceus TS63 0,5 0 1 0,5 Lc. lactis MAG63 0 0 0 0
L. paracasei MAG67 0,5 0 1 0 Lc. lactis MAG64 0 0 0 0
L. plantarum TS39 0,5 0 1 0 P. pentosaceus TV4 0 0 0 0
L. salivarius SK48 0,5 0 1 0 P. pentosaceus TV11 0 0 0 0
P. pentosaceus TV4l 1 0 0,5 0 P. pentosaceus TV37 0 0 0 0
L. paracasei MA39 0 0 1 0 P. pentosaceus TV40 0 0 0 0

Uj tudomdnyos eredmények

Tizenkilenc kiilonbézd tejsavbaktérium fajhoz tartozo 82 torzs vizsgalataval datfogo képet kaptam

a tejsavbaktérium torzsek Aspergillus flavus AFB1 toxint termeld torzsekre gyakorolt gatldsi

képességérdl. A Lactobacillus salivarius, a L. crustorum, a L. paracasei, a L. plantarum és a

Pediococcus pentosaceus fajokhoz tartozo torzseknek volt a legjobb gdtldsi képességiik. Az

s oo

AFBI termeld négy penészgomba torzs kozii

daltal termelt gatlo anyagokra, mig a Zt 80 bizonyult a legellenallobbnak.
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5.3 Mikotoxin kotési vizsgalatok

A nagyszamu tejsavbaktérium torzsem toxin megkdtési képességének vizsgalatahoz sziikséges
volt elvégezni néhany megeldz6 kisérletet az optimalis metdodus megtalalasahoz. Ezért a sejt
koncentracio, valamint a toxinnal vald inkubécids 1d6 hatasat teszteltem a toxin megkotd
kapacitasra nézve, illetve maganak a toxinnak a vizsgélt tejsavbaktérium torzs csiraszamara

gyakorolt hatasat vizsgaltam.
5.3.1 A csiraszam hatasa a toxin megkotésre
Ahogy az a 40. dbra is mutatja a detektalhato toxin megkotés csak a 107 sejt/ml sejt koncentraciotol

volt kimutathaté mind az aflatoxin B1, mind a szterigmatocisztin esetében.

16 -

toxinkotés %

csiraszam (logN)

40. abra A baktérium koncentraci6 hatasa az aflatoxin B1 (folytonos vonal) és a szterigmatocisztin
(szaggatott vonal) megkotésére L. pentosus TV3 (gyémant), L. paracasei MA2 (négyszog) és L.
plantarum TS23 (haromszog) esetében.

Ezek az eredmények megegyeznek Ma et al. (2017) altal publikaltakkal, akik egyetlen
torzset talaltak, amely képes volt 10° sejt/ml koncentraci6 (4,27%) mellett a toxin megkdtésre,
még a tobbi torzs esetében a 10° sejt/ml koncentraciotdl volt kimutathaté a toxin kotés. Ennek
megfeleléen a mikotoxin kotési kisérletekben a tejsavbaktériumokat 108 sejt/ml koncentraciot

hasznaltuk.
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5.3.2 Az inkubdcios idd hatdsa a toxin megkotésre tejsavbaktériumok esetében

Az inkubdcids id6 hatdsa az aflatoxin B1 kotés kapacitasara is vizsgalat ala keriilt, 5 kiillonb6z6
Lactobacillus fajhoz tartozo torzs bevonasaval. A torzseket AFB1 toxinnal 10 percig, illetve 48
oraig inkubaltam a korabban a 4.4.2 pontban leirtak szerint. El6szor az el6z0 kisérletek soran is
hasznalt 3 torzzsel (TV3, MA2, TS23) dolgoztam, de nem volt egyértelmii az eredmény, ezért
bevontam a vizsgalatba a L. graminis TV24 ¢és az L. salivarius SK63 torzseket is, hogy

egyértelmiivé valjon melyik inkubacios idé a megfelelébb (41. dbra).

15 -+

10 -

toxinkotés %

0 i

TV3 MA2 TS23 TV24 SK63

41. abra Tiz perc (kék) és 48 ora (fehér) inkubacios id6 hatdsa az AFB1 kotésre a L. pentosus TV3, L.
paracasei MA2, L. plantarum TS23, L. graminis TV24 és L. salivarius SK 63 esetében

A TV3 torzs a rovidebb inkubaciods 1do mellett kotott tobb toxint, azonban a TS23 esetében
a hosszabb inkubdécios id6 bizonyult hatdsosabbnak. A mésik 3 térzs (MA2, TV24, SK63) esetében
az inkubacids id0 hossza érdemben nem befolyasolta a toxin megkotés hatékonysagat. A
szakirodalmi adatok is ellentmondasosak ebben a kérdésben. Bueno et al. (2007) nem talaltak az
inkubacids id6 hossza ¢és a toxin kotés hatékonysaga kozott osszefliggést, ahogy EI-Nezami et al.
(1997) és Peltonen et al. (2001) sem. Masrészrél Kasmani et al. (2012) 0; 0,5; 4; 12; 24; és 72 6ras
inkubécios i1d6t vizsgaltak, ahol a 0,5 6ra inkubécio mellett volt a legkevesebb a megkdtddés, mig
a legmagasabb 12 6ra inkubalas mellett volt, amikor is kétszer annyi toxint sikeriilt megkdtnie a
vizsgalt torzsnek, mint 0,5 6ra inkubacié mellett. Mivel a szakirodalmi adatok alapjan inkabb arra
a kovetkeztetésre jutottam, hogy a rovidebb inkubécios id6 megfeleldbb a toxin megkdtés
szempontbol, és praktikussagi szempontbol is a rovidebb idétartam felelt meg inkabb a méréseim

elvégzéséhez, igy ezt alkalmaztam a tovabbi mérések alkalmaval.
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5.3.3 Toxinok hatdsa a tejsavbaktérium torzsek sejtszamdra
Mivel a mikotoxinok a magasabb rendli ¢l0lények esetében komoly egészségkarositdo hatdssal

birnak, ezért felmeriil a kérdés, hogy a baktériumok esetében is van-e barmilyen negativ hatasuk.
Ezért a baktérium csiraszamra kifejtett esetleges negativ hatasat is vizsgaltam a toxinoknak. AFB1
és ST toxin jelenlétében harom kiilonb6z6 fajhoz tartozo torzs (L. pentosus TV3, L. paracasei
MAZ2, L. plantarum TS23) csiraszamat vizsgaltam a kontrollhoz képest. Megfigyelhetd, hogy a
vizsgalt koncCentracidban sem az AFB1 sem a ST nem okozott jelentds sejtszam csokkenést a

kontrollhoz képest (42. abra).

A 07 g 101

9 - 9 -
=z =z
D D
° °

8 - 8 -

7 - 7+

V3 MA2 TS23 V3 MA2 TS23

srer

pentosus TV3, L. paracasei MA2, L. plantarum TS23 (kontroll — fehér, toxin — kék) esetében

5.3.4 A Lactobacillus nemzetség AFBI1 kotési kapacitisa
Aflatoxin B1 megkdotés szempontjabol 80 torzset teszteltem a sajat torzsgyiijteményembol. Annak

érdekében, hogy a Lactobacillus nemzetség fajainak AFB1 megkoto képességét minél atfogdobban
tesztelhessem, torzsfat készitettem az NCBI (National Center for Biotechnology Information)
adatbazisban fellelhetd Osszes Lactobacillus faj 16S rDNS szekvencidja alapjan. A nagyobb
kladok nem mindegyikébdl volt torzs fellelhetd a sajat torzsgylijteményemben, ezért a BCCM
(Belgian Co-ordinated Collections of Micro-organisms) torzsgytijteménybdl megrendeltem
tovabbi 25 faj tipustorzsét, amelyeket bevontam a toxin kotési vizsgalatokba. A sajat
torzsgylijteményem 20 legjobb AFB1 kotési képességgel rendelkezd torzsének ST kotési
képességét is Vizsgaltam, illetve a BCCM torzsgylijteménybdl rendelt 25 torzs ST kotési
képességét is teszteltem. A 4.4.4 pontban leirt modon teszteltem a kotési képességet. A vizsgalt
torzsek sejt koncentracioja a kotési vizsgalatoknal 108 sejt/ml volt a 4.4.1 pontban leirt elokisérlet
eredményével Osszhangban, az inkubécios id6t a toxinokkal pedig 10 percben hataroztam meg a

4.4.2 elokisérlet eredménye alapjan.
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Ahogy a 43. abran lathato, a legjobb kotési képességgel a vizsgalt 105 torzs koziil a L.
pentosus TV3 (11,5%) és a L. plantarum faj AT26, AT3, AT1, AT27 (8-9%) torzsei rendelkeznek.

Az 6sszes vizsgalt torzs koziil 5% folott csak 14 torzs volt képes a toxin kotésre.

AFB1 ko6tés (%) 0,2 pg/ml mikotoxin koncentracié mellett
0 2 4 6 8 10 12

Lactobacillus pentosus TV3
Lactobacillus plantarum AT26
Lactobacillus plantarum AT3
Lactobacillus plantarum AT1
Lactobacillus plantarum AT27
Lactobacillus graminis TV24
Lactobacillus parabuchneri BCCM 11457
Lactobacillus plantarum AT6
Lactobacillus plantarum AT5
Lactobacillus insicii BCCM 30641
Lactobacillus brantae BCCM 26001
Lactobacillus rhamnosus BCCM 06400
Lactobacillus salivarius SK46

43. abra 5% feletti toxinko6tési kapacitassal rendelkez6 Lactobacillus térzsek 0,2 ppm AFB1 koncentracid
mellett MRS taplevesben

A vizsgalt Lactobacillus fajok NCBI adatbazisban fellelhet6 tipustorzseinek 16S rDNS
szekvenciajan alapuld torzsfat készitettem, amelyen jol megfigyelhet6 (42.abra), hogy a legjobb
toxin kotd képességgel rendelkez6 Lactobacillus torzsek kozeli rokonsagban allnak. Tovabbi 33
torzs esetében 3-5% kozotti kotési kapacitast kaptam (45. abra). A tovabbi vizsgalt 58 torzs
esetében kevesebb mint 3% volt a megkdtés. Ezek az eredmények jelentdsen alacsonyabbak, mint
a szakirodalmi cikkekben felelheté 17 és 83% kozotti értékek (Peltonen et al. 2001, Bueno et al.
2007, Wacoo et al. 2019).
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NR 028725.2 Lactobacillus salivarius strain HO 66 16S ribosomal RNA partial sequence
NR. 024718.1 Lactobacillus acidipiscis strain FS60-1 165 ribosomal RMNA partial sequence
NR 0286231 Lactobacillus equi strain YIT 0455 165 ribosomal RMNA partial sequence

NR. 029360.1 Lactobacillus perolens strain L532 16S ribosomal RNA partial sequence

NR 0368611 Lactobacillus dextrinicus strain JCM 5887 165 ribosomal RNA partial sequence
MR 147740.1 Lactobacillus insicii strain TMW 1.2011 163 ribosomal RMA partial sequence

MR 043896.1 Lactobacillus ghanensis strain L489 165 ribosomal RNA partial sequence
NR 044709.2 Lactobacillus mali KCTC 3596 DSM 20444 168 ribosomal RNA partial sequence
MR 115847 .1 Lactobacillus aquaticus strain IMCC1736 16S ribosomal RMNA partial sequence
N

R 025045.1 Lactobacillus paralimentarius strain MT-1077 165 ribosomal RNA partial sequence
ENR 028949.1 Lactobacillus mindensis strain TMVW 1.80 163 ribosomal RNA partial sequence
NR 0425331 Lactobacillus crustorum strain R-27957 165 ribosomal RMA partial sequence

MR 043408.1 Lactobacillus rhamnosus strain JCM 1136 16S ribosomal RMA partial sequence
L NR 025880.1 Lactobacillus paracasei strain R094 165 ribosomal RNA gene partial sequence
MR 1255751 Lactobacillus brantae DSM 23927 strain SL1108 165 ribosomal RNA partial sequence

MR 044711.2 Lactobacillus sharpeae strain DSM 20505 165 ribosomal RNA partial sequence

NR

MR 044705.2 Lactobacillus coryniformis strain DSM 20001 165 ribosomal RNA partial sequence

] I: 4 MR 042438.1 Lactobacillus graminis strain G90 (1) 165 ribosomal RNA partial sequence
MR 042437 1 Lactobacillus curvatus strain DSM 20019 16S ribosomal RNA partial sequence

& NR 042254 1 Lactobacillus plantarum subsp. argentoratensis strain DKO 22 16S ribosomal RNA partial sequence
# NR 0291331 Lactobacillus pentosus strain 124-2 165 ribosomal RMA partial sequence

NR. 1143391 Lactobacillus oryzae JCM 18671 strain SG293 165 ribosomal RNA partial sequence

NR 0246451 Lactobacillus collincides strain JCM1123 16S ribosomal RMA partial sequence
MR 042514 1 Lactobacillus namurensis strain R-27965 165 ribosomal RMNA partial sequence
MR 044704.2 Lactobacillus brevis strain ATCC 14869 165 ribosomal RNA partial sequence

MR 137386.1 Lactobacillus vespulae strain DCY75 165 ribosomal RNA partial sequence
M58818.1 Lactobacillus fructivorans 165 nbosomal RNA

MR 041294 1 Lactobacillus parabuchneri strain JCM 12493 165 ribosomal RNA partial sequence
W 4'_ENR 041468.1 Lactobacillus parafarraginis strain MRIC 0677 165 ribosomal RNA partial sequence
MR 0414671 Lactobacillus farraginis strain MRIC 0676 165 ribosomal RNA partial sequence

042233.1 Lactobacillus vaccinostercus strain LMG 9215 16S ribosomal RNA partial sequence

—|:NR 125563.1 Lactobacillus nenjiangensis strain 11102 165 ribosomal RMA partial sequence

MR 104681.1 Lactobacillus siliginis strain M1-212 165 ribosomal RMA partial sequence

MR 024994 .1 Lactobacillus mucosae strain $32 165 ribosomal RMNA partial sequence
4'7— NR 104927 1 Lactobacillus fermentum strain CIP 102980 165 ribosomal RNA partial sequence
MR 025911.1 Lactobacillus reuteri strain F275 16S nbosomal RNA partial sequence

NR 025273.1 Lactobacillus johnsonii strain ATCC 33200 16S ribosomal RNA partial sequence
NR 029352.1 Lactobacillus amylolyticus DSM 11664 strain LA 5 165 ribosomal RMA partial sequence

44. 3bra

MT436809.1 Lactobacillus gallinarum strain 3608 165 ribosomal RNA gene partial sequence

MR 024813.1 Lactobacillus kitasatonis strain JCM 1039 168 ribosomal RNA partial sequence

ENR 041800.1 Lactobacillus crispatus strain ATCC 33820 16S ribosomal RNA partial sequence
MR 0432871 Lactobacillus amylovorus DSM 20531 165 ribosomal RNA partial sequence

A legjobb aflatoxin B1 kot6 Lactobacillus fajok filogenetikai rokonsaga
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AFB1 koteés (%) 0,2 ug/ml mikotoxin koncentracio mellett
0

Lactobacillus plantarum TS23
Lactobacillus perolens BCCM 18936
Lactobacillus nenjiangensis BCCM 27192
Lactobacillus paracasei MA1
Lactobacillus paracasei MA2
Lactobacillus plantarum AT9
Lactobacillus collinoides BCCM 09194
Lactobacillus kitasatonis GO66
Lactobacillus graminis ORSS
Lactobacillus plantarum AT25
Lactobacillus plantarum TS5
Lactobacillus salivarius SK63
Lactobacillus ghanensis BCCM 24876
Lactobacillus dextrinicus BCCM 11485
Lactobacillus kitasatonis GO63
Lactobacillus amylovorus GO67
Lactobacillus midensis BCCM 21932
Lactobacillus mali BCCM 06899
Lactobacillus gallinarum GO47
Lactobacillus paralimentarius BCCM 19152
Lactobacillus pentosus TV45
Lactobacillus sharpeae BCCM 09214
Lactobacillus paracasei MAS
Lactobacillus plantarum TV1
Lactobacillus salivarius SK48
Lactobacillus amylovorus GO8
Lactobacillus gallinarum GO75
Lactobacillus coryniformis BCCM 09196
Lactobacillus salivarius SK45
Lactobacillus amylovorus GO43
Lactobacillus plantarum AT51
Lactobacillus brevis TV53
Lactobacillus mucosae OR92

45. dbra MRS téplevesben 0,2 ppm toxin koncentracié mellett mért 3-5% kozotti AFB1 kotési

kapacitassal rendelkez6 Lactobacillus torzsek
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5.3.5 A Lactobacillus nemzetség szterigmatocisztin kétési kapacitasa
A 14 legjobb AFB1 megkotési eredménnyel rendelkez0 sajat torzsgylijteményemben megtalalhato

torzs mellett a 25 BCCM torzsgytijteménybdl rendelt torzs szterigmatocisztin megkotd képességét
is teszteltem. Nincs adat a szakirodalomban arr6l, hogy tejsavbaktériumok szterigmatocisztin
megkotd képességét vizsgaltak volna korabban. Az eredmények azt mutatjak, hogy a L. plantarum
TV1, AT1, AT3, AT5, a L. paracasei MAS ¢és a L. pentosus TV3 torzsek rendelkeznek a legjobb
ST koto képességgel. Ezek a torzsek 0,2 ppm ST koncentracidé mellett tobb mint 20%-os kotést
mutattak (46. abra). Ahogy a AFBI1 esetében, itt is lathatd, hogy a jo kotési képességekkel
rendelkez6 torzsek kozeli rokonagban all6 fajokhoz tartoznak, mi tobb, a legjobb AFB1 és ST kot
fajok kozott atfedés van (44. és 47. abra).
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ST kotes (%) 0,2 ng/ml mikotoxin koncentracio mellett
0 5 10 15 20 25

Lactobacillus plantarum TV1
Lactobacillus paracasei MAS
Lactobacillus pentosus TV3

Lactobacillus plantarum AT1
Lactobacillus plantarum AT3
Lactobacillus plantarum AT5
Lactobacillus plantarum TS23
Lactobacillus plantarum AT26
Lactobacillus plantarum AT51
Lactobacillus paracasei MA1
Lactobacillus plantarum TS28
Lactobacillus sharpeae BCCM 09214
Lactobacillus brantae BCCM 26001
Lactobacillus amylovorus GO8
Lactobacillus parabuchneri BCCM 11457
Lactobacillus amylovorus GO67
Lactobacillus paralimentarius BCCM 19152
Lactobacillus aquaticus BCCM 26190
Lactobacillus midensis BCCM 21932
Lactobacillus nenjiangensis BCCM 27192
Lactobacillus perolens BCCM 18936
Lactobacillus vespulae BCCM 30665
Lactobacillus insicii BCCM 30641
Lactobacillus oryzae BCCM 28404
Lactobacillus namurensis BCCM 23583
Lactobacillus rhamnosus BCCM 06400
Lactobacillus farraginis BCCM 24140
Lactobacillus mali BCCM 06899
Lactobacillus collinoides BCCM 09194
Lactobacillus dextrinicus BCCM 11485
Lactobacillus equi OR93

Lactobacillus coryniformis BCCM 09196
Lactobacillus ghanensis BCCM 24876
Lactobacillus parafarraginis BCCM 24141
Lactobacillus siliginis BCCM 24111
Lactobacillus acidipiscis BCCM 19820
Lactobacillus amylolyticus BCCM 18795
Lactobacillus vaccinostercus BCCM 09215
Lactobacillus fructivorans BCCM 09201

46. abra Szterigmatocisztin kot6 kapacitas (%) Lactobacillus torzsek esetében 0,2 ppm toxin

c sy

62



NR 028725.2 Lactobacillus salivarius strain HO 66 16S ribosomal RNA partial sequence
NR. 024718.1 Lactobacillus acidipiscis strain FS60-1 165 ribosomal RMNA partial sequence
NR 0286231 Lactobacillus equi strain YIT 0455 165 ribosomal RMNA partial sequence

MR 043896.1 Lactobacillus ghanensis strain L489 165 ribosomal RNA partial sequence
@TUQ 2 Lactobacillus mali KCTC 3596 DSM 20444 16S ribosomal RNA partial sequence
MR 115847 .1 Lactobacillus aquaticus strain IMCC1736 16S ribosomal RMNA partial sequence
NR. 029360.1 Lactobacillus perolens strain L532 16S ribosomal RNA partial sequence
NR 0368611 Lactobacillus dextrinicus strain JCM 5887 165 ribosomal RNA partial sequence
—— NR 1477401 Lactobacillus insicii strain TMW 1.2011 165 ribosomal RNA partial sequence

MR 0250451 Lactobacillus paralimentarius strain MT-1077 165 ribosomal RNA partial sequence
ENR 028949.1 Lactobacillus mindensis strain TMVW 1.80 163 ribosomal RNA partial sequence
M NR 0425331 Lactobacillus crustorum strain R-27957 165 ribosomal RMA partial sequence

MR 043408.1 Lactobacillus rhamnosus strain JCM 1136 16S ribosomal RMA partial sequence
L’ NR 025880.1 Lactobacillus paracasei strain R094 168 ribosomal RMA gene partial sequence
MR 1255751 Lactobacillus brantae DSM 23927 strain SL1108 165 ribosomal RNA partial sequence

MR 044711.2 Lactobacillus sharpeae strain DSM 20505 165 ribosomal RNA partial sequence
MR 044705.2 Lactobacillus coryniformis strain DSM 20001 165 ribosomal RNA partial sequence

] I: MR 042438.1 Lactobacillus graminis strain G830 (1) 16S nbosomal RMNA partial sequence
MR 042437 1 Lactobacillus curvatus strain DSM 20019 16S ribosomal RNA partial sequence

& NR 042254 1 Lactobacillus plantarum subsp. argentoratensis strain DKO 22 16S ribosomal RNA partial sequence
# NR 0291331 Lactobacillus pentosus strain 124-2 165 ribosomal RMA partial sequence
NR. 1143391 Lactobacillus oryzae JCM 18671 strain SG293 165 ribosomal RNA partial sequence
NR 0246451 Lactobacillus collincides strain JCM1123 16S ribosomal RMA partial sequence
MR 042514 1 Lactobacillus namurensis strain R-27965 165 ribosomal RMNA partial sequence
MR 044704.2 Lactobacillus brevis strain ATCC 14869 165 ribosomal RNA partial sequence

MR 137386.1 Lactobacillus vespulae strain DCY75 165 ribosomal RNA partial sequence
ﬂj Lactobacillus fructivorans 16S nbosomal RMA
MR 041294 1 Lactobacillus parabuchneri strain JCM 12493 165 ribosomal RNA partial sequence
W 4'_ENR 041468.1 Lactobacillus parafarraginis strain MRIC 0677 165 ribosomal RNA partial sequence
MR 0414671 Lactobacillus farraginis strain MRIC 0676 165 ribosomal RNA partial sequence
NR 042233.1 Lactobacillus vaccinostercus strain LMG 9215 16S ribosomal RMA partial sequence
—|:NR 125563.1 Lactobacillus nenjiangensis strain 11102 165 ribosomal RMA partial sequence
MR 104681.1 Lactobacillus siliginis strain M1-212 165 ribosomal RMA partial sequence
MR 024994 .1 Lactobacillus mucosae strain $32 165 ribosomal RMNA partial sequence
4|—|7— MR 1049271 Lactobacillus fermentum strain CIP 102980 165 ribosomal RMA partial sequence
MR 025911.1 Lactobacillus reuteri strain F275 16S nbosomal RNA partial sequence

NR 025273.1 Lactobacillus johnsonii strain ATCC 33200 16S ribosomal RNA partial sequence
NR 029352.1 Lactobacillus amylolyticus DSM 11664 strain LA 5 165 ribosomal RMA partial sequence
MT436809.1 Lactobacillus gallinarum strain 3608 165 ribosomal RNA gene partial sequence

MR 024813.1 Lactobacillus kitasatonis strain JCM 1039 168 ribosomal RNA partial sequence

ENR 041800.1 Lactobacillus crispatus strain ATCC 33820 16S ribosomal RNA partial sequence
MR 0432871 Lactobacillus amylovorus DSM 20531 165 ribosomal RNA partial sequence

47. abra A legjobb ST kot6 Lactobacillus fajok filogenetikai rokonsaga

Munkam soran kiemelt figyelmet szenteltem a Lactobacillus nemzetség toxinkotési
potencialjanak vizsgalatira. Ugyanakkor mas nemzetségek fajai is a tejsavbaktériumokhoz
tartoznak. Egy atfogobb képhez ezeknek a nemzetségeknek a torzseit is érdemes vizsgalni. A
tejsavbaktérium torzsgyljteményem szamos nem Lactobacillus nemzetséghez tartoz6 torzset is

tartalmaz, igy ezek jelentOs részének is megvizsgaltam AFB1 kotési képességeét.
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5.3.6 Enterococcus térzsek AFBI kéto kapacitasa
Husz Enterococcus torzs AFB1 kot képességét vizsgaltam a 4.4.4 pontban leirt moédszerrel. E.

casseliflavus fajhoz 1 torzs tartozott, az E. faecalis fajhoz 4, az E. faecium fajhoz 1, az E. hirae
fajhoz 7, az E. lactis fajhoz 3 és az E. mundtii fajhoz 4. A vizsgalt térzsek kozott a legmagasabb
kotési értékekkel az E. hirae AT12 (4.62%) és az E. lactis SK34 (3,40%) torzsek rendelkeztek. A
tobbi torzs esetében a kdtés 1,61% alatt volt (48. abra). Juri et al. (2015) 50 ppm, illetve 100 ppm
toxin koncentracio mellett vizsgaltak a toxin megkotést. Az E. faecium GJ40 esetében 24-27%,
illetve 17-24% értékeket kaptak. E. faecium MF4 esetében 36-42% és 27-32% kozotti kotési
értekeket mértek. Ezek a magas értékek eltérnek az altalunk mértektdl. Ennek oka lehet az eltérd

torzsek, illetve a toxin kotési tesztelés eltéré metddusa.

AFB1 kotés (%) 0,2 pg/ml mikotoxin koncentracio mellett
0 1 2 3 4 5

Enterococcus hirae AT12
Enterococcus lactis SK34
Enterococcus lactis AT42r
Enterococcus faecalis ORS
Enterococcus hirae OR75
Enterococcus faecalis SK31
Enterococcus mundtii OR4
Enterococcus lactis OR46
Enterococcus casseliflavus AT20
Enterococcus mundtii OR44

Enterococcus hirae OR41
Enterococcus hirae OR40
Enterococcus faecium SK40
Enterococcus faecalis SK37
Enterococcus faecalis SK32
Enterococcus hirae OR9
Enterococcus hirae SK35
Enterococcus mundtii OR45
Enterococcus mundtii OR51

Enterococcus hirae OR36

taplevesben
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5.3.7 Pediococcus térzsek AFB1 kotési kapacitisa
A Pediococcus nemzetség 24 torzsének AFB1 kotési képességét vizsgaltam. Ezek koziil 8 torzs a

P. acidilactici, 3 torzs a P. lolli, 12 torzs a P. pentosaceus és 1 torzs s P. stilesii fajokhoz tartozott
(49. abra). A vizsgalt torzsek koziil a P. acidilactici ORS83 torzs bizonyult a legjobb AFBI1
megkdotonek. A tobbi torzs 4% koriili vagy az alatti megkotési értéket mutatott. Zinedine et al.
(2005) szintén alacsony értéket mértek a P. acidilactici P55 esetében, ahol is a megkotés 1,80%

volt.

AFB1 kotés (%) 0,2 pg/ml mikotoxin koncentracio mellett
0 2 4 6 8

Pediococcus acidilactici OR83
Pediococcus pentosaceus OR68
Pediococcus acidilactici MG21

Pediococcus acidilactici OR72

Pediococcus acidilactici OR95

Pediococcus loliit MG7
Pediococcus lolii MG44
Pediococcus acidilactici OR96
Pediococcus stilesii TS1
Pediococcus pentosaceus SK28
Pediococcus pentosaceus OR61
Pediococcus pentosaceus OR52
Pediococcus acidilactici MG1
Pediococcus pentosaceus OR78

Pediococcus pentosaceus TS63
Pediococcus acidilactici MG30
Pediococcus pentosaceus OR84

Pediococcus loliti OR77
Pediococcus pentosaceus OR85

Pediococcus pentosaceus TS7
Pediococcus pentosaceus AT43A
Pediococcus pentosaceus AT58
Pediococcus pentosaceus AT56
Pediococcus acidilactici MG82

cre

taplevesben
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5.3.8 Pediococcus tirzsek szterigmatocisztin kotési kapacitdsa
Ot Pediococcus nemzetséghez tartozo torzs ST megkdtd képességét vizsgaltam. Az eredmények

az 50. dbran lathatoak. A megkdotési értékek 9-18% kozott voltak. Ezek az eredmények megerdsitik
a Lactobacillus nemzetség torzseinél latottakat, miszerint a vizsgalt tejsavbaktérium térzsek ST
megkotd képessége kétszerese az AFB1-nek. Ezidaig a szakirodalomban nem volt publikalt adat

Pediococcus nemzetséghez tartozo torzsek ST kotd képességérol.

ST kotés (%) 0,2 pg/ml mikotoxin koncentracié mellett
0 5 10 15 20 25

Pediococcus acidilactici OR83
Pediococcus stilesii TS1
Pediococcus acidilactici OR95
Pediococcus lolit MG7
Pediococcus acidilactici MG21

crcr

taplevesben

5.3.9 Lactococcus és Weissella nemzetség torzseinek AFBI1 kito kapacitdsa
A torzsgylijteményben ezekhez a nemzetségekhez tartozd torzsekbdl kevés van. Ezért a

Lactococcus formonensis fajnak egy torzsét, a Lc. garviae fajnak is egy torzsét, mig a W. soli faj
3 torzsét tudtam vizsgalni. A beallitott paraméterek mellett az Gsszes vizsgalt torzs alacsony toxin
kotési eredményt mutatott (51. abra). Peltonen et al. (2001) harom Lc. lactis torzset vizsgaltak és
a kotési eredmények 5,6 és 41,1% kozott alakultak. Ez is igazolja sajat megfigyelésemet, hogy egy
fajon beliil a torzsek kozott rendkiviil nagy eltérések lehetnek. A Weissella nemzetség térzseinek
AFBI1 koto képességérol csak kevés informacio lelhet6 fel a szakirodalomban. A Weissella cibaria
NN20 torzs esetében Nduti et al. (2018) 43,7% megkdtési értéket mértek 10 ppm AFB1

koncentracio mellett fermentalt tejben.
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AFB1 kotés (%) 0,2 pg/ml mikotoxin koncentracio mellett
0 1 2 3

| | |
Lactococcus formosensis KP67

Lactococcus garviae KP84
Weissella soli AT45
Weissella soli AT49
Weissella soli AT16

51. abra AFB1 kot6 kapacitas (%) Lactococcus és Wessella torzsek esetében 0,2 ppm toxin

c gy

5.3.10 Tejsavbaktérium torzsek AFBL kotd kapacitisa nemzetségek fiiggvényében
A vizsgalt torzsek a Lactobacillus, Pediococcus, Lactococcus, Enterococcus és Weisella

nemzetségekhez tartoztak. A nemzetségek minél széleskoriibb Osszehasonlitasahoz az egyes
nemzetségekhez tartozo torzsek kotési adataibol atlag kotési értékeket, standard szoras értékeket,
minimum és maximum kotési értékeket szamoltam ki (7. tablazat). A legjobb aflatoxin B1 kotési
képességgel a Lactobacillus nemzetség rendelkezett 3,16%-0s értékkel. A szoras értéke is ennél a
nemzetségnél volt a legmagasabb, és ez 20-szoros kiilonbséget jelentett a minimum €s maximum
érték kozott. A masodik legjobb kotési értékekkel a Pediococcus nemzetség torzsei rendelkeztek,
itt az atlag kotési értek 2,72% volt, a harmadik legjobb pedig a Lactococcus nemzetség volt. Az
eredmények alapjan a Lactobacillus, a Pediococcus vagy a Lactococcus nemzetség torzseit
érdemes bio-detoxifikacios célokra hasznalni, bar érdemes kivalasztani az atlagnal joval magasabb

kotési értékkel rendelkezo torzseket.

7. tablazat Tejsavbaktérium nemzetségek AFB1 kotési kapacitdsdnak %-os értékei 0,2 ppm toxin
koncentracié mellett MRS taplevesben

.. ‘ .., .| Korrigalt | Minimum | Maximalis
Nemzetség "l“s(;gis;k Aétll:égkk(?;:)m tapaszélati kotési kotési
Szoras érték (%) | érték (%)
Lactobacillus 105 3,16 1,98 0,55 11,50
Pediococcus 24 2,72 1,42 0,80 7,60
Lactococcus 2 2,40 0,14 2,31 2,50
Enterococcus 20 1,35 0,96 0,72 4,62
Weissella 3 1,03 0,31 0,73 1,35
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Uj tudomdnyos eredmények
A Lactobacillus nemzetség torzsfaja alapjan minden nagyobb klid AFB1 megkitd képességét

teszteltem, dtfogo képet kapva a nemzetség AFBI1 megkito képességérdl.

A tejsavbaktériumok szterigmatocisztin megkoto képességerol a szakirodalomban nem

lelheto fel adat, ez a munka foglalkozik vele eldszor.
A tejsavbaktérium torzsek ST megkotése megkozelitoleg kétszerese az AFBI-nek.
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6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

A Févarosi Allat- és Novénykert egzotikus allatainak fécesz mintait feldolgozva egy tobb

mint 600 torzsbdl allo tejsavbaktérium torzsgyljteményt hoztam létre.

Az indiai siil sz€kletmintdjabol sikerrel izolaltam egy 0j mikroba torzset, amelyrdl kidertilt,
hogy nemcsak 11j faj, hanem 0j nemzetség is. A torzset a tudomany szamara Micrococcoides
hystricis néven irtuk le (To6th et al. 2017).

Tizenkilenc kiillonb6z6 tejsavbaktérium fajhoz tartozd 82 torzs vizsgalataval atfogod képet
kaptam a tejsavbaktérium torzsek Aspergillus flavus AFBI1 toxint termeld torzsekre
gyakorolt gatlasi képességérdl. A Lactobacillus salivarius, a L. crustorum, a L. paracaseli, a
L. plantarum és a Pediococcus pentosaceus fajokhoz tartozo torzseknek volt a legjobb

gatlasi képességiik.

A Lactobacillus nemzetség tipustorzseinek 16S rDNS szekvenciaja alapjan torzsfat
készitettem és minden nagyobb klad AFB1 megkoto képességét teszteltem, a legnagyobb
megkotési értekekkel (10% folott) az egymashoz filogenetikailag kozel 4llo L. pentosus, L.

plantarum ¢s L. graminis fajok torzsei rendelkeztek.

Tudomasom szerint el6szor én vizsgaltam a tejsavbaktériumok koziil a Lactobacillus és a
Pedicoccus nemzetségek szterigmatocisztin megkoté képességét. Legmagasabb kotési
értékekkel a L. plantarum (23%) és a P. acidilactici (18%) fajok torzsei rendelkeztek és a
tejsavbaktérium torzsek szterigmatocisztin megkotése megkozelitdleg kétszerese volt az

aflatoxin B1 megkdotésének.
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7. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Tizenot kiilonbozo allatfaj szEékletmintait vizsgaltam tejsavbaktérium dsszetételiik szempontjabol.
Ezek az éllatok foként emldsok €s madarak, de egy hiillo €és egy rovar is volt kozottiik. Az allatok
kozott nagy volt a diverzitas tejsavbaktérium osszetétel szempontjabol. A gorilla esetében példaul
kizarolag a Lactobacillus nemzetség fajainak torzsei fordultak elé, mig a koala esetében nagyon
diverz mikrobidta jelent meg, tobbek kozott patogén baktériumokat is tenyésztettem ki a mintabol.
A minték szélesztését kovetden minden allat esetében 100-100 telepet vettem le és inkubaltam
tejsavbaktériumokra szelektiv MRS taplevesben, de két allat (a gytriisfarka maki, és a csupasz
turkald) mintait leszdmitva a levett telepeknek csak atlagosan a fele vagy még ennél is kevesebb
volt Gjra felszaporithatd hosszabb tavon (Osszesen 687 torzs a tobb mint 1400-bol). Ennek oka
lehet, hogy vannak olyan torzsek, amelyek ugyan a szélesztés soran kinének tapagaron, de
folyékony tapkézegben mar nem. Illetve az is eléfordulhat, hogy a baktériumok elvesztik osztodo
képességiiket a szamukra nem megfeleld kdrnyezeti paraméterek hatdsara. Tejsavbaktériumok
esetében ez abbdl adodhat, hogy a flavoprotein oxiddz enzimiik az oxidativ stressz elkeriilése
érdekében az oxigént vizzé és hidrogén-peroxidda alakitja. A hidrogén-peroxid azonban
felhalmozaddhat és ez gatolhatja a sejtek osztodasat (Condon 1987).

Az azonositas koltséghatékonyabba tételéhez alkalmazott rep-PCR technika valdban
csokkentette a szekvenalas koltségeit, mivel koriilbeliil a mintdk negyedének/harmadénak 16S
rDNS PCR mint4jat kellett csak megszekvenaltatni. A szekvenalast kdvetden kidertilt, hogy egy
baktérium fajon beliil vannak olyan torzsek, amelyek eltéré mintazattal rendelkeznek. Ez jelentheti
azt, hogy egyes esetekben a rep-PCR technika fajon beliili kiilonbségek észlelésére is képes. Ez
azonban nem csokkentette jelentésen a modszer koltséghatékonysagat, mivel csak néhény esetben
fordult eld, tehat nem ez a jellemz6 a mintdk nagy részét tekintve.

A tejsavbaktériumok biologiai detoxifikacio céljabol torténd felhasznalhatosaganak
vizsgalata kétféleképpen tortént. Egyfeldl a baktériumok 4altal termelt masodlagos
anyagcseretermékek penészgomba torzs szaporodasat gatlo hatasanak vizsgalatdval, masfeldl a
mikotoxinok sejtfelszinen valdo megkotddésének tesztelésével.

A penészgombak novekedését legjobban a L. salivarius faj SK6 torzse gatolta. Ahogy a
baktérium torzsek esetében, ugy a penészgomba torzsek esetében is lathatd volt, hogy ugyan azon
faj torzsei eltéré mértékben reagalnak ugyan azon hatasra. Az A. flavus Zt31 torzse a legkevésbé
volt képes ellenallni a tejsavbaktérium torzsek gatldo hatdsanak, mig a Zt80 térzs mutatta a

legnagyobb ellenallast.
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Mivel a szakirodalom emliti, hogy a feliilusz6 is gatolhatja a penészgombak novekedését
(Elsanhoty 2008, Taheur et al. 2019), ezért sejtmentes feliiliszo hatasat is teszteltem a legjobb
gatlasi képességgel rendelkez6 torzsek esetében, de az nem volt hatassal a penészgomba térzsek
novekedésére. Ebbol arra lehet kovetkeztetni, hogy a penészgomba jelenléte indukalja a gatld
metabolitok termelését a tejsavbaktériumok esetében.

Felmeriilt, hogy a baktériumok altal termelt tejsav okozhatja-e a géatlo hatést, de a 85%-0s
tejsavval folytatott vizsgalat nem mutatott szamottevd gatlast, a 42,5%-0s pedig egyaltalan nem
mutatott gatlo hatast. A tejsav mellett teszteltem az etanol €s az ecetsav gatlo képességét is, de az
eredmények azt mutattadk, hogy nincs gatldé hatasuk. Ebbol arra kdvetkeztetek, hogy a vizsgalt
torzseim esetében a gatld hatast a mikrobdak altal termelt peptidek fejtik ki. Tobb, az utdbbi idében
megjelent cikk eredményei is alatamasztjak ezt a feltételezést (Luz et al. 2017, Muhialdin et al.
2020).

A jovoben szeretnénk sild oltéanyagként alkalmazni a legjobb gatlasi képességekkel
rendelkezd torzseinket.

A mikotoxin megkotést aflatoxin B1 ¢és szterigmatocisztin esetében teszteltem. A
szakirodalmi adatokhoz képest alacsonyabb megkdtési értékeket kaptam az AFB1 esetében. A
szakirodalmi cikkekben nagy altalanossagban a vizsgalatokat PBS pufferban végezték, mig én
MRS taplevest alkalmaztam, amely jobban reprezentalja a tejsavbaktériumok természetes kdzegét.
Ebbdl kifolyolag nem vethetdek jol dssze az eredményeim az irodalomban szereplékkel. Chapot-
Chartier et al. 2010-ben megjelent eredményei is alatamasztjak a torzsek eltéré kotési értékeit.
Leirtak, hogy a megkotésben eddig a legnagyobb szereppel rendelkezének vélt peptidogliilkanhoz
egy sejtfal poliszacharid kapcsolodik kovalensen, egy réteget 1étrehozva koriilotte. Ennek a
poliszacharidnak a mennyisége a peptidogliikanon tdrzs szinten eltérd valtozatossdgot mutathat.
Ez megmagyardzza a fajon belil is nagymértékli eltéréseket a kotési értékekben.
Szterigmatocisztinnel korabban még nem végeztek ilyen jellegii vizsgalatokat, pedig ez a toxin is
karos hatasti az emberi szervezetre nézve ¢€s a karcinogének 2B csoportjaba sorolt vegyiilet. A
szterigmatocisztint kétszer nagyobb mértékben kototték a tejsavbaktérium sejtek, mint az AFB1-
et. Ennek oka egyrészt lehet az, hogy a szterigmatocisztin molekularis struktiraja eltér az aflatoxin
B1-étdl, masfeldl az is elképzelhetd, hogy a tejsavbaktérium sejtfelszinén azaltal kotédik meg tobb
ST, hogy ez a mikotoxin vizes kozegben aggregatumokat képez, igy egy kotéhelyhez egyszerre
tobb ST molekula is kotddhet (Jaksi¢ et al. 2019).

Terveim kozt szerepel, hogy a torzsgyiijtemény Enterococcus, Lactococcus és Weisella
nemzetségekhez tartozo torzseinek szterigmatocisztin kotd képességét is vizsgaljam. A legjobb

toxinkotd képességekkel rendelkezd torzseinkkel jelenleg is zajlanak allatetetési vizsgalatok. A
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szarvasmarhdk aflatoxinnal dusitott takarmanyat toxinmegkotd tejsavbaktériumokkal egészitik ki,
¢s a tej aflatoxin M1 tartalmat mérik a kontroll (tejsavbaktérium mentes) takarmannyal dsszevetve.
A cél annak igazolasa, hogy a tejsavbaktériumok megkotik a toxint és az allat bélcsatorndjan
végighaladva végiil kitiriilnek a szervezetbol anélkiil, hogy a toxin a tejbe jutna.

A tejsavbaktérium torzsgyljtemény torzseinek koté képességét tovabbi mikotoxinok, pl.

patulin, zearalenon, ochratoxin esetében is érdemes lenne tesztelni.
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8. OSSZEFOGLALAS

A tejsavbaktériumokrol altalanosan elmondhatd, hogy a GRAS mikrobdk kozé tartoznak.
Ennek és kiilonb6z6 hasznos tulajdonsagaiknak koszonhetéen felhasznaljak oket az
¢lelmiszeriparban, takarmany kiegészitoként és a human gyodgyaszatban is. A magasabb rendi
kiilénboz6 biotechnologiai felhasznalasara terjedt ki. Ehhez a Févérosi Allat- és Novénykert 15
egzotikus allatatol szarmazo székletmintabdl izolaltam tejsavbaktériumokat. Ezekbdl tobb mint
600 torzset szamlalo tejsavbaktérium torzsgylijteményt hoztam létre, amely reprezentdlja az
emlésok, madarak, hiillok és kis mértékben a rovarok bélrendszerének tejsavbaktéririum
mikrobiotajat is.

Az azonositas soran alkalmazott rep-PCR technikat segitségével koltséghatékonyabba
tettem a baktériumok identifikalasanak folyamatat. A rep-PCR eredményeképp kapott fajra
jellemzé mintazatok alapjan csoportositottam az izolalt torzseket és igy csoportonként csak 2-3
torzs szekvenalasat kellett finanszirozni.

A tejsavbaktériumokrol ismert, hogy egyes torzseik jol alkalmazhatdéak a biologiai
detoxifikdci6 soran. Amellett, hogy vannak térzsek, amelyek anyagcseretermékeik révén képesek
gatolni a penészgomba torzsek novekedését, az is ismert tény a szakirodalmi adatok alapjan, hogy
bizonyos torzsek sejtfelsziniikon képesek megkotni a mikotoxin molekuldkat. Ezért a
rendelkezésemre allo, a tejsavbaktérium torzsgylijtemény Osszetételét jol reprezentalod torzsekkel
penészgomba-gatlasi vizsgalatokat végeztem olyan gombatorzsekkel szemben, amelyek
mikotoxint termelnek. A legjobb gatlo képességgel a L. salivarius faj SK6 torzse rendelkezett, és
az ehhez a fajhoz tartozo tobbi torzs esetében is jellemzben jo gatlasi értékeket mértem. A torzsek
€16 sejtszuszpenzioi mellett a néhany jol gatld torzs esetében a sejtmentes feliiluszot hatasat is
vizsgaltam, mivel a szakirodalmi adatok emlitik annak gatlo képességét (Elsanhoty 2008, Taheur
et al. 2019). A tesztjeim alapjan a vizsgalt torzsek feliiliszoja nem volt hatassal a penészgomba
novekedésre. Vizsgaltam a tejsavbaktériumok altal jellemzden termelt anyagcsere termékek
(tejsav, ecetsav, etanol) hatasat, de egyik sem mutatott gatlo hatast. Ebbdl arra kovetkeztettem,
hogy a gatlasért olyan komponensek felelhetnek, amelyek csak a penészgomba jelenlétében
termelédnek. A legjabb kutatasok szerint a tejsavbaktériumok olyan bioaktiv peptideket
termelnek, amelyek karosithatjak a hifafonalak cstucsat (Luz et al. 2017, Muhialdin et al. 2020).

Egyes tejsavbaktérium torzsekrol az is ismert, hogy sejtfelsziniikon mikotoxinokat képesek

megkdtni. Ezért a 1étrehozott torzsgytijteményben eldforduld dsszes fajbol valasztottam torzseket,

73



amelyek aflatoxin B1 és szterigmatocisztin megkotd képességét is vizsgaltam. Az optimalis
kisérleti paraméterek kivalasztasahoz eldkisérleteket végeztem. Teszteltem a toxin megkdtés
mértékét a csiraszdm fliggvényében, illetve a toxin hatasat a csiraszamra ¢és az inkubacids 1d6
hatasat a toxin megkotésre. Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a toxin megkétése 107
sejt/ml koncentraciotol volt detektalhatd, valamint, hogy a toxin jelenléte nem csokkentette a
tejsavbaktérium torzsek szaporodasi képességét, csiraszamat. Az inkubacids id0 tekintetében a
legtobb torzs esetében nem volt jelentds kiilonbség a 10 perces €s a 48 6ras inkubacids 1d6 kozott,
ahol volt, ott torzsfliggd volt, hogy melyik idétartammal jart nagyobb megkotés. Ebbol arra
kovetkeztettem, hogy a megkotés gyorsan megy végbe, és ezt a szakirodalmi adatok is
alatamasztjak (EI-Nezami et al. 1997, Peltonen et al. 2001, Bueno 2007).

Annak érdekében, hogy a Lactobacillus nemzetség fajainak AFB1 megkoto képességét
minél atfogdbban tesztelhessem, torzsfat készitettem az NCBI (National Center for Biotechnology
Information) adatbazisban fellelhet6 Osszes Lactobacillus faj 16S rDNS szekvenciaja alapjan. A
nagyobb kladok nem mindegyikébdl volt torzs fellelhetd a sajat torzsgyiijteményemben, ezért a
BCCM torzsgylijteményébdl megrendeltem tovabbi 25 faj tipustorzsét, amelyeket bevontam a
toxinkotési vizsgalatokba. A sajat torzsgyiijteményem 20 legjobb AFBI1 kotési képességgel
rendelkezd torzsének ST kotési képességét is vizsgaltam, illetve a BCCM torzsgyijteménybdl
rendelt 25 torzs ST kotési képességét is teszteltem. A tejsavbaktériumok szterigmatocisztin
megkotd képességét korabban még nem vizsgaltak. A vizsgélt torzsek koziil a legjobb AFBI1
megkotési értékkel a L. pentosus TV3 torzse rendelkezett (11,5%), mig a legjobb ST megkotési
értéket a L. plantarum TV1 (23%) térzsének esetében kaptam.

Az eredményekbdl kitlinik, hogy annak ellenére, hogy az AFB1 és a ST hasonl6 szerkezetii
vegyiilet, mégis a szterigmatocisztinbdl koriilbeliil kétszer annyit kotottek meg sejtfelsziniikon a
torzsek.

Ahhoz, hogy atfogd képet kaphassak a tejsavbaktériumok AFBI, illetve ST megkotd
képességét illetéen, a Lactobacillus nemzetség mellett a torzsgyijtemény Lactococcus,
Pediococcus, Enterococcus és Weissella nemzetségeinek torzseit is vizsgaltam. Eredményeim
alapjan ezek a Lactobacillus nemzetséghez képest gyengébb megkotd képességgel rendelkeztek,
esetleg a Pediococcus, illetve Lactococcus nemzetség torzsei kozott talalhatunk olyan

baktériumokat, amelyek javasolhatok lennének ilyen célra.
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9. SUMMARY

Lactic acid bacteria are generally considered to be GRAS microbes. As a result, they are also used
in the food industry, as a feed supplement, and in the human medication. They are important part
of the intestinal microbiota of higher organisms. My research explored the various
biotechnological uses of these versatile microbes. For this, | isolated lactic acid bacteria from fecal
samples of 15 exotic animals of the Budapest Animal and Botanical Garden. From the isolates |
have created a collection of lactic acid bacteria strains with more than 600 strains, which represents
the lactic acid bacteria of the intestinal microbiota of mammals, birds, reptiles, and to a lesser
extent, insects.

During the identification, I used the rep-PCR technique, which made the process more cost-
effective. | grouped the isolated strains using the patterns obtained as a result of rep-PCR, and
thus, sequencing of only 2-3 strains per group had to be financed.

Some strains of lactic acid bacteria are known to be useful in biological detoxification. In
addition to the fact that there are strains that are able to inhibit the growth of mould strains through
their metabolic products, it is also known from the literature that certain strains are able to bind
mycotoxin molecules on their cell surface. Therefore, | performed inhibition studies against
moulds with known mycotoxin producing abilities with lactic acid bacterium strains that well
represented the composition of the lactic acid bacteria strain collection available to me. The SK6
strain of L. salivarius had the best inhibitory ability, and | also measured good inhibition values
for the other strains belonging to this species. In addition to the suspension of the living strains, I
also examined the effect of the cell-free supernatant of lactic acid bacterium strains of good
inhibitory properties, as the literature data are unclear regarding the efficacy of the cell free
supernatant. Based on my tests, the supernatant of the tested strains had no effect on mould growth.
I investigated the effect of metabolic products (lactic acid, acetic acid, ethanol) typically produced
by lactic acid bacteria, but none showed inhibitory effects. From this, | concluded that components
that are only produced in the presence of mould may be responsible for inhibition. Recent research
data suggest that lactic acid bacteria produce bioactive peptides that damege the tip of the mycelia.

Some strains of lactic acid bacteria are also known to be able to bind mycotoxins on their
cell surface. Therefore, | selected strains from all species present in the established strain
collection, and | examined their ability to bind aflatoxin B1 and sterigmatocystin. Preliminary

experiments were performed to select the optimal parameters for the experiments. | tested the
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relations of toxin binding ability and germ count, the effect of toxin on lactic acid bacteria growth
and cell count, and the effect of incubation time on toxin binding.

Based on the results, it can be said that toxin binding was detectable from a concentration
of 107 cells/ml and that the presence of the toxin did not reduce the germ count of the lactic acid
bacterium strains. In terms of incubation time, for most strains, there was no significant differences
between the 10-min and 48-h incubation. Where there was, the incubation time associated with
greater decline was strain-dependent. From this, | concluded that the constraint occurs rapidly, and
this is supported by the literature data (EI-Nezami et al. 1997, Peltonen et al. 2001, Bueno et al.
2007).

In order to test the ability of the species of the genus Lactobacillus to bind AFB1 as
comprehensively as possible, | constructed a tree based on the 16S rDNA sequences of all
Lactobacillus species found in the NCBI (National Center for Biotechnology Information)
database. Not all larger clades were represented in my own strain collection, so | ordered 25
additional type strains from BCCM strain collections, which I included in the toxin binding assays.
| also examined the ST binding ability of the 20 strains with the best AFB1 binding ability in my
own strain collection, and the ST binding ability of the 25 strains ordered from the BCCM strain
collection were also tested. According to my knowledge, the sterigmatocystin binding ability of
lactic acid bacterium strains has not yet been investigated.

Among the tested strains, the best AFB1 binding value was obtained from the L. pentosus
TV3 strain (11.5%), while the best ST binding value was obtained from the L. plantarum TV1
strain (23%). The results show that despite the fact that AFB1 and ST are compounds with similar
structures, the strains bound about twice as much sterigmatocystin.

In addition to the genus Lactobacillus, I also studied the strains of the genera Lactococcus,
Pediococcus, Enterococcus, and Weissella in my strain collection regarding their mycotoxin
binding abilities. However, they had weaker binding capacities compared to the genus
Lactobacillus, perhaps strains of the genera Pediococcus or Lactococcus may have strains that
could be suggested for this purpose.
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