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1. A munka elé6zményei, a kitlizott célok

A tejsavbaktériumok szénhidrat fermentalds soran tejsavat termelnek.
Erre sok baktérium faj képes, amelyek nem feltétleniil allnak rokoni
kapcsolatban. A tejsavképzésiikk miatt az élelmiszeriparban régota
hasznaljak Oket kiilonbozo tejtermékek, zoldségek és huskészitmények
tartositasara, mivel a tejsav csokkenti a kozeg pH-jat, ami gatolja a
romlast okoz6 mikrobak elszaporodasat.

Hosszu ideje folynak kutatasok a tejsavbaktériumok mikotoxin-
mentesitésre vald alkalmazasaval kapcsolatban is. A mikotoxinok
penészgomba torzsek altal termelt masodlagos anyagcsere termékek,
amelyek a magasabb rendli gerincesekre egészségkarositd hatassal
lehetnek. Foként vese- és majkarosodast okozhatnak, de citotoxicitasuk
és rakkeltd6 hatasuk is ismert. Ezen tulajdonsidgaik miatt a
takarmanyokban, illetve  élelmiszerekben  vald  megjelenésiik
meggatolasa rendkiviil fontos mind egészségvédd mind gazdasagi
szempontbol is. Ezért fontos minél hatékonyabb mddszerek kifejlesztése
a mikotoxinok élelmiszerekben, valamint takarmanyokban vald
megjelenésének megakadalyozasara, illetve egészségkarositd
hatasaiknak gatlasara.

Egyes tejsavbaktérium  torzsekrdl ismert, hogy kis
molekulatdomegli anyagcseretermékeik révén képesek gatolni mas
mikroorganizmusok  ndvekedését, szaporodasat.  Penészgombak
novekedését gatld tejsavbaktériumok segithetnek a mikotoxin-
mentesitésben, hiszen, ha a penészgomba nem képes elszaporodni, akkor
mikotoxint sem képes el6allitani az adott termékben. Az is el6fordulhat,
hogy a penészgomba megjelenését és szaporodasat nem sikeriil
megakadalyozni, és a mikotoxin mar jelen van a takarmanyban,
termékben. Mikotoxin-bonté mikroorganizmusok ugyan léteznek, de
takarméanyban, élelmiszerben nagyiizemben 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 megkotni a
mikotoxin molekuldkat. A felszinen megkotott toxin molekulak



érintetlentil athaladhatnak az elfogyasztd allat/ember bélcsatornéjan,
ezaltal segitve a toxin kiiiriilését a szervezetbdl.

A legljabb kutatasok szerint a gerincesek specialisan
adaptalodott tejsavbaktériumaikat a sziilés-tojasrakas soran tovabbadjak
utodaiknak. Ez teszi lehetévé azt, hogy a gerinceseken beliil akar adott
fajokra specifikus mikroba torzsek johessenek létre. E mechanizmus
miatt akar generaciok oOta allatkertben tartott egzotikus allatoknal is
fennmaradnak a specializalodott tejsavbaktérium torzsek, melyek kozé
eddig fel nem fedezett fajok, vagy kiilonleges képességi torzsek is
tartozhatnak.

Munkam soran a céljaim kozt szerepelt:

1. Egy nagy elemszamu tejsavbaktériumokbol dllo torzsgyiijtemény
létrehozasa. Ehhez 15, foként novényevo egzotikus allatkerti allat
székletmintajabol terveztem tejsavbaktériumok izolalasat klasszikus
mikrobiologiai modszerekkel, majd az izolatumok azonositasat
molekularis mikrobioldgiai modszerekkel (genomi DNS kivonas,
repetitiv-PCR (rep-PCR), 16S rDNS PCR)

2. A torzsgyiijtemény tagjainak aflatoxin Bl termeld Aspergillus
flavus penészgomba torzsekre kifejtett esetleges gdtlo hatdisanak
vizsgdlata. Ehhez agar-diffuzios modszert terveztem alkalmazni,
ahol a penészgomba ¢s a tejsavbaktérium torzset szimultan
tenyésztem.

3. A tiorzsgyiijtemény tagok aflatoxin Bl (AFB1), illetve
szterigmatocisztin - (ST) koté  képességének vizsgdlata. A
szakirodalom foglalkozik egyes tejsavbaktérium torzsek AFB1 kot6
képességével, de a ST-nel kapcsolatban nincsenek adatok, igy a
torzsgyljteményem AFB1 és ST adszorpciés képességének
tesztelését, illetve 6sszehasonlitasat is szerettem volna elvégezni.



2. Anyag és médszer

Torzsgyiijtemény létrehozdsa: Munkam soran a Févarosi Allat és
Novénykert kovetkez6 15 egzotikus 4llatanak székletmintaival
dolgoztam: Aldabrai oriasteknés (Geochelone gigantea), Bengali
botsaska (Medauroidea extradentata), Csupasz turkalo (Heterocephalus
glaber), Emu (Dromaius novaehollandiae), Gorilla (Gorilla gorilla),
Gyliriisfarka maki (Lemur catta), Indiai siil (Hystrix indica), Koala
(Phascolarctos cinereus), Mhorr-gazella (Gazella dama mhorr), Sisakos
kazuar (Casuarius casuarius), Szélesszaju orrszarva (Ceratotherium
simum), Sziirke O6riaskenguru (Macropus fuliginosus), Tarvarja
(Geronticus eremita), Vombat (Vombatus ursinus tasmaniensis) és
Vorés macskamedve (Ailurus fulgens). A kivalasztott allatok féként
novényevoek, habar kozilik egyesek rovarokat is fogyasztanak. A
valasztasban a taplalkozas azért jatszott szerepet, mert a névényi eredetii
taplalékkal bevitt mikotoxinra esetleg kialakult egy azzal boldogulni
képes mikroflora.

A mintavételt  kovetéen  klasszikus  mikrobioldgiai
moédszerekkel tiszta tenyészetet hoztam 1étre az egyes torzsekbdl. A
biomasszabol genomi DNS-t vontam ki, majd rep-PCR-t készitettem,
amibdl agardz gélelektroforézis révén mintdzatot nyertem. A mintazat
alapjan csoportositottam a torzseket és minden csoportb6l 2-3 darab
torzsnek a 16S rDNS PCR amplikonjat megszekvenaltattam a Baseclear
Inc.-vel. A szekvencia adatokat az EzBioCloud adatbankban talalhato
16S rRNS gén szekvencidkkal osszevetettem, ami alapjan lehetdvé valt
az egyes csoportok faj szintli azonositasa.

Aspergillus flavus szaporodasanak gatlasa tejsavbaktériumokkal:
Négy killonboz6 aflatoxin Bl termeld A. flavus penészgombatorzsbol
(Zt31, Zt41, Zt55, Zt80) 10° spéra/ml koncentricioju szuszpenzidt
készitettem Tween 80 tartalmu peptonvizben. A penészgomba torzseket
2009-ben izolaltak kukorica silobol. Az igy beoltott taptalajokbol
lemezeket Ontottem két 1épésben. Elobb 10 ml-t Ontdttem a Petri-
csészébe, majd miutdn megszilardult, a kézepére 12 mm atmérdju steril
milanyag kupakot helyeztem, amit korbe Ontdttem ujabb 10 ml
penészgombaval beoltott taptalajjal. Szilardulds utan eltavolitottam a
kupakot és a keletkezett mélyedésbe 100 pl-t pipettaztam a vizsgalni

kivant tejsavbaktérium friss tenyészetének 10® sejt/ml koncentracidju
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kikiiszobolhetdvé valt, hogy esetleg a baktérium szuszpenzid az agar és
a Petri-csésze kozott szétszivarogjon, ami pontatlan eredményhez
vezethetne. A Petri-csészéket 37 °C-os termosztatban 72 oran keresztiil
inkubaltam. Ezt kovetden lemértem a lyuk koriili gatlasi zona sugarat.

Mikotoxin kotési vizsgalatok: A tejsavbaktérium gyljteményilink
beazonositott mintait, illetve a BCCM (Belgian Co-ordinated
Collections of Micro-organisms) torzsgyiijteménybdl rendelt 25 db
Lactobacillus faj tipustorzsét aflatoxin B1 és szterigmatocisztin megk6td
képességiik szempontjabol is vizsgaltam.

Az  optimalis  kisérleti  paraméterek = megallapitasara
elokisérleteket végeztem kiilonb6z6 Lactobacillus fajok torzseivel.
Vizsgaltam a toxin hatisat az egyes torzsek szaporodasi képességére
toxin jelenlétében, illetve az inkubacidos id0 hatdsat a toxin
megkdotédésére. Emellett azt is megvizsgaltam, hogy a toxin megkotédés
mekkora csiraszamtol kimutathato.

Az elokisérletek eredményi alapjan a vizsgalt tejsavbaktérium
torzseket 15 ml MRS taplevesben felndvesztettem és ehhez 0,2 ppm
AFB1 vagy ST toxint adtam. Negativ kontrollként MRS taplevest
hasznaltam, mig pozitiv kontrollként 0,2 ppm toxint tartalmazé6 MRS
taplevest. A csoveket vortexeltem, majd 10 percig szobahdmérsékleten
inkubaltam. Ezt kovetden 40 percen keresztil 4.000 rpm-en
centrifugaltam Oket a feliiliszo és a biomassza szétvalasdhoz. A
feliiliszot steril Falcon csébe atontottem és tovabbi vizsgalatokig -
80 °C-on ultramélyhtitében helyeztem el. A biomassza AFBI1 vagy ST
tartalmat HPLC segitségével hataroztak meg.

Aflatoxin Bl és szterigmatocisztin mennyiségi meghatarozasa
HPLC technikaval: A kontroll esetében a toxin extrakciojahoz a
mintabol 1 ml-t 2 ml térfogati Eppendorf-cs6be mértem, majd 1 ml
diklérmetant adtam hozza. 20 percig razattam, mialatt a toxin atoldodott
a taplevesbdl a diklormetanba. Ebbél pipettaztam at 0,2 ml-t 2 ml-es
Eppendorf-csébe, majd 50 °C-on beparoltam a mintdkat a HPLC
méréshez. A lecentrifugalt biomasszat 0,2 ml metanol és 1,8 ml
diklormetan elegyével 20 percig razattam, majd lecentrifugaltam. A
metanol-diklérmetan fazisbol 1 ml-t 50 °C-on beparoltam a HPLC
méréshez.



HPLC mérés: A beparolt mintdkat 1 ml eluens oldatban feloldottak és
0,45 pum porusméretli hidrofil politetrafluoretilén filteren atsziirték a
HPLC mérést megel6zéen. Az izokromatikus folyadékkromatografias
szeparaciot kovetden a mintak mikotoxin mennyiségét UV detektalassal
AFBL1 esetében 365 vagy 240 nm hullamhosszon, mig a ST esetében
325 nm hullimhosszon hatdroztdk meg. A szeparacid Brisa
(Technochroma, Spain) C18 oszlopon (5 pm, 15 cm x 0.46 cm) 30 °C-
on tortént. A biomassza értékeit a pozitiv kontroll (0,2 ppm AFBI,
illetve ST tartalmi MRS tapleves) esetében kapott ¢értékhez
hasonlitottam.



3. Eredmények

Egzotikus allatok székletmintaib6l MRS taptalajon izolalt mikrobak
osszetétele

Allatkerti egzotikus novényevd éllatok  székletmintajabol MRS
tejsavbaktérium szelektiv tdpagaron tenyésztettem ki a dominans
baktériumokat. Allatonként 8-100 izolatumot gyiijtttem. Legkevesebb a
botsaskabol (8), a legtdbb pedig a gylirlisfarka makibol (89) sikeriilt. A
mintazatok vizsgalatandl szembeting felismerés, hogy egy allatfaj
székletmintajabol izolalt torzsek, ha egy fajhoz tartoztak is, eldfordult,
hogy mas mintazatot mutattak. Vagyis a mintazatok egy baktérium fajon
beliil torzsek szintjén is eltéréek lehetnek. Onmagiban ez a tény
megkérddjelezhetné a modszer hasznossagat, ugyanakkor még igy is
jelentds koltségmegtakaritassal jar ennek a modszernek a hasznélata,
mivel eléfordul ugyan egy-egy mintazat eltérés, de Osszességében a
legtobb torzs mintazata egyforma képet mutat egy adatt fajon beliil.
Nagyon eltéré mikrobadsszetétel volt megfigyelhetd a vizsgalt mintak
kozott. Egyes allatok esetében, mint példaul a gorilla, a sziirke
oridskenguru vagy épp az emu csak egy nemzetség kiillonbozo fajainak
torzsei dominaltak a mikrobiomban. Ezzel szemben a vombat, a
sz€lesszaju orrszarvia €s az tarvarju esetében meglehetésen diverz
mikrobidtat izolaltam. A koala esetében még ennél is diverzebb
mikrobiotat talaltam, Sajnos azonban patogén fajokhoz tartozo torzsek is
voltak kozottik, pl. Shigella flexneri vagy a fakultativ patogén
Escherichia coli. Az MRS tapkozegnek koszonhetben (amely szelektiv a
tejsavbaktériumokra nézve), néhany kivételtdl eltekintve, a
tejsavbaktérimokhoz tartoz6 nemzetségek fajainak torzseit sikeriilt
izolalnom. Atlagosan elmondhato, hogy ugyan éllatonként 100 telepet
izolaltam (kivételt képez a Bengali botsaska, ahol csak 5 db telep nétt ki
a szélesztést kovetden), az izolatumok koriilbeliil 60% lett tartéosan
fenntarthatdo. A fagyasztasra érzékenyebb torzsek a fagyasztast
megel6zéen hozzaadott glicerin ellenére sem voltak feléleszthetéek a
késdbbiekben.

Aldebrai oridsteknds (Geochelone gigantea): A 100 db fécesz mintabol
izolalt telepb6l mindGsszesen 32 db minta szaporodott fel MRS
taplevesben. Az izolatumok 41%-a tartozott a Lactobacillus nemzetség 3
kiilonbozé fajahoz, amik kozott a L. paraplantarum dominélt. A



Weisella nemzetség egyetlen faja a W. soli képviseltette magat a mintak
kozott 22%-os részaranyban. Az Enterococcus nemzetséghez a torzsek
9%-a tartozott 3 kiilonbozd faj kozott egyenlé eloszlasban, mig a
Pediococcus nemzetséghez szintén 9%-a tartozott a torzseknek, ebben
az esetben azonban minden toérzs 1 fajhoz, a P. pentosaceus-hoz
tartozott. Az izolatumok fennmaraddé 19%-a a Staphylococcus
gallinarium fajhoz tartozott, az ide tartozé izolatumok annak ellenére is
felszaporodtak az MRS taplevesben, hogy az szelektiv a
tejsavbaktériumokra.

Bengali botsaska (Medauroidea extradentata): A székletmintabol 12
db telep nétt ki az MRS tapagar felszinén. Ebbdl az izoldlas soran 5
minta szaporodott fel MRS taplevesben, amelyek 80%-a Enterococcus
hormaechei fajhoz tartozo torzs volt, mig a mintak 20%-a, vagyis 1 torzs
a Cronobacterium zurichensis fajhoz tartozott.

Csupasz turkalo (Heterocephalus glaber): 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 Gsszes torzs 91%-a ehhez a fajhoz tartozott. Minddsszesen
1 torzs tartozott a Staph. epidermis fajhoz, ami nem tartozik a
tejsavbaktériumok ko6zé, nevébdl adoéddéan az allat borfelszinérol
keriilhetett a féceszbe.

Emu (Dromaius novaehollandiae): 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
aranyban oszlottak meg. A legnagyobb aranyban az E. mundtii (26%) faj
torzsei dominaltak a mintak kozott.

Gorilla (Gorilla gorilla): A 100 db izolalt telep koziil 51 db szaporodott
fel MRS taplevesben. Ezek mindegyike a Lactobacillus nemzetséghez
tartozott, és 6 kiilonbozd faj kozott oszlottak meg, dominansnak a L.
kitasatonis faj bizonyolt, amihez a mintak 45%-a tartozott.

Gyiiriisfarki maki (Lemur catta): 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 kozdsséget. A gorilldhoz 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.

Indiai siil (Hystrix indica): Az izolalt mintakbol 37 telep szaporodott
fel MRS taplevesben. A torzsek 73%-a tartozott a Lactobacillus
nemzetséghez. A L. paraplantarum dominélt a teljes minta Gsszetételt
tekintve. A Pediococcus nemzetséghez a torzsek 24%-a tartozott (21% a
P. pentosaceus, 3% P. stilesii).

Koala (Phascolarctos cinereus): Az izolalt telepekb6l 55 db
szaporodott fel MRS taplevesben. Sajnos a mintak legnagyobb hanyadat
(45%) a korokozo Shigella flexneri fajhoz tartozo torzsek tették ki. A
torzsek 15%-a az Enterococcus avium fajhoz tartozott. 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.

Mhorr-gazella (Gazella dama mhorr): Az izolalt telepek koziil 37 db
szaporodott fel MRS taplevesben. A torzsek az 51%-a tartozott a
Pediococcus nemzetség két fajahoz. A P. acidilactici volt a
dominansabb faj, Osszességében a torzsek 43%-a tartozott ide. Az
Enterococcus nemzetséghez a torzsek 46%-a tartozott, a nemzetségen
beliil az E. lactis dominalt. A Lactabacillus nemzetség L. mucosae
fajahoz a torzseknek csak a 3%-a tartozott.

Sisakos kazudr (Casuarius casuarius): 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.

Szélesszdju orrszarvit  (Ceratotherium simum): . 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.



Nyugati  sziirke  oridaskenguru  (Macropus  fuliginosus): A
székletmintabol izolalt 100 db telepbdl 69 db szaporodott fel az MRS
taplevesben. A torzsek 93%-a az Enterococcus nemzetséghez tartozo 5
faj k6zott 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).

Tarvarju (Geronticus eremita): 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 torzsek 3%-
a. Az Enterococcus nemzetséghez a torzsek 25%-a, mig Pediococcus
nemzetséghez 22%-a tartozott.

Vombat (Vombatus ursinus tasmaniensis): Az MRS taplevesbe oltott
100 telepbdl 21 szaporodott fel. A torzsek 48%-a a Pediococcus
nemzetséghez tartozott, egyenlé aranyban a P. lolii (24%) és a P.
acidilactici (24%) fajokhoz. A Lactobacillus nemzetséghez a torzsek
23%-a tartozott, leginkabb a L. reuteri és a L. salivarius fajokhoz. Az
Enterococcus nemzetséghez a torzsek 24%-a tartozott, mig a
Leuconostoc nemzetséghez 5%.

Voros macskamedve (Ailurus fulgens): Az MRS taptalajrol izolalt 100
telep koziil 47 db szaporodott fel MRS taplevesben is. Az Enterococcus
nemzetséghez tartozott a legtdbb izolalt faj. A nemzetségen beliil 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 térzsek 13%-a tartozott ide.

Aspergillus flavus szaporodasinak gatlisa tejsavbaktériumokkal

Meghataroztam tejsavbaktérium torzseim gatlo hatasat AFB1 termel6 A.
flavus penészgomba térzsek (Zt30, Zt40, Zt55, Zt80) szaporodasara. Az
¢lé tejsavbaktériumok mellett megvizsgaltam a sejtmentes feliiluszo
valamint a heterofermentativ tejsavbaktériumok altal termelt tejsav,
ecetsav és etanol hatasat is. A jo gatlasi képességgel rendelkez6 SK29
felilluszojat vizsgalva nem tudtam gatlo hatast kimutatni egyik
penészgomba torzs esetében sem. Ugyan igy a tejsav, az ecetsav és az
etanol sem mutatott gatld hatast. Ezekbdl az eredményekbdl arra



kovetkeztettem, hogy nem a tejsavbaktériumok altal altalanosan termelt
szerves vegyiiletek okozzadk a gatlast, hanem esetleg olyan bioaktiv
peptidek, amelyek csak a penészgomba jelenlétében termel6dnek. Ezt
erdsitik meg a legijabb kutatasok is a tejsavbaktériumok penészgomba
gatlasaval kapcsolatban (Luz et al. 2017, Muhialdin et al. 2020). A
kisérlet soran 19 kiilonb6z6 tejsavbaktérium fajhoz tartozd 82 tdrzset
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 tartozd torzseknek
volt a legjobb gatlasi képességiik. A legnagyobb gatlasi zéna 5 mm
széles volt és a sisakos kazuarbol izolalt egyik L. salivarius torzs
esetében mértem.

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

Mikotoxin kotési vizsgalatok

A nagyszamu tejsavbaktérium toérzsem toxin megkotési képességének
vizsgalatdhoz sziikséges volt elvégezni néhany megel6z6 kisérletet az
optimalis paraméterek megtalalasahoz.

A csiraszam hatdsa a toxin megkotésre: A detektalhatd toxin megkotés
csak a 107 sejt/ml koncentraciotol volt kimutathaté mind az aflatoxin
B1, mind a szterigmatocisztin esetében.

Az inkubdcios idd hatdsa a toxin megkétésre tejsavbaktériumok
esetében: Ot kiilonbozd Lactobacillus fajhoz tartozd térzset AFBI
toxinnal 10 percig, illetve 48 6raig inkubaltam. Harom torzs esetében az
inkubacids id6 hossza érdemben nem befolyasolta a toxin megkdtés
hatékonysagat, egy esetben a hosszabb és egy esetben a rovidebb
inkubacios id6 volt hatékonyabb. A szakirodalmi adatok és
praktikussagi szempontbdl is a rovidebb idétartamot alkalmaztam a
tovabbi mérések soran.

Toxinok hatisa a tejsavbaktérium torzsek sejtszamdra: Mivel a
mikotoxinok a magasabb rendli él6lények esetében komoly



egészségkarositd hatassal birnak, ezért felmeriil a kérdés, hogy a
baktériumok esetében is van-e barmilyen negativ hatasuk. Ezért a két
toxinnak a baktériumok csiraszamara kifejtett esetleges negativ hatasat
is vizsgaltam. Méréseim alapjan a vizsgalt koncentracioban sem az
AFBI1 sem a ST nem okozott jelentds sejtszam csokkenést a kontrollhoz
képest.

A Lactobacillus nemzetség AFB1 kotési kapacitasa

Aflatoxin B1 megkotés szempontjabol 80 torzset teszteltem a sajat
torzsgylijteményemb6l. Annak érdekében, hogy a Lactobacillus
nemzetség fajainak AFB1 megkotd képességét minél atfogdbban
tesztelhessem, torzsfat készitettem az NCBI (National Center for
Biotechnology Information) adatbazisban fellelhet6 6sszes Lactobacillus
faj 16S rDNS szekvenciaja alapjan. A nagyobb kladok nem
mindegyikébdl volt torzs fellelhetd a sajat torzsgylijteményemben, ezért
a BCCM (Belgian Co-ordinated Collections of Micro-organisms)
torzsgylijteménybdl megrendeltem tovabbi 25 faj tipustorzsét, amelyeket
bevontam a toxinkotési vizsgalatokba. A sajat torzsgylijteményem 20
legjobb AFB1 kotési képességgel rendelkezo torzsének, illetve a BCCM
torzsgylijteménybol rendelt 25 torzs ST kotési képességét is vizsgaltam.

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 rendelkeztek. Az Osszes vizsgalt torzs koziil 5% folott csak 14
torzs volt képes a toxin kotésére. A vizsgalt Lactobacillus fajok NCBI
adatbazisban fellelhet6 tipustdrzseinek 16S rDNS szekvencidjan alapulod
torzsfat készitettem. Ezen megfigyelhetd, hogy a legjobb toxinkotd
képességgel rendelkezé Lactobacillus torzsek kozeli rokonsagban
allnak. Tovabbi 33 torzs esetében 3-4% kozotti kotési kapacitast kaptam.
A tovabbi vizsgalt 58 torzs esetében kevesebb, mint 3% volt a megkotés.

A Lactobacillus nemzetség szterigmatocisztin kotési kapacitasa

A 14 legjobb AFBI megkotési eredménnyel rendelkezd sajat
torzsgylijteményemben megtalalhatdo térzs mellett a 25 BCCM
torzsgylijteménybdl rendelt térzs szterigmatocisztin megkotd képességét
is teszteltem. Nincs adat a szakirodalomban arrdl, hogy
tejsavbaktériumok szterigmatocisztin megkotd képességét vizsgaltak
volna korabban. Az eredmények azt mutatjak, hogy a L. plantarum TV1,
AT1, AT3, ATS5, a L. paracasei MAS8 és a L. pentosus TV3 torzsek



rendelkeznek a legjobb ST kotd képességgel. Ezek a torzsek 0,2 ppm ST
koncentracio mellett tobb mint 20%-o0s kotést mutattak. Ahogy az AFB1
esetében, gy itt is a jo kotési képességekkel rendelkezd torzsek kozeli
rokonagban all6 fajokhoz tartoznak, mi tobb, a legjobb AFB1 és ST koto
fajok kozott atfedés van.

Munkam soran kiemelt figyelmet szenteltem a Lactobacillus nemzetség
toxinkotési potencialjanak vizsgalatara. Ugyanakkor mas nemzetségek
fajai is a tejsavbaktériumokhoz tartoznak. Egy atfogdbb képhez ezeknek
a nemzetségeknek a torzseit is érdemes vizsgalni. A tejsavbaktérium
torzsgylijteményem szamos nem Lactobacillus nemzetséghez tartozo
torzset is tartalmaz, igy ezek jelentds részének is megvizsgaltam AFBI1
kotési képességét.

Enterococcus torzsek AFB1 koté kapacitasa

Huisz Enterococcus térzs AFBI1 kot képességét vizsgaltam. A vizsgalt
torzsek kozott a legmagasabb kotési értékekkel az E. hirae ATI12
(4,62%) és az E. lactis SK34 (3,40%) torzsek rendelkeztek. A tObbi
torzs esetében a kotés 1,61% alatt volt.

Pediococcus torzsek AFB1 kotési kapacitasa

A Pediococcus nemzetség 24 torzsének AFB1 kotési képességét
vizsgaltam meg. 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. A
vizsgalt torzsek koziil a P. acidilactici OR83 torzs bizonyult a legjobb
AFB1 megkotonek. A tobbi torzs 4% koriili vagy az alatti megkdotési
értéket mutatott.

Pediococcus torzsek ST kotési kapacitasa

Ot Pediococcus nemzetséghez tartozd torzs ST megkdtd képességét
vizsgaltam. A megkotési értékek 9-18% kozott voltak. Ezek az
eredmények megerdsitik a Lactobacillus nemzetség térzseinél latottakat,
miszerint a vizsgalt tejsavbaktérium torzsek ST megkotd képessége
kétszerese az AFB1l-nek. Ezidaig a szakirodalomban nem volt publikalt
adat Pediococcus nemzetséghez tartozo torzsek ST koté képességével
kapcsolatban.



I3

Lactococcus és Weissella nemzetség torzseinek AFB1 kotd
kapacitasa

A torzsgylijteményben ezekhez a nemzetségekhez tartozo torzsekbol
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 Lactococcus torzsek 2,2-2,5% kozott kotottek, mig a
Weissella torzsek 0,7- 1,2% kozott.



Uj tudomanyos eredményeim

A Févarosi Allat- és Novénykert egzotikus allatainak fécesz
mintdit feldolgozva egy tobb mint 600 torzsbol 4allo
tejsavbaktérium torzsgyijteményt hoztam létre.

Az indiai siil székletmintdjabal sikerrel izolaltam egy 0j mikroba
torzset, amelyrél kideriilt, hogy nemcsak uj faj, hanem 1j
nemzetség is. A torzs a tudomany szamara Micrococcoides
hystricis néven lett leirva (Toth et al. 2017).

Tizenkilenc kiilonboz6 tejsavbaktérium fajhoz tartozd 82 torzs
vizsgalataval atfogod képet kaptam a tejsavbaktérium torzsek
Aspergillus flavus AFBI1 toxint termeld torzsekre gyakorolt
gatlasi képességér6l. A Lactobacillus salivarius, a L. crustorum,
a L. paracasei, a L. plantarum és a Pediococcus pentosaceus
fajokhoz tartozé torzseknek volt a legjobb gatlasi képességiik.

A Lactobacillus nemzetség tipustorzseinek 16S rDNS
szekvenciaja alapjan torzsfat készitettem €s minden nagyobb klad
AFB1 megkoté képességét teszteltem, a legnagyobb megkotési
értékekkel (10% f616tt) az egymashoz filogenetikailag kozel allo
L. pentosus, L. plantarum ¢és L. graminis fajok torzsei
rendelkeztek.

Tudomasom szerint elGszor 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  tdrzsek
szterigmatocisztin megkdtése megkdzelitdleg kétszerese volt az
aflatoxin B1 megkotésének.



4. Kovetkeztetések és javaslatok

Tarajos siilbdl sikeriilt izoldlni egy Uj faj, uj nemzetség torzset, amivel
igazoltam, hogy érdemes egzotikus allatok mikrobiomjaval foglalkozni.

A rep-PCR koltséghatékonyabba tette kdzel 1000 torzs faj
szintll azonositasat.

Egyes tejsavbaktérium tdrzsek valdban képesek gatolni a
penészgombak novekedését. Arra lehet kovetkeztetni, hogy a
penészgomba jelenléte valtja ki a gatld metabolitok termelését a
tejsavbaktériumokbol.

A tejsavbaktériumok mikotoxin megkotési képességét aflatoxin
B1 és szterigmatocisztin esetében teszteltem. A szakirodalmi adatokhoz
képest alacsonyabb megkotési értékeket kaptam az AFB1 esetében. A
szakirodalmi cikkekben nagy altalanossagban a vizsgalatokat PBS
pufferben végezték, mig én MRS taplevest alkalmaztam, amely jobban
reprezentalja a tejsavbaktériumok természetes kozegét. Ebbdl kifolyolag
nem vethetdek jol 0ssze az eredményeim az irodalomban szereplokkel.
Az irodalmi és az altalam mért eredmények kozotti kiilonbség masik oka
lehet, hogy az azonos fajhoz tartozo torzsek kotési képessége is nagyon
eltérhet egymastol, amit Chapot-Chartier et al. 2010-ben megjelent
eredményei is aldtamasztanak. Leirtak, hogy a megkotésben eddig a
legnagyobb szereppel rendelkezének vélt peptidogliikanhoz egy sejtfal
poliszacharid kapcsolddik kovalensen, egy réteget l1étrehozva koriilotte.
Ennek a poliszacharidnak a mennyisége a peptidogliilkanon torzs szinten
eltér6 valtozatossagot mutathat.

A szterigmatocisztint kétszer nagyobb mértékben kototték a
tejsavbaktérium sejtek, mint az AFBl-et. Ennek oka egyrészt lehet az,
hogy a szterigmatocisztin molekularis struktiraja eltér az aflatoxin B1-
ét6l, masfeldl az is elképzelhetd, hogy a tejsavbaktérium sejtfelszinén
azaltal kotodik meg tobb ST, hogy ez a mikotoxin vizes kdzegben
aggregatumokat képez, igy egy kotéhelyhez egyszerre tobb ST molekula
is kot6dhet (Jaksic et al. 2019).

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

A legjobb toxinkdtd képességekkel rendelkezd torzseinkkel
jelenleg is zajlanak Aallatetetési vizsgalatok. A szarvasmarhak
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aflatoxinnal dusitott takarméanyat toxinmegkdtd tejsavbaktériumokkal
egészitjik ki, és a tej aflatoxin M1 tartalmat mérjik a kontroll
(tejsavbaktérium-mentes) takarmannyal Osszevetve. A c¢él annak
igazolasa, hogy a tejsavbaktériumok megkotik a toxint és az allat
bélcsatornajan végighaladva végiil kitiriilnek a szervezetbdl anélkiil,
hogy a toxin a tejbe jutna.

A tejsavbaktérium torzsgyiijtemény torzseinek kotd képességét
tovabbi mikotoxinok, pl. patulin, zearalenon, ochratoxin esetében is
érdemes lenne tesztelni.
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