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1. Bevezetés

Az in vitro emésztési modelleket széles korben azért alkalmazzak, hogy szimulalt
gasztrointesztinalis koriilmények k6zott nyomon kovessék az elfogyasztott élelmisze-
rek strukturdlis véaltozdsait és a bioaktiv komponensek biolégiai hasznosuldsat. Az
emésztési modellek altaldban csak az emésztés egy-egy kiragadott szakaszat modelle-
zik, az adott szakasznak megfelel6 mesterséges emészténedveket alkalmazva. Az alta-
lunk alkalmazott modell az emésztés 0sszetett biokémiai folyamatait tobblépcsds mo-
dellben szimulalja, reprodukalva a szdj, gyomor, vastaghél, vékonybhél eltér6 fiziologias
korulményeit, igy a vizsgalatok széles korére alkalmazhatd. Az emészténedveket mes-
terségesen allitjuk dssze, és az egyes miiveletek folyamatos kevertetés mellett, 37 °C h6-
mérsékleten végezzik el. A vastaghél szakaszban a valds viszonyokat szorosan model-
lez6 hattagu baktériumkozosséget alkalmazunk két potencidlisan patogén (Clostridium,



92 |

Bacteroides), két jotékony hatasu (Bifidobacterium, Lactobacillus) és két, az un. ,kétarcu
flérdhoz” tartézo torzzsel (E. coli, Enterococcus). Vizsgalataink soran az in vitro bél mik-
robiota kvantitativ valtozasait szelektiv agar lemezeken vald tenyésztéssel hatarozzuk
meg, amely azonban nem megfelel6 minden esetben, ugyanis a legtobbszor a szelektiv
téptalajokon nem csak egy, hanem t6bb baktérium is képes névekedni. Ezeket a baktéri-
umokat ugyan telepmorfolégia alapjan el lehet kiiloniteni, de vegyes tenyészetben alkal-
mazva egy-egy baktérium pontos telepszamanak meghatdrozdsat nagyon megneheziti,
ha tobb masik baktérium is képes novekedni az adott taptalajon. A szelektiv taptalajo-
kon torténd tenyésztés masik hatranya az, hogy nagyon idéigényes, alassabban névekvé
anaerob baktériumok esetében akdr 3-4 nap is lehet (pl. Bifidobacterium longum). A vas-
taghél mikrobidta modellezésére alkalmazott fermentacids rendszer szintén 3-4 napos
tenyésztést igényel, és hidba monitorozzuk naponta a baktériumszam-valtozast, ha er-
rél csak a folyamat végére kapunk eredményt. Tehat ha nem kivdnatos valtozas torténik
a fermentorban (pl. hat baktérium koziil valamelyik elpusztul), akkor annak ledllitasa
nem lehetséges, mert a szelektiv taptalajokon toérténé tenyésztés idéigényessége miatt
errdl nem szerzlink idében tudomast. Ezért sziikségszertivé valt egy molekuldris biolo-
giai modszer kifejlesztése, mely pontosan és gyorsan képes meghatarozni az emésztési
modellben alkalmazott hat baktérium telepszdmnak valtozdsat. Munkdm sordn ezen
technika, vagyis a kvantitativ Real-Time PCR alapu baktériumtelepszam-meghatarozas
fejlesztésébe kapcsolddtam be az Eszterhdzy Karoly Féiskola Egerfood Regiondlis Tudas-
kozpont molekuldris bioldgiai laboratériuméban.

2. Irodalmi attekintés

2.1. Az in vitro emésztési modellek felépitése

Az in vitro emésztési modellek alapvet6en hadrom lépésben modellezik az emberi
emésztés folyamatat: az elsd szakasz a tdpanyagok enzimatikus bontdsat szimuldlja,
majd ezt kdveti a felszivodas és a vastaghél mikrobiota modellezése.

Az emésztés modellezése sordn a leggyakrabban haszndlt emészt6enzimek a pep-
szin, a tripszin, a pankreatin, a kimotripszin, a peptidaz, az a-amilaz és a lipaz. Egyes
tanulmanyokban olyan enzimeket haszndlnak, melyeket emberekt6l gytjtottek be (Al-
maas és mtsai., 2006; Chattertona és mtsai., 2004), mig masok allati vagy novényi forras-
bol szarmazo enzimkivonatokat alkalmaznak. Kitabatake és Kinekawa (1998) enzimke-
verékekkel dolgozott sertés és emberi eredet(i pepszint, patkdny eredeti gyomornedvet,
pankredsz nedvet alkalmazva. Azok az emésztéses tanulmanyok, amelyek egy komplex,
tobbkomponensi élelmiszer rendszert vizsgdlnak, az emésztéenzimek széles skaldjat
alkalmazzak (Oomen és mtsai., 2003; Versantvoort és mtsai., 2005; Xing és mtsai., 2008).
Altaldban az in vitro médszerek a kévetkezékon alapszanak: keményitéemésztés a-ami-
lazzal, lipidemésztés lipazzal és fehérjeemésztés pepszinnel és/vagy pankreatinnal.

Afelszivéddas vizsgalatdhoz leggyakrabban alkalmazott humén sejtvonalak a Caco-2,
a HT29. Mindkét sejttipus humén vastagbél karcinémébol szarmazik, differencidléda-
suk azonban bélhamsejtekre jellemzd tulajdonsédgokat mutat. Ujabb kutatasok (Cencic és
Langerholc, 2010) a daganatos sejtek helyett az immortalizalt bélhdmsejteket részesitik
elényben, mivel a daganatos sejtek adhézids molekuldi nem azonosak az egészséges bél-
hamsejtekével. Az abszorpcios és bioldgiai felvehetfségre vonatkozo6 tanulméanyokban
Caco-2 sejtvonalakkal &ltaldnosan egy ugynevezett inszercids technoldgiat alkalmaz-
nak (Sabboh-Jourdan és mtsai., 2011; Mahler és mtsai., 2009; Biehler és mtsai., 2011), és a
vizsgdland6 anyagok transzportjat folyamatos mintavétellel kévetik nyomon.
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2.2. Az emberi bélmikrobidta dsszetétele és szerepe

A vastagbél-mikrobidéta modellezéséhez kiemelked6 fontossdgu a bélmikrobio-
ta pontos ismerete (Meyer A., 2004). Az emberi bélmikrobi6ta 6sszetétele és a gazda-
szervezettel vald kapcsolata alaposan tanulmanyozott, de még igy is szdmtalan kérdés
megvdlaszolatlan. A mikrobdk nemcsak az emberi szervezet szdmaéra emészthetetlen
tdpanyagok lebontdsat és atalakitasat végzik el, hanem szamos fontos anyagot (esszenci-
alis aminosavak, vitaminok stb.) allitanak el6. A szamos informacié ellenére a bélmik-
robidta szerepe még tobbségében ismeretlen (Sekirov és mtsai., 2010).

Az emberi széklet grammonként kb. 10?2 mikroorganizmust tartalmaz, ami tizszer
tébb, mint az emberi szervezet dsszes sejtjének szdma (Ley és mtsai, 2006). A bélbak-
tériumok igen diverzek, a tobbségiik anaerob (95%), ezért a vizsgalatuk igen nehézkes
klasszikus mikrobiolégiai modszerekkel (tenyésztés, egyszer( fejtések, mikroszképos
technikdk). A bélmikrobidta kezdeti tanulmanyozasa soran, csupan a benniink é16 bak-
tériumok toredékét tudtdk vizsgdlni. Az els6 tenyésztési modszeren alapuld vizsgalatok
szerint az emberi bélbaktériumok szama kb. 400-500 (Mata és mtsai., 1969; Moore és
Holdeman, 1974; Finegold és mtsai., 1977).

A tudomany fejlédésével azonban egyre tobb tenyésztéstdl fliggetlen technika léte-
zik, mellyel a mikrobak vizsgdlhaték, nyomon kévethet6k. Manapsadg mar nem meglepd,
hogy az emberi bélrendszerben talalt mikrobak 80%-at nem tenyésztették ki, de ennek
ellenére meghataroztdk kiillonb6z6 molekuldris bioldgiai médszerekkel (Eckburg és mt-
sai., 2005).

Jelenleg azonban a molekularis biolégiai mdédszerek sem adnak informdciét min-
den baktériumrdl, mivel a legtobb esetben a metagenomikai technikdk 10 sejt/ml (vagy
gramm) alatti mennyiségeket nem tudnak kimutatni, igy a kisebb szdmban el6fordulé
baktériumok vizsgalata mind a mai napig nehezen megoldhato.

Alegfontosabb és nagy szdmban jelen 1év6é mikroorganizmus-populécié a gasztroin-
tesztinalis traktuson beliil a vastaghélben kolonizalédik, ahol valédi szimbiézisban a
gazdaval kulcsfontossagu szerepet jatszik az egészség megdrzésében. Egy idedlis vastag-
bél 6koszisztémaban a potencidlisan egészségvédd hatdssal rendelkezd mikroorganiz-
musok tulsulyban vannak szdmban és aktivitdsban a potencidlisan karos fajok felett.
Ezt az allapotot ,normobidzisnak” nevezziik (Roberfroid és mtsai., 2010). Ennek az ide-
alis allapotnak a megzavardsa patogénekkel vagy egyéb artalmas faktorokkal a ,,disz-
bidzis” tiinetegyiitteséhez vezethet, amely egy olyan vastagbél-mikrobidta kialakulasat
jelenti, amelyben egy vagy tobb potencidlisan karos mikroba genusz vagy faj dominan-
ciat élvez a jotékony baktériumok felett, ezzel egy betegségre hajlamosito szituaciot te-
remtve. A prebiotikumokkal kapcsolatos kutatasok eredményeibdl vildgosan latszik,
hogy a bélmikrobiéta kompozicidjanak és/vagy aktivitdsanak szelektiv modifikaci6jan
keresztil erdsiteni lehet a ,normobidzis” dllapotat. Az étrend kulcsfontossagu szerepet
jatszik a bélmikrobidta kompoziciéjdnak modulacidjaban. Ezért nagy jelentésége és pi-
aci szerepe van az egészséges, funkciondlis élelmiszerek fejlesztésének, melyek vala-
milyen innovativ, egészségvédd dsszetevivel, példaul prebiotikumokkal tdmogatjak a
bélmikrobidta normadlis funkcidit, szelekitven stimuldlva a probiotikus térzsek néveke-
dését és/vagy aktivitasat a vastaghélben.

2.3. A bélmikrobidta modellezése

A vastagbél-mikrobiéta modellezése sordn az egy komponensd in vitro rendsze-
rekben kiillonb6z6 szubsztratokat inkubdlnak (élelmiszer matrixban vagy anélkil) a
kivalasztott baktérium tiszta tenyészetével (Su és mtsai., 2007), tobb baktérium kevert
tenyészetével (Fooks és mtsai., 2002) vagy székletbdl szarmazé mikrofléraval (Hernot és
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mtsai., 2009). Ezen tanulmdanyok célja nyomon kovetni a széklet mikrobidtdban végbe-
meno6 valtozasokat a kiilonb6z6 szubsztratok hatasara, valamint mérni és 6sszehasonli-
tani a gaztermelést és a rovid szénldncu zsirsav produkciét, mint a kiilonb6z8 szubszt-
ratok fermentdcidjanak végtermékeit.

A komplex, tobb komponensli vastagbélmodellekben reprodukaljak a proximalis/
aszcendens, transzverz és disztalis/deszcendens vastagbélszakaszokat (Gibson és mt-
sai., 1994; McBain és mtsai., 1997). Az un. ,,SHIME” modell (simulator of the human in-
testinal microbial ecosystem) 6t hémérséklet és pH kontrollalt edény sorozatdbol 4ll,
melyek szimuldljdk a gyomrot, a vékonybelet és a kiilonb6z6 vastagbél szakaszokat. A
rendszerbe komplex taptalajt adagolnak, mely tartalmazza a vizsgalni kivant szubsztra-
tokat, hogy tanulmdanyozzdk ezek fermentacidjat, nyomon koévessék a kiilénb6z6 meta-
bolitokat, és analizdljak a hatdsukat az enzim aktivitasra és a mikrobidta dsszetételére,
telepszdmolassal, kvantitativ PCR-al és DGGE-vel (van de Wiele és mtsai., 2004). A proxi-
malis vastaghélben végbemend fermentacié egy még pontosabb in vitro modellje a TIM
— 2 modell (TNO-intestinal model-2) (Minekus és mtsai., 1999; Venema és mtsai., 2003).
Ez arendszer belil flexibilis falu tivegedények sorozatabdl 4ll. Az tiveg és a flexibilis fal
kozé pumpalt vizzel tudjak szimuldlni a perisztaltikat és a hémérsékletszabalyozast,
mely szamitégép kontrollalta folyamat. Az edények ezen kivil fel vannak szerelve egy
dializis membrannal a lumenben, mellyel szimuldlni kivdnjak a viz és a rovid szén-
lancu zsirsavak abszorpcidjat.

2.4. DNS mennyiségi meghatarozasa PCR segitségével

A polimerdaz lancreakcié (PCR) nukleinsav szekvencidk sokszorozdsara alkalmas in
vitro eljaras, amelynek segitségével kis mennyiségli DNS is kimutathatd. A hagyoma-
nyos PCR reakcid soran keletkezett termékeket altaldban agardz gélelektroforézissel
elvalasztjak, és valamilyen interkaldlodd festékkel (pl. etidium-bromid, GelRed, sth.)
megfestik, majd UV fényben vizsgdljak kiulénbozd géldokumentédcids rendszerek segit-
ségével. Ezen technikdval jol elkiilénithet6k a kiillonb6z6 méret DNS fragmentumok,
melyek mérete pontosan meghatdrozhaté DNS molekulasuly markerek segitségével. A
hagyoményos PCRreakci6 azonban nem alkalmas a DNS pontos mennyiségi meghataro-
zasara, még abban az esetben sem, ha a PCR termékek kiértékelését nem agaroz gélelekt-
roforézissel, hanem kapillaris elektroforézissel végezziik el. Ebben az esetben ugyan
nyerhetiink bizonyos informadciét a felamplifikdlédott DNS mennyiségérdl, de ez nem
teszi lehetvé a kiinduldsi mintdk pontos nukleinsav tartalmdnak meghatarozasat. Ezt
csak a kvantitativ Real-Time PCR (qPCR) technika alkalmazdasaval lehet elvégezni, mely-
nek mikodési elve megegyezik a hagyomanyos PCR alapelvével. Fontos eltérés azonban,
hogy a képz6dd terméket nem a PCR reakcid végén, hanem folyamatosan (valds id6ben)
detektdljak interkaldlédo fluoreszcens festék (pl. SYBR Green, Eva Green) vagy specifi-
kus préba (TagMan, Molecular Beacon sth.) segitségével.
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1. abra: A kvantitativ Real-Time PCR interkalalédé fluoreszcens festéken alapulé miikodési elve
(SYBR Green I festésre alapozott detektalas).
Forras: http://www.nature.com/leu/journal/v17/n6/fig_tab/2402922f1.html

Az altalunk is alkalmazott interkaldl6dé fluoreszcens festékkel torténé detektalas
alapelvét az 1. dbra mutatja. A SYBR Green I egy interkaldl6d6 molekula, amely a PCR
reakcid sordan a dupla szalu DNS-hez kot6dik. Ebben az dllapotban, vagyis a kett6s sza-
14 DNS-hez kototten a fluoreszcenciaja lényegesen (kb. 2000-szer) magasabb, mint sza-
badon. A qPCR sordn minden ciklusban a lanchosszabbitasi 1épés végén detektdljak a
festék fluoreszcencidjat, melynek nagysaga a PCR folyamdn keletkez§ kettds szalt DNS
mennyiségével aranyosan novekszik.
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2. &4bra: A kuszobérték (treshold) és a Ct értékének kapcsolata. A vizszintes tengelyen a ciklusok
szamat abrazoljuk, mig a figgblegesen a fluoreszcens jel er6sségének logaritmusat. A Ct értéke
az a ciklusszam, ahol a jel intenzitdsa nagyobb, mint az dltalunk meghatarozott kiiszobérték.
Forréas: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/probe/doc/TechQPCR.shtml
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A PCR reakci6 soran elméletileg minden ciklusban megdupldzédik a kettés szalu
DNS mennyisége, igy a templdatrol keletkez6 DNS koncentraciéjanak novekedése expo-
nencialis. A reakcié kezdeti ciklusaiban a termék mennyisége nem szamottevd, igy a
DNS koncentracidjanak megfeleld fluoreszcens jel er6sddése a detekcios hatar alatt van.
A kiinduldsi DNS koncentracié és a dupldazoddas idébeni lefutdsa kozt rendkiviil szoros
az 6sszefliggés, vagyis minél tobb DNS-t tartalmaz a kiinduldsi minta, annal hamarabb
kapunk detektdlhato jelet. Tehat a kiinduldsi DNS-koncentraci6 fliggvényében a ter-
mék mennyisége és ezzel egyiitt a fluoreszcens jel intenzitdsa fokozatosan novekszik,
és altaldban a 10-30. ciklus kozt mar detektalhatéan az exponencidlis szakaszba lép.
Ezt kihaszndlva ismert koncentraciéju standardok (kalibracids sorok) alkalmazasaval
lehet6séget nyilik a mintdinkban jelen 1év6 DNS koncentraciéjanak meghatarozasara.

Az exponencidlis szakaszt egy platofazis koveti a 30-40. ciklus kdrnyékén. Ennek el-
s6dleges oka a reakcidkomponensek kimertlésével, illetve a PCR soran keletkez piro-
foszfat mennyiségének névekedése, ami egy bizonyos koncentraciot elérve gatolni kezdi
a PCR reakciét (2. abra).

A fluoreszcens jel detektaldsi kiiszobértékét Ct (Threshold Cycle) értéknek nevezziik.
Ez tehat a minta kezdeti DNS-koncentraciéjatodl fiigg: minél t6bb templat DNS van jelen,
anndl kevesebb ciklus sziikséges a detektdldsi limitet jelentd ciklusszam eléréséhez. Ez
teszi lehet6vé a mennyiségi meghatdrozast, melynek lényege, hogy az amplifikacio so-
ran keletkez8 DNS mennyisége és a PCR ciklusok szama kozt linearis dsszefiiggés van.

2.5. DNS alapu baktériumsejtszam-meghatarozas qPCR
alkalmazasaval

Mivel a gPCR technika segitségével meghatdrozhaté a vizsgdlandé mintak kiindu-
14si DNS-koncentracidja, régota alkalmazzdk kilénbo6zd mintdk baktérium (és egyéb
mikroba) szdmdnak meghatdrozdsara. Ezek sokszor klinikai eredetiiek, ebben az
esetben dltaldban a kiilénb6z6 patogének jelenlétének specifikus primerekkel torténé
kimutatdsa és pontos mennyiségi meghatdrozdsa a cél (Murphy és mtsai., 2013). Tébbek
kozt Helicobacter pylori esetében is megdllapitottdk (He és mtsai., 2002), hogy a szamos
mennyiségi és mindségi kimutatdsi mddszer koziil a qPCR az egyik legmegfelelébb,
mellyel a mintdnkénti 10%-10° baktérium mennyisége pontosan meghatarozhaté (ureC
génhez tervezett specifikus primerek segitségével). Az egyedi génekhez tervezett pri-
merek mellett széles kérben alkalmazzak baktériumok esetében a 16S rRNS génjéhez
tervezett primereket is (Fujita és mtsai., 2002; Rintilla és mtsai., 2004; Matsuki és mtsai.,
2002). A baktériumok kimutatdsa mellett a qPCR technikat széles kérben alkalmazzak
tébbek kozt patogén gombak kimutatdsara is (Horvath és mtsai., 2013).

Kordbban az emésztérendszer baktérium-osszetételét elsgsorban szelektiv tdptalajon
torténd tenyésztéssel hatdroztak meg (Simon és Gorbach, 1984). Manapsag az emésztére-
ndszerben jelen 1év6 baktériumok mennyiségi és mindségi meghatarozasara is a qPCR
technikat alkalmazzédk a legtdbb esetben. A technika alkalmas kiilonb6z8 patogének
székletbdl torténd kimutatadsara (Fukushima és mtsai., 2003; Song és mtsai., 2004; Bel-
anger és mtsai., 2003; Mafu és mtsai., 2009; Rinttila és mtsai., 2011). A patogén mikrobak
jelenléte mellett a vastaghél komplex mikroba-6sszetételének vizsgdlatahoz is dltaldban
a 16S rDNS alapu specifikus primereket alkalmaznak (Rintilla és mtsai., 2004; Matsuki
és mtsai., 2002; Ott és mtsai., 2004), mivel ez a legmegfelel6bb marker taxondmiai és
filogenetikai vizsgdlatokra. Ezen kisérletek célja a legtobb esetben a kiilonb6z6 kiilsé és
bels6 hatasok (pl. antibiotikum kezelés, taplalkozasban torténd valtozasok, betegségek
sth.) normadl bélflérara gyakorolt hatdsanak vizsgélata.
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Ezen ismeretek tiikrében vdalasztottuk ki az in vitro vastaghél modell hattagu mik-
robakozossége valtozdsanak nyomon kovetésére a qPCR technikat 16S rDNS alapu
fajspecifikus primerek alkalmazdasaval.

3. Célkit(izések

Munkénk kezdetekor azt a célt fogalmaztuk meg, hogy az in vitro vastaghél modell-
ben alkalmazott hat baktérium (Clostridium perfringens, Bacteroides fragilis, Bifido-
bacterium longum subsp. infantis, Lactobacillus casei, Escherichia coli és Enterococcus
faecium) kimutatasara és pontos mennyiségi meghatarozasara létrehozzunk egy olyan
molekularis bioldgiai mddszert, mely specifikusabb és gyorsabb eredményt ad, mint
a szelektiv taptalajokon torténd tenyésztés. Ennek megvaldsitdsa érdekében az aldbbi
célokat tliztuk ki:

= Ahat baktérium elkiilénitésére alkalmas 16S rDNS alapu specifikus primerek ter-
vezése és a PCRreakcid korilményeinek optimalizalasa.

= Olyan DNS izolalé médszer kidolgozdsa, mely a kiilonb6zd baktériumokbdl (Gram
pozitiv és negativ, tiszta és kevert tenyészetek) azonos hatékonysaggal képes a
nukleinsav kivondsdara fliggetleniil a tenyészetek mikrobakoncentrécigjatol.

= A qPCR optimalizdlasa és a mennyiségi meghatdrozdas kidolgozasa specifikus pri-
merek segitségével mind a hat baktérium esetében.

= A gPCR technikdval térténd mennyiségi meghatdrozas tesztelése kilénbh6z6 t6-
ménységl baktériumszuszpenzidk alkalmazdasdval és a kapott eredmények dssze-
hasonlitdsa ugyanezen mintdk szélesztéssel meghatarozott eredményével.

4. Anyagok és modszerek

4.1. Akisérlet soran alkalmazott mikroorganizmusok

A bélmikrobidta modellezése soran alkalmazott baktériumtoérzseket az 1. tablazat
mutatja. A baktérium transzformadcié soran Escherichia coli XL1-Blue torzset alkalmaz-
tunk.

Baktérium torzsek Szelektiv taptalaj
Bacteroides fragilis ATCC 25285 Bile Esculin Agar (BEA)
Bifidobacterium longum DSM 20088 Bifidobacterium Agar (BIF)
Clostridium perfrigens ATCC 13124 Tryptose Suplhite Cycloserine Agar (TSC)
Enterococcus faecium NCAIM B.01181 Compass Enterococcus Agar (CEA)
Escherichia coli ATCC 25922 ChromoBio Coliform
Lactobacillus casei DSM 20011 de Man, Rogosa and Sharpe agar (MRS)

1. tablazat: Az in vitro emésztési modellben alkalmazott térzsek és a tenyésztésikhoz fel-
hasznalt szelektiv taptalajok. A baktériumokat a kdvetkezd térzsgyljteményekbdl szerez-
tik be: DSM: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig,
Németorszag; ATCC: American Type Culture Collection, Manassas, Virginia; NCAIM: Natio-
nal Collection of Agricultural and Industrial Microorganisms, Budapest, Magyarorszag.
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4.2. Felhasznalt taptalajok és tapoldatok

A bélmikrobidta modellezése soran felhasznalt baktériumtorzsek fenntartasdhoz,
illetve elkiilonitéséhez alkalmazott szelektiv taptalajokat az 1. tdblazat mutatja be.

Bifidobacterium Agar Osszetétele 1 literre: 5 g kazein, 3 g pepton, 5 g kazein hidro-
lizatum, 3 g éleszt6kivonat, 0,1 g NaCl, 1,6 g K,HPO,, 0,7 g KH,PO,, 0,4 g NaHCO,, 0,02 g
MgSO,, 1 ml Tween 80, 0,5 g cisztein-HCI, 7,5 g raffindz, 0,2 g N-Acetyl-D-Glucoseamine, 3
g Na-propionét, 2 g LiCl, 0,01 g riboflavin, 0,01 g félsav, 15 g agar.

Az E. coli tenyésztésére LB taptalajt/tdpoldatot alkalmaztunk (10 g/I tripton, 10 g/1
NacCl, 5 g/1 éleszt6kivonat, 20 g/l bakterioldgiai agar — taptalajként)

A bélmikrobidta fermentoros tenyészetéhez anaerob alap tapoldatot alkalmaztunk
(1 literre: 2 g pepton, 2 g éleszt6kivonat, 0,1 g NaCl, 0,04 g K,HPO,, 0,04 g KH,PO,, 0,01 g
CaCl,*6H,0, 0,01 g MgSO,*7H,0, 2 g NaHCO,, 2 ml Tween 80, 0,05 g hemin, 10 pl vitamin K,
0,5 g cisztein-HCL, 0,5 g epe sok, 10 g glikoz).

4.3. Felhasznalt enzimek, oldatok, pufferek, primerek és kitek
4.3.1. ADNS izolalashoz haszndélt nukleinsav izolalé kitek

A DNS izoldlashoz harom kiilonboz6 kitet alkalmaztunk: GenElute Bacterial Geno-
mic DNA Kit (Sigma), Bacterial DNA Kit (VWR) és QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen).

4.3.2. ADNS izolalashoz hasznalt egyéb vegyszerek, oldatok és anyagok

= TE puffer: 10 mM Tris (pH 8), 1 mM EDTA.

= RNaz A: 10 mg/ml oldat (Thermo Scientific)

= Lizozim (Sigma): 50 mg/ml oldat 20 mM Tris (pH 8), 2 mM EDTA és 1,2% Triton
tartalmu pufferben oldva.

= Proteinaz-K (AppliChem): 20 mg/ml, desztillalt vizben oldva.

uveggyongyok: 212-300 um mérettartomanyban (Sigma).

4.3.3. Az agaroz gélelektroforézishez hasznalt anyagok

= TBE puffer: 11-hez, 10,8 g Tris (pH 8); 5,5 g borsav; 0,75 g EDTA

= Agaroz gél: 1%-os agardz (SeaKem LE, Lonza) TBE pufferben

= GelRed nucleic acid stain: 10000x desztillalt vizben oldva (Biotium)

= Loading oldat: 40 % szachardz; 0,25 M bromfenolkék, 0,2 M EDTA; pH 8

= DNS molekulasily markerek: BenchTop 100bp DNA Ladder (Pomega), FastRuler
Middle Range DNA Ladder (Thermo Scientific)

4.3.4. APCR és qPCR soran alkalmazott enzimek és egyéb anyagok

= Nukleotidok: 10 mM dATP, dGTP, dCTP, dTTP (Sigma)

= Taq polimeraz: DreamTaq Green DNS polimeraz és a gyarté altal forgalmazott
puffer (Thermo Scientific)

= PCR polimeraz: Luminaris Color HiGreen qPCR Master Mix (Thermo Scientific).

4.3.5. Az in vitro emésztési modellben alkalmazott emésztonedvek

Az invitro emésztési modell kiinduldsi alapjaul Oomen és mtsai. (2003) &ltal kifejlesz-
tett, majd Versantvoort és mtsai. (2005) altal médositott technikat hasznaltuk fel.
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4.3.6. A PCR termékek tisztitasahoz a kovetkezo kiteket alkalmaztuk

A PCR termékek kozvetlen tisztitdsahoz a GeneJET PCR Purification Kitet (Thermo
Scientific), mig a fragmentumok agaro6z gélbdl torténd visszaizoldlasdhoz a GeneJET Gel
Extraction Kitet (Thermo Scientific) alkalmaztuk. Mindkét Kitet a gyarté utasitasai sze-
rint hasznéltuk fel.

4.3.7. APCR reakci6 soran alkalmazott primerek

A 16S rDNS szekvencidk felamplifikdlasdhoz és a baktériumok menyiségi mehata-
rozdsahoz sajat tervezésl fajspecifikus primereket alkalmaztunk. A primereket 5 uM
koncentraciéban hasznaltuk fel.

4.3.8. A kompetens sejt készitéséhez és transzformalasahoz alkalmazott kitek

Az E. coliXL1-Blue térzséb6l kompetens sejteket a Mix & Go E. coli Transfromation Kit
& Buffer Set (Zymo Research) segitségével készitettiik el. A kompetens sejtek transzfor-
maléasat a Clone]ET PCR Cloning Kit (Thermo Scientific) alkalmazasaval hajtottuk végre.

4.3.9. A plazmid izolalas (minilizatum készités) oldatai (Kovalenko és mtsai., 1994)

= Lysis puffer 5 ml-re: 3,33ml 30 % gliik6z; 0,5 ml 1 M Tris (pH 8); 0,5 ml 200 mM
EDTA; 0,67 ml viz; kiegészitve 2 mg/ml lizozimmel

= SDS oldat 10ml-re: 8,8 ml viz; 1 ml 10 % SDS; 0,2 ml 10 M NaOH

= High salt oldat: 3 M Na-acetét, ecetsavval pH 4,5-re allitva

4.3.10. Egyéb vegyszerek

= pH 4llitdshoz kiilénb6z6 téménységli NaOH és HCl oldatok.
= higit6 oldat — baktérium higitasi sorok készitéséhez: 8,5 g/1 NaCl, 1 g/1 tripton.
= laktuldz (Sigma) — prebiotikus index szamitasahoz

4.4. Alkalmazott médszerek
4.41. A kémiai emésztés in vitro modellezése

Az emészténedveket mesterségesen készitettiik el a kisérletek kezdetekor a 4.3.5
pontban leirtak szerint. Az emésztési folyamatot 37 °C-on, folyamatos kevertetés mellett
hajtottuk végre. 4,5 g mintdhoz (amely lehet mesterséges szubsztratkeverék vagy ,valo-
di” élelmiszerminta, esetleg egyéb vizsgdland6 anyag) 6 ml nyalat adunk, és 6t percig
magneses kever6vel kevertetjiik, majd 12 ml gyomornedvet adunk hozza. Ellendrizziik
a minta pH értékét és h6mérsékletét, majd bedllitjuk a megfeleld paramétereket, és két
oraig kevertetjik. Az inkubdcids id6 lejartaval 12 ml vékonybélnedvet, 6 ml epevaladé-
kot és 2 m1 NaHCO, oldatot adunk hozza. Ismét ellen6rizziik, és sziikség esetén beallitot-
tuk a minta pH értékét és hémérsékletét, majd tovabbi két éran keresztiil kevertetjiik.
Nagyobb mennyiségli minta vizsgalatakor a mintadbdl és az emésztéelegyekbdl is ara-
nyosan tobbet alkalmaztunk. A kémiai emésztés modellezését a 3. dbran bemutatott
késziilék (Atlas automata szintézis rendszer) segitségével végeztiik el.
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3. &bra: Az in vitro emésztési modell els6 szakaszat, vagyis a kémiai emésztést a bal oldali
abran bemutatott készilékben végeztik el. A jobb oldali abran pedig a Biostat A+ fermen-
tor lathatd, melynek segitségével a vastagbélben lezajl6 folyamatokat modelleztuk.

4.4.2. Azin vitro bélmikrobiéta modell felépitése

A mikrobiéta modellt Rodes és mtsai. (2011) alapjan allitottuk 6ssze. A mikrobdk
anaerob tenyésztését 600 ml térfogatban Sartorius Biostat A+ fermentorral végeztiik el
anaerob alap tdpoldatot alkalmazva (3. abra). Naponta a tenyészetbdl eltavolitottunk
200 ml-t, majd a kiilénb6z6 vizsgdlandé anyagok térzsoldatdbdl vagy a megemésztett
tdpanyaghdl 200 ml-t a fermentorhoz adagoltuk. A tenyésztés egyéb paramétereit folya-
matosan kontrollaltuk (pH 6,4; 20 rpm kevertetés; 37 °C; 4. dbra). A 96 6ras tenyésztés
sordn a kezdeti id6pontban, illetve 24, 48, 72 és 96 dranként mintat vettiink a csiraszam
meghatarozasa céljabol, melyet szelektiv agar lemezeken vald tenyésztéssel kovettiik
nyomon. Az egyes baktériumok tenyésztéséhez hasznalt szelektiv taptalajokat az 1. tab-
lazat mutatja be. A baktériumok fenntartdsat az egyes térzseknek megfeleld optimalis
korilmények kozt végeztiik el, de a keverék tenyészeteket mindig anaerob kériilmények
kozt 37 °C-on tenyésztettiik 1-3 napig (baktériumoktdl fiigg6en).

pH kontroll: 6,4

*— Kkevertetés:

20 rpm

—= mintavétel:
200 mli/nap

turbiditas tggglﬂﬁt 1M HCI
A 1 M NaOH
mero naponta a
szamitogeép fermentor

4. dbra: A fermentdcié folyamatdnak sematikus dbrazolasa.



| 101

4.4.3. Genomi DNS izolalasa baktériumokbal

Munkéank sordn hdrom kiilénb6z6 baktérium genomi DNS izolal6 Kitet [GenElute
Bacterial Genomic DNA Kit (Sigma), Bacterial DNA Kit (VWR) és QIAamp DNA Mini Kit
(Qiagen)] is alkalmaztunk a gyartok altal ajanlott protokoll szerint, illetve hagyomanyos
fenolos extrakcidval torténd izoldlast is kiprobaltuk. Végiil az aldbbi (elsésorban a QIA-
amp DNA Mini Kit oldatain alapuld) kombindlt médszert alkalmaztuk mind a hat bak-
térium esetében:

A baktériumsejteket 10 percen keresztiil 5000 rpm-en centrifugaldssal ulepitettiik,
majd a feliiluszadt eltavolitottuk. A baktérium pellethez 180 pl 50 mg/mllizozim tartalmu
oldatot adtunk és homogenizaltuk, majd 1 6ran keresztiil 37 °C fokon inkubdltuk. Ezutan
200 pl AL puffert és 20 ul proteindz K-t adtunk a sejtekhez, és alaposan 6sszekevertiik
(vortex), majd 30 percen keresztiil 56 °C-on, majd 15 percen keresztiil 95 °C-on inkubdl-
tuk. A szuszpenziohdz 25-50 mg-nyi iveggyongyot adtunk, és Tissue Lyser LT (Qiagen)
homogenizald késziilék segitségével 5 percen keresztiil 50 Hz-n razattuk. A mintdkhoz
10 pl RN-4z A oldatot adtunk, és tovabbi 5 percen keresztiil szobahdmérsékleten inku-
baltuk. A feltdrt mintdk tovabbi tisztitdsat a QIAamp DNA Mini Kit protokollja szerint
végeztik el. Az eluciét 2x150 pl AE pufferrel végeztiik el. A DNS mintdk koncentraciéjat
Nanodrop ND 100 spectrophotometer-rel végeztiik el, és a mintakat -20 °C taroltuk.

4.4.4. A PCRreakci6 kériilményei

A PCRreakcidkat T100 Thermal Cycler (Biometra) berendezés alkalmazasaval végez-
tiik el. Gradiens PCR segitségével meghatdroztuk az dltalunk alkalmazott fajspecifikus
primerek optimalis tapaddsi h6mérsékletét. A legalacsonyabb hémérséklet 50 °C volt,
a legmagasabb pedig 70 °C. A program a kovetkez6 h6mérsékleteket allitotta be auto-
matikusan: 50,0; 51,4 53,8; 57,5; 62,0; 65,9; 68,5; 70,0 °C. A kés6bbiekben a PCR reakcidt a
primerek optimadlis tapadasi h6mérsékletén végeztiik el minden esetben.

Areakcidtaz alabbiak szerint mértiik 6ssze (25 pl végtérfogatra): 2,5 ul 10x DreamTaq
puffer, 1-1 yl forward és reverz primer (5 uM), 0,5 ul ANTP mix (10 mM), 0,2 pl DreamTaq
polimerdz enzim (5 U/ul), 17,8 ul bidesztillalt viz és 2 ul DNS templat.

4.4.5. A qPCR reakcié kérulményei

A Real-Time PCR kisérleteket egy Corbett RotorGene 6000 tipusu késziilékkel végez-
tik el. Egy-egy reakcidt az aldbbiak szerint mértiink 6ssze (20 pl-re):
2x Lumindris Color Master Mix:10 pl

forward primer: 1l
reverz primer: 1l
bidesztillalt viz: 6 ul

Osszesen: 18 pl + 2 pl DNS

A qPCR program altalaban 40-50 ciklusbdl 4llt az aldbbiak szerint:

El6kezelés: 50 °C, 2 perc
El6denaturalas: 95 °C, 10 perc
Denaturalas: 95 °C, 15 masodperc
Annealing: 52 °C*, 30 masodperc
Elongacio: 72 °C, 30 masodperc

*:52 °Cvagy az egyes primereknek megfeleld tapaddsi h6mérséklet.
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4.4.6. A PCR termékek elvalasztasa agaréz gélelektroforézissel

A keletkezett PCR termékek elvdlasztashoz agaroz gélelektorforézist alkalmaztunk.
1%-0s 15 cm x 15 cm-es vagy 15 cm x 10 cm-es agaréz gélen valasztottuk el a fragmentu-
mokat. A géleket 1x-es TBE pufferben futattuk 70 mV, 90 mA-en kb. 1 rdn kereszttl Cle-
aver Scientific futtatokadat alkalmazva. Az agaro6z gélhez a készités sordn hozzdadtunk
GelRed festéket, ami a fragmentumokat lathatéva tette. A PCR termékekbdl altaldban 10
ul-t, a markerbdl pedig 3 pl-t vittiink fel. A géleket BioDocAnalyze (Biometra) késziilék
BioDoc Analyse 2.1 géldokumentdald- és kiértékel6 szoftverének segitségével elemeztiik.

4.4.7. A PCR termékek klénozasa, baktérium transzformacié és plazmid izolalas

A PCR termékek ligdlasat és transzformalast a CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo
Scientific) alkalmazasaval hajtottuk végre. A Kitben taldlhat6 pJET1.2/blunt vektor tér-
képét az 5. dbra mutatja be.

103 120 Enzymes which cut pJET1.2 DNA once:
Drdl 1204 2080
120 824
284 = 343
BhwCl 7 ara
Bcehl 1588 761
Beal 2511 29z
B! 2040 722
624 2108 o 408
58 NmeAlll 2118
BbvCl, "7 i - 328
: 720 Bza¥l 955 205
NmeAlll 2118 pJET1 2 739 Btgl* ’ jaa %igg
2974 bp 213 PspXI* 351
1513 5
761
2075 2382
2474 2474
Brarl 2040 " 1990 2473
802 * 408 Faul 951
Faul @51 2062 2473
BsaXl 55 : 389 . i
329 352
Drdl 1204 79 - 359
BeeAl 1588 72 =_MCS
1513 1406 103
Multiple Cloning Site
pJET1 2 forward sequencing primer, 23-mer
TT7 promoter T7 transcription start 323 Pspxl
5' - GGC GTA ATA CGA CTC ACT ATA'GGG AGA GCG GCC GCC AGA TCT TCC GGA TGG CTC GAG TTT TTC AGC
37 - CCG CAT TAT GCT GAG TGA TAT CCC TCT CGC CGG CGG TCT AGA AGG CCT ACC GAG CTC AAA AAG TCG
Ala Tyr Tyr Sar Gl Ser Ty Pro Ser Arg Gy Gy Ser Amg Gy  Ser Pro Glu  Leu lys Gl Al
Etgl
422
AAG ATA TCT TTC TAG AAG ATG TCC TAC AAT ATT CTC AGC TGC CAT GGA AAA TCG ATG TTC TTC T - 3'
TTC TAT AGA AAG ATC TTC TAG AGG ATG TTA TAA GAG TCG ACG GTA CCT TTT AGC TAC AAG AAG R - 5’
Lew  Tyr Arg  Glu Leu Lew Asp Gy Val = Asn Glw Al Ala Met Ser Phe Am His G Gl
pJET1.2 reverse sequencing primer, 24-mar

5. abra: A pJET1.2/blunt vektor térképe. Forras: http://www.thermoscientificbio.com

Mivel az altalunk alkalmazott DreamTaq polimeraz 3’-dA tulnyulé véget generdl a
PCR termékekre, és a vektorba csak tompa végu (blunt end) fragmentumok ligalhatdk,
ezért sziikség volt a PCR termékek tulnyulo végének leemésztésére, melyet a Kitben ta-
lalhat6 DNA Blunting Enzyme segitségével végeztink el. A ligdlds és a transzformaldas
tobbilépését a gyartd utasitasai szerint végeztiik el. A kompetens sejteket E. coli XL1-Blue
torzsébdl készitettiik el a Mix & Go E. coli Transfromation Kit & Buffer Set (Zymo Re-
search) protokolljat kovetve. Az alkalmazott vektor jellegzetessége, hogy egy letalis gént
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tartalmaz, mely nem fejti ki hatdsat, ha a ligdlas sordn a PCR termék sikeresen beépiil
a vektorba, ezért transzformdans telepek meghatarozasara altaldban hasznalt kék/fehér
szelekci6 nem sziikséges ezen vektor alkalmazdsa esetében. A 100 ug/ml ampicillin tar-
talmu LB taptalajokon csupdn a ténylegesen transzformans telepek képesek névekedni.

A baktériumsejtekbdl alkalikus lizis mddszerrel tisztitottuk a plazmidokat (Ko-
valenko és mtsai. 1994), és a kés6bbiekben a plazmid szekvendltatdsdhoz a pJET1.2 frw/
rev primereket alkalmaztuk.

4.4.8. Szekvencia elemzése, 6sszehasonlitasa

A tisztitott DNS mintdk mennyiségét Nanodrop alkalmazdasaval ellendriztiik, majd
megszekvendltattuk (Eurofins Genomics, Ebersberg, Németorszag). A nyers szekvencia-
adatok elemzését a Chromas programmal végeztiik el, ezutdn a szekvencidkat az NCBI
(National Center for Biotechnology Information) adatbdzisdban azonositottuk a BLAST
(Altschul és mtsai., 1990) keresd algoritmussal. A 16S rDNS szekvencidk 6sszehasonlita-
sat ClustalW programmal (Larkin és mtsai., 2007) végeztiik el.

4.4.9. Prebiotikus index szdmitasa

A prebiotikus anyagok jotékony hatdsanak szdmszerisitésére a prebiotikus index
(PI) szolgdl, melynek meghatarozasat Palframan és munkatédrsai (2003) atal ismertetett
technika alapjan végeztiik el. A mdédszer négy anaerob torzs névekedésének valtozasat
veszi figyelembe, és feltételezi, hogy a prebiotikus anyag jelenlétében a Bifidobacterium
és Lactobacillus novekedése nagyobb mértékd, mint a Bacteroides és Clostridium térzsek
novekedése. Ebben az esetben a PI egy pozitiv érték. Ha ez nem valdsul meg, akkor egy
negativ értéket kapunk, ami azt jelenti, hogy az adott anyag nem prebiotikus hatdsu. A
prebiotikus indexet az aldbbi egyenlet alapjan kell kiszdmolni:

PI = (Bif/Total) — (Bac/Total) + (Lac/Total) — (Clos/Total)

Az egyenletben szerepeld jelolések a kovetkezdk:

Bif: a Bifidobacterium csiraszdma a mintavétel/inokulacié idépont-
jaban,

Bac: a Bacteroides csiraszdma a mintavétel/inokulécié idépontjaban,
Lac: a Lactobacillus csiraszdma a mintavétel/inokulacié idépontjaban,
Clos: a Clostrdium csiraszdma a mintavétel/inokulaci6 id6pontjaban,
Total: a négy baktérium csiraszdmanak 6sszege a mintavétel/inokula-
ci¢ idépontjaban.

Példaul ha a Bifidobacterium csiraszdma a mintavétel id6pontjaban 6,2x107, az inoku-
laci6 id6épontjaban 3,2x105%, akkor a Bif értéke 6,2x107/3,2x10°, vagyis 193,75.

5. Eredmeények és értékelésik

5.1. A vastagbél-mikrobidéta modellezése soran alkalmazott
baktériumok telepszamvaltozasanak nyomon kovetése szelektiv
taptalajon

Munkénk sordn a kiillénb6z6 élelmiszer-komponensek, illetve adalékanyagok (pl.
prebiotikumok) a vastaghélben 1év6 mikrobdkra gyakorolt hatdsat tanulmdanyoztuk,
kiilonos tekintettel a jotékony hatasu, probiotikus torzsekre. Az egyes hatéanyagokat
emésztetleniil vagy a kordbban emlitett in vitro emésztési modellel megemésztve adtuk
a vastagbél-mikrobiétat modellezd rendszerinkhoz (az alkalmazott hat baktériumot az
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1. tablazat mutatja be). Kisérleteink soran tobbek kozt azt vizsgaltuk, hogy ezek a hato-
anyagok milyen mértékben befolyasoljak a baktériumok szaporodésat. A baktériumok
telepszdm-meghatarozasat az egyes mikroorganizmusnak megfelel szelektiv taptala-
jon végeztiik el. Kordbbi tapasztalataink alapjan megéallapitottuk, hogy a fermentdacio
soran a baktériumok csiraszdma kb. 10* és 10° CFU/ml kozt valtozik (colony forming
unit, telepformald egység), ezért a fermentorbdl vett mintdkbdl ennek megfelelden ké-
szitettiink tizes 1éptékd higitasi sorokat 1 ml mintdhoz 9 ml steril higit6 folyadékot adva.
A kés6bbi gPCR kalibracios és DNS izolalasi kontrollkisérleteknél a baktériumok tiszta
tenyészetét is ennek megfelel6en higitottuk. A baktériumok telepszdméanak meghataro-
zasat a 6. abran bemutatott mdédon hajtottuk végre.

Lactobacillus Enterococcus

casei Sfaecium

6. abra: Két baktérium higitasi soranak foltban oltasa szelektiv taptalajokra
(25 pl tenyészet/folt). Balra Lactobacillus casei higitasi soranak foltban oltasa MRS tap-
talajon. Jobbra Enterococcus faecium higitasi soranak foltban oltdsa CEA taptalajon.

Vizsgalataink sordn megéllapitottuk, hogy a szelektiv tdptalajon torténé telep-
szam-meghatdrozds nem a legoptimalisabb mddszer, mivel az egyes baktériumok te-
nyésztési ideje harom nap, vagyis a 3-4 napos fermentdacioé kezdetén vett mintdkat csak
a fermentdcio6 végén tudtuk kiértékelni, és igy az esetleges id6kozbeni beavatkozas (a
fermentacié paramétereinek médositadsa vagy akdar ledllitdsa — pl. ha egy-egy baktérium
nem szaporodik megfelel6en) nem lehetséges. A keverék tenyészetek szélesztése szin-
tén felvetett egy Ujabb problémat: a szelektiv tdptalajok alkalmazéasa nem jelenti azt,
hogy egy-egy petricsészén csak egyféle baktérium képes novekedni. Ez igaz az E. coli
és a Bacteroides esetében, de bizonyos esetekben akar négy baktérium is képes nove-
kedni egy adott taptalajon (pl. BIF). Ez azonban nem jelenti azt, hogy ezek a taptalajok
nem szelektivek, hiszen telepmorfoldgia és telepszin alapjan az egyes mikrobdak jol el-
kiilonithet6ek (7. dbra). Az MRS és CEA taptalajokon a Lactobacillus és az Enterococcus
is képes novekedni, de telepmorfolégia alapjan megkiilonboztethetéek. A TSC tapta-
lajon csak a Clostridium képez fekete telepeket, mig a moédositott, kazein tartalmu BIF
taptalajon csak a Bifidobacterium képes kicsapni a kazeint. Tehat az egyes baktériumok
elkiilénithetdek, de keverék tenyészetek esetében ez jelentdsen megneheziti, s6t bizonyos
esetekben lehetetlenné teszi a pontos telepszam meghatdrozast (pl. ha a ,,szennyez8”
baktériumokbdl 2-3 nagysdgrenddel tébb van, mint abbdl, amit vizsgalni szeretnénk;
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pl. hidba kiilonithetd el a fekete szin telepeir6l a Clostridium, ha né mellette tobb szaz/
ezer fehér telep).

e ™

B. fragilis

L. casei

Bif. longum

- En.
~ faecium

En.
. faecium

En. faecium C. perfringens F

7. abra: A hat baktérium novekedése a hatféle szelektiv taptalajon.
A szelektiv taptalajok roviditéseit az 1. tadblazat tartalmazza.
Pirossal emeltlik ki a megfeleld taptalaj-baktérium kombinaciokat.

5.2. A 16S RNS alapu primerek tervezése és a PCR reakcié
optimalizalasa

Munkdank soran célunk volt egy olyan baktériummennyiség-meghatdrozé médszer
kifejlesztése, amely gyorsabb, specifikusabb és pontosabb a szelektiv tdptalajon torténd
tenyésztésnél. A baktériumok mennyiségének nyomon kovetésére irodalmi adatok alap-
jan a gPCR technikat valasztottuk, mivel szdmos esetben alkalmaztak hasonlé célra el-
s6sorban 16S rDNS szekvencidkhoz tervezett specifikus primerekkel (pl. székletmintak;
Matsuki és mtsai., 2002). Mivel a baktériumok 16S rDNS szekvencigjarol rengeteg infor-
macio taldlhat6 (adatbankok, tudomanyos cikkek sth.), széles korben alkalmazzdk kii-
16nb06z6 vizsgalatokra, ezért miis a 16S RNS alapu primerek alkalmazdasat tiztik ki célul.

Els6 1épésként azonban a laboratériumunkban kordbban alkalmazott fajspecifikus
primereket teszteltiik. Az altalunk alkalmazott hat baktérium kozil négy esetében (E.
coli, Enterococcus, Lactobacillus és Bifidobacterium) taladltunk qPCR-hez alkalmazhaté
primerparokat, de ezek nem miikodtek megfelel6en, hiszen mindegyik primer adott
terméket mindegyik baktériummal (8. abra). Ezeket a primereket kordbban arra hasz-
ndltuk, hogy a nekik megfeleld baktériumtdrzseken bizonyos szekvenciarészeket azo-
nositsunk, és nem az volt a cél, hogy az dsszes tébbi baktériumon ne miikodjenek, ezért
nem volt meglep6 az eredmény.
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8. abra: Korabban a laboratériumban hasznalt négy primerpar agar6z gélektroforetikus képe
a hat baktérium esetében. 1 = Escherichia coli, 2 = Enterococcus feacium, 3 = Lactobacillus casei,
4 = Bifidobacterium longum, M = BenchTop 100bp DNA Ladder (Pomega). A baktérium-
nevek roviditései: E.c.: Escherichia coli, En.f.: Enterococcus feacium, L.c.: Lactobacillus ca-
sei, B.l.: Bifidobacterium longum, C.p.: Clostridium perfringens, B.f.: Bacteroides fragilis.

Ezutén olyan irodalmi adatok alapjan terveztiink 16S rDNS alapu primereket, ahol
eztarendszert a bélmikrobidta mennyiségi valtozasainak, illetve sszetételének vizsga-
latara alkalmaztak (Rinttila és mtsai., 2004; Malinen és mtsai., 2003; Matsuki és mtsai.,
2002). Néhany primer megfelel6en miikédott, de bizonyos esetekben egy specifikus ter-
mék helyett tobb aspecifikus termék keletkezett, melyet a PCR koriilményeinek optima-
lizalasaval (hémérséklet gradiens PCR, MgCl, koncentracié valtoztatdsa) sem voltunk
képesek kikiiszobolni (9. dbra).

Clostridium Bacteroides

9. abra: Irodalmi adatok alapjan tervezett Clostridium, illetve Bacteroides primer-
parok h6mérséklet gradiens PCR-ének agaro6z gélelektroforetikus képe.
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A megfelelének tind primerek esetében sem volt mind eléggé fajspecifikus. Ezért
ugy dontottiink, hogy mind a hat baktériumot megszekvendltatjuk, és a szekvenciaada-
tok alapjan terveziink ,sajat” specifikus primereket. Minden baktériumban a riboszé-
malis RNS gének clusterekben fordulnak el6, és minden esetben a 16S RNS-t koveti a 23S
RNS génje, ezutdn pedig az 5S RNS génje talalhat6 (10. abra). Ezt a felépitést kihasznalva
terveztliink altalanos primereket a 23S RNS gén elejére (reverse primer) és fajspecifikus
primereket a 16S RNS elétti intergénikus részekre (forward primer). Ezen primerek se-
gitségével felamplifikaltuk a teljes 16S RNS gént (és 3’, illetve 5’ irdnyban 1év6 intergéni-
kus szakaszok egy részét).

16S RNS 23S RNS 55 RNS

_[l_

> -+

10. dbra: Az rRNS gének altalanos felépitése a baktériumokban. A nyilak a 16 S RNS gén
el6tti intergénikus részekre, illetve a 23S RNS gén elejére tervezett primereket jel6lik.

A PCR termékeket a legtobb esetben agardz gélben megfuttattuk, visszaizolaltuk és
szekvenaltattuk. A szekvendld cégt6l kapott nyers szekvenciaadatokat Chromas prog-
rammal elemeztiik, és NCBI adatbazisdban azonositottuk a BLAST keresd algoritmus-
sal. Bizonyos esetekben a teljes gén végigszekvendldsahoz belsd primereket is alkalmaz-
nunk kellett, melyek szintén sajat tervezésiiek, és mind a hat baktériumon miikédtek. Az
azonositott szekvenciarészeket osszeillesztettiik, és a végsé 16S RNS gének szekvencia-
adatait az 2. tablazatban foglaltuk 6ssze.

Baktériumok 16S RNS gén mérete adatbanki szam*
Bacteroides fragilis ATCC 25285 1533 bp KP326374
Bifidobacterium longum DSM 20088 1537 bp KP326372
Clostridium perfrigens ATCC 13124 1518 bp KP326373
Enterococcus faecium NCAIM B.01181 1548 bp KP326370
Escherichia coli ATCC 25922 1541 bp KP326369
Lactobacillus casei DSM 20011 1574 bp KP326371

2.tablazat: Az in vitro emésztési modellben alkalmazott hat baktérium 16S RNS gén-
jeinek adatai. *: az NCBI honlap alapjan (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
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11. abra: Ahémérséklet gradiens PCR eredménye négy specifikus primer-
par esetében. E. c.: Escherichia coli, En. f.: Enterococcus faecium, L. c.: Lactobacil-
lus casei, B. |.: Bifidobacterium longum. Az agaréz gélelektroforézis sordn Bench-
Top 100 bp DNA Ladder (Pomega) molekulasuly markert alkalmaztuk.

A 16S rDNS szekvencidkat ClustalW programmal hasonlitottuk 6ssze a leginkabb el-
tér6 részek azonositasa céljabol. A 16S RNS gén tartalmaz olyan régiokat, melyek minden
baktériumban nagyon hasonléak (konzervaltak), de vannak olyan szekvenciarészek is,
amelyek jelent6sen eltérnek — ez utébbi részekhez terveztink fajspecifikus primereket.

Az1j, részben sajat szekvencidink, részben az irodalmi adatok alapjan tervezett pri-
merek esetében el6szor h6mérséklet gradiens PCR segitségével meghataroztuk az opti-
malis tapadasi hémérsékletet. A h6mérséklet gradienst 50-70 °C-ra allitottuk be mind
a hat primerpar esetében (11. dbra). Optimadlis tapaddsi h6mérsékletnek azt a legma-
gasabb értéket valasztottuk, ahol még jelent6s mennyiségli PCR termék keletkezett a
reakcioban. A fajspecifikussdg vizsgalata sordn mind a hat primerpart 6sszemértiik
mind a hat baktériumbdl izolalt DNS-sel, azt az eredményt varva, hogy mindegyik pri-
merpdr csak a sajat DNS templatjan miikodik, amit a 12. abra is igazol. Megallapithat-
juk tehat, hogy ezek a primerpdarok ténylegesen alkalmasak a hat baktérium szelektiv
elkulonitésére.
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D primer E primer F primer

12. dbra: A primerparok tesztelése mind a hat baktériumon. A DNS mintak és a pri-
merek jelolése A-tél F-ig a kdvetkez8képpen: A = Escherichia coli, B = Enterococcus
faecium, C = Lactobacillus casei, D = Enterococcus faecium, E = Bifidobacterium lon-

gum, F = Bacteroides fragilis, M = BenchTop 100 bp DNA Ladder (Pomega)

5.3. ADNS izolalas és a gPCR korulményeinek optimalizalasa

Munkdank soran kiilonb6z6 mennyiségii (dltaldban 10-10° CFU/ml) baktériumtar-
talmu mintdk telepszdmanak a meghatdrozasat tliztik ki célul. Ezért egy olyan DNS
izolalasi moédszert dolgoztunk ki, amely azonos hatékonysaggal képes nukleinsav izola-
lasara higabb/toményebb mintdkbdl azt is figyelembe véve, hogy az altalunk alkalma-
zott mikrobdk egy része Gram negativ, masik része Gram pozitiv (ez utébbiakbdl joval
nehezebb a DNS izoldldsa a sejtfal-szerkezetbeli eltérések miatt). Munkdnk kezdetén
viszonylag tomény (108-10° CFU/ml) baktérium tiszta tenyészetekb6l izolaltunk DNS-t,
és harom kiilonboz6 Kit feltarasi hatékonysagat teszteltiik. Megéllapitottuk, hogy a QIA-
amp DNA Mini Kit szolgaltatja a legtébb nukleinsavat. Ha azonban a baktériumokbdl 10-
es 1éptékl higitasi sorokat készitettiink (ezzel szimulédlva a ,,valés” mintdk alacsonyabb
sejtszamat), és ezekbdl izolaltunk DNS-t, akkor 6nmagadban ez a Kit sem volt megfeleld.
Ezért ugy dontéttiink, hogy a kiillonb6z§ Kitek protokolljai alapjan egy kombinalt tech-
nikat alkalmazunk, melynek soran kétféle enzimes kezelést (lizozim, proteinaz K), két
1épcsds hdkezelést (56 °C és 95 °C) és tiveggyongyokkel torténd fizikai feltarast is alkal-
maztunk a 4.4.3 fejezetben leirtak szerint.
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13. dbra: A tiszta és keverék DNS mintak qPCR amplifikacios képe mind a hat primerpar eseté-

ben. A = Escherichia coli, B = Enterococcus faecium, C = Lactobacillus casei, D = Bifidobacterium

longum, E = Clostridium perfringens, F = Bacteroides fragilis. Az 4bra jobb oldalan a ,K" jel6lés
a keverék DNS-re utal. A legtobb esetben a négy PCR termék amplifikacios képe egybeesik,
kivéve a Bifidobacterium esetében, ahol az egyik ,D” jellG minta nem adott értékelhetd jelet.

A tiszta tenyészetek feltdrdsa utdn azt szerettiik volna igazolni, hogy azonos haté-
konysaggal tudunk DNS izoldlni ugyanabbdl a baktériumbol akkor is, ha mind a hat
baktériumot tartalmazdé keveréktenyészetet tarjuk fel. Ehhez mind a hat baktérium izo-
141t DNS-ével és ezek 1:1 ardnyu keverékével qPCR reakciot mértiink 6ssze. A keverék
DNS minta minden baktériumra nézve ugyanannyi DNS-t tartalmazott, mint a hatféle
baktériumbdl izoldlt ,tiszta” DNS. A hatféle DNS mintat ¢sszemértiik mind a hat spe-
cifikus primerpdrral, és a keverék DNS minta esetében is ugyanigy jartunk el. A qPCR
reakci6 sordn két ismétlésben mértiik 6ssze a reakciot, és megallapitottuk, hogy egy-egy
specifikus primerpdr esetében ugyanannyi mennyiségli termék képzddik a tiszta és a
kevert DNS mintak esetében is (13. dbra). Ez azt jelenti, hogy a qPCR soran is megfeleld
specifitdssal mikddtek a szelektiv primerek, és nem keletkezett melléktermék abban
az esetben sem, ha a primerek target DNS-e mellett 6t masik baktérium DNS-ét is tar-
talmazta a minta. Ezt a PCR termékek olvadasi gorbéjének analizise is aldtdmasztotta.

Miutan megdllapitottuk, hogy a tiszta és a keverék DNS mintdk esetében is ugyano-
lyan hatékonyan miikodnek a specifikus primerparok, arra voltunk kivancsiak, hogy ha
nem DNS mintdkat keveriink 6ssze, hanem baktériumokbdl készitiink tiszta és keverék
tenyészeteket, akkor miben mdédosul az eredmény. Vagyis azt szerettiik volna megélla-
pitani, hogy a baktériumok feltdrdsa ugyanolyan hatékonysagu abban az esetben is, ha
atenyészet a vizsgdlando baktériumon kivil més baktériumokat is tartalmaz (ezzel mo-
dellezve a kés6bbiekben vizsgdlando valds, fermentorbdl szarmazo mintdkat). Mind a
hat baktériumbdl egy-egy szuszpenziot készitettiink, majd ezekbdl egy olyan keveréket,
amely mind a hat baktérium esetében ugyanannyi mikrobdt tartalmazott, mint a neki
megfelel6 tiszta tenyészet. Mind a hét mintat feltartuk és qPCR segitségével (két-két is-
métlésben), 6sszehasonlitottuk a tiszta és kevert tenyészetek DNS tartalmat mindegyik
baktérium esetében (14. abra).
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14. dbra: A tiszta és a keverék tenyészetekbdl izolalt DNS mennyiségi meghatarozasa qPCR segit-
ségével. Az azonos szinek az azonos baktériumot jeldlik, és egy szinen belll a két s6tétebb vonal
a tiszta tenyészetek, mig a két vildagosabb vonal a keverék tenyészetek amplifikaciés gorbéit jeldlik.

Megallapitottuk, hogy a legtobb baktérium esetében a két-két tiszta, illetve keverék
tenyészetet jelol6 amplifikacids gorbe szinte egybeesik, csupan a Lactobacillus esetében
lathato kismértékd eltérés. Eredményeink alapjan megdallapithatjuk, hogy a keverék te-
nyészetekbdl ugyanolyan hatékonysaggal tudunk DNS-t izoldlni és kimutatni, mint a
tiszta tenyészet esetében.

5.4. Baktérium mennyiségi meghatarozas kalibracios sorok alapjan

Abaktérium mennyiségi meghatarozas els§ 1épéseként a qPCR érzékenységét és a ka-
libracids gorbe linearitasat teszteltiik kiilonb6z8 mennyiségl DNS tartalmu mintadkkal.
E. coli tenyészetébdl kb. 109 sejt/ml baktérium szuszpenzidt készitettiink, majd ebbdl a
témény mintdbdl DNS-t izoldltunk. Az izolalt DNS-b61 tizes 1éptéki higitasi sort készi-
tettlink TE pufferrel (egészen 107-szeres higitasig, ami kb. 100 E. coli genom ekvivalens
DNS-t tartalmazott), és ezzel hatdroztuk meg a detektalasi limitet. A qPCR reakcidt két
parhuzamosban végeztiik el, és a kalibracids egyenest az egyes mintak atlagolt Ct érté-
kei alapjan készitettiik el. Az egyenes paraméterei (R2 = 0,999, reaction efficiency = 0,977
sth.) megfeleltek elvarasainknak.

Megallapitottuk, hogy 102-109 sejt/ml-nek megfeleld DNS tartalmu mintdk amplifi-
kacids gorbéi alapjan készitett kalibracids egyenes végig linedris, és a mérési pontok
megfelel6en illeszkednek ra, bar a leghigabb minta esetében a két pArhuzamos gorbéje
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kissé eltért egymastol (az 6sszes tobbi higitds esetében az eltérés minimalis). Az dltalunk
tapasztalt eredmény egybeesik az irodalomban lekézolt adatokkal (Rintilla és mtsai.,
2011). Tehat a rendszer méréstartomanya megfelel6 a kés6bbiekben a baktérium higita-
si sorokbdl (104-109 CFU/ml ) izol4lt DNS-ek mérésére.

Bér az ismert mennyiségil baktériumbol izoldlt DNS mintdbol késziilt higitasi sorok
is alkalmasak ismeretlen toménységii baktériumminta DNS mennyiségének (és ezaltal
telepszdmdanak) meghatdrozdsara, ugy dontottiink, hogy a baktériumokbdl készitiink
higitasi sorokat, és ezek alapjan fogjuk az ismeretlen toménységli mintdkat meghata-
rozni. Erre azért volt sziikség, mert véleményiink szerint ez jobban modellezi a valds
mintdk egymastol 1ényegesen eltérd sejtszamat, bar a baktérium higitasi sorok esetében
sokkal tobb a hibalehet6ség (el6fordulhat, hogy kiilonb6z6 hatékonysaggal tarédik fel
egy hig és egy tomény baktérium szuszpenzio), de pontosan ezeket a hibdkat hagynank
figyelmen kiviil abban az esetben, ha DNS higitasi sorok alapjan hatdroznank meg a
telepszamot.

A baktériumok pontos mennyiségi meghatarozasahoz mind a hat baktérium eseté-
ben elGszor kalibracids sorokat készitettiink el. A baktériumokbdl kb. 109 CFU/ml szusz-
penzidt allitottunk eld, majd higité folyadékkal tizes 1éptéki higitasi sort készitettiink.
Minden tagbdl 100-100 ml-t szelektiv tdptalajokra szélesztettiink az €16 sejtszdm megha-
tadrozdsa céljabdl, és egy-egy ml mintdb6l DNS-t izoldltunk.

A szélesztéshez és a qPCR alapu mennyiségi meghatdrozdshoz kezdetben 103 és 102
CFU/ml szuszpenzi6t is készitettiink és feltdrtunk, de megdllapitottuk, hogy az ennyi-
re hig mintakbol izoldlt DNS esetében mar nem miikodott megfeleld hatékonysaggal a
gPCR reakcid (bar a DNS higitasi sorok alkalmazasakor még ezek a mintak is a linedris
tartomdnyba estek). Ez azonban nem jelentett problémat a késébbiekben, mivel a valds
mintdink kezdeti telepszdma kb. 104 CFU/ml, és a fermentacid sordn ez emelkedik vagy
stagndl, de sejtszamcsokkenést nem tapasztaltunk a kisérleteink sordn. Az izolalt DNS
mintdkkal qPCR reakcidt hajtottunk végre, és az amplifikacids gérbék alapjan kalibraci-
0s egyeneseket készitettliink el a szélesztés soran kapott telepszam adatok felhaszndldsa-
val. A folyamat 1épéseit csupan egy baktérium (E. coli) esetében mutatjuk be részletesen,
de mind a hat baktérium kalibraciés adatai megtaldlhatok az 1. mellékletben. A qPCR
reakcio soran kapott amplifikacids gorbéket a 15. dbra mutatja be.

.10

15. abra: Escherichia coli higitasi soraibol (104-109 CFU/ml)
izolalt DNS mintak amplifikaciés gorbéje.
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A kalibracids gorbe felvételéhez a szélesztés sordn kapott telepszamokat hasznaltuk
fel. Az egyes higitasi tagokhoz tehat nem egy bizonyos DNS koncentraciét rendeltiink
hozz4, hanem egy telepszam/ml értéket, igy a késébbiekben a kalibraciés sor alapjan
kozvetleniil az ismeretlen minta telepszamat fogjuk megkapni. Miutdn minden egyes
taghoz hozzarendeltiik a megfelel6 telepszamértékeket, szoftveresen meghataroztuk a
megfeleld kiiszobvonal értéket (treshold), és ez alapjdn a mintdk Ct értékét. A két parhu-
zamos reakcio alapjan hataroztuk meg a kalibracios egyenes paramétereit.

Végiil a kalibracids egyenes alapjan kiszamitottuk az egyes pontokhoz tartozo telep-
szamértékeket (16. abra). Az dbran a ,given conc” értékek jelolik a telepszamolés so-
ran kapott értékeket, vagyis azt az elméleti ,baktérium koncentraciét”, amely egy-egy
higitasi taghoz tartozik. A ,calc conc” értékek a kalibracids egyenes egyenlete alapjan
kiszamolt, az adott ponthoz tartozo értékeket jelolik. A %-os eltérések bizonyos esetben
nagynak tlinhetnek, de a szélesztés sordn is jelentds eltérés lehet azonos minta fligget-
len szélesztése kozt. Pl. 1x108 helyett a kovetkezd alkalommal 2x108 értéket hatarozunk
meg, akkor az nem szamit jelentds eltérésnek, de valéjaban az egyik szam duplaakkora,
mint a masik (vagyis +100% eltérés). A telepszam meghatdrozasa sordn ez azonban elfo-
gadhaté szérasnak szdmit. Ez alapjan megallapithatjuk, hogy a kallibréacids egyenesek
megfeleléen pontosak, és nincs nagymértéki eltérés a molekularis biolégiai médszerrel
és szélesztéssel meghatarozott telepszamok kozt (17. dbra).

No. Colour Name Type

Given Conc (copiesireaction) Calc Conc (copiesfreaction) % Var

1 . A9 |Standard|13,08838 000 000 855 323 522 21%
2 . A9 |Standard|13,04{838 000 000 876 533 449 4.8%
3 . A8 |Standard|16,72({82 100 000 76 441 530 6,9%
4 . AB  |Standard|16,70{82 100 000 77 273 261 3,9%
3 . AT |Standard|20,21(7 230 000 7 544 207 4,3%
6 . AT |Standard|20,12{7 230 000 B 044 422 11,3%
7 A6 |Standard|23,82{ 710 000 693 490 2,3%
8 AE  |Standard|23,81{ 710 000 697 433 1,8%
9 . A5 |Standard|27,15{83 300 75 842 9.0%
10 . A5 |Standard|27,12{83 300 77 438 7.0%
11 . A4 |Standard|30,74{7 790 7033 9,7%
12 . A4 |Standard|30,25|7 730 9759 25,3%

16. abra: Escherichia coli higitasi soraibol (104-10° CFU/ml) készitett kalibracios
egyenes alapjan meghatarozott baktérium-telepszamok.

A t6bbi baktérium esetében is hasonléképp jartunk el, vagyis az adott mikroba
higitasi sorabodl egyrészt szélesztéssel meghatdroztuk a telepszdmot, masrészt DNS-t
izolaltunk, és a qPCR kalibracids gorbéit ezen higitasi sorok alapjan készitettiik el. A
higitasi sorok altaldban 10%-10° sejt/ml baktériumot tartalmaztak, mivel az emésztési
modellben az egyes baktériumok telepszama ebbe a tartomanyba esik. A higitasi sorok-
bdl térténé DNS izoldlast és a specifikus primerek segitségével torténd kalibracios gor-
bék készitését mind a hat baktérium esetében elvégeztiik. Mind a hat baktérium szélesz-
téssel és qPCR technikaval kapott eredmények 6sszehasonlitdsat a 17. Abra mutatja be.
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17. dbra: A hat baktérium telepszdmanak meghatarozasa higitasi sorbél szélesztéssel
(kék oszlop), illetve qPCR technikaval (piros oszlop) két ismétlés atlaga alapjan.

A kalibraciés sorok alapjan tudtuk meghatdrozni az ismeretlen koncentraciéju
mintdk telepszamat, melyet Clostridium esetében mutatunk be részletesen. Ebben az
esetben ,ismeretlen” mintdk telepszamat szélesztéssel is meghataroztuk, melyet kont-
rollként hasznédltunk a molekularis bioldgiai mddszer tesztelése soran. Az ismeretlen
mintdkbol is DNS-t izolaltunk, és elvégeztiik a qPCR reakciét, majd a korabbi kalibracids
sorok alapjan meghataroztuk a mintak telepszamat, melyet 6sszehasonlitottunk ugyan-
ezen mintak szélesztésével (18 dbra). A kétféle mdédszerrel kapott eredmény kozott csak
kismértéki eltérés tapasztalhatd, vagyis a kvantitativ Real-Time PCR alapu technika al-
kalmas a baktériumtenyészetek hozzavet6leges telepszdmanak meghatdrozasara.
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18. abra: Ismeretlen téménységi Clostridium mintak mennyiségi meghatarozasa qPCR techni-
kaval. Fent: a kalibraciés sor (104-10°), valamint a két ismeretlen minta (I1 és 12) amplifikacios
képe. Lent: A szélesztéssel és qPCR technikaval meghatarozott telepszamok 6sszehasonlitasa.
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5.5. Valds minta baktériumszamanak meghatarozasa prebiotikus
adalékanyag hatasara

Bar munkank elsédleges célja egy olyan modszer fejlesztése volt, mely alkalmas az in
vitro emésztési modellben alkalmazott hat baktérium pontos és gyors mennyiségi meg-
hatdrozasdra, szeretnénk bemutatni egy példamérést is, melynek soran egy valés minta
prebiotikus hatdsat mérttik ki. A prebiotikus anyagok szervezetiink szdmadra emészthe-
tetlenek, és a vastagbélbe jutva szelektiven serkentik az ott é16 jotékony baktériumokat
(az invitro modell esetében az a Lactobacillus caseit és a Bifidobacterium longumot jelen-
ti). Vagyis a prebiotikus anyag hatdsara a jétékony baktériumok telepszdma nagyobb
mértékben novekszik, mint a tébbi bélrendszertiinkben el§ baktériumé. Ez a hatds
szamszerUsithetd, neve prebiotikus index (1d. még 4.4.10).

1% laktuléz prebiotikus hatasa

Boh , kaontral
B 22 h, kontrol
Eoh, 1% laktuldz

B 22 h, 1% laktuldz

Telepszdm (Logld CFUfmi)

B. langurm L. cased B. fragilis L. perfringens

19. dbra: A négy anaerob baktérium telepszdma a beoltast és 22 6ra inkubacioét kdvetéen.

Munkénk sordn a hattagii mikrobak6zosség taptalajahoz 1% laktulézt adtunk, amely
kozismert prebiotikus anyag. Meghataroztuk abaktériumok telepszamaéat a beoltast kove-
téen, illetve 22 6ra inkubdlast kovet6en. Kontrollként ugyanezeket a kisérleti paraméte-
reket alkalmaztunk, de a tdptalaj nem tartalmazta a prebiotikus anyagot. A prebiotikus
index szdmitdsdhoz csak az anaerob mikrobdkat kell figyelembe venni (Lactobacillus
casei, Bifidobacterium longum, Clostridium perfringens és Bacteroides fragilis), ezért a 19.
abran csak ezek telepszamvaltozasat tlintettiik fel. A kénnyebb attekinthet6ség véget az
abran a telepszdmokat a kordbbiakhoz hasonléan 10-es alapu logaritmikus értékekben
adtuk meg, de a prebiotikus index szamitdsakor nem a logaritmikus értékeket kell alkal-
mazni. A kontroll tdpoldat prebiotikus indexe -0,58, ami azt jelenti, hogy nincs prebioti-
kus hatés. Ez teljesen természetes, mivel semmilyen adalékanyagot nem tartalmaz. Az
1% laktuldzzal kiegészitett minta prebiotikus indexe 2,58, ami azt jelenti, hogy a taptalaj
tartalmaz prebiotikus anyagot. Irodalmi adatok alapjan a laktuldz 24 6ras prebiotikus
indexe kb. 3, amit a mi 22 6ras eredményiink is alatadmaszt.

A kés6bbiekben természetesen nemcsak igazoltan prebiotikus hatdsu anyagok vizs-
gdlatat fogjuk elvégezni, hanem szdmos egyéb anyagét is, illetve az emésztési modell
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segitségével kivanjuk nyomon koévetni az élelmiszerek prebiotikus adalékanyagainak
valtozasait.

6. Osszefoglalas

Munkéank soran az in vitro vastaghél modelliinkben alkalmazott hat baktérium
mennyiségi valtozdsainak nyomon kovetésére alkalmas molekuldris biolégiai techni-
kat dolgoztunk ki. Megéallapitottuk, hogy a szelektiv taptalajokon térténd tenyésztés nem
minden esetben alkalmas minden baktérium telepszdmanak pontos és gyors megha-
tdrozésara, mivel a lassabban névekvd anaerob mikrobdk esetében a tenyésztési id6
harom nap, és a legtobb szelektiv taptalajon egynél tébb baktérium is képes névekedni.
Irodalmi adatok alapjan a kvantitativ Real-Time PCR technikéat valasztottuk, melynek
segitségével a baktériumokbdl izoldlt DNS mennyisége alapjan tudjuk meghatdrozni a
mintdk baktérium-telepszamat.

A baktériumok mennyiségi meghatadrozdsahoz 16S rDNS alapu primereket tervez-
tink irodalmi adatok alapjan, de ezek nem minden esetben voltak megfelel6en szelek-
tivek az altalunk alkalmazott izolatumok esetében, ezért elvégeztiik mind a hat bakté-
rium 16S RNS génjének megszekvendlasat. A kapott szekvenciaadatokat elemeztiik és
osszehasonlitottuk, majd az eltérd részekhez sajat tervezésii szelektiv primereket készi-
tettiink. A PCR reakci6 korilményeinek optimalizalasa (pl. h6mérséklet gradiens PCR
technika alkalmazdsdval) utdn teszteltiik a szelektivitast, és megallapitottuk, hogy az
altalunk készitett primerparok fajspecifikusak, és alkalmasak a hat baktérium elki-
l6nitésére. Elvégeztiik a DNS izoldlds optimalizalasat is, erre azért volt sziitkség, mert
olyan médszert szerettlink volna kidolgozni, amely azonos hatékonysaggal képes nukle-
insavizoldlasara higabb/toményebb mintdkbdl, azt is figyelembe véve, hogy az dltalunk
alkalmazott mikrobdk egy része Gram negativ, masik része Gram pozitiv. Tébbféle DNS
izoldlasi technikét is alkalmaztunk, és végil egy kombindlt mddszert dolgoztunk Kki,
amelyben kétféle enzimes kezelést (lizozim, proteinaz K), két 1épcsds hdkezelést (56 °C
és 95 °C) és Uveggyongyokkel torténd fizikai feltardst is alkalmaztunk. A qPCR reakcio
korulményeinek kovetden mind a hat baktérium esetében tizes 1éptékd higitasi sorokat
készitettiink a kalibracids sorok felvételéhez. A kés6bbiekben ezek segitségével sikere-
sen hatdroztuk meg kiilonb6z8 koncentracidju ismeretlen mintdk baktériumszamat (a
kapott eredményeket a szélesztés adataival hasonlitottuk 6ssze).

Megallapithatjuk, hogy sikeresen dolgoztunk ki egy olyan molekuldris bioldgiai tech-
nikat, amely szelektivebb és gyorsabb eredményt ad a baktériumok telepszdm megha-
tarozdsa esetében, mint a hagyomdanyos taptalajokon torténd szélesztés. A késébbiekben
ezen modszer segitségével tervezziik a kiilonboz8 élelmiszer-adalékanyagok bélmikro-
bidta modell baktériumkozosségének osszetételére gyakorolt hatdsdnak vizsgalatat.7.
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9. Mellékletek

9.1. melléklet: A hat baktérium Real-Time PCR kalibracios sora.

Az E. coli kalibraciés adatai. Fent: az amplifikacids gorbék képe, kozépen: a kalibra-
cids egyenes és adatai, lent: a telepszamolds adatai (given conc.) és a szadmitott értékek
(calc conc.) 6sszehasonlitdsa a kalibracios egyenes alapjan.
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Fluorescence

5
Cyicle
Standard Curve (1) conc= 10+(-0,288*CT + 12,697)
Standard Curve (2) CT =-3.474%og(conc) + 44,105
Reaction efficiency (%) 0,94033 (= 104(-1/m) - 1)
i} -3.47371
B 4410513
R Value 0,99973
R"2 Value 0,99946

Ct  Given Conc (copieslreaction) Calc Conc (copies/reaction) % Var

1 . A9 |Standard|13,08/836 000 000 895 323 522 21%
2 . A% |Standard|13,04/838 000 000 878 533 449 4.8%
3 . A% |Standard|16,72(82 100 000 76 441 530 6.9%
4 . A8 |Standard|16,70(82 100 000 77 275 261 5.9%
5 . AT |Standard|20,21|7 230 000 7544 207 4.3%
6 . AT |Standard|20,12|7 230 000 8 044 422 11,3%
7 A6 |Standard|23,82(710 000 693 490 2.3%
g A6 |Standard|23,81|710 000 697 433 1.6%
] . A3 |Standard|27,15|83 300 75 842 9,0%
10 . A3 |Standard|27,12|83 300 77438 7.0%
1 . A4 (Standard|30,74|7 790 7033 9.7%
12 . A4 |Standard|30,25(7 730 9739 25,3%
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9.2. melléklet (folytatas)

A Enterococcus kalibraciés adatai. Fent: az amplifikacids gorbék képe, kozépen: a ka-
libracids egyenes, lent: a telepszamolas adatai (given conc.) és a szamitott értékek (calc

conc.) 6sszehasonlitdsa a kalibracids egyenes alapjan.

100 4

g0
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Fluorescence

40

20

T
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Cycle

Standard Curve (1)

conc= 104(-0,255"CT + 12,158)

Standard Curve (2)

CT = -3,922%log(conc) + 47,681

Reaction efficiency (%)

0.79879 (* = 10(-1/m) - 1)

M 392186
% 1 ] B 4768111
. : ; ‘ ; R Value 0,99952

1& il m%
R"2 Value 0,99904

Concentratian

. Colour Name Type

Ct

Given Conc (copies/reaction) Calc Conc (copies/reaction) % Var

1 . B9 Standard|13.64|445 000 000 479 626 538 7.8%
2 . B9 Standard|13,63| 445 000 000 480 559 585 8,0%
3 . B6 Standard|17.89|43 200 000 39 519 084 8,5%
4 . B6 Standard|17.86/43 200 000 40 082 262 7.2%
3 . B7 Standard|21,72|4 510 000 4161 764 7.7%
6 . B7 Standard|21,68|4 510 000 4 268 718 5,3%
7 B6 Standard|23,32| 510 000 303 421 1,3%
8 B6 Standard|23,39| 510 000 482 8§13 5,3%
9 . B5 Standard| 29,1544 000 53 069 20,6%
10 . B5 Standard| 29,0544 000 36 407 28,2%
1 . B4 Standard| 33,864 120 3335 19,1%
12 . B4 Standard| 33,524 120 4 082 0,9%
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9.3. melléklet (folytatas)

A Lactobacillus kalibracios adatai. Fent: az amplifikaciés gorbék képe, kozépen: a ka-
libraciods egyenes, lent: a telepszamolas adatai (given conc.) és a szamitott értékek (calc
conc.) 0sszehasonlitdsa a kalibracids egyenes alapjan.
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Cycle

Standard Curve (1)

conc= 104(-0,274*CT + 11,126)

Standard Curve (2)

CT = -3,648*log(conc) + 40,591

Reaction efficiency (%)

0,8797 (* = 104(-1/m) - 1)

Cancertration

Ct

M -3,64846
B 40,59124
R Value 0.99945

R*2 Value 0,9989

. Colour Name Type

Given Conc (copiesfreaction) Calc Conc (copies/reaction) % Var

1 . C9 |Standard|6,87 |1 820 000 000 1733443 315 3.7%
2 . C9 |Standard|6,93 1820 000 000 1686 908 909 7.3%
3 . C8 |Standard|9.81 |304 000 000 273 936 621 9,9%
4 . C8 |Standard|9.,82 |304 000 000 271223 764 10,8%
5 . C7 |Standard|13,6119 200 000 24 863 064 29,5%
6 . C7 |Standard|13,60(19 200 000 24 994 137 30,2%
7 C6 |Standard|17.492 070 000 2151920 4,0%
8 C6 |Standard|17.48(2 070 000 2161 234 4.4%
9 . C5 |Standard|21,33{211 000 189 924 10,0%
10 . C5 |Standard|21,39(211 000 183 6860 12,9%
11 . C4  |Standard|25,1518 500 17 064 7.8%
12 . C4  |Standard| 24,9418 500 19 487 5,3%




| 125

9.4. melléklet (folytatas)

A Bifidobacterium kalibraciés adatai. Fent: az amplifikacios gorbék képe, kdzépen:
a kalibracids egyenes, lent: a telepszamolds adatai (given conc.) és a szamitott értékek
(calc conc.) 6sszehasonlitdsa a kalibracios egyenes alapjan.

100 A
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5 10 15 20 25 30 35 40
Cycle
Standard Curve (1) conc=104-0,253*CT + 11,877)
Standard Curve (2) CT = -3.947"log(conc) + 46,874
Reaction efficiency (%) 0,79215 (* = 104-1m) - 1)
M -3,94671
; : 1|8 46,8741
@i d,) 7 é é R Value 0,99876
1 1 1 1 1
Concentration R*2 Value 0,99752
. Colour Name  Type Ct Given Conc (copies/reaction) Calc Conc (copies/reaction) % Var
1 . bifido T |Standard| 10,861 120 000 000 1336 264 654 19,3%
2 . bifido T |Standard| 10,851 120 000 000 1 338 586 343 19,5%
3 . bifido -1|Standard| 13,95/ 201 000 000 219 317 464 9,1%
4 . bifido -1|Standard| 14,87 201 000 000 128 376 498 36,1%
5 . bifido -2|Standard|18,73| 14 500 000 13 496 463 6,9%
6 . bifido -2|Standard|18,81| 14 500 000 12 925 509 10,9%
7 bifido -3|Standard (22,741 200 000 1306 129 8.8%
8 bifido -3|Standard |22 42|11 200 000 1573 004 31,1%
9 . bifido 4|Standard|26,25| 187 000 167 785 10,3%
10 . bifido -4|Standard| 26,45 187 000 143 687 20,0%
11 . bifido -53|Standard|30,17|16 000 17 048 6,5%
12 . bifido -3|Standard|30,10| 16 000 17773 11,1%
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9.5. melléklet (folytatas)

A Clostridium kalibracids adatai. Fent: az amplifikaciés gorbék képe, kozépen: a ka-
libracids egyenes, lent: a telepszamolas adatai (given conc.) és a szamitott értékek (calc
conc.) 0sszehasonlitdsa a kalibracids egyenes alapjan.
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Cycle

Standard Curve (1)

conc= 1040, 279*CT + 12,002)

No. Colour Name

Standard Curve (2)

CT = -3.585"log(conc) + 43,033

Reaction efficiency (*)

0,90069 (* = 10%(-1/m) - 1)

M

-3,58538

B 43,03321
R Value 0,9975
R"2 Value 0,99501

19 . Clost TL.C.M  |Standard|10,95(720 000 000 889 072 899 23,5%
20 . Clost TL.C.M  |Standard|10,84]720 000 000 953 294 733 32,4%
21 . Clost 10*1 L.C.M|Standard|14,64{101 100 000 82 764 724 18,1%
22 . Clost 10"1 L.C.M|Standard| 14,58 101 100 000 86 388 730 14,6%
23 . Clost 10%2 L.C.M|Standard|19,90(3 092 000 2 826 946 8.6%

24 . Clost 10"2 L.C.M|Standard| 19,863 092 000 2901553 6,2%

25 Clost 10°3 L.C.M|Standard|22,75(378 600 453 007 19,7%
26 Clost 10"3 L.C.M|Standard|22,82| 378 600 434 056 14,6%
27 . Clost 10"4 L.C.M|Standard|26,40(76 400 43 547 43.0%
28 . Clost 10"4 L.C.M|5Standard| 26,1976 400 48 757 34.9%
29 . Clost 10°5 L.C.M|Standard|29,13[5 166 7556 46,3%
30 . Clost 10"5 L.C_.M|5Standard|29,23|5 166 7068 36,8%




9.6. melléklet (folytatas)

A Bacteroides kalibracids adatai. Fent: az amplifikacios gorbék képe, kozépen: a ka-
libracids egyenes, lent: a telepszamolds adatai (given conc.) és a szamitott értékek (calc
conc.) 6sszehasonlitdsa a kalibracios egyenes alapjan.
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100 4

g0
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Fluorescence

40
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20 25 30
Cycle

33 40

Standard Curve (1)

conc= 10%{-0,300*CT + 11,614)

... ||Standard Curve (2)

CT = -3,328*log(conc) + 38,654

Reaction efficiency (%)

0,9974 (* = 10M(-1/m) - 1)

]
1d

Caoncentration

M -3.32818
B 38,65373
R Value 0,99963
R*2 Value 0,99926

1 590 486 420

1 | [ |F9T |Standard|8,03 |1 710 000 000

2 | [l |FoT |Standard|8,13 |1 710 000 000 1476 781 340
3 | Il | |Standard|10,92|203 000 000 215 671 564
4 | 0 |- |Standard|11,00{ 203 000 00O 203 990 345
5 | [l |2 |Standard|14,54) 15 200 000 17 633 969
& | [l |2 |Standard|14,54) 15 200 000 17 561 517
7 -3 |Standard|17,92(1 670 000 1701 672

B -3 |Standard|17.77| 1 670 000 1 886 154

o | l |¢ |Standard|21.35 189 000 157 831

10| [l |4 |Standard|21.28| 189 000 166 406

1| | |5 |Standard|24,58/ 15 500 16 967

12| B |5 Standard|24,62| 16 500 16 455




