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Osszefoglalés

A tejsavbaktériumok és azon belll a Lactobacillus toérzsek széles kérben megtaldlhatdak a természetben és az
emberi béltraktus mikroflorajénak is fontos tagjai. Szémos kutatds foglalkozik ezen mikroorganizmusok
szdmunkra elényods tulajdonsagaival, amelyek egyre vildgosabbd teszik, hogy nélkuluk elképzelhetetlen lenne
az életunk. Ezért is fontos, hogy minél tébb informdcioval rendelkezzink ezen nélkuldzhetetlen
mikroorganizmusokrol. Munkénk sordn egy eredetileg humadn sejtek vizsgdlatdhoz alkalmas kolorimetrids
modszert adaptdltunk és optimalizGltunk az dltalunk vizsgdlt tesztmikroorganizmusok enzimaktivitdsdnak
méréséhez. Az irodalomban kdzolt mddszer modositdsaval, paramétereinek bedllitdsdval egy gyors eljdrdst
kaptunk, amelynek segitségével kevesebb mint négy ora alatt kdzvetlenul kimutathatd a baktérium sejtek
enzimaktivitdsa és kdzvetve azok sejtszima is. Az adaptdcié sordn megdllapitottuk az optimalis paramétereket
(baktériumsejt koncentraciot, MTT koncentraciot, inkubdcios idét, pH hatdst), amelyek esetén szoros korrelécio
all fenn a sejtszdm és a keletkezett formazdn koncentrdcid kodzétt. Méréseink sordn azt tapasztaltuk, hogy a
Lactobacillus tdrzsek enzimaktivitdsdt nagymeértékben befolyasolja azok pillanatnyi szaporoddsi fdzisa, a
taptalaj mindsége, tovabbd a térzsek kdzott is jelentds kuldnbség figyelhetd meg.
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talajoan és még az emberi béltraktusnak is szerves

Bevezetés részét  képezik, amelyek igy  nagymértékben

hozzdjarulnak az egészséges immunrendszer
A tejsavbaktériumok és koztuk a Lactobacillus-ok  fenntartdsdhoz és az emésztési folyamatokat is segitik.
évezredek 6ta kozeli kapcsolatban dlinak az emberrel, A Lactobacillus-ok  jotékony  hatdsukat oz

amely nem annyira meglepd, mivel ezek a dnyagcseréjik  sordn - termelt  elsédleges  és

mikroorganizmusok a kérnyezetinkben szdmos helyen — Masodlagos anyagcseretermeékeik segitségével fejtik ki.
megtaldlhatéak, mint példaul a ndévények felszinén, a Mar idészamitasunk elétti korszakokban kihaszndlta az
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ember ezeket az elényds tulajdonsagokat, zéldség, hus
és tej fermentdcidjara is, igy hosszabbitva meg az
élelmiszereik eltarthatosagat. Az élelmiszerek
tartositasan tdl élvezeti értékuket és emészthetdséguket
is nagymértékben noévelk e mikroorganizmusok.
Mindezen dalddsos tevékenységukon felul, a  napi
rendszerességgel megfelelé mennyiségben fogyasztott,
laktobacilluszt  tartalmazd, Ggynevezett  probiotikus
élelmiszerek bizonyitottan javitjak az immunrendszerink
mukodését, illetve szdmos betegség kialakuldsanak
kockdzatat csdkkentik.

Nincs a baktériumoknak még egy olyan csoportja,
amely az emberrel olyan sokoldalld viszonyban dling,
mint a tejsavbaktériumok. Ezért fontos és szlUkséges
Sket jobban megismerni” (Dedk, 2005).

Szdmos ma is haszndlt mikrobiolégiai vizsgdlati
modszer tdébb mint szdz éve alakult ki. Vildgszerte a
vizsgdlatok  millioit  végzik  évente  ezekkel a
hagyomdnyos  tenyésztéses modszerekkel —annak
ellenére, hogy idé- munka- és anyagigényesek, az
eredmeény gyakran csak tdbb napos vizsgdlatsorozat
utadn értékelhetd (Dedk, 2006a; Dedk, 2006b). A
mikrobiologiai vizsgdlati modszerek
tovabbfejlesztéseinek céljai, hogy gyorsabban, tdbb
mintabdl, kevesebb él6 munkdval, olcsdbban és mégis
informativabban jussunk eredményekhez.

MTT kolorimetridas médszer

A 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazélium-
bromidot (MTT) 1957-utdn szintetizdltak és kezdték el
tanulmanyozni  (Altman, 1976). A meérfoldkévet a
Mosmann (1983) dltal leirt modszer jelentette az MTT
alapu eljardsok tekintetében. Mosmann eredetileg
emlés  sejtek  aktivitdsdnak, ndévekedésének  és
talélésének tanulmdnyozdsara fejlesztette ki az MTT
kolorimetrig¢s ~ médszert  (Mosmann, 1983), «a
késobbiekben szédmos publikdcid jelent meg, amely

Mosmann modelljét alapul véve kisebb-nagyobb
maodositasokkal atalakitva kiterjesztette
alkalmazhatésagat (Gerlier & Thomasset, 1986;

Scudiere et al, 1988). A tovabbfejlesztett modszereket
sikeresen alkalmazzdk az immunologidban,
toxikologidban, a sejtbiolégidban kalonbozd
emldssejtek, koéztuk daganatos sejtek,
életképességének, novekedésének és
vegyszerérzékenységének (Carmichael et al, 1987,
Twentyman & Luscombe, 1987, Alley et al, 1988§;
Campling et al, 1991; Berridge & Tan, 1993; Liu et al, 1997,
Takahashi et al, 2001), valamint a mikrobiologidban
szdmos mikroorganizmus, baktérium, éleszté-  és
penészgomba  szaporoddsdnak, —életképességének,
antibiotikum rezisztencigjénak vizsgdlatara is (Peck,
1985; Stowe et al, 1995; Abate et al, 1998; Freimoser et
al, 1999; Dias et al, 1999; Stentelaire et al, 2001;
Gabrielson et al, 2002; Saravanan et al, 2003; Wang et
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al, 2007; Wang et al, 2010; Wadhawan et al, 2010).

Az MTT és dltaldban a tetrazdlium soék redukciéjan
alapuld kolorimetrids modszerek legnagyobb elénye az
egyszerlségUkben és a gyorsasagukban rejlik. Azonban
ahhoz, hogy a Iényegesen tdbb munkdt, iddt és
vegyszert igényld hagyomdnyos modszerek
alternativdjoként  szolgdljanak, szdmos paraméter
pontos meghatdrozdsa és bedllitdsa szukséges. A
modszer az él6 sejtek azon tulajdonsdgdn alapszik,
miszerint  képesek a vizoldhatd tetrazdlium  sot
vizoldhatatlan formazénnd alakitani  (Twentyman &
Luscombe, 1987) és az igy keletkezett formazdn
mennyisége spektrofotometrids Gton meghatdrozhato,
amibdél az élé sejtek szamara kovetkeztethetlnk
(Mosmann, 1983; Peck, 1985; Denizot & Lang, 1986). Ezek a
megdllapitdsok emlds és bakteridlis eredetl sejtekre
egyardant igazak (Abate et al, 1998). Az MTT esetében a
sarga sziny, vizben jol oldodo tetrazdlium sot redukaljak
a sejtek vizben oldhatatlan lila formazdan kristalyokka
(Plumb et al, 1989).

Az MTT prébdt annak ellenére, hogy széles korben
alkalmazzdk  sejtéletképesség és  sejtszaporodds
mérésére, a redukci® mechanizmusa és a felelés
enzimek pontos elhelyezkedése nem teljesen ismert
(Collier & Pritsos, 2003). Egy korai tanulmanyban Slater
és munkatdrsai 1963-ban  megdllapitottdk, hogy a
szukcindt fuggd MTT redukcidja a patkény mdj sejtek
mitokondriumd&ban megy végbe. Késdbbi tanulmanyok
bebizonyitottdk, hogy a szukcindt dehidrogendz fuggd
MTT redukcid mellett NADH és NADPH fuggd formazdan
termelés is torténik, amely a mitokondriumon kivul a
belsé membranban megy végbe (Berridge & Tan, 1993).
Tovabbi tanulmdnyok eredményei is megkérddjelezték
a  mitokondrium  kizGrolagos  szerepét az MTT
redukciojaban (Liu et al, 1997), illetve bebizonyitottak azt
is, hogy sok mads, nem mitokondridlis dehidrogendz
enzim és flavin oxiddz is képes redukdini az MTT-t.
Szdmos eredmény taldlhatd az irodalomban arra s,
hogy az MTT redukcidja él6 sejtek jelenléte nélkdl,
ktlénbozd  flavonoidok, magnézium oxid vagy akar
porozus szilicium (PSI) mikrorészecskék hatdsara is
spontdn végbemehet, amely igy hamis pozitiv jelet
eredményezhet (Peng et al, 2005; Laaksonen et al,
2007; Talorete et al, 2007; Fischer et al, 2010).

Az MTT vizsgdlati modszer két 6 részre, a redukcios
és az oldbéddsi folyamatra oszthatd fel. A redukcids
folyamat pontos megértése és az esetleges hamis
pozitiv vagy negativ jelet produkdld tényezdk
kikiszobolése mellett a keletkezett formazdn kristalyok
hatékony feloldasa is elengedhetetlen a pontos
eredmény elérése érdekében. Oldoédds szempontjabdl
a tetrazdlium sokbol keletkezett formazan kristalyok
lehetnek vizben, illetve vizben nem, csak valamilyen
szerves  oldbészerben  oldhatéak. A vizoldhatd
formazdnok esetében az olddsi folyamat nem igényel
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kalon |épést, mivel a kristalyok a sejtek szaporoddsat
biztositd tdptalajban intenziv  szinreakcid mellett
feloldodnak. A vizben oldhatatlan formazdan kristalyt
képzd tetrazdlium sok esetében, amilyen az MTT is,
azonban az oldbszer kivalasztdsa is fontos 1€pés. Az MTT
redukdloéddsdanak folyamatdt az 1. abra szemiélteti.
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1. @bra: Az MTT redukdldéddsa formazdnnd

Munkdénk sorén célul tUztuk ki, hogy oz MTT
kolorimetridis moédszert — amely azon alapul hogy az élé
sejtek mitokondridlis dehidrogendz enzimje az MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil  terazolium-bromid)

tetrazélium  gyudrGjét  vizben  oldhatatlan  szines
formazannd alakitjo, igy annak mennyisége ol
korrelalva az &l sejtek szdmaval, kolorimetridsan
meghatdrozhatd -  alkalmassd  tesszik  ezen

mikroorganizmnusok gyors és egyszerU vizsgdlatdhoz.

Anyagok és modszerek

Tesztmikroorganizmusok

A vizsgdlatainkhoz a kévetkezd Lactobacillus torzseket
alkalmaztuk: Lactobacillus plantarum 2142 (Perugia-i
Egyetem Mezégazdasdagi Tanszék, Tejipari Intézet,
Olaszorszag), Lactobacillus rhamnosus VTI  (Kémiai
Technolégiai Intézet, Tej és Zsirtechnologiai Tanszék
Praga, Csehorszég), Lactobacillus casei  Shirota
(Utrecht-i  Egyetem, Allatorvosi  Kar,  Hollandia),
Lactobacillus sakei (Perugio-i Egyetem Mezégazdasdagi
Tanszék, Tejipari Intézet, Olaszorszag).

Taptalajok
A tesztmikroorganizmusok felszaporitdsara MRS (de
Man, Ragosa, Sharpe) tdplevest (Merck KGaA,

Darmstadt, Németorszag) és MRS (de Man, Ragosa,
Sharpe) agart (Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag)
alkalmaztunk. Természetes tdpkodzegként csicsoka
taplevet alkalmaztunk (Csicsokapor (Dr. Fitokup Kift,
Budapest) 100 g + desztillalt viz 900 m).

MTT kolorimetrias médszer

A felszaporitott  tejsavbaktérium  lecentrifugdlasat
kbvetben eltavolitottuk az MRS tdplevest a sejtekrd|,
majd 108 - 10° sejt/ml-re dllitottuk be a sejtkoncentréciot
fizioldgids sdoldat segitségével. A bedllitott sejtszdmot
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mikrotiterlemez-leolvasé  segitségével 630 nm-en
ellendriztuk. A megfeleld sejtszim esetén 1 ml-t
pipettdztunk a mintdbdl egy 2 mi-es Eppendorf csdbe,
majd hozzdadtunk a vizsgdlni kivant gatldanyagbdl
100 pl-t, illetve 100 pl elézéleg elkészitett 8 - 9 mg/ml
koncentracioja MTT-t. A tetrazélium-bromidot foszfat
pufferelt séoldatban (pH 7,2) oldottuk fel majd 0,2 um-
es fecskenddszUrén atszdrtUk. Az 6sszemért mintakbol
minden esetben 3 pdrhuzamost készitettlnk, amelyeket
37 °C-os inkubdtorba helyeztink 2 oréra. Az inkubdcios

id6  elteltét  kdvetében a  csdveket 9000 g-n
lecentrifugdltuk, majd a felUldszét elontéttuk. A
visszamaradt  formazdan  kristalyokat 1 ml DMSO
hozzdaddsaval és 400 fordulat/perces razatdssal

szobahémérsékleten 10 perc alatt oldottuk fel. Az igy
kapott ~ oldat  szinintenzitdsdt  spektrofotométer
segitségével mértuk 595 nm-en. Egyes méréseknél az
MTT kolorimetrids modszer miniatdrizalt,
mikrotiterlemezre  kidolgozott  valtozatat  (MMCA)
alkalmaztuk, amely id8, energia és vegyszer
megtakaritdst tett lehetévé. E mobdszer annyiban
ktldnbozik az elézéekben leirt eljardstdl, hogy o
mintdkat steril 96 lyukd mikrotiterlemezre mérttk 6ssze,
igy a Llactobacillus sejteket tartalmazd fiziologids
sooldatbdl 200 pl-re, a gdatlbanyagbdl 20 pl-re és a
feloldott MTT-bél is (8 mg/ml) csak 20 pl-re, illetve a 2-
ords inkubdcié elteltével és a felullszd eltavolitasat
kédvetben a DMSO-bdél is minddssze 200 ul-re volt
szUkség, amely a fent leirt mddszerhez képest 6tdd
annyi mennyiségeket jelent.

Eredmények és értékelésuk
MTT  kolorimetriGs  médszer
alkalmazésa

Az elséként Mosmann (1983) dltal leirt MTT kolorimetriés
modszert, amelyet eredetileg emlds sejtek vizsgdlatara
dolgozott ki, sokan alkalmazték sajdt kutatdsaikhoz
kUlonb6z6 modositdsokkal. A szdmos modositds kézul
az egyik ilyen a Wang Fang és munkatéarsai (2007) dltal
lefrt MTT modszer, amelyet a Micrococcus luteus Gram-
pozitiv baktérium vizsgdlatdhoz fejlesztettek ki. Ezt az
eljarast alapul véve kivantuk atalakitani a modszert Ggy,
hogy a Lactobacillus térzseink vizsgalatdhoz alkalmas
legyen. A modszer két fontos részre oszthato fel, az egyik
az él6 sejtek dehidrogendz enzimei dltal a tetrazélium-
bromidbdl képzett formazdan képzddése, a masik pedig
a keletkezett, vizben oldhatatlan kristalyok felolddsa
szerves oldoszerrel. A keletkezett formazdn kristalyok
mennyisége fugg a sejtek szadmatdl, illetve azok
dehidrogendz  enzimeinek  aktivitadsatél,  valamint
nagymeértékben fugg a hozzdadott kezdeti tetrazolium
s6 koncentréciojatdl. A vizoldhatatlan  formazén
kristalyok maradéktalan felolddsa is elengedhetetlen

adaptdlasa és
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ahhoz, hogy pontos eredményeket kapjunk. Az MTT-bd|
keletkezett formazdn kristalyok olddsdhoz alkalmazott
megfeleld olddszerekkel kapcsolatban eltérd
eredmények taldlhatdéak az irodalomban. Huamin és
munkatarsai  (2002) szerint az izopropanol @
legmegfelelébb olddszere az MTT-bdél keletkezett
formazdan kristalyoknak, azonban az irodalmi adatok
nagyobb  szdmban utalnak  arra,  hogy a
legalkalmasabb erre a célra a dimetil-szulfoxid (DMSO),
amely maradéktalanul képes feloldani a formazdn
kristalyokat, illetve kelléképpen stabil, szines oldatot
eredményez (Carmichael et al, 1987, Twentyman &
Luscombe, 1987; Alley et al, 1988; Campling et al, 1991).
Vizsgdlataink sordn is azt tapasztaltuk, hogy a térzsek
altal termelt formazdn kristalyokat maradéktalanul
feloldja a dimetil-szulfoxid, amely 24 6ra elteltével is
valtozatlan abszorbanciaval rendelkezett. A moddszer
adaptaldsakor tehdt fontos a kuldénbdzd paraméterek,
MTT koncentrdci6, inkubdcios id6, sejtkoncentracio
pontos meghatdrozdsa, valamint a megfelelé oldoszer
kivalasztasa is.

A tdaptalaj redukalé hatasa
Amint azt sokan mdsok is tapasztaltak a tetrazdlium sok
alkalmazasa sordn igen sok tényezd okozhatja azok
redukalodasdt a  vizsgdini - kivant  él6  sejtek
dehidrogendz enzimein kivul (Peng et al, 2005;
Laaksonen et al, 2007; Talorete et al, 2007; Fischer et al,
2010). A vizsgdlataink sorén azt tapasztaltuk, hogy a
tejsavbaktériumok  szaporitGsara  alkalmazott MRS
taptalaj igen nagy mértékben képes redukdlni a
hozzdadott tetrazdlium-bromidot mikroorganizmnusok
jelenléte nélkdl, fals pozitiv jelet eredményezve. Az MRS
téptalaj MTT-t redukdld hatdsdt a 2. abra szemlélteti. A
hiba kikUszobdlésére a vizsgdlatok sordn minden
esetben szUkséges az MRS tdptalaj maradéktalan
eltavolitdsa a sejtekrél az MTT hozzdaddsa eldtt. A
2. abra 6l szemlélteti hogy cz MRS tdpleves él6
mikroorganizmusok jelenléte nélkdl is képes redukdlni az
MTT-t. A sejtek szaporitdsara alkalmazott kuldnféle
taptalajok MTT-t redukdld hatdsairdl kordbban szdmos
esetben beszamoltak mar (Denizot & Lang, 1986; Dias et
al, 1999; wWang H. et al, 2010), ezzel szemben Wang F. és
1.000
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2. abra: Az MRS-téptalaj redukald hatasa
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munkatarsai (2007) nem tettek emlitést a szaporitd
tapkdzeg redukdld hatdsa dltal okozott problémarol.

Az inkubaciés idé és az MTT koncentrdcio
kivalasztdasa Lactobacillus térzsek dehidrogendz
enzimaktivitasanak méréséhez

A vizsgdini kivant sejtektél és mikroorganizmusoktol
fuggden az alkalmazott MTT koncentrdcid igen tdg
hatdrok kézétt mozoghat, az irodalmi adatok szerint
1 mg/ml és 10 mg/ml koncentréciok kdzétt alkalmazzak
(stowe et al, 1995; Abate et al, 1998; Dias et al, 1999).
Leggyakrabban az eredeti modszert alapul véve
(Mosmann, 1983), 5 mg/ml  koncentraciéban
alkalmazzdk az MTT-t (Wcmg et al, 2010; Saravanan et
al, 2003). Az idedlis inkubdcios idd megvalasztdsa is
fontos, e paraméter is tag hatarok kézétt mozoghat, par
oratol akar 24 6rdig is (Abate et al, 1998; Dias et al, 1999;
Saravanan et al, 2003; Wang et al, 2007). Az optimdlis
MTT koncentrdcio és az inkubdcios ido
meghatdrozdsdhoz Lactobacillus  plantarum 2142
torzset  alkalmaztunk, amelynek  sejtszomat  6-
7*108 sejt/ml koncentréciora dllitottunk be. A bedllitott
sejtszdmd mintdbdl 1-1 ml-t pipettdztunk 2 ml-es
Eppendorf csévekbe, amelyekhez hozzdadtunk 100
ismert koncentracioja (5, 6, 7, 8, 9, 10 mg/ml) MTT
oldatot. Az 6sszemért oldatokat 37 °C-os inkubdtorba
helyeztik, majd 2, 3 és 4 o6ra elteltével mértuk az
abszorbanciat 595 nmM-en spektrofotométer
segitséségével. Az eredményeket az 3. @bra mutatja
be. A 9 mg/ml koncentrécioju MTT esetében kaptuk a
legnagyobb jelet mindegyik inkubdcids idd esetében. A
10 mg/ml koncentracioju MTT esetében megfigyelhetd
jel csdkkenés oka az lehet, hogy ebben a
koncentracidban az MTT mar gatldé hatdst fejthet ki a
tesztmikroorganizmusra (Tengerdy et al, 1967; Stowe et
al, 1995). Az inkubdciés idé ndvelésével a keletkezett
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0.400 4
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2 3 4
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3. abra: Lactobacillus plantarum 2142 formazdn képzése
ktlonbdzd MTT koncentrdcid és eltérd inkubdcios idé esetén

formazdn mennyisége is novekszik. Mivel egy
gyorsmodszert |étrehozésa volt a célunk, a 2 ords
inkubdcios idét valasztottuk a tovabbi vizsgalatainkhoz.
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A legkedvezdbb sejtkoncentrdcié meghatarozasa

Az optimdlis mérési tartomdny meghatdrozdsdhoz
higitasi sort készitettink a Lactobacillus plantarum 2142
torzsbél 10° és 108 sejt/ml koncentracio kozott. Ebben az
esetben is 1 ml mintdhoz adtunk 100 pl 9 mg/ml MTT
oldatot és 37 °C-os 2 6rds inkubdciot kdvetéen mértuk
a keletkezett formazdn mennyiséget. Az eredményeket
a 4. abra mutatjo, ahol Iathatd, hogy Lactobacillus
plantarum 2142 esetében, 108-10° sejt/ml koncentracio
tartomdnyban linedris 6sszefuggés tapasztalhatd a
sejtszdm é&s a keletkezett formazdn  kristdlyok
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4. abra: Optimdlis méréstartomany meghatdrozdsa
Lactobacillus plantarum 2142 esetén

mennyisége kozott. Lactobacillus  plantarum 2142
esetén 108 sejt/ml sejtkoncentracié alatt nem kaptunk
értékelhetd jelet.

MTT médszer alkalmazasa mikrotiter lemezen

Az MTT kolorimetrids modszer mikrotiter lemezen
térténd alkalmazdsa szémos térzs és  paraméter
egyideju vizsgdlatat teszi lehetévé, illetve igen 1ényeges
szempont, hogy a Kkisérletek sordn kevesebb
mennyiségl vegyszer és tdptalaj felhaszndldsa
szUkséges. Azonban ahhoz, hogy a mobdszer ilyen
maodon is alkalmazhatd legyen, ebben az esetben is
elengethetetlen a paraméterek eldzetes optimaldsa. Az
inkubdcids id6 és az idedlis MTT koncentracid
meghatdrozdsdhoz mikrotiter lemezen Lactobacillus
plantarum 2142 térzset alkalmaztunk  7*107  sejt/ml
sejtkoncentrdcidban. A megfelelé MTT koncentrdcid
meghatdrozdsdhoz, foszfat  pufferelt  sdoldatban
feloldva 5, 6, 7, 8, 9 és 10 mg/ml koncentraciojd
oldatokat készitettunk. Az abszorbancidt 2 éras 37 °C-os
inkubdciot kdvetbéen mértuk. A kapott eredményeket a
5. abra szemlélteti. A keletkezett formazdn mennyisége
9 mg/ml koncentrécid kézdtt  nincs  szignifikans
kUldnbség 95%-0s biztonsagi szinten (Minitab 13.1), ezért
o tovdbbi vizsgdlatokhoz a8 mg/ml  MTT
koncenetrdciot alkalmaztunk. Az idedlis inkubdcios idd
megdllapitésahoz elézdleg optimalisnak taldlt 8 mg/m
koncentréciojd MTT oldatot alkalmaztunk 7#107 sejt/ml

ETT 72. évf. 1-2. szam, 11-18. oldal

koncentrdciojl Lactobacillus  plantarum 2142 torzs
esetében. A lemezeket 37 °C-os inkubdtorba helyeztik 1,
2, illetve 3 ordra. A kapott eredményeket a 6. abra
szemlélteti. A  keletkezett formazdn mennyisége
négyszer nagyobb volt a 2 6rds inkubdcios idd

esetében, mint az 1 érds inkubdcidt kdvetden, azonban
az inkubdcids idé tovabb noévelésével, az Eppendorf
csére kidolgozott mbdszerrel ellentétben, itt mar nem
volt elérhetd nagyobb formazdn mennyiség. Ez az
eltérés azzal magyardzhatd, hogy a mikrotiterlemezes
modszer esetében Iényegesen kisebb a reakcidelegy
révidebb

térfogata, amely igy id6 alatt elérte a
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5. abra: Lactobacillus plantarum 2142 formazdn képzése
klonb6zd MTT koncentrdciok esetén
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6. abra: Lactobacillus plantarum 2142 formazdn képzése
8 mg/ml MTT koncentracio és kulénbozé inkubdécios idék
esetén

reakciohoz szUkséges idedlis hédmérsékletet. A tovabbi
kisérletekhez a 2 6rds inkubdcios idét és 8 mg/ml
koncentrdcidju MTT oldatot alkalmaztunk.

MTT redukdlé képesség vizsgalata kiilonbé6z6é térzsek
esetében

Az eléz6ekben megdllapitott optimdlis paramétereket
alkalmazva mikrotiter lemezen vizsgdltuk a ktlénbozd
tejsavbaktérium torzsek enzimaktivitdsat. Ahogyan azt o
7. abra is |0l szemlélteti, a kuldénbdzd Lactobacillus
térzsek  eltérd  dehidrogendz enzim  aktivitdssal
rendelkeznek  ugyanakkora  sejtszdm  mellett. A
legnagyobb mennyiségl formazant a Lactobacillus
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sejt ml”!

+ 2142 a \VT1 a Sakei

rhamnosus VT1 képezte a vizsgdlt torzsek kodzul, mig a
7. @bra: Formazdn képzddés és a sejtszam osszeflggése

Lactobacillus plantarum 2142 és Lactobacillus sakei
DSM 20017 kbzel azonos mennyiséget képeztek.

A taptalaj hatdasa az enzimaktivitasra

Az eléz8 kisérletekbdl vildgossa valt, hogy a kulonbodzd
tejsavbaktérium térzsek azonos sejtszdm mellett eltérd
enzimaktivitassal rendelkeznek, vagyis adott
mennyiségl MTT-bdl eltéré mennyiségl formazant

képesek redukaini. A tovabbi kisérletekben
megvizsgdltuk, hogy miként valtozik a torzsek
enzimaktivitdsa, ha mesterséges taptalaj helyett

természetes csicsoka taptalajon szaporitjuk azokat. A
természetes és mesterséges tdaptalajokat egyardnt
10° sejt/ml induld sejtszammal oltottuk be, amelyeket
30 °C-os inkubdtorba helyeztunk. Tizenhét 6Ords
inkubdciot kévetéen a mintakat lecentrifugdltuk, o
feluluszokat eltavolitottuk és a sejtszdmokat azonosra
dllitottuk  be fiziologiads séoldat segitségével. Ezt
kévetden meértuk a sejtek dehidrogendz
enzimaktivitdsdt, amelyek eredményét a 8. dbra
mutatja. Az eredmények azt mutattdk, hogy
ugyanakkora sejtszdm mellett kulonbdzd tdptalajon
szaporitva az azonos torzsek esetében is eltérd
enzimaktivitds figyelheté meg. A csicsdka tdptalajon
szaporitott baktériumok enzimaktivitdsa mind a két
térzs esetében lényegesen nagyobb volt, mint az MRS-
en szaporitott mikroorganizmusoké. Azt feltételeztik,
hogy az azonos torzsek klldnbozd taptalajon mutatott
dehidrogendz enzimaktivitasbeli kuldnbsége az egyes
taptalajok eltérd  szubsztrdtumdabol eredd  kuldonboézd
szaporoddsi sebességekbdl is kdvetkezhet. Ennek a
hipotézisnek az igazoldsdra a kdvetkezd kisérleteket
végeztuk el. Mesterséges MRS tdaptalaj higitdsaval értik
el, hogy a teszt mikroorganizmus azonos szaporoddsi
goérbét  mutasson  mindkét  téptalajon, melynek
eredményét a 9. dbra mutatjo. A szaporoddsi
gorbékbdl arra kdvetkeztethetlink, hogy az &tszérdsére
higitott MRS tdptalajon és a csicsdka taptalajon a Lb.
rhamnosus VT térzs azonos sebességgel szaporodott.
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8. abra: Lactobacillus plantarum 2142 és Lactobacillus
rhamnosus VT1 formazdn képzése azonos sejtszdm és eltérd
taptalaj esetén
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9. abra: Lactobacillus rhamnosus VT1 szaporoddsi
sebességének bedllitadsa

A szaporoddsi sebességi egyutthatdkat kiszdmolva is
kozel azonos eredményeket kaptunk  (csicsoka:
0.01 1/min MRS/5: 0.009 1/min). A tovdbbi kisérletben
Otszdrésen higitott MRS tdptalajt s a csicsoka taptalaijt
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10. abra: Lactobacillus rhamnosus VT1 sejtszdma 4 6rds
inkubdciot kdvetden csicsoka- és dtszordsére higitott MRS
taptalajon szaporitva
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Lb. rhamnosus \T1
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1. @bra: Lactobacillus rhamnosus VT1 formazdn képzése
(8 mg/ml MTT) azonos sejtszédm és eltérd taptalajon térténd
4 ords szaporitast kdvetden

azonos induld sejtszammal beoltva (5*108  sejt/ml)
4 ords inkubdciét kévetden mintat vettink, majd
meghatdroztuk a sejtszdmukat és az enzimaktivitdsukat
spektrofotométer segitségével. A 10. abra j6I mutatjag,
hogy azonos induld sejtszdmmal beoltva a
taptalajokat, 4 6ra elteltével mind a higitott MRS, mind a
csicsoka taptalajon azonos sejtszdmot ért el a
Lactobacillus rhamnosus VTI torzs. Mint azt a 11. abra
mutatja, az azonos sejtszim és szaporoddsi sebesség
ellenére a csicsoka taptalajon kézel négyszer nagyobb
enzimaktivitdst mutatott a teszt mikroorganizmmus az
MRS tdptalajon mérthez képest. Megdllapithatjuk, hogy

a baktériumok enzimaktivitsat a  sejtszam, illetve
szaporoddsi  sebességen kivil a szaporitGsukhoz
alkalmazott taptalaj mindsége is nagymértékben

befolydsolja. Ennek oka a kiléonbdzd taptalajokban 1évé
eltéré szénhidrat forrds lehet, amelyeknek eltérd
metabolizdcidja sordn a sejtek kuldnbdzd meértékd
dehidrogendz enzimaktivitdssal rendelkeznek (Berridge
et al, 1996).

A pH hatasanak vizsgalata
A pH okozta vdltozdst a sejtek MTT redukdldsi
képességében a Lactobacillus casei Shirota torzs

példdjan keresztul mutatjuk be. A teszt
mikroorganizmus  sejtszémat  2.36*10°  sejt/ml-re
bedllitottuk fiziologias sdoldatban. A tdrzsoldatbol

3 millilitereket kivettlk és bedllitottuk ktlon-kaldén a pH-
kat (6,01, 5,01, 4,01, 3,61). A pH bedllitasara 0,01 M-os HCI
és NaOH oldatot alkalmaztunk. A térzsoldat eredeti pH-
ja 412, A kuldnbozd pH-ju sejtszuszpenzidkat 37 °C-os
inkubdtorba helyeztunk 1 6rdra. Az inkubdciot kdvetden
mikrotiter MTT modszert alkalmazva mértik oz
enzimaktivitast.

A 12. @bran bemutatott eredményekbdl jol IGthato,
hogy a sejtek tetrazélium-bromid redukdld képessége
a pH esésével csoékkend tendencidt mutat. A pH-
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12. abra: Lactobacillus casei Shirota formazdn képzése
ktlonbozd pH-értékeken
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beadllitas nélkdli sejtszuszpenzid a 4,01-re bedllitott pH-ju
mintdéhoz hasonld enzimaktivitdst mutatott. Az
eredményeink jol egyeznek azokkal a megdllapitasokkal
miszerint a tetrazdlium soék redukdaldddasdnak a pH
optimuma a semlegeshez kozeli (Jdmbor et al, 1956;
Cesari et al, 1969). Az eredményekbdl az is
megfigyelhetd, hogy a kapott jelek nagysdga elmarad
a kordbbi mérések sordn kapott hasonld sejtszém
mellett mért eredményektdl. Az eltérés  azzal
magyardzhatd, hogy a fiziologids sdoldatban bedllitott
pPH-jU  sejtszuszpenzidk enzimaktivitdsdnak mérését
1 6ras inkubdcid elézte meg, amely sordn a sejtek
élettevékenysége és igy az enzimaktivitdsa is a
tGpanyagok hiagnydban lecsdkkent.

Kovetkeztetések, javaslatok

Sikeresen adaptéltuk Wang és munkatarsai (2007),
eredetileg Mosman  (1983) dltal human sejtekre
kidolgozott MTT mobdszerét Lactobacillus — torzsek
élésejtszém  meghatdrozasdra.  Megdllapitottuk  az
optimdlis paramétereket: baktériumseijt koncentréciot,
MTT koncentrdacioét, inkubdcios idédt, pH hatdst, amelyek
esetén szoros korreldgeio all fenn a sejtszdm és a
keletkezett formazdn koncentrdcid kozéott. Az adaptdlt
modszer segitségével kevesebb mint négy 6ra alatt
meghatdrozhatd o  tesztmikroorganizmusok — él6

sejtszdma.
A modszer laboratériumi kutatdsokban
megkérddjelezhetetlen  létjogosultsdga mellett  a

gyakorlatban is hasznosithatd szémos élelmiszeripari
termék, legféképpen olyan funkciondlis termékek gyors
vizsgdlatdhoz, amelyeknek a fogyasztas pillanatdig
meghatdrozott szimU élé sejtet kell tartalmaznia a
hozzaflzott  j6tékony  hatds  kifejtése  érdekében
(probiotikumok), illetve ami még lényegesebb lehet, az
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élelmiszerekben eléforduld romidst okozd és patogén
mikroorganizmusok gyors kimutatasdara, ami a modszer
paramétereinek tovabbi modositasaival
megvalosithato.
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Adaptation of MTT (3-(4,5-dimethyithiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium
bromide) colorimetric assay for the analysis of Lactobacillus strains

Hegyi F., Perjéssy J., Zalan, Zs.
Abstract

Lactic acid bacteria, including Lactobacillus strains, are widely found in nature and are important members of
the human intestinal microflora. There has been a lot of research into the beneficial properties of these
microorganisms for us, and it is becoming increasingly clear that without them, life would be unimaginable.
This is why it is important to have as much information as possible about these essential micro-organisms. In
our work, we have adapted and optimized a colorimetric method, originally suitable for human cells, to
measure the enzyme activity of the test microorganisms we are investigating and to provide information on
the importance of these microorganisms. By modifying and adjusting the parameters of the method reported
in the literature, we obtained a rapid method for the direct detection of the enzyme activity of bacterial cells
and, indirectly, their cell number in less than four hours. During the adaptation, the optimal parameters
(bacterial cell concentration, MTT concentration, incubation time, effect of pH) were established, for which
there is a close correlation between cell number and the formazan concentration produced. Our
measurements have shown that the enzyme activity of Lactobacillus strains is strongly influenced by their
instantaneous growth phase, the quality of the medium and that there is a significant difference between
strains.

Keywords: MTT, Lactobacillus, enzyme activity, colorimetry




