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Roviditések jegyzéke

Joghurtok:

N: Nadudvari réteges gyimaolcsjoghurt
JBL: Jogobella Light gyimdlcsjoghurt
JBO: Jogobella 0% cukor gytmdlcsjoghurt
MA: Magyar natur joghurt

C: Cserpes réteges gyumaolcsjoghurt
MILM: Laktézmentes Mizo natdr joghurt
T: Tarka gorog laktdzmentes gyumdlcsjoghurt
ZB: Zoéldfarm Bio natar joghurt

MI: Mizo natdr joghurt

D: Danone natar joghurt

Z: Zott natur joghurt

G: Greek natur gorogjoghurt

H: Havasi natur joghurt

K: kecske natur joghurt

ZK: Zott kokusz alapu natar joghurt

JS: Joya szdja alapu natdr joghurt

A: Alpro sz6ja alap gytimdlcsjoghurt

MM: Mylove-mylife mandula alapl gyiimélcsjoghurt

MALDI: Matrixasszisztalt 1ézerdeszorpcids, ionizacids, repiilési id6 mérésén alapuld
tOmegspektrometria

FT-IR: Fourier-transforméaciés infravords spektroszkdpia

PLC: polimeraz lancreakcio

FISH: flourescens in situ hibridizacio

RFLP: restrikcios fragmenthossz polimorfizmus



1. Bevezetés

A tej mellett egyre népszeriibbek a savanyitott, vagy mas néven fermentalt tejtermékek,
mivel koztudott, hogy fogyasztasuk kedvezd élettani hatasokkal jar. Ezen élelmiszerek
kialakitasaért olyan tejsavbaktériumok felelnek, amelyek igazoltan pozitiv hatassal vannak
szervezetlink egészségére.

A mikrobiologiai kutatasok teriiletén folyamatos fejlédés tapasztalhatdo, ami igaz a
diagnosztikai modszerekre is. Az 1600-as evekkel 6sszehasonlitva, amikor az els6 kezdetleges
diagnosztikai eljarasok, mint a telepmorfolégia és mikroszkdpia megjelentek, a 21. szazadra
mar modern miiszeres technoldgiak allnak rendelkezésre.

Az ¢él6lények, igy a mikroorganizmusok tulajdonsagat is a génallomanyuk hatarozza meg,
6rzi. Ezen, vagyis a DNS-en alapul6 tulajdonségokat genotipusnak nevezziik. Mig a genotipus
DNS szekvencia altal meghatarozott, kiilsé hatdsokra nem valtoz6 tulajdonsdgok halmaza,
addig a fenotipus a kiils6 kornyezeti tényez6k hatasara folyamatosan valtozik. A mikrobioldgiai
diagnosztikai modszerek, a szervezetek ezen ket tulajdonsagat veszik alapul a vizsgélatokhoz.
A modern vizsgalati eljarasok kozétt vannak olyanok, amelyek a genotipust vizsgaljak, mint pl.
a restrikcios fragmenthossz polimorfizmus (RFLP) analizise, ¢és olyanok is, amelyek a féképp
fenotipusos jellemzok vizsgalatara alapoznak, mint a MALDI-TOF MS vagy az FT-IR.

Az 10j generacioknak érdemes a j6vO problémaira gondolni és ezekre megoldast keresni,
hogy ¢lhetd életet tudhassanak maguk utdn és utddaik helyzetét is biztositsdk. Ilyen
problémakorokbe tartozik a gyorsuld klimavaltozas, a Fold energiaraktarainak kiszipolyozasa,
¢lelmiszerhidny, 1) betegségek megjelenése €s az egészségiink megdrzése. Az egészségre
kitérve az utobbi 50 évben megndtt az allergias, emésztdszervi és rakos megbetegedések szdma,
ami az immunrendszerink nem megfeleld6 mikodésébél adodhat. Immunrendszerink
erdsitésére a vitaminok mellett ajanlott probiotikus élelmiszereket fogyasztani, amelyek
egészségiinkre kedvezd hatast gyakorld vegytiletet tartalmaznak a fermentacio miatt.

A jovo kihivasai kozé tartozik az antibiotikum-rezisztencia egyre nagyobb térnyerése,
valamint az, hogy a 21. szazad polgarai hogyan probaljak ezt megfékezni. Komoly kihivast
jelent, hogy az antibiotikumok fogyasztasa miatt azok belekerulhetnek az ivoviz készletekbe és
termétalajokba, azon keresztil pedig az elfogyasztott élelmiszereinkbe. Még inkabb
hozzajarulva rezisztens torzsek kialakulaséhoz.

Az emberek kezében van a lehetdség a megoldasok keresésére, a mi feleldsségiink, hogy

hogyan hasznaljuk fel ehhez a készségeinket.



Szeretnék dolgozatommal hozzajarulni az egészséges taplalkozas, egészségmegOrzés
témakoréhez a tejsavbaktériumok tanulmanyozésara hasznélhat6 eljardsok, valamint ezen

baktériumok tulajdonsagainak a megismerése révén.



2. A munka célja

A kutatbmunkam soran lehetdségem nyilt MALDI-TOF-MS és FT-IR (Bruker) késziilékek
egylttes hasznalatdra. A miiszerek hasznalata az utobbi egy évtizedben kezdett jobban
elterjedni, elsésorban orvosi mikrobioldgiai kutatasi célokra. Erre példaul szolgal a COVID-19
kapcsan végzett vizsgalatok (Banerjee €s munkatarsai, 2021), valamint a kiilonb6z6 patogén
mikrobadk FT-IR torténd tipizalasa, példaul Klebsiella pneumoniae (Hu és munkatéarsai, 2020),
vagy Enterobacter cloacae (Vogt és munkatarsai, 2019).

Az FT-IR berendezést az élelmiszeriparban leginkabb élelmiszercsoportok kimutatasara
hasznaljak, a zsir-, fehérje- vagy szénhidrattartalmuk alapjan végzett kutatasok révén. Kutatasi
hipotézisem szerint savanyitott tejtermékekbdl, azonos korllmények kodzott Kitenyésztett
tejsavbakérium torzsek szénhidrattartalmuk alapjan elkiilonithetok, igy az eszkéz fenotipus
alapt mikroba tipizalast tesz lehetové.

A hipotézisem aldtdmasztdsara kutatasom soran a kereskedelmi forgalomban beszerezhetd
joghurttermékek  tejsavbaktérium-kultdrait  vizsgaltam. Célom volt a kiilonb6z6
alapanyagokbol késziilt termékekbdl tejsavbaktériumokat izolalni, majd ezeket a baktériumokat
MALDI-TOF MS segitségevel faj szinten azonositani. Az azonositas utan, az azonos fajba
tartozo, kiilonboz6 termékekbdl szarmazo izolatumokat hasonlitottam 6ssze FT-IR
segitségével. A kapott eredmények alapjan megprobaltam 6sszefliggéseket talalni egyes
gyartok altal hasznalt starterkulturék és a joghurttermékek kozott.

Tovabba vizsgalni kivantam, hogy a telepmorfoldgiai killonbségek megfeleltethetok-e faj-
, illetve torzsszintli kiilonbségeknek. Erdekes és fontos kérdés a tejsavbaktériumok
antibiotikumokra adott valasza, ezért vizsgaltam az izolatumok antibiotikumrezisztenciajat
négy kivalasztott antibiotikummal szemben. Az igy kapott eredményeket is Gsszevettem a

miiszeres tipizalasi eredményekkel.



3. lrodalmi attekintés

3.1 Mikrobék szerepe a tejtermékek fermentalasaban

3.1.1 Tej, mint alapanyag bemutatasa, jellemzése

A tej rengeteg pozitiv tulajdonsaggal bird €lelmiszer, és a beldle késziilt termékek is a mai
napig kdzkedveltek a fogyasztok kdrében. Tej alatt altalaban a szarvasmarhak mirigyvaladékat
értjik, amit ajszulott utddaik taplalasa érdekében termelnek, ugyanakkor mas patés allatok teje
is kisebb szazalékban, de feldolgozésra kerill az élelmiszeriparban. llyen még a kecske-, juh-,
bivaly-, 16-, szamar-, és a teve tej. EbbOl is lathatd, hogy a vilag egyes részein, kiilonboz6
allatok tejenek feldolgozasa torténik, illeszkedve a foldrajzi régio kulturalis hagyomanyaihoz.
A viladgon 85%-ban tehéntejet dolgoznak fel, 11%-ban bivalytejet, tovabbi 2-2%-ban féleg juh
¢s kecsketejet. Magyarorszagon eltéroek ezek az aranyok, a tehéntej 99%-o0s népszeriiségnek
orvend, mig a maradék 1%-ot a kecske és juh tejtermékek teszik ki. Ezek felhasznalasa
leginkabb kiilonbozd sajtok formdjaban nyilvanul meg, de napjainkban egyre nagyobb
népszeriiségnek 6rvend, ezen paros ujju patas allatok tejének a fogyasztasa is. (Kukovics, 2009)

Magyarorszagon elmondhaté, hogy sajnos az emberek nem fogyasztanak elegendd
tejterméket, pedig szamos kedvez6 élettani hatasa van (httpl):

Kitling fehérje forras, 1 dl tej elfogyasztasadval minimum 3 g fehérjéhez jut a szervezetiink,
amely konnyen fel is szivodik. A tejfehérje emellett teljes értekli fehérjének szamit, mivel
tartalmazza a metioninon kivil az 6sszes esszencialis aminosavat az emberi szervezet szamara.
Az esszencialis aminosav hasznosulasa sokkal kedvezdbb, ha mas, nem esszencialis
aminosavak is taldlhatoak mellettiik az élelmiszerben. Ez a kedvezd helyzet a tej esetében
ugyancsak fennall (Fenyvessy és munkatarsai, 2014).

Szamos ¢lelmiszer koziil a tejtermékeket tartjdk a legfobb kalcium forrasnak. A kalcium a
tej és tejtermékek fogyasztasaval konnyebben tud hasznosulni, mint a névényi alapanyagokbol,
amelyekben az egyes szerves molekuldkkal komplexet képez, ezzel nehezitve az emberi
szervezetben a felszivodasat. llyen komponens példaul a fitinsav az olajos magvakban (
Harland és Morris, 1995). A kalcium nélkilozhetetlen a csontképzésben, de
vérnyomascsokkentd, izommiikddés és bélegészség tdmogatd, inzulin rezisztencia csdkkentd
hatdsa van. Kalcium mellett nagy mennyiségben talalhaté a tejben még foszfor, kalium,
magnézium és szelén is. A kalcium-foszfor arany egészség megdrzé szempontbol is megfeleld.
(Kukovics, 2009)



Asvényianyag tartalma mellett szamos vitamin is megtalalhat6 benne, zsirban (D, E, K, A)
és vizben oldoddak egyarant (B vitaminok, C-vitamin). A-, D vitamin kiiléndsen hasznos, mivel

segiti a kalcium felszivodasat és beéplilését a csontokba. (Kukovics, 2009)

3.1.2 Novényi tejhelyettesitok bemutatasa, jellemzése

A tejfogyasztas mellett nagy térnyerésre tettek szert a novényi tejhelyettesitok. Ennek oka
lehet, hogy alternativ lehetéséget kinalnak a tejszerti-ital fogyasztasara a lakt6z-érzékenyeknek,
tejfehérje allergidsoknak, illetve vegén életmodot vagy barmilyen mas diétat kovetSknek.
Gyakran haszndljak ezekre az élelmiszerekre a ndveényi tej kifejezést, helytelentl, mivel tej alatt
csak az allatok t6gyvaladéka érthet6 (1234/2007/EK rendelet), ezért e termékek esetén javasolt
a ndvényi ital megnevezés hasznalata. A piacon egyre tobbféle izvilagl ndvényi ital és ezek
tobbféle valtozata megtalalhaté meg (példaul csokkentett cukortartalom, hozzaadott asvanyi
anyagokkal és vitaminokkal ellatott termékek). A legelterjedtebbek a szdja-, kdkusz-, zab-, rizs-
és mandula italok. Ezen ndvényi italok gyartasa hasonl6 technol6gian alapulnak: A névenyi
részeket vizbe Aaztatjak, extrahaljak, az extraktumot elvalasztjak, majd 0&sszeallitjak a
végterméket. A késztermék homogenizalasa és hokezelése sziikséges, hogy megmaradjon a
szuszpenzio stabilitasa, ne kdvetkezzen be llepedés, illetve mikrobioldgiailag is stabil legyen
a késztermék (Mékinen és munkatérsai, 2016).

A novényi italokrdl Aaltalanossagban elmondhato, hogy kisebb fehérjetartalommal
rendelkeznek, mint a tehéntej (kivétel a szdja ital), illetve ezen italok nem alkalmasak a
tejfogyasztassal bevitt aminosavak helyettesitésére, poétlasara. A ndvényi fehérjék kisebb
mértékben tudnak hasznosulni a tejfehérjekhez képest. Mindemellett a ndvenyi italok
zsirtartalma is kisebb, leginkabb a telitett vagy egyszeresen telitettlen zsirsavlancok jellemzdek,
a kokusz italok esetén ez inkabb eltolodott a telitett zsirsavlancok felé, mig szdja és mandula
italokban inkabb egyszeresen vagy kétszeresen telitettlen zsirsavlancok jellemzoek. A tejhez
képest a novényi italok koleszterinmentesek, emiatt kedvezébb fogyasztasuk sziv-€s
érrendszeri problémak esetén. Szénhidrattartalom kapcsan elmondhat6, hogy a rizs és zabbdl
készilt italok szénhidrattartalma sokkal nagyobb, mint a tehéntej vagy mas néveényi italoknak
(Csengeri, 2020). Az 1. tablazat tartalmazza a tehéntej és egyes novényi tejek tapértek
Osszetételének értekeit.

Mindemellett a gyartok prébaljak minél inkabb fejleszteni a novényi italokat, azaltal, hogy
asvanyi anyagokat és vitaminokat adagolnak melléjik, hogy tapértékik minél inkabb

megkdzelitse, a tehéntej fogyasztasaval bevihets tapanyagokat. Erdemes azonban figyelembe



venni, hogy a hozzaadott asvanyianyagok, példaul kalcium-karbonat, nem tud olyan mértékben

felszivadni és hasznosulni a ndvényi italok esetén, ezaltal fogyasztasukkal nem viszink be

annyit bel6le a szervezetinkbe, mint amennyit a csomagolasokon feltiintetnek.

1. tablazat Tehéntej és novényi italok makro tdpanyagainak ertékei (Csengeri, 2020).

. Energia Fehérje Zsir Szénhidrat
Ital megnevezése (100 ml) (keal) () ) @
Tehéntej (2,8% zsirtartalmil) 60 34 28 53,3
Rizzital hozzdadott cukor nélkil 45-64 0-0.5 0.8-1,2 9-13
Mandulaital hozzdadott cukor nélkil 13-22 0.5 1,1-2.1 0-0.3
Mandulaital hozzdadott cukorral 19-34 0,2-0.5 0.6-2.1 3-3.3
Zahital hozzdadott cukor nélkil 40-50 0.2-0.7 1,3-16 5.6-T8
i&;ﬁfﬁé{lﬁ?m-kﬁmm. vanilias) zabital hozzaadott 38-48 0.6-0.9 0.6-13 67-8.5
izesitett (kakads) zabital hozzdadott cuborral 62 0.5 1.8 9.8
Kiékuszital hozzaadott cukor €3 rizs nélkil 14-15 0.1-1.7 0.4-1,2 0-1.3
Kékuszital rizzsel, hozzdadott cukor nélkil 19-22 0.1 0.9 26-32
Kikuszital hozzaadott cukorral 27 0.2 2 19
[zesitett kakuszital hozzdadott cukorral 41 0.4 i1 T
Szdjaital hozzdadott cukor nélkil 32-35 29-34 1.8-2 0.2-1
Szdjaital hozzdadott cukorral 39-45 3-3.7 i,7-2.1 2.5-26
{zesitert széjaital hozzdadot cukorral 34-61 3 1,7-18 6.5-7.8

3.1.3 Fermentalt tejtermékek bemutatasa

A tej fogyasztas mellett egyre nagyobb népszertiségnek drvend a savanyitott vagy mas néven
fermentalt tejtermékek fogyasztasa is. Ez koszonhetd annak, hogy gasztrondmiai élményt nyu;t
az egyedi iziik és allaguk, valamint, hogy kedvezd élettani hatasokkal jar fogyasztasuk. Az

r

emésztérendszeriink  megfeleld mikodése és  egészsége nagyban  befolyasolja
immunrendszeriink miikodését, illetve Osszefiiggésben all, mint ,masodik agy” az agyi
miitkodéseinkkel (Aziz és Thompson, 1998). Ez alapjan az egészséglink fenntartasa érdekében
fontos, hogy kelld figyelmet forditsunk az emésztérendszeriink egészségére, amit fermentalt
¢lelmiszerek fogyasztasaval kedvezd iranyba befolyasolhatunk. Ezen élelmiszerek {6
kialakitasaért hasznos, a szervezetlink egészségére igazoltan pozitivan hat6 baktériumok, mas
néven a probiotikumok felelnek. Fogyasztasuk segiti helyreéllitani a bél mikrobiota 4llomanyaét,
antioxidans hatassal is birnak, hosszu tavon csdkkentik a sziv és érrendszeri betegségek és a 2.
tipust cukorbetegség kialakulasat. (Wang és munkatarsai, 2017, Marco és munkatarsai, 2017).
Tej alapu fermentalt termékek kozil az alabbiakat tartjuk szamon: tejfol, joghurt és a kefir.

Vizsgéalataim soréan a joghurtokkal foglalkoztam.




3.1.4 Joghurt fermentalasban résztvevd mikroba fajok bemutatdsa

Szamos tejtermék izének, allomanyanak kialakitasaért a tejsavbaktériumok felel6sek. A
tejsavbaktériumokra jellemz6, hogy Gram pozitiv, nem sporaképz6, oxidaz- és a tobbség
kataldz negativ mikrobak. Alakjukra kokkusz vagy palcika alak jellemz6. Csoportjuk nem
rendszertani alapokon nyugszik, ink&bb a csoportositasuk alapja a tejsavas fermentaciora valo
képesség, mint kozos tulajdonsag (Kosztik, 2021).

A fermentacid lefolyasa szerint is meg lehet kiilénboztetni a tejsavbaktériumokat, aszerint,
hogy homo- vagy heterofermentativ erjesztés jellemz6-e az adott fajra. A homofermententativ
mikrobak tejsavas erjesztés soran csak tejsavat allitanak elé, mig a heterofermentativ fajok
tejsav mellett méas vegyileteket képeznek, példaul ecetsav vagy etanol. Ezek a komponensek
fajtol fiiggden kiilonbozé aranyokban keletkeznek, tovabba gazképzddés is megfigyelhetd
(CO2). A heterofermentativ fajok két csoportra oszthatok, obligat vagy fakultativ
heterofermentativokra, mig az 0sszes homofermentativ faj, obligdt homofermentativ.
(Robinson, 1982)

Streptococcus salivarius ssp thermophilus

A Streptococcus salivarius ssp thermophilus, a tébb mint 60 fajt szamlalé Streptococcus
nemzetségbe tartozik. A nemzetségen beliil egyes fajok patogének (marhak tégygyulladasdban
jatszanak szerepet, fogszuvasodas okozoi), viszont a salivarius csoportba tartozo S. salivarius
ssp. termophilus (S. thermophilus) éppen ellenkezdleg, artalmatlan az emberi szervezetre (Dedk
és munkatérsai, 2006). A mikroba f6 felhasznalasi teriilete a tejipar. Joghurtok egyik f6
starterkulturajanak tagja. Altalaban parban alkalmazzak Lactobacillus delbruecki-vel, kedvezd
a fajok 1:1 aranyban torténd felhasznalasa. A fermentacid kezdetén a Streptococcus
thermophilus a dominans, a tejsav mellett rendszerint ecetsav, diacetil, hangyasav és
acetaldehid 1s képzddik, ezzel kialakitva a natir joghurt acetiles izét. Ahogy a pH 4,2 ala
csokken a fermentacio vezetd szerepét atveszik a Lactocaseibacillusok, mig a Streptococcusok
miitkodése folyamatosan csokken. (Rose, 1982)

A sejtek alakja coccus/gomb, a fajra jellemzd, hogy a sejtek lancba rendezddnek, vagy
parosaval allnak. Méretiik kisebb, mint 2 pum. Tejsavas agaron kicsi fehér telepek formajaban
jelenik meg. Termofil starterkultirdnak szamit, hémérsékleti optimuma 37-50 °C.
Vizsgalatokat végeztek, hogy hogy reagal a tej antimikrobas anyagaival és szulfadiazinnal

szemben. Aflatoxin rezisztensnek mondhat6 0,44 pg/ml-ig. (Robinson, 1982)



Lactobacillus delbrueckii

A Lactobacillus nemzetségbe tartozé mikréba, mely a tejsav baktériumok legnagyobb
csoportjat alkotja. A Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii és Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus alfajokba tartozo mikrobak palca alakuak, termofil tulajdonsagiak. Hémérsékleti
optimumuk 40 °C. Obligat homofermentativ mikrobak, tehat a gliikozbol csak tejsavat
képeznek. MRS agaron fehér apro telepeket hoznak létre, a telepek korul halvany korkords
z6naval, ez egy megkiilonboztethetéségi vizsgalat a S. thermophilus-szal szemben.
Kombinaltan alkalmazva maés starterekkel a joghurtok mellett, svajci és olasz sajtok

készitéséhez is alkalmazzak. (Robinson, 1982)

Lactobacillus zeae

A Lactobacillus nemzetség képviseldje, régebben a Lacticaseibacillus casei-hez tartozo
alfajnak tekintették (Robinson, 1982). A sejtek palca alakuak, méretik 0,5-2,4 um. A telepek
(MRS agaron) sima, csillogé felszintiek, fehér szintiek, méretiik 1-2 mm. A palcék egyenként,
vagy lancokban 0sszekapcsolodva fordulnak eld. Termofil starter, de viszonylag széles, 10-45
°C tartomanyban képes novekedesére. A fermentacid mechanizmusa szerint fakultativ
heterofermentativ (Dicks és munkatarsai, 1996).

A L. plantarum mellett ezt a fajt gyakran ajanljak az élelmiszeriparban egyes novényi alapu
fermentélt készitmények startereként, amire egy tamarillo (paradicsomfa, Cyphomandra
beatacea) alapu fermentalt élelmiszer készitése soran mutattak ra (Inayah és munkatarsali,
2022).

Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus nemzetségbe tartozo, termofil starter. Homérsékleti optimuma 45 °C, obligat
homofermentativ. Felhasznalasi terllete a joghurt gyartas, illetve mas termofil starterekkel
keverve a kefirgyartasban is hasznaljak. Indidban egy ottani ételkiilonlegesség el6allitasahoz is
alkalmazzak: a paneerhoz, amely egy bivalytejbdl késziilt sajtszerti termék. (Robinson, 1982)

Szdmos pozitiv élettani hatassal bir a fogyasztasa: megeldzi a székrekedést, csokkenti a vér
koleszterinszintjét, probiotikus mikroba révén érdemes fogyasztani antibiotikum kura esetén,
hogy helyreallitsa a bélbidta egyensulyat. Antimikrobas anyagokat termel, illetve bontja a
laktozt, amivel hozzéjarul, laktoz érzékenyeknek szant élelmiszerek eldallitasdhoz.
Lacticaseibacillus rhamnosus

Lacticaseibacillus nemzetség tagja, korabban a Lacticaseibacillus casei egyik alfajanak
hitték, de kutatasok kimutattak, hogy a L. rhamnosus egy teljesen 6nallo faj a tejsav

baktériumok kozott. (Zheng és munkatarsai, 2020). A fajra jellemz6 alak a palcika, és gyakran



lancokba csoportosulnak a sejtek. Termofil starter, 45 °C -on is képes telepeket képezni.
Fermentécids képessége szerint fakultativ heterofermentativ. mikrobak koézé sorolhato.
Alkalmazzak joghurtok és mas tejtermékek starter kulturdjaként, kiemelten még sajtok
készitésénél. (Robinson, 1982)

Az emberi szervezetben probiotikus baktérium révén megtalalhatd az emésztd rendszerben,
szamos kedvez6 hatdsa van az emberi szervezetre. Antimikrobidlis anyagokat képez, ami
gatolja a patogén mikrobak elszaporodasat (VVanderhoof és munkatérsai, 1999). Csokkenti az
irritalis bél szindroma (IBS) gyakorisagat (Lin és munkatarsai, 2009).

Kutatasok igazoltak tovabba, hogy kedvezo hatassal van fogyasztasa a ndi hiively egészségi
allapotara. A bélrendszer helyett inkabb a hiivelyben telepszik meg ezzel is tAmogatja a ndi
szerv egészsegét (Reid, 1999). A hiively falat kolonizadlva meggatolja a patogének
megtelepedését, ezéltal olyan fertdzések ellen is védelmet tud nyujtani, mint példaul a
bakterialis vaginozis (Reid és munkatarsai, 1995).

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus nemzetség képviseldje, palcika alaku, mezofil mikroba. Hémérsékleti
optimuma 30-35 °C kozott talalhato. Fermentacios mechanizmusa fakultativ heterofermentativ.
Joghurtok mellett sajtok érleléséhez hasznéljak fel, vagy mas starterekkel kombinalva sos l1ében
pacolt sajtok (pl. Feta) eloallitasara szeretik alkalmazni.

Napjainkban egyre népszerlibbé valnak a tejalapi készitmények mellett a ndvényi
tejhelyettesitok, illetve abbdl késziilt fermentalt termékek. Kifejezetten vegan készitmények
fermentalaséra ajanljadk a L. plantarumot, mivel megfelel6 stabilitast és allagot biztosit a
készterméknek, illetve, konnyebb egy olyan starter kultdraval dolgozni, amelynek a
szaporodasara a novényi alapt tapkozegek kedvezObb hatassal birnak (Inayah és munkatérsai,
2022).

Bifidobacterium nemzetség

Kezdetben a Bifidobaktériumok-at a Lactobacillus nemzetségbe soroltak, majd a XX. szazad
vége felé mar kilon nemzetségként jellemezte a taxondmia. Jelenleg 30 Bifidobaktérium fajt
-in,funtis,- lactis, és -longurn).

Bifidobaktériumok-rol elmondhatd, hogy anaerob heterofermentativ, nem sporaképzo
mikrébak. Morfologia szerint a nemzetségen beliill valtozatos szerkezetek jellemzdek.

Eléfordulnak a kokkoid alaku sejteken til még, hosszu, elnyult, elhajlo, egyes esetekben pedig
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elagazo sejtek is. A sejtek egyesével is allhatnak vagy lancokban, illetve kisebb csoportokban,
amelyek akar ,,V” vagy ,,X” alakot is felvehetnek (Turrorini és munkatarsai, 2011).

A tejsavbaktériumokra  altaldban  jellemzd  fermentdciés mechanizmusok a
Bifidobaktériumok esetén, mas Utvonalon megy végbe. A fermentalashoz felhasznalt hexdzokat
atalakitva, fruktozfoszfat ketolaz enzim segitségével a Bifidobaktériumok az etanol vagy CO>
képzés helyett, kb. 3:2 ardnyban képeznek ecetsavat és tejsavat.

Szaporodasuk a 37-41 °C kozott optimalis, és még elmondhaté roluk, hogy a
Lactobacillusokkal szemben a Bifidobaktériumok kevésbé birjak a savas pH-t, 4,5 alatt megall

a szaporodasuk (Poupard és munkatarsai, 1973).

3.2 Mikrébak jellemzésének lehetdségei

A mikrobdk vizsgalati modszerei feno- és genotipus vizsgélatokon alapulhatnak. Az
altalanos mikrobiologiai vizsgalati modszerek fenotipusos tulajdonsagokra épilnek. Ezek a
jellemz6k a mikroorganizmus megjelend tulajdonsagaira utalnak pl.: alakjuk, morfologidjuk,
oxigen igényuk, Gram-fest6do tulajdonsaguk stb.

A tudomany fejlédésével, szert tettiink 0j informaciokra, a fajok genetikai felépitésérol.
Genotipus alatt az 6rokité anyagon-, DNS-en alapuld tulajdonsagok értjiik. A genotipus a DNS
szekvencia altal meghatarozott, igy a kornyezeti hatdsokra nem valtozik, ezzel szemben a
fenotipus, vagyis megjelend jellemzd vagy tulajdonsag valtozhat, alkalmazkodhat a kdrnyezeti
hatasokhoz. A genotipus alapu vizsgalatokhoz tartozik pl.: a genom méretének, dsszetételének

vizsgalata, amely a PCR, RFLP technikakon alapulé eljarasok.

3.2.1 Telepmorfologiai vizsgalatok

A morfologiai megkiilonboztetés alapja a sejtek tapagar feliiletén telepekbe rendezddése, és
annak kiillemi jellemzdi. A telep, mas néven koldnia, egyetlen sejtbdl felszaporodod sejttomeg
a téptalaj felszinén vagy belsejében. A sejttémeget alkoté sejtek altaldban valamilyen
kapcsolatban allnak egymassal. A kiilonbozé fajok kolonia képzés soran kiilonbozd kiilsd
megjelenést vesznek fel, ezaltal is megkiilonboztethetéek (TOth és munkatérsai, 2018). A
makroszkopos morfoldgia mellett elengedhetetlen a mikroszkoppal megfigyelheté alaktani
jellemzdk, a mikromorfologia vizsgélata.

A telepalak lehet pontszerti, kor alakt, szabalytalan, fonalszer(, rizoid, ors6 alakd. A telep

felszine, kiemelkedése szerint megkiilonboztetiink lapos, lapos kiemelkedd, domboru,
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feldomborodo, csucsos, bemélyedd kolonidkat. Szegély szerint a telep lehet ép, hullamos,

karélyos, fonalas (T6th és munkatarsai, 2018).

1. dbra. Mikrébak morfoldgidja, forras: (Toth és munkatérsai, 2018).
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3.2.2 Sejtmorfologiai vizsgalatok mikroszképpal

A mikroszkop egy latoszog ndveld optikai berendezés, amelyet a mikrobioldgiaban
rendszeresen hasznalnak mikroorganizmusok jellemzésére. A mikroorganizmusok szabad
szemmel nem lennének lathatéak, nagysaguk 0,8-5 um terjedhet ki, emiatt sziikséges a
nagyitasuk az emberi szem szamaéra.

A legels6 és legelterjedtebb mikroszkop tipus a fénymikroszkop, aminek kifejlesztése
Antonie van Leeuwenhoek nevéhez kothetd, aki a 17. szazadban élt. Bar els6 prototipusa kozel
sem hasonlitott a manapsag hasznalt mikroszkop modellekhez, mivel csak egy lencsébdl allt,
azota sokat fejlédott a mikroszkopok teljesitménye és felépitése (Dedk és munkatarsai, 2006).

A fénymikroszkopok két f6 lencsébdl allnak, az objektivbdl és az okularbol, ezéltal egy
lencserendszert alkotnak. Az okularba néziink bele kozvetlenll, egy nagyitd és egy
gyljtélencsébdl all, hogy jobban 0sszegylijtse a szemiinkre a fényforrasbol szdrmazo fényt,
tovabbi 10-szeres nagyitasra képes. Az objektiv egy 6sszetett lencserendszer mar 6nmaga, az
okular ¢és a kondenzor kozott helyezkedik el, pontosan a targylemez ¢és a nézendd
mikroorganizmus folott. FO feladata, hogy amely fénysugarak athatolnak a targylemezen és
visszaverddnek, azokat a fénysugarakat illetve a keletkezett képet tovabb juttassa az okularba.
Az objektiv kiilonboz6 nagyitasi foka lencséi hatarozzak meg foleg, hogy mekkora nagyitasban

lathassuk a keletkezett képet, ez lehet 4x,10x, 40x és 100x-0s.
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A vilagito berendezés részét képezi a fényforras és a kondenzor. A kondenzor szintén egy
gyljtélencserendszer, melynek feladata, hogy a fényforrasbdl juttatott fényt fokuszalja a
targyasztalon 1év0 targylemezre, és a rajta taldlhatd vizsgalando anyagra.

Az okulart és az objektivet a tubus koti dssze, amely 30-45 °-o0s dontétt pozicidban szokott
lenni. A mikroszkop egész szerkezetét az allvany és talpazat tartja stabilan. Az allvannyal van
Osszekottetésben vizszintesen a targyasztal, ahova csiptetokkel stabilizdlva behelyezhetd a
vizsgalatokhoz a targylemez. A targylemez elhelyezkedését kiilonb6z6 mozgatd csavarokkal
lehet irdnyitani, illetve a keletkezett kép élességét is beallitani.

A fénymikroszkop dsszetett lencserendszere altal nagyitott, egyenes allasa, virtualis képet
kapunk, amelyet a 2. dbra szemléltet. Célja, hogy az emberi szem korlatolt 1atdszdgét novelje.
A mintén athalad6 fény egy része egyenesen athalad a mintan, ezt direkt fénynek nevezzik,

viszont a mintan athalad6 fény nagy része megtorik, ezeket difraktalt sugaraknak nevezzik,

2. abra A fénymikroszkép miikodési elve (Forras: http2)
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amelyek a direkt sugarakhoz képest faziseltolodassal jelennek meg. Ahogy a gyiijtélencse
ezeket a sugarakat egy sikba rendezi, egyes sugarak kioltjak egymast, elkilonilnek sotét és
vilagos zondk, ezaltal kirajzolodik szamunkra a kép. A megalkotott kép mindsége fligg a
mikroszkop felbontoképességétdl. A felbontoképesség megmondja, hogy mi a legkisebb
tavolsdg két pont kozott, amelyeket még két kulon pontnak tudunk észlelni. A
felbontoképességre hatassal van a numerikus aspektira, amivel jellemezhetd, hogy az objektiv
mennyire sikeresen fogja be a kiilonboz6é irdnyba szor6dd fénysugarakat. Novelhetd a
numerikus aspektdra, ha ndveljuk a targylemez és az okular kozti tér térésmutatojat. A nagyobb

torésmutatoju térben a fény kisebb szogben torik meg, ezaltal a targylencse gytijtélencséi is
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nagyobb hatasfokkal tudjdk Osszegytijteni a fénysugarakat. A torésmutatd ndvelhetd, ha a
targylemez és objektiv kdzotti részbe immerzids olajat helyeziink (Davidson és Abramowitz,
2002).

3.2.3 Molekularis biologiai modszerek

A molekularis modszerek alapja a genotipus meghatarozasa. A fenotipus, mint ahogy arrél
mar volt sz, konnyen valtozik, mivel az €16 szervezetek képesek a kornyezet barmely
véltozasahoz alkalmazkodni, amelynek kovetkeztében a fenotipus is atalakulhat. Emiatt a
fenotipus alapu diagnosztika és identifikdlas esetén standardizalni szikséges a vizsgalati
koriilményeket. Ezzel ellentétben a genotipus alapu vizsgalatoknal nincs sziikség ezen eldézetes
beallitasokra, mivel a genotipus nem valtozik meg ilyen kdnnyen. Valtozas valamilyen mutécio
vagy rekombinacio kovetkeztében 1éphet fel. (Deék és munkatarsai, 2006)

A molekularis vizsgalatok soran altaldban csak egy gén részletet, vagy a nukleinsav
szekvencia egy részletet vizsgaljak. Ennek kivélasztasa az adott egyed fenotipusos jellemzoi
alapjan torténik.

A molekularis diagnosztika harom féle médszeren alapszik, ahol a sejtekbdl kivont DNS-t
vizsgaljak, restrikcios enzimes hasitas utan (RFLP: restrikcids fragmenthossz polimorfizmus)
vagy probak alkalmazasaval, hibridizacids technikaval (pl. FISH: flourescens in situ

hibridizécid), vagy PCR (polimeraz lancreakcid) alapu vizsgalatokkal.

3.2.4 Mikroorganizmus identifikalasa MALDI-TOF MS alkalmazasaval
A MALDI-TOF MS, angolul ,,Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Elight

mass spectrometry” harom kiilonbozd vizsgalati teriiletet Osszefogva mikroorganizmusok
azonositasara alkalmas modszer. A vizsgalati miivelet elsd szakaszdn a mintdk matrix
asszisztalt l1ézer deszorpcids ionizacion esnek at (MALDI). A mintakra matrix oldatot felkenve,
majd ionizacids sugarat atengedve rajtuk, a matrix képes elnyelni a sugarzas energiajat, és a
mintabol a makromolekuladk felszabadulnak a matrixal komplexet képezve. Vakuumot
miikddtetve a berendezésben a komplexbdl kiszakadé makrokomponenseket eljuttatja a
rendszer a tomeganalizatorba (detektor). Az analizatorig vald eljutasi id6t — ,,repiilési id6t”
(TOF — time of flight) mérve hatarozza meg a vizsgalt molekulakat. A repiilési id6 aranyos a
molekula méretével, minél kisebb a molekula, annal révidebb 1d6 alatt jut el a detektorhoz. A
vizsgalathoz hozzatartozik még témegspektrometria is (MS), aminek a funkcidja az, hogy a

sugarzasos vizsgalat alatt felkildott atomokat és molekulakat tomegspektrumuk (toltésegységre
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esO tomegiik (m/z) alapjan szétvalasszon. Az eredmények alapjan, a keletkezd tomegspektrum
egyes csucsai, kiilonboz6 fehérjéknek felelnek meg a mintdban. A mintdban azonositott
riboszomalis (genetikailag kodolt) fehérjék cstcsoklistajanak lehetévé teszi a mikrobak faj
szinten torténd azonositasat (Nagy és munkatarsai, 2014). A folyamat soran a minta
tdmegspektrumat referencia mintakat tartalmazd konyvtari adatbazissal vetjik dssze (3. abra)
(Akimowicz és Bucka-Kolendo, 2020).

3. abra A MALDI-TOF MS késziilék, és a vizsgalat Iépéseinek bemutatasa (Haider és
munkatarsai, 2023)
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A Dbioldgiai mintak vizsgalatdn tul a MALDI-TOF mara az ipari minéségbiztonsag

legkilonfélébb terlletein alkalmazott technoldgia (Nagy, 2009).

3.2.5 Mikroorganizmus tipizalasa FT-IR spektroszkopia alkalmazésaval

Az Fourier-transformacios infravorés spektroszkopia (FT-IR spektroszkdpia), egy fény
abszorpcidn alapul6 spektrofotometrias eljaras. A készilék infravords sugarzast bocsajt ki az
el6készitett mintara, amibdl a mintaban 1évo vegyiiletek részecskéi rezgésbe keriilnek és egy
magasabb energiaszintre 1épnek. A kiilonboz6 részecskék mas-mas hullamhossz tartomanyban
nyelik el az infravords fényt, ezaltal kiilonbozd spektralis csticsokban mutatkozik meg az
eltérés. Az adott minta spektralis csucsait befolyasolja a minta nukleinsav, fehérje, szénhidréat
és lipid Osszetetele. A technikaval ezaltal lehetdség nyilik a mikrobak faj szint alatti
kilonbsegeinek feltaraséara (tipizalas) (Novais €s munkatarsai, 2019). A mintael6készités és

feldolgozas 1épesi, nagyon hasonldéak a MALDI-TOF alkalmazaséhoz (4. abra).
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4. abra Az FT-IR készillék, és a vizsgalat 1épéseinek bemutatasa (sajat kép)
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3.2.6 Szeroldgiai mddszerek

A szerologia vizsgalatok a sejtek immunvélaszadasan alapulnak. A mikrobasejteken
megtalalhaté antigének ellenanyag, antitest termelésére késztetik a gazdaszervezetet. Az
ellenanyag termelést kivaltd vegylletek megjelenhetnek a sejtek felszinén, mint marker
vegyiiletek. Lehet ez a tokanyag, vagy a sejtfelszinen 1év6é szénhidratok esetleg fehérjék,
extracelluralis enzimek, toxinok. Lehetséges, hogy a sejtek belsejében helyezkednek el az
antigének, és a sejtek szétesése utan kertlnek ki a kdrnyezetbe (Deak és munkatarsai, 2006).

Szerologiai vizsgalatok egyik fajtaja, az agglutinacio, ahol teljes sejtek vagy nagyobb
sejtrészek antigénjének megfeleld ellenanyag hozzaadasat kovetden kicsapddas jelenik meg. A
vizsgalatok leggyakoribb formaja a targylemez-agglutinacid, de az ELISA (enzimhez kotott
immunszorbens tesztek) szintén kivalo vizsgalat egyes antigének kimutatasara (Deak és
munkatarsai, 2006). Az ELISA mddszer elénye, hogy rovid id6 alatt eredményt szerziink vele
(1-3 ¢6ra). Hasznalhatjak patogének, illetve aflatoxin kimutatdsara és mennyiségi

meghatarozasara. (Leszczynka és munkatarsai, 2018)

3.2.7 Elettani vizsgalati modszerek

Elettani vizsgalati modszernek szamit minden olyan vizsgalat a mikroorganizmusok
esetében, amely a szaporodasukkal, anyagcsere folyamatukkal 6sszefiigg, ami hozzajarul

ahhoz, hogy faji szinten azonositani, torzsi szinten tipizalni lehessen az adott mikrobéakat.
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Megkiilonboztetheté a fajok pH-, homérséklet tlrési tartomanyuk, vizaktivitas és oxigén
igénylk-, illetve a gatldszerekre adott reakciojuk alapjan. (Deak és munkatérsai, 2006). Minden
mikroorganizmus szdmara van egy tlirési tartomany, amelyen beliil szaporodasra ¢és
¢letmiikodés folytatasara képes.

A fajon beliil, a torzsek kozott jelentds kiilonbségeket lehetnek a gatloszerekkel szembeni
érzékenysegben, igy ennek vizsgélatara alkalmas a torzsek tipizaldsa. Gatldszereknek
szamitanak a tartdsitoszerek, antibiotikumok, vagy olyan anyagok is, amelyek pl. a vizaktivitést
csokkentve fejtik ki hatasuk, ezaltal csokkentve a mikrobak tulélési vagy szaporodasi esélyeit.
Vizaktivitas csokkent6 anyagok pl. s6 vagy cukor. A kiilonb6z6 fajokra eltérd s6-, cukor- vagy
tartositoszer trés jellemz6. Antibiotikumok esetén ismertek szitk és tag hatasspektrumu
vegyuletek. Az antibiotikumok hatdsmechanizmusuk szerint lehetnek baktericidek (baktérium

016) vagy bakteriosztatikus (szaporodas gétld) hatdsmechanizmusuak lehetnek.

3.3 Antibiotikum rezisztencia megjelenése az élelmiszeriparban

3.3.1 Antibiotikum rezisztencia kialakulésa és kockazatai

Az antibiotikum rezisztencia a 21. szdzadra egyre nagyobb problémava nétte ki magat, mivel
a gyakori felhasznalas kodvetkeztében, megnovekedett az antibiotikumra ellenallé mikrébak
szdma. Az antibiotikumrezisztens korokozok terjedése rendkiviili probléméat okoz mind a
human, mind pedig az allategészségligynek (Daneman és munkatarsai, 2006).

Az élelmiszeriparba tobb aton keriilhet antibiotikum, amely rezisztencia kialakulasanak
kockdzatait hordozza. FElsOsorban dallati termékek (hus, tej, tojads) révén juthat
antibiotikumrezisztens baktérium a feldolgozasi lancba, mivel az Aallatokat sziikséges
antibiotikummal kezelni baktérium okozta betegség fennallasa esetén. Addig nem vaghato és
dolgozhat¢ fel €l6allat, illetve termékei, amig az antibiotikum behatasi ideje le nem jar. Mégis
gyakori, hogy az allat elpusztuldsa vagy tragyaja altal a talajvizbe illetve szennyvizekbe
kerllnek antibiotikum maradvanyok, amelyek rezisztens térzsek megjelenéséhez vezetnek.
Szennyezett vizzel torténd ontozések soran pedig mar a terméfoldekre is kijuthatnak a
rezisztencia gént hordozé torzsek, amik a terményen keresztill bejutnak a taplalék lancba.
Emiatt indult a ,,One Health” nevli kezdeményezés annak eldsegitésére, hogy megallitsak a
multirezisztens korokozo mikroba torzsek terjedését, és elkeriilhetd legyen a 2050-re varhato
altaluk okozott betegségek miatti magas halalozasi arany. A program célja, hogy 2030-ra 50%-

al visszafogja a vilag az antibiotikumok felhasznalasat (Branduse és Foldi, 2022).
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A patogén mikrobakhoz hasonloan starter kulturaként felhasznalt probiotikus mikrébak is
képesek rezisztenciat kialakitani. Ez lehet eredendden a torzsre jellemzd rezisztencia, vagy
szerzett. Az elébbit természetes rezisztencianak nevezik, mivel ez az adott probiotikus mikréba
torzsre jellemzd tulajdonsag, ami a genomban van kodolva. Ez alapvetéen nem jelent
problémat, mivel ezek a tulajdonsagok nem vihetok at, nem adhatok at mas torzseknek. A
nagyobb problémat a szerzett rezisztencia okozza, mivel altala egy korabban adott
antibiotikumra nem érzékeny torzs rezisztensse valik az adott szerre. A jelenség kialakulhat
mutacio, vagy horizontalis géntranszfer révén. Mutacio esetén szintén gy alakul at a
tulajdonsag, hogy az nem tovabbadhatd, mig horizontalis géntranszfer esetében minden esetben
tovabbadhaté a rezisztencia. A horizontalis géntranszfernek harom fajtaja van, a
transzformacio, konjugacio és transzdukcid. Konjugécié esetben sziikséges ehhez, hogy a
baktérium sejtek érintkezzenek egymassal, és hogy piluson keresztiil atadodjon a gén.
Transzformacié soran pedig lehetséges, hogy a sejtekbdl a kiils6 kdrnyezetbe jut a rezisztencia
kialakitasaért felelés gén, mas sejtek azt felveszik, €s a sajat orokitéanyagukba épitik be.
(Szulczer-Balog és munkatarsai, 2022).

Mindemellett elmondhat6, hogy kereskedelmi forgalomba csak olyan tejsavbaktérium
torzsek  hozhatok probiotikus  starter  kultdraként, takarmany-adalékként illetve
probiotikumként, amelyek esetében ellendrizve van, hogy szerzett antibiotikum rezisztencia
génje nincsen, legfeljebb csak az adott térzsre jellemz6 természetes, ,,bels6” rezisztencia, ezzel

is elkertlve az Gjabb ellenallo6 torzsek kialakulasat (Szulczer-Balog és munkatarsai, 2022).

3.3.2 A vizsgalatba bevont antibiotikumok jellemzése

A penicillin az aminosav-szarmazékok kozé tartozd béta-laktam antibiotikum. A
hatasmechanizmusa szerint, mint mas béta-laktdm antibiotikumok is, a sejtfalszintézis gatlo
antibiotikumok kozé tartozik. Szerkezete miatt a transzpeptidaz enzim szubsztratként ismeri
fel, mivel a peptidogliikan peptid oldallancaban jelenlévé D-Ala-D-Ala strukturalis analdgja.
A transzpeptidaz enzim irreverzibilisen kotddik a penicillinhez, ezaltal az enzim inaktivalodik,
igy és ezaltal gatolja sejtfal tovabbi szintéziset, valamint abnormalis sejtalakok jonnek Iétre. A
sejtfal meggyengul és a baktériumsejt szétesik (Pécs, 2023). Gram pozitiv baktériumok ellen
hatdsos. A penicillin és mas béta-laktam antibiotikumok ellen fokozatosan egyre tobb

baktérium torzs jelent meg, amelyek rezisztensek, példaul Streptococcus pneumonaie (Mazel
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and Davies, 1999). A kulcs amely a rezisztencia megjelenéséhez vezet, az ezen mikrébak béta-
laktamaz enzim termelésében rejlik (Uddin és munkatarsai, 2021).

Az oxacillin egy feélszintetikus penicillinek kozé tartozd béta-laktam antibiotikum.
Hatdsmechanizmusa hasonlé a penicillinéhez. A penicillinnel szemben elénye, hogy a
Staphylococcusok altal termelt béta-laktamaznak ellenall, igy hatasos ellenik (Papich, 2016).

A clindamycin a linkomazinokhoz tartozé fehérjeszintézis gatlé antibiotikum. Az 50S
riboszéma alegységhez kotédve gatolja a peptidkotések kialakulasat, igy a fehérjeszintézist. A
sejtekben 1év6 23S RNS mutacioja soran képesek a sejtek rezisztenciat szerezni az antibiotikum
ellen (Murphy és munkatarsai, 2024). Gram pozitiv kokkuszok, illetve Gram pozitiv vagy
negativ anaerob mikrébék ellen hatasos (Smieja, 1998).

A tetracycline egy, a kinonok csoportjaba tartozo, fehérjeszintézis gatlé antibiotikum. A 30S
riboszoma alegységhez kotédve gatolja a tRNS-ek megkotddését, ezaltal blokkolva a
fehérjeszintézist (Grossman, 2016). Széles spektrumu antibiotikum, hatasos Gram pozitiv,
Gram negativ baktériumok, koztik a klamidiak, rikettzidk és a protozoonok ellen is (Daghrir
and Drogui, 2013).
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4. Anyagok és médszerek

4.1 Anyagok
4.1.1 Vizsgalatba bevont joghurtok

A kutatdsomban 18 db kereskedelmi forgalombdl beszerezhet6 joghurt terméket vizsgaltam.
Tal&lhatok kozottuk hagyomanyos tehéntej-, kecsketej-, illetve ndvényi alapl vegéan termékek
is. A vegan termékek széles palettdjan a kiillonb6zé novényi alapi fermentalt termékeket
kerestem Ugymint kokusz, széja és mandula alapu termékek. A joghurtok kozul feldolgoztam
natar illetve izesitett valtozatokat. A termékek jellemzdit az 2. tablazat foglalja 6ssze.

A mintak jelolését a markak kezddébetiijével kiillonboztettem meg, illetve mikrobak izolalasa
sorén, ha egy termékbdl tobb mikrobat izolaltam azokat a roviditések utan sorszammal jeloltem
pl. N1, N2, N3.

2. tblazat A kutatashoz felhasznalt kereskedelmi forgalomba kaphat6 joghurtok. (Forrés:

sajat adat)

Alapanyag -
Rovidités Név Gyiarté Tipus ptej Ya9-| Aentesség
. . Nadudvari L . .
N réteges krémjoghurt Elelmiszer Kft. gyimolcsos tehén nincs
JBL Jogobella light Zott gyumolcsos tehén nincs
hozzaadott
o .t !
JBO Jogobella 0% Zott gyumolcsos tehén cukormentes
MA Magyar joghurt Alfoldi tej natar tehén nincs
C natur joghurt Cserpes Sajtmiihely natur tehén nincs
MILM laktdmentes natar joghurt Mizo natar tehén laktozmentes
T Tarka gorog joghurt Naszalytej gyimolcsos tehén laktézmentes
ZB Zosldfarm bio joghurt Naszalytej natar tehén nincs
MlI natar joghurt Mizo natar tehén nincs
D natur joghurt Danone natir tehén nincs
z natur joghurt Zott natir tehén nincs
G Greek natar joghurt Bakoma natar tehén nincs
H Havasi joghurt izes Erdély natar tehén nincs
K kecskejoghurt Tebike natir kecske nincs
. , . , vegan,
ZK Pure joy kokusztej alapd Zott natir noévényi | hozzaadott
fermentalt termék
cukormentes
JoghurtkultGraval fermentalt | L. cukormentes,
JS .- s Joya natar novényi ,
szbjaspecialitas vegan
vegan,
A fermentalt sz6jakészitmény Alpro gyimolcsos novényi hozzaadott
cukormentes
MM fermentalt mandulagurt Mylove-mylife gyimolcsos névényi vegan
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Allati eredetii termékek

Allati eredetii termékek koziil tehén- illetve kecsketejbél késziil joghurtokat vizsgaltam. A
termékeket Ugy valasztottam ki, hogy széles korben elérhetdk legyenek és a gyartok alapjan
ismertebbek.

Natdr iz teréen Mizo (MI), laktézmentes Mizo (MILM), Naszalytej Zéldfarm Bio joghurt
(ZB), Zott (Z2), Greek gorog joghurt (G), illetve Tebike gyartdé kecskejoghurtbol sikertilt
tejsavbaktériumok izolalnom. Tovéabbi négy joghurt mérka termékeib6l nem sikeriilt €16
torzseket izolalni.

Izesitett termékek esetében fleg hozzaadott gyiimélcs tartalmd termékeket vizsgaltam, ezek
kdzott 0% hozzaadott cukor-, alacsony zsirtartalom-, és laktdzmentes termék is talalhato.
Vizsgéalatba vont termékek kozll 2 db Zott gyart6tol szarmazo6 Jogobella; ,,light” (JBL), és 0%
hozzéadott cukortartalmd (JB0) termékek. Megtalalhatd volt még a Naszalytejt6l, a Tarka
almés-fahéjas kiszerelésii laktozmentes gordg joghurt (T), valamint a Nadudvari afonyas

izesitésii réteges joghurt (N).

Novényi eredeti termékek

NOvényi alapu termékek kozll 4 féle terméket vizsgaltam, szintén figyelembe véve, hogy
kereskedelmi forgalomban fellelhet6k legyenek, illetve a termék paletta rendezése soran
torekedtem kiilonb6z6 novényi alapanyagi fermentalt termékeket 6sszegyljteni.

A vizsgalt mintdk kozott megtalalhatd volt a Zott marka egyik vegan, kdkusztej alapu
terméke (ZK), két féle szdja alapld termék, Joya natur (JS), illetve az Alpro gyimdlcsos
valtozata (A). Kulonlegességként még felhasznaltam egy mandula alapu terméket is, a Mylove-

mylife gyartotél (MM).

4.1.2 Tejsavbakteriumok tenyészteséhez felhasznalt tapkdzeg bemutatasa

A tejsavbaktériumok tenyészéséhez a VWR International Kft. MRS broth (84613.0500)
taptalajt hasznaltam, amely tejsavbaktériumok felszaporitasahoz széles korben alkalmazott
tapkozeg. Osszetételét tekintve (1000g taplevesre kivetitve): 10 g enzimatikus kazein, 5 g
¢lesztokivonat, 10 g hdskivonat, 20 g D-glukéz, 1,08 g TWEEN-80, 5 g natrium-acetat, 2 ¢
ammonium-citrat, 0,2 g magnézium-szulfat, 0,05 g mangan-szulfat, 2 g dikalium-

hidrogenfoszfat.
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4.2 Vizsgéalati modszerek

4.2.1 Tejsavbaktériumok izolalasanak mddszertana

Az elokészitések soran mindig 500 ml MRS taptalajt készitettem el6 egy fozoiivegben. A
félkész MRS porbol minden Givegbe bemeértem 27,6 g tApkozeget, majd a kdzeg megszilarditasa
érdekében tovabbi 7,5 g agart (BioLab, BAA11000) adtam hozza. Ezt kovetéen felontottem
500 ml desztillalt vizzel, majd autoklavoztam a szuszpenziot.

A higitofolyadéknak, peptonvizet hasznaltam, 1 g por allagu peptont, 8,5 g NaCl-ot oldottam
fel 1000 ml desztillalt vizben. A higitofolyadékot 9 ml mennyiségekben kémcsovekbe
kiadagoltam, ledugaszolta, majd autoklavban sterileztem.

A joghurt mintak feldolgozasa soran elsé lépésként stochmaker-zacskokba aszeptikus
maodon mértem ki 1:9 ardnyban joghurt mintat és a higitd folyadékot, majd homogenizaltam a
mintéinkat. A torzsoldatbdl ezutan tizedel6 higitasi sort készitettem, hogy mintak aktualis é16
mikrobaszaméat meghatarozhassam.

Az utolsé 3 higitasi tagbdl fellleti szélesztést végeztem. A leoltott petricsészéket anaerob
kornyezetben inkubaltam, az anaerob kérnyezetet anerosztatban gyertyaval biztositottam. A
petri-csészéket 48 orara 37 “C-0s termoszba helyeztem. 48 6ra utan telepszamlalast végeztem,
és meghataroztam a termékekben talalhato ~mikrobaszamokat, a higitasi fokok
figyelembevételével.

A joghurt kulturakat alkoté mikroba torzsek szétvalasztasahoz, MRS taplevest készitettem,
amelybdl 1,9 ml-ket mértem ki pipettaval steril krio csovekbe.

A téptalajon kinétt eltéré morfologiaju telepekbdl steril fogvajo segitségével mintat vettem,
(egy-egy petricsészébdl tobb kiilonbozé telepbdl vettem mintat, altalaban 3-5 darabot), majd a
fogvajot az inokulummal egyutt egy-egy taplevessel feltoltott Eppendorf csdbe helyeztem.

Ezutan a felcimkézett csdveket a fentiekben leirt mddon anaerob kdrnyezetben inkubaltam.

Az inkubalast kovetéen a sejteket 25 °C —on 12000 pe—lrc fordulatszdmon 10 percig

centrifugaltam a sejteket tlepités celjabdl. A centrifugalas utan aszeptikus koriilmények kozatt,
pipetta segitségével dvatosan leszivtam az MRS taplevest. A csdvekben maradt sejteket ezutan

azonositas, és tipizalas céljabdl preparaltam a MALDI-TOF és FT-IR vizsgalatokhoz.
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4.2.2 lzoldtumok azonositdsa MALDI-TOF MS hasznalataval
Az izolatumok MALDI-TOF MS-el t6rténé azonositasahoz az MRS taplevesben, 37 °C-on

48 oran at anaerob kortilmények kdzott inkubalt Eppendorf csoveket lecentrifugaltam (12000
rpm, 10 perc). A csovekben 1évé sejtszuszpenzidbol 1 pl mennyiséget a MALDI-TOF
targylemezre helyezte. A targylemezre felvitt mintdkra a szaradast kovetéen 70%-0S
hangyasavat cseppentettem. Miutan Ujra megszaradt a preparatum A-ciano-4-hidroxi-fahéjsav
(HCCA) matrixal lezartam. A preparalt mintdkb6l 2000-20000 Da kozdétti tartomanyban
tdmegspektrumokat készitettem. Ezutan ezeket a Bruker mikroba fehérje-referencia konyvtar
adatbazisaval hasonlitottam 6ssze.

4.2.3 lzolatumok tipizalasa FT-IR hasznalataval

A vizsgélathoz a BRUKER IR Biotyper készilékét hasznaltam. Az Eppendorf csévekben
1év6 izolatumokhoz etanolt és desztillalt vizet tettem, majd fel-le pipettdztam az Eppendorf
csovon belul, hogy homogenizaljam az izoldtumokat tartalmazd oldatokat. Majd 1 ml
mennyiségeket pipettaztam a targylemezre.

Az izoldtumokat harom ismétlésben preparadltam a specidlis targylemezre, majd a
szuszpenziok megszaradasat kdvetden a preparatumok infravords spektrumait a 1300 és 800
cm?t kézotti hullamszam-tartomanyban vizsgaltam. Az igy kapott eredményeken linearis
diszkriminanciaanalizist (LDA) végeztem, amelynek eredményei klaszterek forméjaban
kerlltek bemutatasra az Eredmények fejezetben.

4.2.4 1zolatumok antibiotikum érzékenységi vizsgalata

A tejsavbaktériumok késdbbi antibiotikum érzékenységének vizsgalata céljabol az
izolatumokat -80 °C-on krio csdvekben 10%-os glicerin oldatban taroltam. A 20 db izulatumot
szobahOmérsékleten felolvasztottam, majd az automata pipettdval 20 pl mennyiséget
szélesztettem MRS tapagar felszinére, majd anaerob, 37 °C-o0s, 48-0ras inkubalast kovetben, a
kindtt friss telepekbdl 0,3-0,4 McFarland kozotti denzitdsG mikroba szuszpenzidkat
készitettem. A kémcsdvekben igy 0sszeallitott torzsoldatokbdl vortexelés utan 1 ml
mennyiseget szélesztettem szét a petricsészékbe kiontétt MRS taptalajok felszinén a csésze
korkoros mozgatasaval, majd a folyadékfelesleget pipettaval leszivtam. Miutan az agar felszine
megszaradt, a mikréba pazsitra antibiotikum korongokat helyeztem, és inkubaltam a
petricsészéket 37 °C-on 48 Orat. A kiértékelés soran az antibiotikum korongok koril kialakult
gatlasi zonak atmérdjét vizsgaltam Andreevna (2022) és Patel és munkatarsai (2015) modszere

alapjan. A vizsgalt antibiotikumok a kovetkezok voltak: Penicillin (10 pg), Oxacillin (5 ug),
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Clindamycin (10 pg) és Tetracyclin (30 pg). Az alkalmazott antibiotikumok kivalasztasanak
oka, hogy eltéré hatasmechanizmussal rendelkeznek, igy a tejsavbaktériumokat tudtam
vizsgalni sejtfal szintézis gatlé (Oxacillin és Penicillin) és fehérjeszintézist gatlo (Clindamycin

és Tetracyclin) antibiotikumokra is.
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5. Kisérleti eredmenyek és értéekeléstik

5.1 Tejsavbakteriumok MRS taptalajon torténd izolalasanak eredményei

A 18 darab termékmintat, amit a kutatas soran felhasznaltam az 1. tablazat foglalja ssze.

A vizsgalt joghurtok 10%-10° higitasaibol kioltva tizenegy esetben jelentek meg telepek az
jellemz6 (T, ZB, MM, ZK), mig mas mintak (A G, JS, MILM és N) esetében az egyes telepek
morfoldgiai tulajdonsagai kilonboztek. (5. abra). A telepmorfologiai jellemzok alapjan
0sszesen 47 izolatumot gyijtottem (3. tablazat)

Hét minta (JBL, JBO, MA, C, D, H, A) esetében sikertelen volt a tenyésztés, amelynek oka
lehetett, hogy a mikrobaszdm a vizsgalt tartomany alatt volt. Az MRS egy szabvany szerinti
tapkozeg a tejsavbaktériumokra, elsdsorban a Lactobacillusok kimutatdsara. A sikertelen
tenyésztés oka lehet, hogy altalaban a Lactobacillusok egy nagyséagrenddel kisebb szamban
vannak jelen, mint a kokkusok, igy lehet, hogy az a nagysagrend nem esett az altalam vizsgalt

tartomanyba.
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5. dbra ,MILM” jel6lésii minta, tenyészetek harom
kiilonbozd telepének bemutatasa. Piros szinnel a
legkisebb méretli, sarga a kozepes nagysagu és kék
szinnel a harmadik féle telep bejel6lése lathato.
(Forras: sajat kép)
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3. tablazat Eltéré morfologiaju
telepek szama (Forras: sajat

adat)
Termékek jele Izoldtumok szama
N 4
JBL 0
JBO 0
MA 0
C 0
MILM 4
T 3
/B 1
MI 5
D 0
Z 4
G )
H 0
K 1
ZK 3
JS 5
A 0
MM S)
’Izolzitumok 40
szama dsszesen:




5.2 lzolatumok MALDI-TOF MS-sel végzett azonositasanak eredmenyei

A MALDI-TOF MS miszer alkalmasnak bizonyult a joghurtokban eldforduld
tejsavbaktériumok azonositasara. A starter kultirak altalaban tobbféle faj keverékébdl allnak, a
MALDI-TOF &ltal szolgaltatott eredmények alapjan, sikeresen izolaltam és azonositottam
Streptococcus salivarius ssp. thermophilus, Lactobacillus delbrueckii, Lacticaseibacillus
rhamnosus, Lactiplantibacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus fajokat (4. tablazat). Az
izolatumok kozll azonban hatot nem sikerilt azonositani (JBL, JBO, MA, C, D, A).

Eredményeim alapjan a vizsgalat id6pontjdban egyes termékek tejsavbaktérium
allomanyaban, nagyszdmban csak egyetlen faj volt jelen. A T, ZB illetve ZK jelolésu
termékeknél nagyszamban volt kimutathatd Streptococcus salivarius_ssp_thermophilus. Az
MI, MILM ¢és G jelolésii mintak estében tobb faj azonositdsa is sikeresen megtortént.
Szakirodalomban ismert az ¢16fl6ras készitmények probiotikus hatasa (Marco és munkatéarsai.,
2017).

A tehéntej és novényi alapu termékeket 6sszehasonlitva, nem talaltam kilénbséget az izolalt
¢és azonositott fajok el6fordulasaban. Az egyik vegan termék esetében (JS) Lactiplantibacillus
plantarum azonositasa is megtortént. A termék gyumolcsds vagy natar ize nem befolyasolja a
Lactiplantibacillus plantarum kitenyésztédését. A MILM termékben Lacticaseibacillus
rhamnosus vagy Streptococcus salivarius ssp thermophilus fajok mellett is fellelhet6 volt,
holott ezt a fajt inkabb névenyi alapt fermentalt termékek készitéséhez hasznaljak fel, mivel
jobb novekedést mutat névényi alapl tapkdzegben, de tejalapt fermentalt termékekben is
megallja a helyét (Hora¢kova és munkatarsai, 2022).

A gyartok kiilonb6z6 termékeinek izolatum azonositasi eredményei alapjan, nem talaltam
érdemi kulonbséget a felhasznélt starterfajok 0sszetételében, kivéve, hogy a JS vegan termék
ajanlasokhoz hiven csak Lactiplantibacillus plantarum-ot tartalmaz. A MALDI-TOF
azonositas eredményei alapjan eléfordulhat, hogy ugyanazokba a fajokba tartozo, am mas-mas
torzsek lehetnek az eltéré alapanyagokbol készitett termékekben, hiszen L. rhamnosus-t
sikeresen izolaltam gyumaélcs-, natur- és gorog joghurtokbdl egyarant.

A H termékbdl izolalt és Bacillus subtilisként azonositott torzs valdsziniileg befertézodés
eredménye. A K mintabol sikeresen megtortent a telepek izolalasa ugyanakkor a MALDI-TOF
modszerrel torténd azonositas nem szolgéltatott megbizhatd eredményt.

Az alaktani eredményeket 6sszehasonlitva a MALDI-TOF eredményekkel a 3. tablazatban

megtekintheték. A MILM minta esetéen a MALDI-TOF azonositasi eredmény alatdmasztotta a

s

27



joghurt minta esetén, ahol egyféle telepmorfologiat talaltam, ott a MALDI-TOF is ugyanazt a
fajt azonositotta, pl. T, ZK mintak. Ezzel szemben a JS és N minték esetében a MALDI-TOF

e ey

magyarazat, hogy egy fajon belll is lehet kisebb variabilitas a telepmorfoldgiaban.
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4. tablazat Tejsavbaktérium izolatumok MALDI-TOF MS-el tortén6 azonositasanak
eredmeényei. Megbizhat6sagi értékek: magas 2.00-3.00 faj szinten azonositott izolatum;
alacsony 1.77-1.99 nemzettség szinten azonositott izolatum.(Forras: sajat adat)

Minta helye | Minta neve | Organizmus-legjobb opcio M egbizhatésagi érték
Al ZK1 Streptococcus salivarius ssp. thermophilus 1,99
A2 ZK?2 Streptococcus salivarius ssp. thermophilus
A3 ZK3 Streptococcus salivarius ssp. thermophilus
Ad T1 Streptococcus salivarius ssp. thermophilus
A5 T2 Streptococcus salivarius ssp. thermophilus
A6 T3 Streptococcus salivarius ssp. thermophilus
A7 T3 Streptococcus salivarius ssp. thermophilus
A8 ZB1 Streptococcus salivarius ssp. thermophilus
A9 Z1 Lactobacillus delbrueckii
Al0 72 Lactobacillus delbrueckii
All Z3 Lactobacillus delbrueckii
Al2 Z4 Lactobacillus delbrueckii

Bl N1 Lacticaseibacillus rhamnosus 1,82
B2 N2 Lacticaseibacillus rhamnosus

B3 N3 Lacticaseibacillus rhamnosus

B4 N4 Lacticaseibacillus rhamnosus

B5 JS1 Lactiplantibacillus plantarum

B6 JS2 Lactiplantibacillus plantarum

B7 JS3 Lactiplantibacillus plantarum

B8 JS4 Lactiplantibacillus plantarum

B9 JSH Lactiplantibacillus plantarum

B10 Gl Lacticaseibacillus rhamnosus

B11 G2 Lacticaseibacillus rhamnosus 1,82
B12 G3 Lacticaseibacillus rhamnosus

C1l G4 Streptococcus salivarius ssp. thermophilus

C2 G5 Lactobacillus acidophilus

C3 MILM1 Lacticaseibacillus rhamnosus

C4 MILM2 | Streptococcus salivarius ssp. thermophilus

C5 MILM3 Lactiplantibacillus plantarum

C6 MILM4 Lactiplantibacillus plantarum

C7 MM1 Lacticaseibacillus rhamnosus 1,75
C8 MM2 Lacticaseibacillus rhamnosus 1,85
C9 MM3 Lacticaseibacillus rhamnosus 1,94
C10 MM4 Lacticaseibacillus rhamnosus 1,84
Cl1 MM5 Lacticaseibacillus rhamnosus 1,88
C12 MI1 Lacticaseibacillus rhamnosus

D1 MI2 Lacticaseibacillus rhamnosus

D2 MI3 Lacticaseibacillus rhamnosus

D3 MI4 Lactiplantibacillus plantarum

D4 MI5 Lactiplantibacillus plantarum
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5.3 lzolatumok FT-IR-el elvégzett tipizalasi eredményei

Az FT-IR abszorbancia adatok linearis diszkriminancia analizissel (LDA) torténd
vizsgalatanak értekei a 6-8-as abrakon kerultek bemutatasra. A kétdimenzids koordinata-
rendszerben &brdzolt halmazok egymastol valé tavolsaga alapjan sikeresen kiilonboztettem meg
a fajszinten mar MALDI-TOF-al azonositott izolatumokat, azok szénhidrat dsszetétele alapjan
(6-8 abra).

A Streptococcus salivarius ssp. thermophilus fajbdl 6sszesen kilenc torzset izolaltam,
melyek a ZK1, ZK2, ZK3, T1, T2, T3, ZB1, G4 és MILM2 (4. tablazat). Az 6t kiilonb6z6
joghurtbdl izolalt Streptococcus salivarius torzsek Fourier-transzformacios infravoros
spektrométerrel vizsgalt abszorbancia adatain elvégzett linearis diszkriminancia analizis
eredménye az 6. abran lathatd. Minél kdzelebb helyezkedik el egyméashoz két izolatum, annal
szorosabb rokonsagban allnak egymaéssal a vizsgalt torzsek. Minden izolatum esetében legalabb
harom parhuzamos elékészitést és mérést kovetden, egy eléfordulasi zona kertilt feltiintetésre
az izolatumok (pontok) korul. Ha az egyes zonak egymast atfedik, akkor a két minta ugyanabba
a torzsbe tartozik. pl. ZK2 és ZK3; illetve MILM2 és T2 esetén. Ahol a zondk nem fedik
egymast, ott szignifikans kilonbség van az anyagcsere-termékekben (pl. T1, T2 és T3). Minél

nagyobb a halmazok kozotti tdvolsag, annal jelentdsebbek ezek a kiilonbségek (pl. G4 és T1).

6. abra LDA készitése a Streptococcus salivarius ssp. thermophilus mikrobat izolalt mintaknal
95,4%-o0s variancia szinten. Az egyes izolatumok szinkodolésa a kovetkez6: ZK 1= sziirke,
ZK2=ibolya, ZK3= lila, T1= sotét kék, T2= vilagos kék, T3= sotét zld, ZB1= vilagos zdld,
G4= narancssarga, MILM2=piros. (Forras: sajat kép)

WN: 1300-800/cm i reduction: LDA (20 PCs / 95.4% variance)
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Sikeresen izolaltam a Lacticaseibacillus rhamnosus faj tizenhat torzsét: N1, N2, N3, N4,
G1, G2, G3, MILM1, MI1, MI2, MI3, MM1, MM2, MM3, MM4 ES MM5 (4. tablazat). Az
LDA analizis alapjan, tobb kiilonb6z6é minta izolatumanak zonaja is atfedi egymas. Példaul az
MM3 és MM5; G1 és G2; illetve MILM1 és MI3, MILML1 és MI3 minték esetében. Mivel a
tipizalas eredményei els6sorban a gyartok termékcsoportjai alapjan kiiloniilnek el,

valészintisithetd, hogy az eldallitok a vizsgalt termékeket azonos starterkultiraval fermentaljak.
(7. &bra).

7. abra LDA vizsgalat a Lacticaseibacillus rhamnosus izolalt mintaknal 95,3%-0s variancia
szinten. (Forras: sajat kép).

WN: 1300-800/cy Din. reductions: LDA {6 PCs / 95.3% variance)
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Lactiplantibacillus plantarum fajbol kilenc torzs volt kimutathato. Az LDA elemzés alapjan
az izolatumok harom f6 klaszterre kiilonithetok el. Nagy a hasonldsag a JS1, JS2, JS3 és JS4
mintak kozott, mig a JS5 kilonbozik. A harmadik klasztert a MILM3, MILM4, MI4 és MI5
mintak alkottak (8. abra).

8. abra Lactiplantibacillus plantarum fajt kimutatott mintak LDA vizsgalata 95,2%-0s
variancia szinten. Egyes izolatumok szinkddolasa a kovetkezd: JS1= sziirke, JS2= lila, JS3=
kékes lila, JS4= sotétkék, JS5= vilagos kék, MILM3= z6ld, MILM4= sargas z6ld, M14=
narancssarga, MI15= piros. (Forras: sajat kep)
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5.4 Tejsavbaktérium térzsek antibiotikum érzékenységének vizsgalati eredményei

Az antibiotikum érzékenységi vizsgalatot 15 izolatummal végeztem el. Az izolatumokat ugy
valasztottam ki, hogy az azonositott fajokat reprezentaljak, és lehet6leg kiilonb6z6 termékekbdl
szarmazzanak. Ezeket a torzseket 4 féle antibiotikumra vizsgaltam, kett6 sejtfal szintézis gatlo
(Oxacillin és Penicillin) és ketté fehérjeszintézist gatlé (Clindamycin és Tetracyclin) volt. A
géatlasi zéna eredmények a 5. tdblazatban lathatoak. A tejsavbaktériumokra vonatkozéan meg
nincsenek elfogadott hatarértékek, az eredményeket a CLSI-15 ajanlésa alapjan értékeltem.

Oxacillinre a Lactiplantibacillus plantarum, Lactobacillus delbruecki és Streptococcus
salivarius ssp. thermophilus fajokba tartozo izolatumok hasonlé mértékben voltak érzékenyek,
a gatlasi zéna atméréje 20-23 mm kozott szort. A Lacticaseibacillus rhamnosus torzsek kozott
mar tapasztalhatd volt érzékenységbeli killénbség. Az N4 minta rezisztens volt az Oxacillinre,
0sszehasonlitva az FT-IR-rel mért eredményekkel, ami a 7. dbran lathato, teljesen kilonallo
torzsként jelenik meg a csoportosulasoktol tavol. Az MI2 és MILM1 mintak altal 1étrehozott
gatlasi zonak atmenetinek szamitanak, az LDA abra alapjan is kilén csoportosulnak a tébbi
Oxacillinre érzékeny torzstdl, pl. G2, G3, MM4 ¢és MM5. A G5-0s Lactobacillus acidophilust
képviseld minta volt a legérzékenyebb erre az antibiotikumra.

Penicillin esetén elmondhatd, hogy mindegyik altalam vizsgéalt torzs érzékeny volt az
antibiotikumra, és az Oxacillinnel végzett vizsgalathoz hasonléan a G5-0s Lactobacillus
acidophilust minta volt a legérzékenyebb. A két antibiotikummal végzett vizsgalat alapjan az
allapithat6 meg, hogy a Lactobacillus acidophilus kifejezetten érzékeny lehet sejtfal szintézist
gatlo antibiotikumokra, de ennek az allitdsnak a megerdsitése még tobb vizsgalatot igényel.

Clindamycint alkalmazva a tejsavizolatumokra valtozatos eredményt kaptam.
Lacticaseibacillus rhamnosus torzsek eseténben a MILM1 és MI2 izolatumok ujfent kevéshé
voltak érzékenyek, s6t rezisztensek voltak a tébbi mintaval ellentétben, amelyek a G2, G3, N4,
MM4 és MM5 izolatumok. A Streptococcus salivarius ssp. thermophilus térzsek mind
érzékenyek voltak az antibiotikumra, csak eltéré mértéekben. A ZB1-es minta érzékenyebb volt,
mint a tobbi. A Lactiplantibacillus plantarum harom izolatumon az antibiotikum haromféle
nagysagrendii gatlasi zonat eredményezett. Erdekesség, hogy a MILM3 (nagyon érzékeny) és
MI4 (atmeneti érzékenységii) izolatumok a 8. &bra szerint kdzelebb &llnak egymashoz, mégis
oriasi a kiilénbség a Clindamycin altal kifejtett érzékenységik terén.

A Tetracyclin altal kifejtett gatlasi zonak nagysaga szintén valtozatos. Tetracyclinre adott
valasz alapjan a mikrébakat két csoportba lehet osztani, erzékeny vagy rezisztens, atmeneti
gatlasi zéna tartomanyt egyik térzs sem mutatott. A rezisztens (MI2, G2, JS2, Mi4, MILM3,

33



Z2,ZB1, MILM2) és az érzékeny térzsek (G3, N4, MILM1, MM4, MM5, G5, G4) kériilbelul
fele-fele aranyban oszlanak el. Erdekesség, hogy a G2 és G3 térzsek a 7. abra szerint az FT-IR
tipizalas alapjan elég hasonldak, mig a Tetracyclinre mutatott érzékenységiik teljesen eltérd.
Osszességében elmondhatd, hogy a méréseim alapjan a sejtfal szintézist gatld
antibiotikumok vonatkozasaban egyontetiibb eredményt kaptam a vizsgalt tejsavbaktérium
torzseknél, mig a fehérje szintézist gatlo antibiotikumok esetén nagyobb volt az eredmények
véltozatossaga, tobb rezisztens, illetve atmeneti érzékenységii izolatum volt a vizsgaltak kozott.
Tovabba a sejtfalszintézis gatld antibiotikumok esetén tapasztalt fajon belili valtozatossag jol

korrelalt az FT-IR eredményekkel.

5. tablazat. Kiilonbozo torzsek antibiotikumokra mutatott érzékenysége antibiotikum
korongok vizsgalataval, gatlasi zonak atmérdje mm-ben kifejezve. Forras: (sajat méreés,
Andreevna, 2022)

(mm) Oxacillin (5 pg) Penicillin (10 ug) | Clindamycin (10 pg) | Tetracycline (30 pg)
MI2 19 [ 29 S 7 R 14 R
G2 22 S 35 S 32 S 0 R
.| G3 23 S 32 S 30 S 21 S
3| N4 0 R 30 S 28 S 22 S
£ | MILM1 18 [ 30 S 0 R 21 S
£ Mm4 22 S 32 S 32 S 22 S
_i| MM5 24 S 32 S 30 S 22 S
E| Js2 22 S 31 S 29 S 14 R
= M4 22 S 20 S 19 [ 0 R
c
S| miLms | 22 S 20 S 41 s 13 R
-
L. delbruecki Z2 23 S 22 S 42 S 12 R
L. acidophilus| G5 32 S 40 S 18 [ 20 S
o ZB1 20 S 20 S 40 S 11 R
3 G4 22 S 30 S 30 S 20 S
(e}
o+
g g MILM2 21 S 34 S 29 S 0 R

Erzékeny a mikroba, ha a gatlasi tartomany nagyobb, mint 20 mm. Atmeneti tartomany, ha a
gatlasi tartomany 19-15 mm kozoétt van. Rezisztens a mikréba, ha a gatlasi tartoméany kisebb,
mint 14 mm. (Forras: (Patel és munkatarsai, 2015, CLSI-2015))

Jel6lések: R: rezisztens, I: atmeneti, S: érzékeny.
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6. Osszefoglalas

Kutatdsomban 18 kiilonb6zo, kereskedelmi forgalomban beszerezheté joghurt
tejsavbaktérium kultdrajat hasonlitottam 0ssze. A kiilonbozé alapanyagokbdl fermentalt
termékek kdzott novenyi (szoja, kokusz és mandula), tehén- és kecsketej alapt termék is
megtalalhatok voltak, natur és izesitett valtozatokban.

A tejsavbaktériumok kitenyésztését MRS taptalajon vegeztem. A tenyésztést kdvetden a
termékekbdl telepmorfologiai jellemzok alapjan Osszesen 47 tejsavbaktérium izolatumot
MM, ZK), mig mas (A G, JS, MILM és N) mintak esetében az egyes telepek morfoldgiai
tulajdonsagai nagyban kilénboztek. Az izolatumokat -80 °C-os krio csévekben 10%-os glicerin
oldatban taroltam, a késobbi vizsgalatokhoz.

A MALD-TOF MS mérésekhez az izolatumokbol elkészitett sejtszuszpenziobdl 1 pl
mennyiseéget prepardltam egy specialis targylemezre, majd a preparalt mintakrol
tomegspektrumokat vetem fel. Az azonositast a Bruker mikroba fehérje-referencia konyvtar
zart adatbazisa alapjan végeztem. A MALDI-TOF spektrumok alapjan 5 fajt azonositottam,
melyek a Streptococcus salivarius ssp. thermophilus, Lactobacillus delbrueckii,
Lacticaseibacillus rhamnosus, Lactiplantibacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus
voltak. Az eredmények alapjan nem talaltam kilonbséget a felhasznalt starterkultirak
Osszetételében, a gyartok kiilonbozé termékeinek 0sszehasonlitasaval. Kivéve volt a JS vegan
termékbdl izolalt Lactiplantibacillus plantarum faj, amely az ajanlasoknak megfeleléen volt
jelen.

Az FT-IR mérésekhez az Eppendorf csdvekben [év6 izolatumokhoz etanolt és desztillalt
vizet tettem, majd homogenizéltam a sejteket tartalmaz6 oldatokat. és a mintakat harom
parhuzamosban preparaltam a targylemezre. A preparatumok infravords spektrumait a 1300 és
800 cm™ kozétti hullamszam-tartomanyban vizsgaltam. Az igy kapott spektumokon lineéris
diszkriminancia-analizist (LDA) végeztem, amelynek eredményeit klaszterek formajaban
kétdimenzios rendszerben jelenitettem meg. A Streptococcus salivarius ssp. thermophilus faj
0sszesen kilenc, mig a Lacticaseibacillus rhamnosus faj tizenhat térzsét vizsgaltam, valamint a
Lactiplantibacillus plantarum esetén is kilenc torzs FT-IR tipizalasat végeztem el. A torzsek
Osszehasonlitasa soran arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy a legtébb gyarté ugyanazokat a

torzseket alkalmazza a kiilonbozo termékek elkészitéséhez.
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Az antibiotikum vizsgalatokhoz a kivalasztott izolatumokbdl 0,3-0,4 McFarland kézotti
denzitasu mikroba szuszpenziokat készitettem, amelybdl mikrobapazsitot hoztam létre. Erre
helyeztem a vizsgélanddé antibiotikumok korongjait. A kiértékelés sordn az antibiotikum
korongok koriil kialakult gatlasi zonak atmérdjét vizsgaltam. A vizsgalt antibiotikumok a
kovetkezOk voltak: Penicillin (10 pg), Oxacillin (5 ug), Clindamycin (10 ug) es Tetracyclin (30
HO).

Penicillin esetén elmondhat6, hogy mindegyik altalam vizsgalt torzs érzékeny volt erre az
antibiotikumra. Oxacillin esetén a legtobb torzs érzékeny volt kivéve egy rezisztens (N4) és két
atmeneti érzékenységii (MILM1, MI2) L. rhamnosus torzset. A sejtfalszintézist gatlo
antibiotikumok esetén egyontetiibb volt az eredmény, és korrelalt az FT-IR eredményekkel,
mig a fehérje szintézist gatlo antibiotikumok esetén nagyobb volt az eredmények
valtozatossaga, tobb rezisztens, illetve atmeneti érzékenységii izolatum volt a vizsgaltak kozott,
azonban itt nem talaltam dsszefuiggést az FT-IR-rel kapott eredményekkel.

A felhasznalt termékek tobbségén jelezve volt, hogy ,,éloflorasak”, amely termékeknél a
Magyar Elelmiszerkonyv eldirja, hogy fogyaszthatosagi ideje végéig meg kell ériznie az é16
mikroorganizmusok csiraszaméanak a 1076/g értéket (ME 1-3/19-1 eldiras). Ennek ellenére
voltak termékek, ahol sikertelen volt a tejsavbaktériumok kitenyésztése. Ennek okai lehettek a
gyumolcsos termékek esetén a nehézkes mintavétel, a javasolt MRS tapkdzegben a
Lactobacillusok kisebb nagysagrendii szaporodasa, amitél a vartnal kevesebb vagy semennyi

telep nétt ki az adott higitasi fokon.

Osszességében elmondhatd, hogy a MALDI-TOF MS késziilék alkalmas tejsavbaktériumok
azonositasara, mig az FT-IR kitiinden megfelelt a tejsavbaktérium torzsek tipizalasara. Erdekes
volt ezen eredmények 6sszehasonlitasa az antibiotikumokkal végzett kisérletek eredményeivel.
Megfigyelheté volt, hogy azok a torzsek, amelyek az FT-IR vizsgélat alapjan kozel alltak
egymashoz, altaldban hasonl6 mértékben voltak érzékenyek az adott antibiotikumra. Ez a
megfigyelés az Oxacillin esetén volt a legkifejezettebb.
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7. Koszonetnyilvanitas

Kdszonetet szeretnék mondani Dr. Pomazi Andrea és Dr. Kocsis Tamas konzulenseimnek,
akik a TDK felkésziilésemhez és méréseimhez hozzajarultak és ugyan olyan lelkesedéssel
vartak a kutatas eredményeit, mint jomagam.

Szintén koszonettel tartozom az Elelmiszer-mikrobiologia Tanszék dolgozoinak, akik
biztositottak a vizsgalati anyagokat és eszkdzoket, és szivesen fogadtak a kutatas
résztvevojeként. Nagy lehet6éségnek tartom a MALDI-TOF és az FT-IR készulékek
hasznalatanak a lehet6ségét, amelyek kombinalt alkalmazdsa a mikrobdk azonositasa és

tipizalasa terén, Magyarorszagon nem elterjedt médszer.
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