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1. BEVEZETES:

A tejsavbaktériumok és mas baktériumok jelentds szerepe a tejtermékek készitésében
jol ismert mindenki szdmdra. Kevésbé tudott azonban, hogy mellettiik a legtobb esetben
¢lesztdgombak is megtalalhatok a tejtermékekben. A kefir és a kumisz erjesztésén kiviil, mely
tejsavbaktériumok ¢és ¢élesztOk mesterséges hozzaadasaval torténik, a tejtermékekbe az
¢lesztdgombak természetes uton, a kornyezetbdl jutnak. Az utdbbi években egyre nagyobb
jelentdséget tulajdonitanak az élesztdgombak szerepének az egyes sajtfélék érlelésében.
Elsdsorban azaltal, hogy a tejsavbontasukkal a termék pH-jat megemelik, eldsegitik egy
savérzékeny baktériumbiota megtelepedését. Masodsorban fehérje- ¢és  zsirbonto
képességiiknek koszonhetden, aromaanyagok prekurzorait termelik, jelentésen hozzajarulva
ezzel a sajtok érzékszervi tulajdonsagainak alakitdsdhoz (Romano et al., 1996). A Geotrichum
candidum ¢éleszt6fajnak az a képessége mar jol ismert, hogy szdmos kéntartalmt vegyiiletet
termel aminosav prekurzorokbdl, aminek tobbek kozott az egyes sajtfélék izének és illatanak
valtozatossaga koszonhetd (Berger et al. 1999; Demarigny et al. 2000). Elesztdgombéak
gyakran szennyezik a tejtermékek feliiletét anélkiil, hogy azok romlasat okozndk.
Nagymértékii elszaporoddsuk azonban az élelmiszer érzékszervi tulajdonsagainak
megvaltozasat okozhatja, a terméket fogyasztdsra alkalmatlanna teheti, nagy gazdasagi
karokat okozva ezzel a tejiparnak. Leggyakoribb élesztOk okozta romlasi jelenségek a gazos
puffadés, az élesztdiz és mas izelvaltozasok, az elszinez8dés és a termék konzisztencidjanak
megvaltozasa (Fleet, 1990; Viljoen and Greyling, 1995; Dedk és Beuchat, 1996; Jakobsen and
Narvhus, 1996).

A tejtermékek ¢€lesztObiotajanak Osszetételét azok a sajatos Okoldgiai viszonyok
hatarozzdk meg, amelyeket ez az ¢élelmiszertipus nyujt. A tejipari készitményekre a
viszonylag kis pH, a nagy soOkoncentracié €s az alacsony tarolasi homérséklet igény
jellemz6, amely tulajdonsagok az ezt toleralni képes élesztéfajok szaporodasat segitik eld.
Elonyt ¢élveznek a fehérje- ¢és zsirbontd képességii élesztok is. Ilyen élesztéfajok a
Debaryomyces hansenii, a Kluyveromyces marxianus, a Yarrowia lipolytica, a Trichosporon
moniliforme és a Geotrichum candidum (Deék és Beuchat, 1996).

Az  egyes  tejtermékfélék  é€lesztdpopulacid-Osszetételének  vizsgalatahoz
nélkiilozhetetlen az izolatumok meghatdrozasa. A hagyoményos azonositasi moddszer
morfoldgiai, élettani és biokémiai tesztet alkamaz élesztOk identifikalasdra, ez az eljaras
azonban anyag,- munka- és idéigényes. Léteznek gyorsabb, szintén fiziologiai vizsgalatokon
alapuld modszerek. Gyarilag elkészitett identifikacios rendszerek (API 20C AUX system, API
ID 32 C system, Biolog system; Heard and Fleet, 1990, Praphailong et al. 1997) és
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egyszerusitett identifikalasi rendszerek (Deak and Beuchat, 1987) segitségével valoban
megkonnyithetd az izolatumok azonositasa, legtobbjliket azonban az ¢élesztOk meghatarozott
csoportjanak identifikalasara fejlesztették ki, igy téves eredmény adhatnak, ha az azonositani
kivant izolatumok k6zdtt nem ebbe a csoportba tartozé €lesztd is eléfordul.

A molekularis bioldgia nagymértékii fejlodése az utobbi években 1) lehetdséget nyitott
az ¢lesztok identifikdldsara is. Szamos molekuldris moddszer alkamas a kiilonféle
¢lelmiszertipusokbol szarmazé élesztok gyors identifikélasara is. Az e célra leggyakrabban
hasznalt molekularis modszerek a DNS homologia eljaras (Kurtzman, 1984), a restrikcios
toredékhossz (RFLP) moddszer (Bostock et al,1993; Fernandez-Espinar et al, 2001; Martinez
et al, 1995; Querol et al, 1994; Querol and Ramon, 1996) az elektroforézises kariotipizalas
pulzalod elektromos mezdben (PFGE) (Asakura et al, 1991; Johston et al, 1988, Naumov et al,
1993; Sor és Fukuhara, 1989; Tornai-Lehoczki és Dlauchy, 1996; 2000; Vaughan-Martini et
al, 1993; Versavaud és Hallet, 1995; Vezinhet et al, 1990) a polimerdz lancreakcion alapuld
technikak kozil a véletlenszerien megsokszorozott DNS sokféleség (RAPD-PCR) modszer
(Andrighetto et al., 2000; Baleiras Couto et al, 1994; 1995; Prillinger et al, 1999), a PCR-
ribotipizalds (Caruso és munkatéarsai 2002; Dedk et al., 2000; Tornai-Lehoczki és Dlauchy,
2000;) és a riboszoma RNS szekvenalads (Cappa és Cocconcelli, 2001; Fell et al, 2000;
Kurtzman és Blanz, 1998)



Célkitiuzések:

Vilagszerte megndtt az érdeklédés az élelmiszerekben, igy a tejtermékekben
eléforduld élesztdgombak tevékenysége irant. A hazai adatok szama azonban igen kicsi, ezért
elsddleges célul a Magyarorszdgon gyartott készitményekben megtalalhatd élesztéfajok
hagyomanyos €s molekularis modszerekkel torténd alapos, széles kori vizsgalatat tiiztem ki.

A tejtermékekben az élesztk mas mikroorganizmusokkal egyiitt, vegyes tenyészetben
fordulnak eld. Az élesztdizolatumok gytijtéséhez olyan taptalajokra van sziikség, amelyek
visszaszoritjak a baktériumok ¢€s a penészgombak szaporodasat és segitik a mintdban
megtalalhatdo Osszes ¢élesztd fejlodését. Vizsgalataim legelsé 1épéseként az élesztdgombak
tejtermékekbdl vald izolalasdhoz kerestem a legalkalmasabb, ezeknek a kritériumoknak
leginkabb megfeleld taptalajt az irodalomban leirt, az ¢lesztOk tenyésztésére hasznalt
tapkozegek koziil.

Kutatomunkam tovabbi célja az alkalmazott hagyomanyos €s molekularis modszerek
Osszehasonlitdsa volt az élesztdizolatumok faji, illetve torzsi szinten torténd azonositdsara
vald alkalmassaguk szempontjabol. A kapott eredmények nemcsak a tovabbi kutatdmunkaban
lehetnek hasznosak, hanem nagy segitséget jelenthetnek az élelmiszeripar szamara is, mivel a
leghatékonyabbnak talalt eljarasok segitségével eredményesen kimutathatja az élesztds romlas
veszélyét, annak okozoit azonosithatja, valamint a romlas bekovetkezését meg is elozheti.

Ezenkiviil célom volt még Osszefliggés keresése a vizsgalt tejtermékek gyartdja illetve
a tejterméktipusok ¢és a torzsi szintll azonositdsra legmegfelelobbnek talalt modszer

felhasznalasaval kapott eredmények kozott.
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2. IRODALMI ATTEKINTES:

2.1 Tejtermékekben el6fordulé élesztogombak

Az ¢lesztogombdk jelentdsége a tejtermékek gyartdsa sordn kettds. Bizonyos
tejtermékek erjesztésekor és sajtok érlelésekor a szerepiik nélkiilozhetetlen. Ugyanakkor
tulsdgosan elszaporodva a tej és a tejtermékek romlasat okozhatjak. Valtozatos jellegiik
ellenére a tejtermékek sajatos 6kologiai viszonyokat nyujthatnak. A viszonylag kis pH, a nagy
sokoncentracid, az alacsony homérsékleten vald tarolds azok a fobb kornyezeti tényezok,
melyek kozt a laktdzt, a tejsavat tdpanyagként hasznositani képes, fehérje- vagy zsirbontd
mikroorganizmusok szaporodhatnak. Ilyen ¢élesztégombak a Debaryomyces hansenii, a
Kluyveromyces marxianus, a Yarrowia lipolytica, a Trichosporon moniliforme ¢&s a
Geotrichum candidum (Dedk, 1998).

A nyers tej szamos élesztdgomba fajt tartalmazhat, a kezelése sordn alkalmazott
higiéniatol fiiggéen. Hitott korilmények kozott vald taroldsa a pszichrotrdéf fajok
elszaporodasanak kedvez. A pasztérozott, kereskedelmi forgalomban kaphaté tejben talalhato
¢lesztok mar a masodlagos szennyezddés eredményei (Dedk és Beuchat, 1996).

A tejtermékek kozil a sajtokon kiviil a kefir és a kumisz érlelésében jatszanak az
¢lesztOk pozitiv szerepet. Ez a két terméktipus tejsavas-€lesztds erjesztésen megy keresztiil. A
kefirszemcsékben a tejsavbaktériumok ¢és az éleszt6k szoros szimbidzisban ¢élnek. Az
utobbiakat a laktozerjesztd Kluyvveromyces lactis képviseli, de nem laktdzerjesztd fajok
(Saccharomyces exiguus, Saccharomyces unisporus, Saccharomyces cerevisiae) 1s
eléfordulnak (Deak, 1998).

A nagy zsirtartalmu tejtermékek, igy a vaj romlésat is okozhatjdk élesztok,
legfoképpen a zsirbontd tulajdonsaggal rendelkezd Candida, Rhodotorula és Cryptococcus
fajok, a termék izbéli valtozasat okozva (Fleet, 1992).

A manapsdg nagyon népszerll tejtermék, a joghurt, amely starterkultaraként csak
tejsavbaktériumokat tartalmaz és pasztorizalt, gyakran tartalmaz élesztoket, ami a termék
romlédsat okozhatja. Legfoképpen a hozzaadott gyiimolccsel vagy izesitdanyagokkal né meg
az ¢lesztd termékbe valo bekeriilésének a kockdzata (Dedk és Beuchat, 1996). Rohm és
munkatarsai (1992) joghurt vizsgalatakor nagyszamban taldltak ¢élesztOket, amelyeket
Candida inconspicua, Candida intermedia, Candida parapsilopsis, Candida rugosa, Candida
tropicalis, Candida zeylanoides, Debaryomyces hansenii, Metschnikowia reukauffii, Pichia
guilliermondii, Rhodotorula mucilaginosa, Torulaspora delbrueckii, Trichosporon beigelii és

Yarrowia lipolytica fajokként azonositottak.
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Eleszték a sajtok koziil elsdsorban a lagy sajtok érlelésében vesznek részt, sokszor a
beoltott penészgombakkal egyiitt (pl. a Camembert és a Roquefort sajtokban). Ezekben a
Pichia fermentans, a Debaryomyces hansenii és a Geotrichum candidum fordul elé gyakran
(Dedk, 1998). Besancon és munkatarsai (1992) szerint a Roquefort sajt feliiletén talalhatd
¢lesztofloraban a Debaryomyces hansenii (Candida famata) és a Kluyveromyces lactis
(Candida sphaerica) voltak a leggyakrabban el6forduld élesztéfajok. Roostita és Fleet (1996)
Camembert és egy roquefort tipusu sajt vizsgalatakor legnagyobb szdmban a Debaryomyces
hansenii, Candida catenulata, Candida kefyr, Candida intermedia, Saccharomyces
cerevisiae, Cryptococcus albidus és a Kluyveromyces marxianus képviselOit talalta a
sajtokban. Tempel és Jakobsen (1998) a Danablu sajt érését kisérték figyelemmel, amely
soran 166 ¢lesztdizolatumot gytijtdttek Ossze. A leggyakrabban el6fordulod élesztéfajok a
Candida famata és a Candida catenulata voltak. Kiilonbdz0, Ausztridbol, Daniabol,
Franciaorszagbol, Németorszagbdl €s Olaszorszagbol szarmazd sajt vizsgalatakor Prillinger €s
munkatarsai (1999) az altaluk gyljtott és azonositott 76 izolatum koziil a legtobb a
Debaryomyces hansenii, a Geotrichum candidum, az Issatchenkia orientalis, a Kluyveromyces
lactis, a Kluyveromyces marxianus, a Saccharomyces cerevisiae, a Yarrowia lipolytica és a
Candida catenulata fajba volt sorolhato.

A tejtermékben eldforduld élesztok sokfélesége ellenére egy-egy adott termékben a
benniik megtalalhato élesztéfajok koziil csak egy vagy néhany valik dominanssa és a romlas

jellegzetes okozojava, amellyel a tejfeldolgozo lizemeknek igen nagy veszteséget okozhatnak

(Dedk, 1998).

2.1.1. A tejre és tejtermékekre vonatkozo higiéniai és mikrobiologiai eloirasok

A tejtermékek élesztészama nem rendeletben és jogszabalyban meghatarozott érték. A
Magyar Elelmiszerkonyv (2004), valamint a Foldmiivelési és Vidékfejlesztési Minisztérium
¢s az Egészségiigyi, Szocialis és Csaladiigyi Minisztérium tejre €s tejalapti termékek
eldallitasdnak, forgalomba hozataldnak élelmiszer-higiéniai feltételeire vonatkoz6 1/2003
szamu egylittes rendelete nem taldlhatunk élesztokre vonatkozd eldirdsokat, ezekben a tej
alapu termékek gyartasahoz illetve a fogyasztasra felhasznalt nyers tejre (tehéntej, juhtej,
kecsketej) (1. tdblazat) és a termékekre vonatkozo higiéniai és mikrobiologiai kdvetelmények
a mikrobaszdmra, a szomatikus sejtszdmra, a gatloanyag-tartalomra, a patogén
mikroorganizmusokra €s a toxinjaikra, illetve a gyenge higiéniat jelz6 mikroorganizmusokra

(Staphylococcus aureus, Escherichia coli) korlatozodik.
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1. tablazat: A kozvetlen fogyasztasra €s a tej alapt termékek gyartasahoz felhasznalt nyers
tejre vonatkozd higiéniai és mikrobiologiai kdvetelmények

(Magyar Elelmiszerkonyv, 2-51/01)

Jellemzo Termeldi nyers | Termeldi nyers tej ipari feldolgozasra
tehéntej kozvetlen | Tehéntej Juhtej Kecsketej
fogyasztasra

Mikrobaszam, cfu/cm’ @ <50 000 <100 000 <1500 000 <1500 000

Szomatikus sejtszam, sejt/cm’ @ | < 400 000 <400 000

Gatloanyag ® Nem mutathato Nem mutathat6 ki | Nem mutathat6 ki | Nem mutathato ki
ki

Staphylococcus aureus-szam, n=5, ¢c=2, m=100, |n=5,c=2, m=500, | n=5, c=2, m=500,

bakt/cm® 9 M=500 M=2000 M=2000

Salmonella ssp., bakt/cm’ n=5,

25 gr-ban negativ

Egyéb korokozo Nem mutathat6 ki _
mikroorganizmusok és/vagy a ngygsz} ©

egeészsegét
toxinjaik veszélyeztetd

mennyiségben

(a) A hatalyos rendelet szerint szamitott mértani atlag alapjan, havonta legalabb 3 vizsgalattal

(b) Az élelmezés-egészségiigyi hatarértékeket a vonatkozd jogszabalyok tartalmazzak

(c) A vizsgalatot azokbdl a nyerstehéntej-tételekbol kell elvégezni, amelyekbdl hokezelés nélkiil
allitanak el0 tejalapu terméket

(d) n: a mintat alkotd elemi mintak szama
m: mikrobaszam-kiiszobérték, az eredmény akkor megfeleld, ha a mikrobaszam egyetlen mintaban
sem tobb, mint ,,m”
M: a mikrobaszam maximalis értéke, az eredmény akkor nem megfeleld, ha a mintaegységben a
mikrobaszam ,,M” vagy tobb
c: azon mintaegységek szama, amelyekben a mir6baszam ,,m” és ,,M” k6zott lehet. A minta akkor
elfogadhato, ha a tobbi mintaegység mikrobaszdma <, m”-n¢él

Az FVM-ESzCsM 1/2003 (1/8) egylittes rendelete 1. szamt mellékletében rogzitett

hokezelt fogyasztoi tej €és a tej alapt termékek eldallitdsahoz hasznalt hoékezelt tej
mindségének élelmiszer-higiéniai kdvetelményeit rogzitd rendeletek szerint mikrobaszamuk
kozvetleniil a masodik hékezelés elott 30 °C-on nem haladhatja meg a 100 cfu/ cm’ értéket.
A tejtermékekben a rendeletben meghatarozott patogén mikroorganizmusokon kiviil egyéb
patogén mikroorganizmusok sem lehetnek jelen vagy toxinjaik sem lehetnek jelen a
termékben a fogyasztd egészségét veszélyeztetd mértékben. Ha a termékek mikroorganizmus-
tartalma a megengedett hatarértéket tallépi, azonnal értesiteni kell a belsd ellendrzési rendszer
hibaelharit6 eljarasait és értesiteni kell az illetékes hatdsadgokat.

Az élesztdgombak ugyan nem okoznak ¢élelmiszer-mérgezést vagy fertdézést, a

tejfeldolgozd iizemek a mindségbiztositasuk, illetve mindségmegdvasuk érdekében sajat
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belatasuk szerint a termékeik mikrobiologiai mindségének belsd ellendrzése részeként
elvégezhetik az ¢lesztok szdmanak a meghatarozasat ¢€s elkészithetik termékeik megengedett
élesztészamara vonatkozo belsd eldirasokat. Sok esetben sziikséges lehet az élesztok faji
Osszetételének meghatdrozasa is, példaul a starter kultaraként a Lactobacillus kefir,
Leuconostoc-, Lactococcus-, és Acetobacter- félék mellett még laktozerjesztd élesztoket
(Kluyveromyces marxianus) €s laktozt nem erjesztd élesztoket (Saccharomyces omnisporus,
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces exiguus) is tartalmazo kefir esetében, amikor
ezektdl az élesztéfajoktél a potencidlis romlast okozokat I1ényeges megkiilonboztetni.
Hasonl6 a helyzet a mar emlitett 1agy sajtokban el6forduld néhany €lesztokfajnal is, amelyek
pozitivan jarulnak hozzd a termék iz-, és illatanyagdhoz. A tejtermékek faji Osszetételének
meghatarozdsa mellett - az ¢lesztdszdm meghatdrozdshoz hasonléan szintén nincs

jogszabalyokban rogzitve - az egyes tejfeldolgozo lizemek sajat belatasuk szerint donthetnek.

2.1.2. A tejtermékekben talalhato, fehérje- vagy zsirbonto tulajdonsaggal

rendelkezé élesztéfajok

2.1.2.1. Debaryomyces hansenii

A Debaryomyces hansenii €lesztofaj telepeinek a szine fehértdl a vajszinig valtozhat.
Vegetativ szaporodasuk sarjadzassal torténik. Alhifijuk altalaban hianyzik, de idénként
eléfordulhat. Ivaros szaporodasuk sordan a konjugiacié nemcsak a kiilonallo sejtek kozott,
hanem az anyasejt és a sarjsejt kozott is 1étrejohet (pedogamia), ilyenkor a sarj nem kiiloniil el
az anyasejttdl, ami sporangiumma alakul. Az aszkuszai 1-2 érdes, gomb alakt sporat
tartalmaznak. Sok spora jelenlétében a telep szine barndva valtozik. Anamorf alakja a
Candida famata (Nakase et al., 1998, Barnett et al. 2000). Szdmos ¢élettani tulajdonsaga
valtozd, ezért meghatarozni nem konnyl. Nagy cukor- illetve sétartalmu kozegben (50 %
glikéz, 10 % NaCl) viszonylag konnyen szaporodik. A Debaryomyces hansenii
kiemelkedden gyakori és az élelmiszerek széles korében eldforduld élesztd, kiilondsképpen
pacolt, sozott, érlelt huskészitményekben, erjesztett tejtermékekben és savanylsagokban

fordul el6 (Deak, 1998).

2.1.2.2. Geotrichum candidum
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A Geotrichum candidum vegetativ szaporoddsi modja a hifak artrokonidiumokra
hasadasaval torténik, sarjadzo sejtjei nincsenek. A sporaképzés két hifafonal 6sszeolvadasaval
torténik, amelyet az oldaldgak anasztomozisa eléz meg és gametangiumokra emlékeztetd
képzédmény is keletkezik. A koloniai fehérek, nem nyélkasak, bolyhosak. Valddi hifai
parhuzamosan novekednek, gyakran két irdnyba eldgaznak, a f6ag szélesebb (7-14 um ), a
mellékag keskenyebb (2,5-4 um) és hamar feldarabolddik kocka alaka artrokonidiumokra. A
gametangiumok a hifak oldaldn fejlddnek ki. Az aszkuszok majdnem gdombdlytiek és egy
aszkosporat tartalmaznak. Az aszkosporak elipszoid alakuak, halvany aranybarna szintiek,
tiiskés belso fallal és asszimetrikus exosporiummal rendelkeznek. A Geotrichum candidum
heterotallids élesztdfaj. Teleomorf alakja a Galactomyces geotrichum (Hoog et al, 1998,

Barnett et al. 2000).

2.1.2.3. Kluyveromyces marxianus

A Kluyveromyces marxianus sejtjei gomb, elipszoid, vagy hengeres alakiuak, amelyek
egymagukban, parokban vagy lancokka kapcsolodva helyezkednek el. A telepek vajszertiek,
fényesek, szinlik krémszintdl a barndig valtozhat, ritkdn rozsaszines lehet a pulcherrimin
termelésnek koszonhetden. A fejletlentdl a nagymértékben eldgazdig minden tipusu alhifa
el6fordulhat, amelyeken kevés blasztospora is kifejlddhet. Az aszkuszok képzddését a haploid
sejtek, vagy a sarjsejt €s az anyasejt konjugacidja elézi meg, vagy kozvetleniil a diploid
sejtekbdl is novekedhetnek. 1-2 aszkospora képzddik benniik, amelyek alakja lehet gomb,
ellipszis, vagy vese alaku. A sporazé tenyészetek homotallidsak. A spoérdk képzodésiik utan
gyorsan kiszabadulnak az aszkuszbdl és agglutindlodnak (Lachance, 1998, Barnett et al.
2000). A legtobb Kluyveromyces marxianus torzs jol sporazik, erésen sporazo tenyészetben
piros arnyalatl telepet képez. Anamorf alakja a Candida kefyr. A Kluyveromyces marxianus

¢lesztofaj elsodleges szerepet jatszik joghurtok romlasaban (Dedk, 1998).

2.1.2.4. Trichosporon moniliforme

A Trichosporon moniliforme telepei krémszintiek, eldszor nyalkasak, késébb gyakran
szarazak. Vegetativ szaporodasuk sarjadzéssal vagy hasadassal torténik. Valdodi hifai vannak,
amelyek csticsan vagy oldalan sarjadzé sejtek (blasztokonidiumok, 2,5 x 4 um nagysaguak)
képzédnek. A valaszfallal rendelkezé wvalodi hifak elipszoid alakt, 2 um széles
artrokonidiumokra hasadnak (Guého et al., 1998, Barnett et al. 2000). Ivaros szaporodasi

moddja nincsen. Gyakori ¢élelmiszerekben, jelentds romladsokozd. Talajban, szennyvizekben is
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sokszor eldéfordul. Zoldség- és gyiimdlesfeldolgozd iizemekben a nem megfeleld higiénia
jelzoéi, a Geotrichum fajokkal egyiitt nagy szamban mutathatok ki a nem tiszta feliiletekrol,

gépekrdl (Dedk, 1998).

2.1.2.5. Yarrowia lipolytica

A Yarrowia lipolytica egy aszkomiceta ¢éleszt6faj, amely Kurtzman és Robnett (1998)
szerint a 26S rDNS D1/D2 doménjének a szekvencidjara alapozva 6nallod poziciot foglal el a
filogenetikai torzsfan. Ivartalan szaporodasa multilateralis sarjadzassal torténik. Néha
artrokonidiumot is képez. Sejtjei gdbmb vagy elipszoid alakuak, gyakran megnyultak. Valodi
hifékat és alhifadkat hoz létre, a valodi hifdkat kozépen elhelyezkedd mikroporussal rendelkezd
szeptumok taglaljak. Heterotallids faj. Az aszkuszok altalaban a diploid hifakbol erednek és 1-
4 aszkosporat képeznek. A Yarrowia lipolytica spéraalakja - amely lehet gomb, kalap,
félgdmb, vagy idonként szogletes alaku - stabilis tulajdonsag (Kurtzman, 1998, Barnett et al.
2000). Anamorf alakja a Candida lipolytica. Az iparban citromsav ¢és adalékanyagok,
valamint egysejtfehérje eldallitasara haszaljak fel. Az élelmiszeriparban a Lactococcus lactis
tejsavbaktériummal, a Penicillium roqueforti penészgombaval egylitt vesz részt a roquefort
sajt el6allitasaban. Elelmiszerekben gyakori, féleg hus- és tejtermékekben fordul eld. A
tejtermékekben zsirbontd képességének koszonhetden szaporodhat. A Yarrowia lipolytica
¢lesztéfajt mas fajokkal egyiitt szénhidrogéneken vald egysejtfehérje termelésre is probaltak
felhasznélni a 70-es évek elején, azonban ez a hasznositdsi mod az olajar robbands utan

gazdasagtalanna valt (Deak, 1998).

2.2. Taptalajok élesztogombak tejtermékekbdl valo izolalasahoz és szamlalasahoz

Az ¢élesztogombak ¢élelmiszerekbdl vald izolalasara és szamlalasara alkalmas
taptalajnak gatolnia kell a baktériumokat, csokkentenie kell a penészek novekedését,
ugyanakkor minden élesztd novekedését el kell segitenie (King et al, 1986; Fleet, 1990;
Deék, 1991; Beuchat, 1993). Tobb ilyen taptalaj 1étezik, az Osszes élelmiszerféle vizsgalatara
alkalmas taptalaj azonban az eddigi irodalmi adatok szerint nincs (Dedk, 1992; Dedk et al,
1998; Beuchat, 1998). Benniik a baktériumok gatlasara kloramfenikolt, oxitetraciklint,
gentamicint €s szamos mas antibiotikumot hasznalnak. A kloramfenikol hdstabil, a
taptalajhoz még autoklavozas eldtt hozzaadhato, azonban ennek a rakos megbetegedést okozd

komponensnek a haszndlata fokozott figyelmet igényel (Beckers és munkatarsai, 1986). A
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penésztelepek atmérdjének csokkentésére is torténtek kisérletek, mivel a penészgombakkal
beoltott 1agy sajtok (Camembert és Roquefort sajtok) vizsgalata esetén a penészek konnyen
bendhetik a taptalajt (Roosita és Fleet, 1996). King és munkatarsai (1979) a vizsgalataikhoz a
penészgombak visszaszoritdsdhoz diklorant és bengalrozsat tettek a taptalajba. A dikloran
bengalrézsa klorafenikol (DRBC) taptalaj nagyon hatékonynak bizonyult az ¢élesztok
izolalasara élelmiszerekbdl.

Néhany kisérlet mar tortént élesztdgombak tejtermékekbdl valod izoldlasara is (Fleet €s
Mian, 1987, Barioller és Schmidt, 1990, Rohm et al., 1992, Jakobsen és Narvhus, 1996).
Welthagen és Viljoen (1997) tiz szelektiv taptalajt hasonlitott 0ssze élesztdgombak izolalasara
és szamlalasara valé alkalmassaguk szempontjabol. Ok az antibiotikummal kiegészitett
taptalajokat hatékonyabbnak taldltdk a savanyitott téptalajoknal a semleges pH-ju
tejtermékekbdl valod élesztdizolalasra, viszont egyformanak bizonyultak a savas pH-ju
termékekbdl, példaul a sajtokbol és a joghurtokbdl torténd izoldlas szempontjabol. Azoknal a
sajtoknal, amelyeknél penészeket is hasznalnak az érleléshez, a penészmicéliumok gyakran
benovik az élesztételepeket (Roosita és Fleet, 1996). Az élesztOknek ezekbdl a sajtokbol

torténd izolalasdhoz azonban a megfeleld taptalaj kidolgozasa még nem tortént meg.

2.3. Hagyomanyos modszereken alapulé identifikalas

A pontos identifikdcidbhoz hasznalt tesztek szdma altalaban 60-90 kozott valtozik, a
vizsgalatok végrehajtasa 2-t6l 4 hétig tarthat (Dedk és Beuchat, 1993). A faji azonosités
szamos ¢lettani és biokémiai vizsgalat elvégzését igényli. Ennek kodszonhetd, hogy ez a
modszer rendkiviil munkaigényes, tekintélyes szakmai tudast igényel, valamint jelentds idot
kell forditani az elvégzésére. Mindezeket figyelembe véve a modszer nem alkalmazhat6 az
¢lesztégombak rutinszerli azonositasahoz. A meghatidrozds megkonnyitésére kiilonbozo
gyarilag elkészitett identifikacids rendszerek (API 20 C, Uni Yeast Tek, ATB 32 ID és API

32 C) és egyszerusitett identifikacios mddszerek késziiltek.

2.3.1. Egyszerisitett identifikacios modszerek

Szemben a hagyomanyos identifikalassal, az egyszerisitett identifikdcios modszerek
elényét az nyujtja, hogy joval kevesebb teszt végzendd el az azonositashoz. Dedk ¢és Beuchat
(1987) az élelmiszerekben romlast okoz6 éleszték meghatirozésara dolgozott ki modszert,
amely az elvégzendd tesztek szdmat 10-15-re csokkentette. Rohm és Lechner (1990) a

modszer megbizhatosagat szegényesnek talélta, szerintiik Dedk €s Beuchat szamos sziikséges
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probat nem hasznalt fel a rendszeriikben. Dedk ¢és Beuchat (1993) Gjabb rendszert hoztak

l1étre, amely az élelmiszerekben leggyakrabban eléforduld élesztégombak meghatdrozasara

alkalmas. Ebben a rendszerben az alkalmazott vizsgalatok szama 30. Koziilik az elsd

szakaszban 19 éllando vizsgalatot kell elvégezni, a tobbi csak kiegészitésre szolgal (Dedk,

1998) (2. tablazat).

2. tablazat. Az egyszerisitett identifikalashoz hasznalt vizsgalatok (Deédk, 1998)

Allandé vizsgalatok Kiegészito vizsgalatok Alaktani vizsgalatok
Ureaz reakcid Szaporodas : Mikroszkopos alak
Cikloheximid-tiirés 37 °C-on Hifa- alhifa képzés
Gliikozerjesztés Vitamin nélkiil Hartyaképzés
Asszimildcio 1% ecetsavval Telepszin
Cellobioz 60% gliikozzal

Kadaverin 16% konyhasoval

Citromsav Asszimildcio :

Eritrit L-arabinoz

Keményitd Laktoz

2-ketogliikonat Ramnoz

Lizin Szaccharo6z

Maltoz Trehaloz

Mannit Erjesztés

Melibi6z Szachar6z

Galaktoz Maltéz

a-metilgliikozid

Nitrat

Raffinéz

El6szor az alap hatarozokules (3. tablazat) hat vizsgalat alapjan hét csoportot képez a

figyelembe vett 120 élesztobdl, majd a hét csoport mindegyikében tovabbi hatarozokulcsok

vezetnek az egyes csoportokba tartozé fajok (4.-10. tablazat) azonositasdhoz.

3. tablazat: Alap hatarozoé kulcs

Jellemzo

Pozitiv

Negativ
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1. Ureazreakcid 1. csoport 2
2. Nitrat-asszimilacio 2. csoport 3
3. Eritrit-asszimilacio 3. csoport 4
4. Szaporodas cikloheximiddel 5 6
5. Cellobidz-asszimilacio 4. csoport 5. csoport
6. Mannit-asszimilacio 6. csoport 7. csoport

Az 1. csoportban a pozitiv ureaz reakciot ado élesztoket talaljuk (4. tablazat).

4. tablazat: Az ureaz pozitiv élesztok

22 faj, valtozo uredzreakciot ado nincs koztiik

Bulleromyces albus Filob. capsuligenum Schizo. octosporus

Crypt. albidus F. ella neoformans Schizo. pombe

Crypt. curvatus Leucosp. scottii Sporid. salmonicolor

Crypt. diffluens Moniliella suaveolens Sporid. pararoseus

Crypt. humicolus Rhodot. glutinis Sporob. roseus

Crypt. laurentii Rhodot. minuta Trichosp. moniliforme

Cysto. infirmo-miniatum Rhodot. mucilaginosa Trichosp. pullulans
Schizo. japonicus

Az alap hatarozo kulcs az élesztok 2. csoportjat a nitratasszimilacié alapjan kiiloniti el,

ami nagyon alland¢é tulajdonsag (5. tablazat).

5.tablazat: Nitratot asszimilalo élesztok

19 faj, koztiik két valtozo (negativ nitrdtasszimilacio esetén a zarojeles szamu csoportba

tartoznak).

C. boidinii C. versatilis P. holstii

C. etchellsii Citero. matritensis P. jadinii

C. lactiscondensii Dekkera anomala (4,5) P. subpelliculosa

C. magnoliae Dekkera bruxellensis (4,5) P. anomala

C. norvegica P. angusta Williopsis californica

C. vartiovaarae P. fabianii Williopsis saturnus
Wickerh. domercqiae
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A 3. csoportot elvalasztod tulajdonsag, az eritrit asszimilacidja, igen alland6 bélyeg, az
egyszertsitett identifikacids rendszerben szerepld fajok koziil csak kettonél valtozo

(6. tablazat)

6. tablazat: Az eritritet asszimilalo élesztok

13 faj, 2 valtozo, ezek a zardjelben szereplo csoportokban is szerepelnek

C. cantarellii Deb. hansenii (4,5,6) P. burtonii

C. diddensiae P. farinosa

S. copsis fibuligera (4)

Deb. polymorphismus
C. mesenterica Lipomyces lipofer

C. tenuis Lipomyces starkeyi Stephano. ciferrii

Yarrowia lipolytica

Az alap hatdrozodkulcs az ureaz pozitiv, a nitratasszimilald és az eritritasszimilald csoportok
elkiilonitése utdn hiarom ujabb jellemz6ét hasznal a tovabbi csoportok kialakitdsara. A
cikloheximid (0,01 %) jelenlétében szaporodni képes élesztoket a cellobidz, a cikloheximidre

érzékenyélesztoket a mannit asszimildcioja szerint osztja 2-2 csoportra (7.-10. tablazat).

7. tablazat: A cikloheximid rezisztens, cellobiozt asszimilalo élesztok

19 faj, 7 valtozo, amelyek a zarojeles szamu csoportokban is szerepelnek

Brett. naardenensis
C. maltosa

C. oleophila

C. tropicalis (5)

C. zeylanoides (5)
Deb. Hansenii (3,5,6)

Deb. occidentalis

Dekkera anomala (2,5)
Dekkera bruxellensis (2,5)
Hsp. guilliermondii

Hsp. uvarum

Hsp. valbyensis

Geo. fermentans
Kluyv. lactis

Kluyv. Marxianus (5)
P. guilliermondii
S.copsis fibuligera (3)
Zygoascus hellenicus

Zygo. fermentati
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8. tablazat: Cikloheximid tird, cellobidzt nem asszimilalo éleszték

22 faj, 10 valtozo (a zardjeles csoportokban is szerepelnek)

C. albicans

C. catenulata

C. millerii (7)

C. parapsilopsis (6)
C. tropicalis (4)

C. zeylanoides (4)
Deb. hansenii (3,4,6)

Dekkera anomala (2,4)
Dekkera bruxellensis (2,4)
Dipodascus ingens

Gal. geotrichum (6)

Geo. fragrans

Kluyv. marxianus (4)

Loddero. elongisporus

S. dairensis (7)
S. exiguus

S. unisporus
S.copsis vini
Tsp. globosa
Zygo. cidri
Zygo. mrakii
Zygo. florentinus

9. tablazat: A cikloheximidre érzékeny, mannitot asszimilalo élesztok

23 faj, 10 valtozo (a zardjelben jelzett csoportba is tartozhatnak)

C. apicola

C. diversa

C. intermedia

C. parapsilopsis (5)
C. rugosa

C. sake

C. vini

Clavisp. lusitaniae

Deb. carsonii

Deb. etchellsii

Deb. hansenii (3,4,5)
Gal. geotrichum (5)
Kluyv. thermotolerans
Metsch. pulcherrima
Metsch. reukaufii

P. ohmeri

S. kluyveri (7)

Tsp. delbrueckii (7)

Zygo. balii (7)

Zygo. bisporus (7)

Zygo. microellipsoides (7)
Zygo. mellis (7)

Zygo. rouxii (7)

10. tablazat: A cikloheximidre érzékeny, mannitot nem asszimilald éleszték

26 faj, 9 valtozo (zarojelben az egyéb csoport szama)

C. glabrata

C. inconspicua
C. milleri (5)

C. sorboxylosa
C. stellata

Hsp. occidentalis
Hsp. osmophila

Hsp. vineae

Issat. orientalis
Issat. terricola

P. nakasei

P. fermentans

P. kluyveri

P. membranifaciens
S. codes ludwigii

S. bayanus

S. cerevisiae

S. dairensis (5)

S. kluyveri (6)

S. pastorianus

Tsp. delbrueckii (6)

Zygo. bailii (6)

Zygo. bisporus (6)

Zygo. microellipsoides (6)
Zygo. mellis (6)

Zygo. rouxii (6)
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2.4. Molekularis modszereken alapuld identifikalas

A molekularis biologiai technikdk fejlédésével az élesztégombdik azonositdsa lehetdve
valt a ribonukleinsav és a dezoxiribonukleinsav vizsgalataval is. A nukleinsav-analizisen
alapuld moédszerek egyik elénye a fenotipusos bélyegek alapjan torténd identifikalassal
szemben, hogy a DNS nukleotid-szekvencidja gyakorlatilag fiiggetlen a tenyésztési
koriilményektdl (Boer and Beumer, 1999). Segitségiikkel a molekularis szintli genetikai
hasonlésagok és kiilonbségek alapjan mind a faji hatarok, mind az éleszték csoportjai kozti
rendszertani viszonyok, mind pedig az élesztdk leszarmazasi kapcsolatai a gombdak tobbi

csoportjaival tisztazhatok (Dedk, 1998).

2.4.1. DNS homolégia eljaras

A legels6 DNS technikdk kozé tartozik, amely a DNS-nek azon a tulajdonsagéan
alapszik, hogy melegitéskor a két szala szétvalik, hiitéskor wjra Osszekapcsolddik. Két
szervezetbdl szarmazd egyszala DNS molekulakat Osszekeverve, kétszali hibridmolekuldk
kapcsolodnak Ossze, ha a kétféle DNS bazissorrendje legalabb 80 %-ban megegyezik. A
hibridizaci6 mértéke igy alkalmas a két szervezet kozti DNS szekvencia-homoldgia
vizsgalatara. A kapott homoldgia értéke - mivel a hibridizacio feltétele a minimum 80%-o0s
egyezés -, a fennmarad6 20% szekvencia-kiilonbségét fejezi ki (Dedk, 1998). A kapott
szekvencia-homologia értékek alapjan azonos fajba soroljuk a 80% feletti egyezést mutatd
szervezeteket (Dedk ¢s Beuchat, 1987; Kurtzman, 1984). Kurtzman (1984) néhany Pichia és
Hansenula faj DNS homologia eljarassal torténd 6sszehasonlitasakor kapott nagyfoku (68-75

%-0s) egyezés alapjan vonta 0ssze a két nemzetséget Pichia néven.

2.4.2. Restrikcios toredékosszisag

A restrikcids toredékhossz (RFLP) moddszere a vizsgdlanddo DNS restrikcios
enzimekkel valé feldarabolasdn és a kapott toredékek gélelektroforézissel torténd
szétvalasztasan alapszik. Az igy kapott mintdzat a vizsgalt genomra jellemz0d, egyedi lesz. A
restrikcidos enzimeket, amelyek a DNS-t a ra jellemzd 4-6 bazishosszisagu szakasznal
hasitjak, baktériumokbol allitjak eld. A restrikcios fragmentumok kdzvetlen analizise azonban
a kapott savok nagy szama miatt korlatozott, a gélmintdzat 6sszemosodotta valhat. Ennek
elkeriilésére gyakran jelolt "proba" DNS hibridizaltatasaval kiemelnek egy-egy DNS szakaszt

a vizsgalt DNS szakaszok koziil. A probak jelolése radioaktiv izotdppal torténik, amely
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autoradiografiaval lefényképezhetd. Ez a vizsgalat Southern blotting eljaras alkalmazaséaval
valosithatd meg, amely soran a DNS fragmentumokat a térékeny agar6z gélr6l membranra
viszik at. A radioaktiv izotoppal jelolt DNS proban kiviil elénydsen alkalmazhaté modszer a
hideg jelolés, amely kémiailag kimutathaté, dUTP-hez kotott biotin-sztreptavidin vagy
dioxigenin, a kimutatashoz pedig lugos foszfatdzhoz vagy mas enzimhez kapcsolt immuno-
kemilumineszcencias reakcio szolgéal (Dedk, 1998). Meaden (1990) 6sszefoglald attekintést
adott az RFLP mddszerrdl és bemutatta a modszer hasznalatat sorélesztd torzsek jellemzésére.

Az RFLP analizist Bostock ¢s munkatarsai (1993) a klinikai diagnosztikdban Candida
albicans élesztétorzsek kimutatasara és meghatarozasara alkalmaztak.

Az RFLP moddszer tovabbfejlesztése a kisméretli €s tobbszords példanyszamu
mitokondrium DNS RFLP analizise. Az eljaras hatranya a mitokondrium DNS tisztitdsanak
nehézsége volt, azonban Ujabb, minipreparacios eljarasok megjelenése (Querol és Ramon,
1996) amelyek jelentdsen lecsokkentették a mtDNS tisztitasi idejét, megnovelte az eljaras
felhasznalasi gyakorisagat. Querol és munkatarsai (1994) sikerrel alkalmazta a mtDNS RFLP
eljarast bor erjedése sordn jelenlevdé vad Saccharomyces cerevisiae élesztétorzsek
tanulmanyozasaban. Martinez ¢és munkatarsai (1995) ugyancsak hasznosnak taldltdk a
modszert sherry bor készitésében fontos szerepet jatszd hartyaképz0 Saccharomyces
cerevisiae ¢€lesztotorzsek (beticus, cheresiensis, montuliensis ¢€s rouxii) elkiilonitésében.
Fernandez-Espinar ¢s munkatarsai (2001) hasonloképen alkalmasnak talalta az mtDNS RFLP
analizist 45 Saccharomyces borélesztd torzs Osszehasonlitdsdra. Az RFLP moédszer masik
valtozata a riboszoma DNS vizsgalatan alapul. A riboszéma gének szintén sok ismétlésben
talalhatok meg, ezért RFLP mintazatuk még hibridizacio nélkiil is értékelhetd képet ad (Dedk,
1998).

2.4.3. Kariotipizalas

A kariotipizalds a kromoszoéma méreti DNS izoldldsan és annak pulzdlé mezeji
gélelektroforézissel torténd elvalasztasdn alapuld modszer. Ez az eljdrds az egyszerii
gélelektoforézissel szemben nagyobb méreti DNS molekuldk, teljes kromoszoémak
elvalasztasara alkalmas, mert az elektromos erétér iranyanak periodikus valtozasat a nagyobb
molekuldk lassabban képesek kovetni, mint a kisebbek, ezért a méretiiknek megfeleléen
szétvalnak egymadstol (Dedk, 1995). Az elektroforézises kariotipizalas soran a fajra jellemzd
kromoszdémak nagysdga és szdma (a kariotipus) hatarozhaté meg a kapott gélmintazat alapjan.

Az élesztok kariotipusa nagy valtozatossdgot mutathat egy faj torzsei kozott is az adott faj
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polimorfizmusanak koszonhetden, amely alapjan ez a moddszer jol hasznalhatdé a torzsek
jellemzésére is.

A pulzalo erdterli gélelektroforézist (pulsed-field gel electrophoresis, PFGE) el6szor
Schwartz és Cantor (1984) fejlesztették ki élesztdgombak kromoszoma-Osszetételének
vizsgélatdhoz. A modszer a DNS molekuldk méret szerinti szétvalasztasara alkalmasnak
bizonyult, a gélben azonban torzult savok keletkeztek, ami gatolta a vizsgalt mintak
Osszehasonlitdsat. Az eljaras masik valtozata, az ortogondlis mezejii gélelektroforézis
(orthogonal field alternation gel electrophoresis, OFAGE) (Carle és Olson, 1985)
létrehozdsakor mar csak a kiilsé savoknal tapasztaltak elhajlast. A kariotipizalasnal hasznalt
miszer fejlesztésének a célja is arra irdnyult, hogy minél egységesebb elektromos erdteret
hozzanak 1étre a cella belsejében, amely értékelhetd gélmintizatot eredményez a vizsgalatok
soran. Az eljaras ilyen valtozata a rogzitett homogén elektromos mezejii elektroforézis
(contour-clamped homogeneous electric field, CHEF), a keresztiranyban valtoz6 mezeji
elektroforézis (transverse alternating field electrophoresis, TAFE) és a rotalo gélelektroforézis
(rotating field electrophoresis, RFE).

A kiilonboz6 élesztok kariotipusa nagy valtozatossagot mutat, egy faj kiilonbdzd
torzsei kozott is. Szamos ¢€lesztd kariotipusa valt mar ismertté, kiilondsen a Saccharomyces
nemzetség volt mar szamos vizsgalat targya. Vezinhet és munkatarsai (1990) 22 borélesztd
Saccharomyces cerevisiae torzset 20 kariotipusba tudtak sorolni keresztirdnyban valtozé
mezejli elektroforézis (TAFE) segitségével. Vaughan-Martini és munkatarsai (1993) a
Saccharomyces sensu stricto fajok (Saccharomyces bayanus, Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces paradoxus és Saccharomyces pastorianus) rogzitett homogén elektromos
mezejli elektroforézis segitségével torténd kariotipizalasakor 12-17, kis, kdzepes és nagy
mérettartomanyba (300-2200 Kbp) esé kromoszémakat valasztottak szét, a Saccharomyces
sensu lato fajok (Saccharomyces exiguus, Saccharomyces dairensis, Saccharomyces castelli,
Saccharomyces unisporus, Saccharomyces servazzii €s Saccharomyces kluyverii) esetén 11
vagy annal kevesebb, nagy ¢és kozepes, illetve a Saccharomyces  kluyverii-nél csak
nagyméretll kromoszomakat tudtak kimutatni. Az egyes fajokhoz tartozd torzsek
gélmintazatat Osszehasonlitva a Saccharomyces dairensis, a Saccharomyces exiguus, a
Saccharomyces servazzii €s a Saccharomyces unisporus esetében a DNS savok szdmaban ¢s
méretében megnyilvanuld polimorfizmus mutatkozott. Tornai-Lehoczki €s Dlauchy (1996) a
sOorgyartasban és a borkészitésben fontos szerepet jatszo Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces  pastorianus és  Saccharomyces  bayanus ¢élesztéfajok  torzseinek
Osszehasonlitdsdhoz alkalmaztak sikerrel a rotald gélelektroforézist (RFE). Tovébbi

vizsgalataik soran (Tornai-Lehoczki és Dlauchy, 2000) ezt a moddszert nemcsak a
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sorgyartasban alkalmazott Saccharomyces cerevisiae és Saccharomyces pastorianus
tipustorzsek €s szinonim tipustdrzsek megkiilonboztetésére talaltak alkalmasnak, hanem az
egymashoz kozel allo "ale” és "lager” sorélesztd torzsek elvalasztasara is.

Ellentétben a Saccharomyces cerevisiae 16 kromoszoméajaval, amelyek koziil 11
kisebb, mint 1000 Kbp nagysagu, szdmos, nem a Saccharomyces nemzetségbe tartozd
¢lesztofa) kevesebb szamu, 1000 Kbp-néal nagyobb kromoszomaval rendelkezik. Ezeknek az
¢lesztéfajoknak a nagyobb kromoszémait, amelyek mérete csak kicsit tér el egymastol, nehéz
pulzald gélelektroforézissel szétvalasztani, mivel a méret novekedésével a kromoszoémak
elektroforézises mozgékonysaga csokken (Versavaud ¢s Hallet, 1995). Ezeknél az
¢lesztofajokndl a kariotipizalds csak a kromoszomak szdmat és nagysagat figyelembe vevo
modositdsokkal alkalmazhato. Johnston ¢és munkatirsai (1988) a futtatds koriilményeit
megfeleldképpen megvaltoztatva sikerrel alkalmaztak a pulzalod gélelektroforézist az 1000
Kbp-nal nagyobb méretii kromoszomadkat tartalmazd Candida albicans, Candida utilis,
Kluyveromyces lactis, Pichia canadensis ¢&s Schwanniomyces (ma: Debaryomyces)
occidentalis élesztofajok kariotipizdlasahoz. A mddszer megfeleldnek bizonyult a két utobbi
¢lesztéfaj kiilonbozo torzsei kozt mutatkozo polimorfizmus kimutatdsara is. Sor és Fukuhara
(1989) mar nagyon széles mérettartomanyba es6 (250-4000) kromoszomakat is szét tudtak
valasztani, amikor a Kluyveromyces nemzetségbe tartozd élesztéfajokat hasonlitottak Ossze
egymassal. A moddszerrel a Kluyveromyces marxianus valtozatait is meg tudtak egymastol
kiilonboztetni a kariotipusuk valtozatossdga alapjan. Asakura és munkatérsai (1991) az egyes
¢lesztéfajok torzsei kozott fellépd polimorfizmust a klinikai mintdkbol szarmazod Candida
glabrata ¢és Candida albicans torzsek eredetének kideritésében, epidemiologiai
vizsgalatokban talaltak hasznosnak.

A pulzald gélelelektroforézist megelézéen a kromoszémak kevés helyen hasitd
restrikciés endonukledzzal torténd emésztése masik lehetdség ezeknek a nagyméretii
kromoszomakkal rendelkezd élesztéfajok torzseinek Osszehasonlitd vizsgalataban. Versavaud
¢s Hallet (1995) a Not I, Sfi I és Sma I restrikciés endonukledzokat sikeresen alkalmazta a
Candida famata, a Kloeckera apiculata ¢és Schizosaccharomyces pombe ¢élesztéfajok
torzseinek keresztiranyban valtozé mezejli elektroforézis (TAFE) segitségével torténd

O0sszehasonlitasahoz.
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2.4.3. Polimeraz lancreakcié (PCR)

A polimeréaz lancreakcid a specifikus nukleinsav szekvenciak in vitro amplifikélasara
alkalmas eljaras. Segitségével a kis mennyiségben jelenlevd DNS is gyorsan ¢és hatékonyan
megsokszorozhatd. A polimeraz lancreakcio jelentéségét mutatja, hogy kidolgozojat, Kary B.
Mullist 1993-ban kémiai Nobel dijjal jutalmaztak (Kracher, 1995). A PCR-t napjainkban mér
rutinszerlien alkalmazzak, alapjava valt szamos jabb molekularis bioldgia modszernek.

A megsokszorositand6 target DNS amplifikdldsa 20-35-szor ismétlédd, harom
1épésbol (denaturdlas, hibridizacio, lanchosszabbitas) allo ciklus alatt kdvetkezik be (1.4bra).
A denaturalas soran a nagy homérsékletnek (95°C) koszonhetden a target DNS két széla
elvalik egymastol. Az ezt kovetd hibridizacié az oligonukleotid primerek 40-60 °C-on torténd
bekapcsolddasat jelenti az egyszali DNS szalakhoz. A ciklus utolsé 1épése a DNS lancok
meghosszabbitasa a DNS polimeraz segitségével a dANTP molekulak felhasznalasaval. Ez
megkozelitéleg 74 °C-on, az enzim optimalis miikodési hdmérsékletén torténik. A PCR utolso
fazisa a ciklusok lezajlasat kovetden a végsd lanchosszabbitds amely sordn az 6sszes DNS
masolésa befejezddik. Egy-egy ciklus soran a DNS mennyisége elméletileg megkett6zddik,
igy a 20-35 ciklus sordn a képzddott DNS mennyiség mar jol detektalhatd az etidium
bromidos festést kovetden UV fényben.

A reakci6 specifikussaga els6sorban a DNS nagymértékben konzervalt vagy valtozo
szekvenciaju részeire tervezett rovid DNS fragmentumok, a primerek bazissorendjén alapszik.
Az egyszali DNS szal komplementerének szintetizalasaért a DNS polimeraz a felelds, ami a
reakcidelegyhez adagolt dezoxiribonukleotid-trifoszfat (ANTP) molekuldkat felhasznalva 5'-3’
iranyba végzi a lanchosszabitast. Legismertebb polimerdz a Thermus aquaticus
eubaktériumokbdl izolalt hdstabil Taq polimerdz. Ezenkiviill szdmos mas polimerdz is
alkalmazhat6 a PCR munkdk sordn. Az enzim miikddéséhez optimalis koriilmények

magnézium-klorid és puffer adagolasaval érhetdk el.
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1. 4bra. A PCR menetének vazlata

A PCR modszerrel nem kiilondsebben tiszta DNS kivonatbdl indulva is, specifikus

primerekkel olyan szekvencidkat kaphatunk, melynek gélmintdzata diagnosztikus

kiilonbségeket mutat ¢lesztdfajok €s torzsek kozott, restrikcids hasitas €s DNS probak nélkiil

is (Dedk, 1998). Pearson és McKee (1992) Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces

bailii és Zygosaccharomyces rouxii €élesztéfaj plazmidot tartalmazo torzseit hasonlitotta dssze

a plazmid meghatarozott részeire tervezett primerek segitségével. Az eljarast alkalmasnak

talaltdk e harom éleszt6faj azonositasara, az egyediili hatranyt az jelenti, hogy a plazmid
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néhany torzs esetében hidnyozhat. Lavallée és munkatarsai (1994) Ty transzpozon delta-
elemeket (81 és 82) alkalmazta eredményesen a PCR modszerhez primerként a borészati
lizemi erjesztéshez hasznalt Saccharomyces cerevisiae torzseinek évrol-évre torténd

megfigyeléséhez.

2.4.4. PCR-ribotipizalas

Ha a mar emlitett RFLP analizist PCR segitségével amplifikalt riboszoma DNS
(rDNS) géneken végezziik, a moddszert ribotipizdlasnak nevezziik. A riboszoma
nukleinsavakat kodold szekvenciakbol tobbféle primert lehet késziteni, a vizsgalatnak
megfelelden. Az 2. dbran a nuklearis rDNS ¢és a primerek kotddési helyei lathatoak (Innis and

Gelfand, 1990).

ME

: 255 ES? ITS‘iITm _JTSB
INuc:Iear small rDNA ITS ?[.lﬂl'?ﬂ; ITS hlu-::l. large rDHﬂn\
NE2 NS4 MEE NER  ITSZ 54

2. ébra. A nukleéris rDNS ¢€s az NS és ITS primerek kotddési helyei

Az tDNS gének kiilonb6z0 szakaszaibol kivalasztott primerek PCR termékeibdl
restrikcids hasitassal valtozo hosszsagu toredékek nyerhetdk.

Dlauchy ¢és munkatarsai (1999) eredményesen alkalmaztdk a ribotipizalast 128
kiilonféle fajba tartozo, foképp élelmiszerbdl, sorbdl, borbdl és tiditditalokbdl szarmazd
¢lesztd azonositdsahoz. A vizsgalat soran NS1 és ITS2 primerek segitségével a 18S rDNS ¢és a
vele szomszédos ITS1 szakaszt szaporitottak, majd négy kiillonb6z6 enzimmel végezték el az
amplikonok hasitdsat. A mddszert a vizsgalt élesztéfajok azonositdsara alkalmasnak talaltak.
Deédk ¢és munkatarsai (2000) 5,8S rDNS szakaszt szaporitottak ITS1 és ITS4 primerek
felhasznalasaval baromfibol szarmaz6d Candida zeylanoides és Yarrowia lipolytica térzsek
Osszehasonlitdsdhoz. Az amplikonok Hinf I illetve Hae III enzimmel torténd hasitdsa és a
toredékek gélelektroforézises futtatdsa utdn azonos gélmintazatot kaptak az azonos fajba
tartozd torzseknél. Caruso és munkatarsai (2002) szerint is hasznosnak bizonyult a PCR-
ribotipizalas Saccharomyces cerevisiae ¢és Kloeckera apikulata ¢élesztOfajba tartozd
izolatumok a bor erjedése sordn torténd nyomonkovetéséhez. Az NS régid sokszorozésat

kovetd Hae 111 és Msp I restrikcids enzimes emésztése utdn azonos gélmintazathoz jutottak az
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egyes fajba tartozd izolatumok esetén, csupan egy Saccharomyces cerevisiae izolatum

mutatott kisebb polimorfizmust.

2.4.5. Random amplifikalt polimorfikus DNS (RAPD) és a microsatellite-PCR
modszerek

Williams €s munkatarsai (1990) a PCR modszert fejlesztette tovabb és egyszerisitette
azzal, hogy tetszéleges DNS szakaszokat amplifikalt taldlomra alkalmazott primerek
felhasznalasaval, specifikus mintazatokat ado reakciotermékekhez jutva ezzel. Az eljaras
random amplifikalt polimorfikus DNS (RAPD) moédszer néven valt ismerté. A tobbi PCR-
alapt moddszertdl két jelentds eltérés kiilonbozteti meg: az alkalmazott primerek joval
rovidebbek, altalaban 10 bazispar hosszusaguak, valamint a hibridizacional alkalmazott
homérséklet 1s alacsonyabb, megkonnyitve ezzel a primerek target DNS-hez vald
kapcsolodasat. A kissé hosszabb primereket alkalmazd Microsatellite-PCR (RAM-PCR) a
RAPD-PCR technika egy valtozatdnak tekinthetd, mert a RAPD-hoz hasonloan alacsony
hibridizaciés homérsékletet alkalmaz, amely kovetkeztében itt is tetszolegesen kotddnek a
primerek a megfeleld DNS szakaszokhoz. A RAPD mddszer gyorsan széles korben elterjedt,
hiszen alkalmazasdhoz nem sziikséges restrikciods hasitas, DNS proba, s6t a primer szekvencia
eldzetes ismerete sem (Dedk, 1998).

Az eljaréds sikeres alkalmazéasara szamos példa van. Baleiras Couto és munkatarsai
(1994) ¢lelmiszerekben és italokban romlast okozd Zygosaccharomyces élesztétorzseket
kiilonboztettek meg egymastol faji szinten. Prillinger és munkatarsai (1999) kiilonféle
sajtokbol szarmazé élesztdizolatumokat azonositottak a RAPD modszerrel. Ehhez hasonldéan
Andrighetto és munkatarsai (2000) is eredményesen tudtdk hasznalni ezt a technikéat
kiilonbo6z6 tipusu tejtermékekbdl gyljtott élesztok faji szinten torténd azonositasahoz. Tornai-
Lehoczki és Dlauchy (2000) a kariotipizalashoz hasonléan a RAPD analizist is alkalmasnak
talaltdk a sorgyartdsban és a borkészitésben szerepet jatszd Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces — pastorianus és  Saccharomyces  bayanus élesztOfajok  torzseinek
Osszehasonlitasadhoz. Gente és munkatarsai (2000) Geotrichum candidum élesztdizolatumok
torzsi szinten torténd Osszehasonlitdsdhoz hasznaltdk a RAPD modszert a hosszabb
primereket alkalmaz6 RAM-PCR-rel kombinéalva, amely eredményeként nagymértékii fajon
beliili polimorfizmust tudtak megfigyelni. Dedk és munkatarsai (2000) baromfihtisbol gyiijtott
¢lesztdizolatumok koziil a két leggyakrabban eléforduld faj, a Yarrowia lipolytica és a
Candida zeylanoides torzsi szinten torténd dsszehasonlitasdhoz hasznalta a RAPD analizist,

amely sordn - Ot kereskedelmi forgalomban kaphatd, 10 bazisparbdl allo primert is
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sikerteleniil kiprobalva-, a joval hosszabb ERIC (enterobacterial repetitive intergenic
consensus) primerek segitségével jutottak a torzsek kozott kiilonbséget mutato

eredményekhez.

2.4.6. Nukleinsav szekvenalas

A mikrobiologiaban a riboszoma DNS-ének szekvendlasdra az enzimes szintézis
modszerét alkalmazzdk, amely sordn négy reakcidelegyet allitanak Ossze. Az egyes
reakciokhoz a négyféle nukleotidon és a DNS polimerdazon kiviil didezoxi-nukleotidot is
adnak. Ha ez a szintézis soran valahova bekapcsolddik, leallitja a reakcidt, ezaltal kiilonbdzo
nagysagu darabokat kapunk. Ezeket a darabok a gélben kiilonb6z0 savokat adnak, amelyeket
a nukleotidokhoz kapcsolt radioaktiv jelolés segitségével azonositanak és a bazisok sorrend;jét
Osszeolvassak (Dedk, 1998).

A eukariota sejtek riboszomaiban a sejtekben a kis alegységben 18S, a nagy
alegységben 25S, 5S és 5,8 S nagysagu, a prokariota sejtekben pedig 16S, 23S és 5S rRNS
van. Ezeknek az rRNS-eknek kiilonleges taxondmiai jelentdségiik van, mivel konzervativ
szekvenciaik elemzésébdl nagy evolucios tavolsagokra lehet kovetkeztetni. PCR modszerrel,
megfeleld primereket valasztva, a molekuldk részleges szekvenalasa sokkal gyorsabb, mint a
teljes molekuldé. A szekvenalasi modszerek fejlodésével a nemzetkozi adatbazisokban
(EMBL, Genbank, DDBIJ ¢s masok) egyre tobb szekvencia gyllik 0ssze, elsésorban a 18S
rRNS-rdl. Az RNS bazissorrend elemzését a reverz transzkriptaz reakcid alkalmazasa nagyon
megkonnyitette, amely sordn a ribonukleinsavrél DNS masolat (cDNS) készithetd (Dedk,
1998).

Kurtzman ¢és Blanz (1998) Osszefoglalo attekintést adott az rDNS ¢és az rRNS
nukleotid szekvencidn alapuld filogenetikai analizisrél, amelyet kiillonbozd ¢lesztofajok
rokonsagi viszonyainak vizsgélatdhoz hasznaltak. Fell és munkatarsai (2000) 337 bazidiumos
Cappa ¢és Cocconcelli (2001) tejtermékekbdl szarmazo ¢élesztd- ¢€s penészgombak
meghatdrozasdhoz hasznaltdk ezt a modszert. A 18S RNS egy 581 bazispar hossziisagi
szakaszat sokszoroztdk meg T1 és T2 primerek segitségével, majd egy 400 bazisparos
szakaszt szekvenalva az izolalt Zygosaccharomyces microellipsoides tajhoz tartozé élesztoket
¢s a Penicilllium chrysogenum, valamint a Cladosporium cladosporoides penészeket

sikeresen hataroztak meg.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. ANYAGOK

3.1.1. TEJIPARI MINTAK

11. tablazat: A kiilonféle tejtermékekbdl gyiijtott izolatumok szama

Izolatumok szarmazasi helye

Izolatumok szama

Bakony camembert sajt
Bakony tehéntiro
Ementali sajt
Kecskesajt
Marvanysajt

Mizzo tehénturd
Nagybanhegyesi tehéntard
Nédudvari tehéntaro
Pélpusztai sajt

Sole tehénturd

Tihany camembert sajt
Tolle tehénturd
Trappista sajt

Tar6 Rudi

Veszprémtej tehéntird

10
2
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3.1.2. REFERENCIA ELESZTOTORZSEK

12. tablazat: A vizsgalatokhoz hasznalt referencia élesztotorzsek

Elesztéfajok Torzs

Candida catenulata NCAIM' Y1032
Candida glabrata CBS* 138
Candida lusitaniae CBS 6936
Candida maltosa CBS 5611
Candida mesenterica NCAIM Y1072
Candida parapsilopsis CBS 604
Candida rugosa CBS 613
Candida sake CBS 159
Cryptoccocus curvatus NCAIM Y1210
Cryptococcus laurentii NCAIM Y1321
Debaryomyces hansenii NCAIM Y 898
Dekkera bruxellensis NCAIM Y1007
Geotrichum candidum NCAIM Y274
Kluyveromyces lactis NCAIM Y0260
Kluyveromyces marxianus NCAIM Y1070
Metschnikowia reukaufii NCAIMY 1120
Pichia carsonii NCAIM Y968
Pichia fermentans NCAIM Y86"
Pichia kluyverii NCAIM Y680
Pichia membranifaciens NCAIM Y1044"
Rhodotorula mucilaginosa NCAIM Y212
Saccharomyces exiguus NCAIM Y1033"
Torulaspora delbrueckii NCAIM Y982

Yarrowia lipolytica

NCAIM Y591, CBS 6124

"National Collection of Agricultural and Industrial Microorganisms (NCAIM), Hungary

*Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS), The Netherlands

"Tipustdrzsek
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3.1.3. CSIRKEHUSBOL SZARMAZO IZOLATUMOK

A tejtermékekbdl gyiijtott izoldtumokkal Osszehasonlitott, csirkehtisbol szarmazé

¢lesztotorzseket Ismail és tarsai (2000) izolaltak.

12. tablazat. Csirkehtisbdl szarmazo izolatumok

Izolatum jele Izolalas forrasa
Y 01481 csirkemdj, Griffin, GA
Y 01482 csirkemaj, Griffin, GA
Y 01483 csirkemdj, Griffin, GA
Y 01484 csirkemdj, Griffin, GA
Y 01485 csirkemadj, Griffin, GA
Y 01486 csirkemell, Griffin, GA
Y 01487 csirkemdj, Griffin, GA
Y 01488 csirkemell, Griffin, GA
Y 01489 csirkemell, Griffin, GA

3.1.4. A VIZSGALATOKHOZ HASZNALT TAPOLDATOK ES TAPTALAJOK

Az osszehasonlitott taptalajok

Bengal rézsa kloramfenikol agar (RBC, 1 L; pH=7,2)
RBC portéaptalaj (MERCK) 32,2 g

Bifenillel kiegészitett malata kivonat agar (MEP, 1 L; pH=5,4)
Malt extract agar (MERCK) 48 gr

Bifenil 0,5 gr

Oxitetraciklin 100 mg

Dikloran bengal rozsa kloramfenikol agar (DRBC, 1 L; pH=5,6)
DRBC portéptalaj (MERCK) 31,6 g
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Dikloran 18 %-os glicerol agar (DG18, 1 L; pH=5,6)
DG 18% alapagar-por (MERCK) 31,6 g

Glicerin 220 ml

Kloramfenikol 100 mg

Elesztékivonat agar eugenollal kiegészitve (YEE, 1 L; pH=7,2)
Yeast extract agar (MERCK) 35 g
Eugenol 200 mg

Elesztékivonat gliikéz kloramfenikol agar oligomicinnel kiegészitve (YGCO, 1L; pH=6.6)
Yeast extract glucose chloramphenicol agar (MERCK) 40 g
Oligomicin (100 pl ml™ oldatbdl a taptalaj feliiletén eloszlatva) 0,1 ml

Malata kivonat agar marha epével kiegészitve (MEO, 1 L; pH=5,4)
Malt extract agar (MERCK) 48 g
Marhaepe 2 g

Molibdat agar (M, 1 L; pH=5,3)
Alapoldat:

Szaharoz 40 g

Agar15¢g

Foszfomolibdénsav oldat:

P,0sMoO; 12,5 g 100 ml™!

Molibdat agar 6sszeallitasa:
Alap 100 ml

Foszfomolibdénsav oldat 1,5 ml
Molibdénsav agar kalcium propionattal kiegészitve (MEC, 1 L; pH=7,6)

Molibdénsav agar

Kalcium propionat (10%-os oldatbol) 1,25 ml
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Natrium-kloriddal kiegészitett malata kivonat agar (MES, 1 L; pH=6,0)
Malt extract agar (MERCK) 48 g

Nétrium-klorid 40 g

Oxitetraciklin 100 mg

Oxitetraciklin gentamicin gliikoz élesztokivonat agar (OGGY 1 L; pH=7,0):
Oxitetracycline glucose yeast agar (30g L oldatbol)(MERCK) 800 ml
Oxitetraciklin (0.1 %-os oldatbol) 100 ml

Gentamicin (0.05%-os oldatbol) 100 ml

Az izolatumok fenntartasara hasznalt ferdeagar

Tripton-gliikoz-élesztokivonat (TGY) agar (1 L; pH=7,0)
Tripton 5 g

Gliikéz 1g

Elesztékivonat 2,5 g

Agar15g

Az egyszerisitett identifikacios modszerhez hasznalt taplevesek és tapkozegek

Burgonya-gliikoz agar (PDA, 1 L)
Burgonya gliik6z agar (Becton Dickinson) 39 g

C-alap (nitrogénforras asszimilaciéhoz, 1 L)
Bacto carbon base (Difco) 1,17 g
Agar15¢g

Cikloheximides leves (0.01%, 1 L)
Tripton 5 g

Elesztkivonat 5 g

Glikéz 10 g

Cikloheximid (1%-os oldatbdl) 10 ml
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Cukorerjeszto leves (1 L)

Tripton 5 g

Elesztékivonat 5 g

Glik6z 20 g

Bromtimolkék (1% etanolos oldatbol) 2,5 ml

Durham-cs6

Gyors urea leves (1 L)
Elesztékivonat 0,1 g
KH,;PO4 91 mg
Na;HPO495 mg
Karbamid (urea) 20 g

Fenolvords (1 %-os oldatbol) 1 ml
N-alap (szénforras asszimilaciohoz, 1 L):
Bacto Nitrogen Base (Difco) 0,67 g

Agar15g

Candida galli jellemzésére hasznalt tapagarok és taplevesek

Arbutin bontas vizsgalatahoz hasznalt taptalaj (100 ml)
Arbutin 0,5 g

Elesztokivonat 1 g

Agar2 g

Vas-ammonium-citrat (1 %-os oldat) 2 ml

C-alap (nitrogénforras asszimilaciohoz, 1 L)
Bacto Carbon Base (Difco) 1,17 g
Agar20 g

Cikloheximid rezisztencia vizsgalatahoz hasznalt leves (1 L)
Bacto Yeast Nitrogen Base (Difco) 6,7 g
Glikoz 5 g

Cikloheximid 0,1 w/v végkoncentracidig
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Custer-féle kalcium-karbonatos taptalaj (gliikozbol valo savképzés vizsgalatara, 11)
Glikéz 50 g

Kalcium karbonat 5 g

Elesztékivonat 5 g

Agar20 g

Diazonium Blue B reagens (15 ml)
Diazonium Blue B s6 15 mg

Tris-(hidroximetil)-aminometan puffer (0,25 M, pH =7) 15 ml

Ecetsavas (1%) taptalaj (ecetsav tiirés vizsgalatahoz, 100 ml)
Glikéz 10 g

Tripton 1 g

Elesztkivonat 1 g

Agar2 g

Elesztékivonat-malatakivonat (YM, 1 L) agar
Elesztékivonat 3 g

Malétakivonat 3 g

Pepton 5 g

Glikéz 1 g

Agar20 g

Gorodkowa agar (zsirbontas vizsgalatahoz)
glikoz 1 g

natrium-klorid 5 g

pepton 10 g

agar20 g

Gliikoz-nitrogén alap (30 °C-on és 37 °C-on valé novekedés vizsgalatahoz, 1 L)

Bacto Yeast Nitrogen Base (Difco) 6,7 g
Glikéz 5 g
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Keményito képzésének vizsgalatara hasznalt tapagar (1 L)
Glikéz 10 g

Bacto Yeast Nitrogen Base (Difco) 6,7g

Agar15¢g

Lugol oldat (keményit6 képzésének vizsgalatahoz, 300 ml)
Jod1 g
Kalium jodat2 g

N-alap (szénforras asszimilaciohoz, 1 L)
Bacto Nitrogen Base (Difco) 0,67 g

0,5 g gliikozzal egyenértékii szénforras

Urea bontas vizsgalatahoz hasznalt leves (3 ml)

Bacto Urea Broth (Difco) 1 fiola

Vitaminmentes tapleves (1 L)

Bacto Vitamin-free Yeast Base (Difco) 1,67g

Zselatin folyositas vizsgalatahoz hasznalt taptalaj (1 L)
Zselatin 100 g

Glikéz 5 g

Bacto Yeast Nitrogen Base (Difco) 6,7¢g

3.1.5. MOLEKULARIS BIOLOGIAI MUNKAHOZ
ANYAGOK

A kariotipizalashoz felhasznalt oldatok:

blokkmoso puffer (1 L):
EDTA (pH=9) 18,61 g

blokktarolé puffer (1 L):
EDTA (pH=9) 186,12 g
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CPE oldat (1 L):

Citromsav 84,05 g

Na,HPO421,35¢g

Ezeket feloldjuk, beallitjuk pH 6-ra, sterilezziik, majd hozzdadunk:
20 mM EDTA-t (0.5 M-os torzsoldatbol, pH 7.5) 7,44 g

CPES oldat (1 L):

Citromsav 84,05 g

Na,HPO4 21,35 g

Szorbitol 218,60

Ezeket feloldjuk, beallitjuk pH 6-ra, sterilezziik, majd hozzaadunk:
EDTA-t (0.5 M-os torzsoldatbol, pH 7.5) 7,44 g

ditiotreitolt (1 M-os torzsoldatbol, felhasznalas el6tt) 0,77 g

S3-oldat (1 L):

EDTA (pH 9) 167,50 g

TrisHCI (pH 8) 1,57 g

Szarkozil (Na-lauril-szarkozilat) 1 %

Proteinaz-K (felhasznalas el6tt frissen elkészitve) 1 g

10 X TBE puffer (1 L):

Tris base 108,00 g

Borsav 55,00 g

EDTA (0,5 M-os, pH=8.5 torzsoldatbol) 7,44 g

A polimeraz lancreakciohoz (PCR) felhasznalt oldatok

B oldat (1 L):

NaCl 5,84 g

TrisHCI (pH=8) 1,57 g

EDTA3.72 g

Triton X-100 (frissen hozzdadva a felhasznalés eldtt) 2 % v/v

SDS (frissen a felhasznalas el6tt) 1 % w/v
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Etidium-bromid toérzsoldat (1 ml):

Etidium-bromid 10.0 mg

PCI oldat:
Pufferolt fenol / kloroform / izoamilalkohol 25/24/1 v/v/v

TE puffer (1 L):
TrisHCI (pH=8) 1,576 g

EDTA 0,372 g

3.1.6. RESTRIKCIOS ENZIMEK, PRIMEREK, POLIMERAZ, ESZKOZOK,
MUSZEREK

DyNAzyme™ II DNS polimeraz (2 U pl™")(Finnzymes)

10x puffer a Dynazyme polimeraz hasznalatahoz (Finnzymes)

Oligonukleotidok (Finnzymes)

dNTP mix: egyenl6 aranyban (10 mM) tartalmazza a négy oligonukleotidot, a dATP-t,
a dCTP-t, a dGTP-t és a dTTP-t

Primerek

14. tablazat: Molekularis modszerekhez hasznalt primerek (Bio-Science)

Primer Szekvencia Alkalmazas
NS1 5'GTAGTCATATGCTTGTCTC3'  ITS-PCR
ITS2 5GCTGCGTTCTTCATCGATGC3'  ITS-PCR
ITS3 5'GCATCGATGAAGAACGCAGC3' ITS-PCR
LR5 5'ATCCTGAGGGAAACTTC3’ ITS-PCR
OPE 16 5GGTGACTGTG3' RAPD-PCR
M13 (microsatellite) 5GAGGGTGGXGGXTCT3' RAPD-PCR
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A Kkisérlethez hasznalt restrikcios enzimek (Promega) és azok hasitasi helyei

Alul AG VY CT

Hae 111 GG V¥ CC

Msp 1 C V¥ CGG

Not 1 GC ¥ GGCCGC

Sfi I GGCCNNNN ¥ NGGCC (N =A, vagy C, vagy G, vagy T)

Eszkozok, miiszerek

PCR késziilék (Hybaid Termocycler )

horizontalis elektroforézis késziilek (Hybaid)
3.2. MODSZEREK
3.2.1. Sajtmintak elkészitése

A roquefort sajtot (Mizzo cég 4&ltal gyartott magyar termék) szupermarketbdl
szereztem be és a vizsgalatat azonnal elkezdtem. A sajtot harom almintara vagtam szét, és
minden darabbél tiz grammot 90 cm’ 0,1%-o0s peptonvizben homogéneztem Stomacher
késziilék (Bagmixer® 400, Interscience) segitségével. Ezutan két parhuzamosban tizes alapu

higitasi sort készitettem a hatodik higitési tagig.
3.2.2. Telepszamlalas

Minden téptalajbdl tizennyolc lemezt készitettem (harom almintdbdl két parhuzamost)
a harom legnagyobb higitasi fokokbol (10, 10°, 10°) Ggy, hogy 0,1 cm’ mennyiséget
sz¢élesztettem a telepek felszinén. A lemezeket 25 °C-on 6t napig tartd inkubdlds utan
értékeltem. A telepeket morfologidjuk alapjan kiilonboztettem meg és a baktériumokat,
penészeket, valamint az élesztoket kiilon szamlaltam meg. A kapott adatok 6. tablazatban

lathatoak.
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3.2.3. Taptalajok dsszehasonlitasa

A téaptalajok 0Osszehasonlitasakor kapott eredmények feldolgozasa az adatok tizes
alapt logaritmusénak kiszamoldsa utan Statgraphics statisztikai program (Version 5.1;
Statistical Graphics Corporation) segitségével, kéttényezOs varrianciaanalizis alapjan késziilt

(P<0.05).

3.2.4. Elesztétorzsek izolalasa

Az ¢lesztétorzsek szelektiv izolaldsat dikloran bengél rézsa (DRBC) téptalajon
végeztem el. El6szor a kereskedelmi forgalomban vésarolt, kiilonféle gyartotol szarmazo ¢€s
kiilonféle tipusti tejterméket Stomacher (Bagmixer® 400, Interscience) késziilékkel
homogenaltam steril desztillalt vizben 1: 9 ardnyban. A szuszpenziobdl 10-es alapt higitasi
sort készitettem, majd a higitasi sor tagjaibol a DRBC téptalajra oltottam le. Az izolatumokat

7 napos 25 °C-on val6 inkubalés utan gyiijtottem.

3.2.5. Elesztotorzsek fenntartasa

Az ¢élesztotorzsek fenntartdsa tripton-gliikoz-¢lesztokivonat (TGY) agaron 4 “C-on

tortént.

3.2.6. A tejtermékekbdl szarmazé élesztétorzsek egyszeriisitett identifikacios

modszerrel torténo identifikalasa

A tejtermékekbdl szarmazd élesztétorzsek hagyomanyos moddszereken alapulod
identifikalasat a 2.3.1. pontban leirt, Dedk és Beuchat (1993) altal kifejlesztett egyszerisitett
identifikacids eljaras alapjan (Simplified Identification Method, SIM) végeztem. A hifa- és
alhifa vizsgalatokhoz burgonya-gliik6z agart hasznaltam, amelybdl steril targylemezre vékony
réteget pipettaztam. A targylemez steril Petri csészében, U alak iivegboton allt, mellé nedves
vattat helyeztem. Ezt, valamint az urealevest kdzvetleniil a tenyészetrdl oltottam be. Az urea
probat 37 “C-on 4 oran keresztiil inkubaltam, majd a szinvaltozas alapjan értékeltem. A szén
asszimiléacios probakhoz nitrogén (Difco), a nitrogén asszimilacios probadkhoz cukor alapagart
(Difco) készitettem 15 ml-es kémcsovekben. Sterilezés utan az agarokat vizfiirddben 45 °C-ra

cre

cukor alapagart 400 pl-nyi szuszpenzidval beoltottam, majd Petri csészébe kiontottem. Ezutan
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a maradék sejtszuszpenzidhoz 2-3 csepp ¢€lesztokivonatot adtam vitaminforrasként €s a cukor
alapagart e szuszpenzioval oltottam be. Megszilardulds utdn az agarlemezek feliiletére a
vizsgaland6 cukor, -vagy nitrogénforrassal atitatott sziir6papir-korongokat helyeztem. A
gliikézerjesztés megfigyelésére 0,1 ml szuszpenzidval Durham csdveket tartalmazé oltottam
be. A cikloheximides levessel hasonloképpen jartam el. Az urealeves kivételével a beoltott
csészéket €s a csoveket 25 “C-on inkubaltam, majd az eredményeket a 2., a 3. és a 14. napon

leolvastam.

3.2.7. A csirkehusbol szarmazo izolitumok jellemzésére hasznalt modszerek

Az izolatumok morfolégiai és fiziologiai jellemzésére hasznalt hagyoményos
modszereket Yarrow (1998) leirdsa szerint végeztiik, a zsirbontd képesség vizsgalata

kivételével.

Szénforras hasznositas vizsgalata

Az izolatumok szénforras hasznositdsanak vizsgalata folyékony taplevesben tortént,

amely soran az 5 ml nitrogén alap tapleveseket tartalmazé kémcsdvekbe egy-egy vizsgalando
szénforrast oldottunk fel. A pozitiv kontroll gliikozt, a negativ kontroll csak alaplevest
tartalmazott. Az élesztészuszpenziot, amelynek 1-1 ml-ével a kémcsoveket beoltottuk, 24-48
oras tenyészetbdl desztillalt vizzel készitettiik. Ezutan a kémcsoveket 25 °C-ra razogépbe (30
rpm) helyeztiik. A leolvasést az elsé és a harmadik héten végeztiik fehér papiron 1évo fekete,
0,75 mm széles csik segitségével az alabbi modon:
A novekedés fokat a jol felrazott kémcsé mogé helyezett fekete csikkal, szabad szemmel
allapitottuk meg. Az értékelés soran 3+-t kapott az izolatum tenyészete, ha a csik teljesen
eltlint, 2+-t, ha diffaznak lattuk, 1+-t, ha a csik kivehetd volt ugyan, de a szélei csak
homalyosan latszodtak, -, ha a csik pontosan kivehetd volt és a szélei élesen latszodtak. Az
értékelés segitségével irtuk le a torzseknek a vizsgalt szénforrast hasznositd képességét:

+, pozitiv, ha 2+ vagy 3+ volt a ndvekedés 1 hét alatt

latens, ha a 2+ vagy 3+ ndvekedés gyorsan tortént, de csak 2 hét vagy tobb elteltével

lassu, ha a 2+ vagy 3+ novekedés 2 hét alatt, lassan tortént

gyenge, ha a ndvekedés 1+ volt

-, negativ

valtozo, ha némelyik torzs negativ volt, némelyik pozitiv
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Nitrogénforras hasznositas vizsgalata

A nitrogénforrds vizsgalatdit a 3.2.4. pontban leirt auxanografids moddszer szerint
végeztik szilard tapagaron azzal az eltéréssel, hogy a nitrogénforrasként szolgdlo
vegylileteket a petricsésze széle mentén egyenld tavolsdgokban a tapagarra szortuk
szlir6papirkorong hasznélata helyett. Pozitiv kontrollként ammoénium-szulfatot hasznaltunk.

Az eredményeket a 2., a 4. és a 7. napon olvastuk le.

Arbutinbontas vizsgalata

Az izolatumok arbutinbontd képességének a vizsgalatat a 3.1.4. pontban leirt médon
elkészitett ferdeagaron végeztiik, amelyet beoltds utan 25 °C-on taroltunk. Ha az izolatum

képes volt bontani az arbutint, az agar 2-7 nap alatt s6tétbarnava valtozott.

Vitaminmentes taplevesben torténo novekedés vizsgalata

A vitaminmentes taplevest tartalmazd kémcsoveket egy-egy kacsnyi élesztOsejttel

oltottuk be, majd 2-3 napig 25 °C-on taroltuk és ennek elteltével leolvastuk.

30 °C-on és 37 °C-on valé novekedés vizsgalata

A két homérsékleten valdo novekedés vizsgalatdhoz a gliikoz-nitrogénalap taplevest
egy-egy kacsnyi élesztosejttel beoltottuk, majd harom hétig 30, illetve 37 °C-on taroltuk. A
leolvasas az els6 és a harmadik hét elteltével tortént meg.

Gliikozbol valé savképzés vizsgalata

A vizsgaland6 sejteket Custer-féle kréta agarra oltottuk és 25 °C-on inkubaltuk. A
savat képzd izolatumok telepeinek széle koriil az agar feltisztult, mert a termelddd sav
elbontotta a kalcium-karbonétot.

Keményitoképzés vizsgalata

Az ¢lesztéizolatumokat ¢€s a 3.1.4. pontban leirt, keményitoképzés vizsgalatara

hasznalt tapagart tartalmaz6 kémcsdvekbe az inkubécios id6 elteltével 1-2 csepp Lugol
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oldatot adtunk ¢s dsszekevertiik a kémesé tartalmat. A pozitiv eredményt az €lesztétenyészet

sotétkékke vagy sotétzoldde valtozasa jelzi.

Urea bontas vizsgalata

Egy-egy fiolanyi Bacto Yeast Urea R Broth-t 3-3 ml desztillalt vizben oldottunk, majd
0,5-0,5 ml-t kémcsdvekbe pipettaztunk. Egy-két napos élesztétenyészetbdl egy-egy kacsnyit a

kémcsovekbe oltottunk és azokat 37 °C-on taroltuk. A szuszpenziokat négy oran keresztiil fél

oranként megnéztiik, hogy a szine pirossa valtozik-e, amely az urea bontasat jelezte.
Cikloheximid-tiiré képesség
A sejteket cikloheximid oldatot (0,1 w/v) tartalmazd kémecsdvekbe oltottuk, majd az
inkubécios id6 elteltével a cikloheximid-tiird képességet a szénforrds  asszimiléciod
vizsgalatanal leirt modon értékeltiik.

Ecetsav tiiro képesség vizsgalata

A szénforrds asszimilaci6 vizsgalatdhoz hasznalt sejtszuszpenziobol egy-egy
kacsnyival csikot huztunk az ecetsavas (1 %) agarlemezek feliiletére. A lemezeket 25 °C-on

taroljuk, majd a 3. és a 6. napon a telepképzodést megvizsgaltuk.

Zselatinbontas vizsgalata

A zselatin folyositds vizsgalatdhoz elkészitett lemezek felilletén egy-egy kacsnyi

¢lesztosejtet oszlattunk szét és harom héten keresztiil figyeltiik rajtuk az elfolydsodas jeleit.

Diazonium Blue B szinreakcio

A vizsgalt élesztétorzseket YM agaron tenyésztettiik ki, majd egy-két cseppnyi frissen

készitett, lehiitott DBB reagenst cseppentettiink minden telepre. A pozitiv eredményt

sOtétvoros, illetve lildsvords szin egy-két percen beliili megjelenése jelezte.
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Zsirbonto képesség vizsgalata

Az izolatumok zsirbontd képességének a vizsgalata Marquina és munkatarsai (1992)
leirdsa alapjan tortént. A zsirbontds vizsgalatdhoz hasznalt Gorodkowa lemezeket egy-egy
csikban élesztdsejtekkel oltottuk be, majd szobahémérsékleten 10 napig inkubaltuk. Ezutan a
lemezekre telitett réz-szulfat oldatot ontéttiink és 10 percig allni hagytuk. A kin6vé telepek

koriil megjelend kékes szin a pozitiv zsirbontd képességet jelentette.

3.2.8. Kromoszomakat tartalmazo agaréz blokk készitése

A Geotrichum candidum ¢éleszt6torzsekbdl egy-egy kacsnyit 25-25 ml YEPD
taplevesbe oltottam ¢és a lombikokat egy ¢éjszakan 4t 27 °C-on razattam 180 rpm-el. Mésnap a
sejteket 2 percig 12000 fordulatszamon centrifugéltam, desztillalt vizben mostam, jbol
centrifugéltam hasonld6 moéddon, majd eldkezeltem 10 percig 10 mM Tris-HCI-t
(tris[hidroximetil]aminometan hidroklorid) (Sigma), 5 mM EDTA-t (selecton B2)(Reanal) és
5 mM DTT-t (ditiotreitol)(Reanal) tartalmazo, 8,0 pH-ju oldattal. Ujabb centrifugalas utén (2
perc 12000 rpm) a protoplaszt készitéshez 10 ml 1 M szorbitolt és 0,2 gr/ml Lysing enzimet
(Sigma) tartalmazd oldatban 37 °C-on 60 percig inkubaltam a sejteket. A protoplasztok
képzddését mikroszkop segitségével ellendriztem, majd 10 percig 2000 rpm-en
centrifugaltam. A protoplasztokat 300-300 ul 1 M szorbitolt és 250 mM EDTA-t tartalmazo,
8,0 pH-ju oldatban szuszpendéltam, amiben a protoplasztok géomb alakuiak, megmaradnak,
nem pukkannak szét. Ezutan 50 °C-os vizfiirdobe tettem melegedni. Kozben 55 mg LMA-t
(alacsony olvadéasponti agar6z) (Promega) felolvasztottam 4,1 ml szorbitolos EDTA
oldatban, majd lehiitéttem 50 °C-ra. Ebbdl az oldatbol 400-400 nl-t a protoplasztokra
pipettaztam és a blokkészitObe mértem az agardz-protoplaszt keveréket. Az agardz -20 °C-on
5 perc alatt dermedt meg. A kész blokkokat 1 mg/ml Proteindz-K (Sigma) enzimet tartalmazé
S3 oldatba tettem és két napig 50 °C-on inkubaltam. A két nap letelte utan a blokkokat 50
mM EDTA-t tartalmazo, 9,0 pH-ji oldattal mostam kétszer. A blokkok taroldsa a futtatasig
0,5 mM-os 9,0 pH-ji EDTA oldatban 4°C-on tortént.

3.2.9. Kariotipizalas

Az élesztOkromoszomakat tartalmazod agar6z blokkokat 0,9 %-os agardéz gélbe

(Promega) dgyaztam, majd a kromoszomakat CHEF II (Bio-Rad) pulzalé mezejii rendszerrel
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elektroforetikusan elvalasztottam. A szeparalasi kondiciok a kovetkezéek voltak: 0,5 x TBE
puffer, eldszor 44 V fesziiltség, 5000 s atvaltas 75 6ran keresztiil, majd 47 V fesziiltség, 3000
s atvaltas 80 oran keresztiil, végiil 49 V, 2100 s atvaltas 75 oran keresztiil. Az elvalasztas utdn
az agardz gélt 500 ml etidium-bromidos oldattal ( 5 pl mL™" ) kezeltem, majd desztillalt
vizben mostam. A gélt ezutdn 302 nm-en UV fénnyel megvilagitva Gél Doc 1000 digitalis

kameraval (Bio-Rad) fényképeztem.

3.2.10. DNS izolalasa

A DNS izoldldsa Hoffman és Winston (1987) méddszerének modositasaval tortént. Az
¢lesztosejteket 25 °C-on 24 o6ran keresztill tripton-gliikoz-¢élesztOkivonat (TGE) agaron
tenyésztettem. A tenyészetbdl 50 mg sejttomeget kimértem Eppendorf csébe, majd 1 ml steril
desztillalt vizben szuszpendaltam a sejteket. A sejtszuszpenziot 14000 rpm fordulatszamon 2
percig centrifugéltam, ezutan a feliiluszot ledntottem. Az Osszegyliijtott élesztdsejtekhez 200
ul B puffert, 0.3 g iiveggyongyot, 200 pl PCIA puffert adtam és 3 percig razattam. 14000 rpm
fordulatszdmon 5 percig torténd centrifugalas utan a feliiliszot 1 ml hideg 96 %-os etanolba
pipettaztam at. A DNS kicsapodasat keveréssel segitettem eld, majd a DNS-t 14000 rpm
fordulatszamu, 5 percig tartd centrifugédldssal Osszegyiijtottem. Ezutdn a DNS-t 200 ul TE
pufferben szuszpendaltam. A DNS oldatot 60 ‘C 30 percig 3 ul RNazzal kezeltem
(1 mg mL™). Az inkubalas utin a DNS-t ujbol hideg 96%-os etanolban csapattam ki és 14000
rpm fordulatszamon 5 percig centrifugaltam. Végiil a DNS-t 50 pl TE pufferben

szuszpendaltam.

3.2.11. A Random Amplified Polimorphism DNA-PCR (RAPD-PCR) és a

microsatellite-PCR paraméterei

A PCR reakcidkat 30 pl reakcidelegyben hajtottam végre, amely 1 ul DyNAzyme ™ II
DNS polimerazt (2 U/ul)(Finnzymes), 0.75 pl dezoxinukleozid trifoszfat (ANTP) elegyet, (10
mM nukleotidonként) (Finnzymes), 3 pl-t a 10 uM-os primerekbdl (Bio-Science) és 3 pl-t a
Hybad Sprint tipusi PCR késziiléket hasznaltam a kovetkezd paraméterekkel: 94 °C-on 4
percig tartott a bevezetd egyszalusitasi szakasz, amelyet 35-sz6r ismétlddé 94 °C-on 30 percig
tartd egyszalusitasi, 36 “C-on torténd primer kotédési és egy 72 °C-on 45 percig tartd primer
hosszabbodasi szakaszbol all6 ciklus kovetett. Végiil a DNS megsokszorozasat egy 72 “C-on

7 percig tartd végso lanchosszabbitas zarja.
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3.2.12. A 18S rDNS és az azzal hataros ITS1 részek megsokszorozasahoz hasznalt

polimeraz lancreakciéo (PCR) paraméterei

A 18S rDNS ¢és az azzal hataros ITS1 részek megsokszorozasdhoz NSI1 és ITS2
primereket (Bio-Science) hasznaltam (Dlauchy et al, 1999). A 15 pl reakcioelegy a kovetkezd
komponenseket tartalmazta: 3 pl DNS, 0.5 ul DyNAzyme'™ II DNS polimerazt (2
U/ul)(Finnzymes), 0.5 pl dezoxinukleozid trifoszfat (ANTP) elegyet (Finnzymes), 3 pl-t a

--------

cre

Sprint tipust PCR késziilékkel hajtottam végre, az aldbbi paraméterekkel: a bevezetd
egyszalusitasi szakasz 3 percig tartott 95 °C-on, amely utan 35-sz6r ismétlddd ciklus kovetett.
Ez a ciklus egy 40 masodpercig tartd 94 °C-os egyszalusitasi szakaszbol, egy 40 masodpercig
tartd 58 ©°C-os primer kotddési szakaszbol és egy 2 percig tartdé 72 °C-os primer
hosszabbodasi szakaszbol allt. Ezt egy 3 percig tarto 72 °C-os végsO lanchosszabbitas

kovetett.

3.2.13. Az amplikonok enzimes hasitisanak a paraméterei

A polimeraz lancreakcidé (PCR) segitségével megsokszorozott amplikonok
feldarabolaséhoz Hae 11 és Msp I restrikcids endonukledzokat (Promega) hasznaltam. A 3-3
pl PCR termék hasitdsa 15 pl reakcidelegyben tortént, amely a kovetkezd alkotokat
tartalmazta: 0.2 pl (10 U pL™) restrikciés endonukledz, 0.15 pl (10 mg mL™) bovin szérum

crer

orat inkubaltam 37 °C-on.

3.2.14. Gélelektroforézis és gélkiértékelés

Mind a ribotipizalas soran kapott fragmentek, mind a RAPD analizis sordn kapott
amplikonok gélelektroforézise 1.2 % -os agardéz gélben (Promega) tortént, horizontalis
futtatokad (Promega) segitségével VI 1épcsds DNS markerrel 0.5 x TBE pufferben. Futtatas
utdn a géleket etidium-bromiddal megfestettem, UV fénnyel megvilagitottam ¢és a kapott
gélképeket GelDoc 2000 System (Biorad) segitségével szamitégépben rogzitettem. A
gélmintdzatok alapjan a Molecular Analysist programmal, UPGMA moddszerrel dendogramot

készitettem.
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3.2.15. A szekvenaltatashoz hasznalt 26S rDNS, a vele szomszédos ITS2 szakasz

és az 5,8 rDNS megsokszorozasanak paraméterei

A 26S rDNS, a vele szomszédos ITS2 szakasz és az 5,8 rDNS megsokszorozdsédhoz az
ITS3 (White et al, 1990) és az LRS (Vilgalys and Hester, 1990) primert hasznaltuk. A 15 pl
reakcioelegy a kovetkezd komponenseket tartalmazta: 1 pl DNS, 1 unit Taqg DNS polimeraz
(Promega), 0,2 mM mindegyik dezoxinukleozid trifoszfatbol, 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI
(pH=9,0), 1% Triton X 100, 2 mM MgCl, ¢és 20 ng mindkét primerbdl. A DNS
megsokszorozasat Techne Progene Thermal Cycler tipusi PCR késziilékkel végeztik az
alabbi paraméterek szerint: a bevezetd egyszalusitasi szakasz 3 percig tartott 95 °C-on, amely
utan 35-szor ismétlédd ciklus kovetkezett. Ez a ciklus egy 1 percig tartd 94 °C-os
egyszalusitasi szakaszbdl, egy 1 percig tartd 60 °C-os primer kotddési szakaszbol és egy 2
percig tartd 72 °C-os primer hosszabbodasi szakaszbol allt. Ezt egy 6 percig tarté 72 °C-os

végsO lanchosszabbitas kovetett.
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4. EREDMENYEK

4.1. Eleszt6k izolalasara szolgalé taptalajok osszehasonlitiasa

Elsoként szelektiv taptalajokat hasonlitottam 0Ossze az ¢élesztOk izolalasara,
szamlalasara valo alkalmassaguk szempontjabol. A vizsgalatot roquefort tipusu sajtbol
végeztem ¢€s a cél a tovabbi vizsgéalatokhoz a legmegfeleldbb taptalaj kivalasztasa volt.

A 11 vizsgalt taptalaj 6sszehasonlitasa soran kapott teljes telepszam, amelyet 10-10 g
sajt homogenizatumabol nyertem, harom almintabol kétszeres ismétlésben, a 15. tdblazatban

lathato.

15. tabldazat: Elesztd-, penész-, és baktérium telepszamok az egyes taptalajokon

TAPTALAJ 1. MINTA 2. MINTA 3. MINTA

ISMETLESEK ~ Eleszt6 Penész Bakt. Eleszt Penész Bakt. Eleszt Penész Bakt.
telepszam telepszam telepszam telepszim telepszam telepszdm telepszam telepszam telepszim

RBC A 1,18x 10’ 0 0 1,32 x 10 0 0 2,04 x 10 0 0

B 950x10° 0 0 8,80 x 10° 0 0 1,18 x 10’ 0 0

A 1,18x 10’ 0 0 1,50 x 107 0 0 1,13x 10’ 0 0
DRBC 5 ¢0x10° 0 0 9.40 x 10° 0 0 126 x 107 0 0
DG1S A 1,38x10’ 0 0 1,36 x 10’ 0 0 1,43 x 10’ 0 0

B 1,33x10’ 0 0 1,44 x 107 0 0 1,33 x 10’ 0 0
MES A 1,09x 10’ 0 5,00x 10° 1,95x 107 0 1,00x 10° 1,20x 10’ 0 8,00 x 10°

B 1,17x10’ 0 5,00x 10° 1,20x 107 0 8,00x 10° 1,00 x 107 0 6,00 x 10°
MEP A 6,80x10° 0 0 1,12x 107 0 0 8,80 x 10° 0 0

B 7,40x10° 0 0 6,20 x 10° 0 0 1,20 x 10’ 0 0
MOL A 500x10° 1,00x 10° 0 1,12x 10" 1,40x 10° 0 6,10 x 10° 1,00x 10° 0

B 620x10° 2,00x 10° 0 9,8x10° 1,10x 10° 0 7,30x 10° 9,00x 10° 0

A 590x10° 0 0 1,32 x 107 0 0 1,00 x 10’ 0 0
OGGY 5 400x10° 0 0 6.90 x 10° 0 0 9.60 x 10° 0 0
MEOX A 120x10° 0 nsz 2,20x10° 1,00x 10° 1,00x 10° 9,10x 10° 2,00x 10° 4,00 x 10°

B 1,50x10° 1,00x 10° nsz 3,80x 10° 3,00x 10° 4,00x10° 7,5x10° 4,00x 10° 4,00 x 10°
MOPR A 1,00x10° 1,00x 10° 0 1,50 x 10° nsz 0 1,60 x 10° 2,00 x 10° 0

B 3,10x10° 3,00x 10° 0 nsz 5,00x 10° 0 8,00x10° 1,00x 10° 0
YGCO A 730x10° 9 0 2,70 x 10° 4,00 x 10° 0 1,05x 10" 6,00 x 10° 0

B 7,20x10° 3 0 1,08 x 107 1,00 x 10° 0 9,00 x 10° 4,00 x 10° 0
YEE A 3,30x10° 0 nsz 5,80 x 10° 0 nsz nsz 0 5,80 x 10°

B 520x10° 0 nsz 2,00 x 10° 0 nsz nsz 0 5,30 x 10°

Minden telepszam a 10” higitasi fokbol szarmazik

nsz: nem szamlalhatd
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Az egyes taptalajok élesztd telepszamait kéttényezds varianciaanalizissel hasonlitottam Ossze

(16. tablazat).

16. tablazat: A taptalajok élesztdszdmanak Osszehasonlitasa kéttényezds varianciaanalizis

segitségével.
Taptalajok ~ Mintdk szama Kozépértekek  Egyforma csoportok
(x 10°) (p>0.05)
MOPR 5 16,00 X
YEE 4 40,75 XX
MEOX 6 42,16 XX
YGCO 6 79,16 XX
MOL 6 76,00 XX
OGGY 6 82,66 XX
MEP 6 87,33 XX
DRBC 6 114,66 XX
RBC 6 125,83 X
MES 6 126,83 X
DG 18 6 137,83 X

A kiilonboz6 taptalajok kozotti atfedések a 3. abran lathatdak, amelyrdl az élesztd

telepszamok atlagértékei is leolvashatok 95% konfidencia intervallum mellett.
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3. abra: Az éleszto telepszamok atlagértékei 95%-o0s konfidencia intervallum mellett
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A 16. tablazaton és a 3. abran is jol lathato, hogy a taptalajok harom homogén
csoportot alkottak egymast atfedd konfidencia intervallumokkal. A csoportok kozott nem volt
szignifikans differencia megfigyelhetd. Az els6 csoport a DG 18, a MES, az RBC és a DRBC
taptalajokat tartalmazta, amelyek esetében az élesztd telepszamok kézépértéke valamivel tobb
volt, mint 10" CFUg"'. Ezekkel a taptalajokkal Osszehasonlitva az éleszté telepszam
szignifikansan kevesebbnek mutatkozott a MEOX, a YEE és a MOPR taptalajok altal alkotott
csoport esetén. A MEP, az OGGY, a MOI és a YGCO egy kozépsd csoportot alkot a masik
két csoport kdzott.

A taptalajokrol késziilt képeken megfigyelhetd, hogy a bifenil tartalmia MEP (malt
extract biphenyl) (4. abra), az oxitetraciklin €s gentamicin tartalmia OGGY (oxytetracycline
gentamicin glucose yeast extract) (5. abra), a kloramfenikolt és glicerint tartalmazé DG 18
(dichloran 18 % glycerol) (6. abra), diklorant, bengdl rozsat és kloramfenikolt tartalmazé
DRBC (dichloran rose bengal chloramphenicol) (7. abra) és a bengal rozsat és kloramfenikolt
tartalmazd RBC (rose bengal chloramphenicol) (8. abra) taptalajokon a baktériumok és a
penészek kifejlédése teljesen gatolt, az élesztdk novekedése pedig megfeleld. A DRBC ¢és az

RBC téptalajon az ¢élesztételepek szinbéli eltérést is mutatnak egymastol.

4. abra: Malt extract biphenyl (MEP) agar
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5. abra: Oxytetracycline gentamicin glucose
yeast extract (OGGY) agar

6. abra: Dichloran 18 % glycerol (DG 18) agar
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7. abra: Dichloran rose bengal chloramphenicol
(DRBC) agar

8. abra: Rose bengal chloramphenicol (RBC) agar

A foszfomolibdénsav tartalmi MOL (molybdate) (9. abra) és a foszfomolibdénsavat
¢s kalcium-propionatot tartalmazé MOPR (molybdate with calcium propionate) (10. abra),
illetve az okorepe tartalmu MEOX (malt extract agar with ox-bile) (11. abra) és a YGCO
(yeast extract glucose chloramphenicol oligomicyn) (12. abra) téptalajokon a penészek

elterjedése nem gatolt, az élesztdtelepeket a penészek nagymértékben belepték.
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9. dbra: Molybdate (MOL) agar

10. abra: Molybdate with calcium propionate
MOPR) agar
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11. abra: Malt extract agar with ox-bile (MEOX)

12. dbra: Yeast extract glucose chloramphenicol

oligomicyn (YGCO) agar

Az oxitetraciklin és natrium-klorid tartalma MES (malt extract agar supplemented
with sodium-chloride) (13. 4bra) és az eugenolt tartalmazo YEE (yeast extract agar with
eugenol) (14. abra) taptalajokon a baktériumok kifejlédése nem volt gatolt, sét sok esetben a

YEE agar feliiletét teljesen elnyalkasitottak.
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13. 4dbra: Malt extract agar supplemented with

sodium-chloride (MES)

14. ébra: Yeast extract with eugenol (YEE) agar

4.2. Elesztbizolatumok gyiijtése kiilonféle hazai tejtermékekbdl

Az ¢élesztéizolatumokat kiilonféle tipusu ¢és kiilonbozd gyartotdl szarmazod
tejtermékbdl, igy lagy- és kemény sajtokbol, tarokbol, Tuaré Rudibol gyiljtottem. Az
1zolalashoz az el6zdekben megfelelonek talalt 6t taptalaj (MEP, OGGY, DG18, RBC, DRBC)
koziil a nehéz volt az izolalashoz hasznalt taptalaj kivalasztasa, mivel mindegyik eleget tett az
¢lesztdk izolalasara alkalmas taptalajokkal szemben tdmasztott kdvetelményeknek. Koziiliik a
kereskedelmi forgalomban por alakban is kaphat6é dikloran bengal rézsa (DRBC) taptalajt
csupan konnyli elkészithetdoségéért valasztottam. A tOorzsek nevei utalnak arra, hogy az
izolatumok milyen tejtermékbdl és melyik gyartotdl szarmaznak (17. tablazat).
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17. tabldzat: Elesztbizolatumok szarmazasa Magyarorszagon gyartott tejtermékek mintaibol

Torzs Tejtermék tipus Torzs Tejtermék tipus
bek I/1 Bakony camembert sajt nut I11/2 Nédudvari tehéntaro
bck 1/2 Bakony camembert sajt nut [V/1 Naduvari tehénturd
bck 1/3 Bakony camembert sajt nut /gc Nédudvari tehénturd
beb I Bakony camembert sajt nut [V/ gc Nédudvari tehénturd
bek 11 Bakony camembert sajt sott I/1 Sole tehénturo

bek II1/1 Bakony camembert sajt sott 1/2 Sole tehénturd

bek 111/2 Bakony camembert sajt tott I/1 Tolle tehénturo

beb 1T Bakony camembert sajt tott /2 Tolle tehénturd

bek IV Bakony camembert sajt tott I/gc Tolle tehénturd
bege 1 Bakony camembert sajt tott I1/gc Tolle tehénturd

tck I Tihany camembert sajt tott 11/2 Tolle tehéntaro

tck 11 Tihany camembert sajt mitt [/2 Mizzo tehéntird

ms | Marvanysajt mitt /gc Mizzo tehéntard

ms [I/1 Marvanysajt vt Veszprémtej tehéntiro
ms II/3 Marvanysajt vtt /gc Veszprémtej tehéntird
ms [1/4 Marvanysajt bakt I Bakony tehéntiro
ms II/5 Marvanysajt bakt I/gc Bakony tehéntird
ms 11I/1 Marvanysajt es 1 Ementali sajt

ms I11/2 Marvanysajt ts 1 Trappista sajt

ms [V/1 Marvanysajt ts 2 Trappista sajt

ms 1V/2 Marvanysajt ts 3/1 Tappista sajt

nbht /2 Nagybanhegyesi tehéntaro ts 3/2 Trappista sajt

nbht II/1 Nagybanhegyesi tehéntaro ts 11/1 Trappista sajt

nbht I1I/1 Nagybanhegyesi tehéntird ts 11/2 Tappista sajt

nbht [V/gc Nagybanhegyesi tehéntird ts 11I/1 Trappista sajt

nbht V/1 Nagybanhegyesi tehéntro ts 111/2 Trappista sajt

nbht V/gc Nagybanhegyesi tehéntiro ks 1 Kecskesajt

nut [ Nédudvari tehénturo ks I/gc Kecskesajt

nut I1/1 Nédudvari tehéntliro ps 1/gc Pélpusztai sajt

nut 11/2 Nadudvari tehénturd ps 2 Pélpusztai sajt

nut I11/1 Nadudvari tehéntlro res 1 Taré Rudi

nut I11/2 Nédudvari tehénturd rl1 Tar6 Rudi

nut [V/1 Néduvari tehéntiard rt 1 Tard Rudi
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43. A tejtermékekb6l szirmazé izolatumok azonositisa hagyomanyos

modszerekkel, az egyszeriisitett identifikacios rendszer (SIM; Deak, 1998) szerint

Vizsgalataim egyik f6 célja volt, hogy atfogd képet nyujtsak kiillonbozo,
Magyarorszagon gyartott tejtermékek élesztobiotajanak dsszetételérdl.

Az izolatumok identifikaladsdhoz a hagyomanyos modszereket alkalmazo
egyszerlsitett identifikacidés rendszert hasznaltam (Dedk, 1998). A modszer mindossze 19
jellemzot alkalmaz. Koziiliik 6 alapproba alapjan, az elsé pozitiv vélasz szerint 7 csoport
egyikébe tudtam az izolatumokat sorolni. A csoportositas az uredzreakcid, a nitrat- és
eritritasszimilacid, a cikloheximid-rezisztencia, a cellobidz- és mannitasszimilacié alapjan

tortént (18. tablazat).

18. tablizat: Elesztéizolatumok csoportositasa az egyszersitett identifikacios eljarasnal

(SIM) alkalmazott 6 jellemzdk alapjan

Csoportok Jellemzok Elesztétizolatumok | Eleszt6izolitumok jele
forrasai
1. csoport Ureaz pozitiv "Tihany" tek 11,
élesztok camembert sajt
Marvany sajt ms [1I/4, ms II/5,
"Sole" tehénturd sott 1/2
2. csoport Nitratasszimilalo |- -
élesztok
3. csoport Eritritet "Bakony" camembert sajt |bck I./1, bck 1/3, beb I, bek
asszimilalo élesztok I1./1
bek IV,
Nagybanhegyesi nbht I11/1
tehéntiro
"Méarvany" sajt ms 1, ms 1I/1, ms II/3, ms
/1,
ms IV/1, ms IV/2,
"Trappista" sajt ts 2, ts 111/2
"Ementali" sajt es |
4. csoport Cikloheximid "Bakony" camembert sajt | bck II, beb 11,
rezisztens, Nadudvari tehéntird nut I,
cellobiozt Nagybanhegyesi nbht I/2
asszimilalo élesztok | tehéntarod
Veszprémtej tehénturd vit
kecskesajt ks 1,
"Trappista" sajt ts II/1, ts I1I/1, ts 3/2
"Tolle" tehénturd tott I/1
"Palpusztai sajt" ps 2
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Csoportok Jellemzok Elesztétizolatumok Elesztéizolatumok jele
forrasai
5. csoport Cikloheximid "Bakony" camembert sajt | bck 1/2, begel, bek 11172
rezisztens, "Tar6 rudi” res 1,111, rtl,
cellobiozt nem Nagybanhegyesi nbht II/1, nbht IV/gc, nbht
asszilalo éleszték | tehéntrd V/1, nbht V/gc
"Tolle" tehénturd tott I/2, tott I/gc, tott I1/gc
Veszprémtej tehénturd vtt/gc
"Bakony" tehéntr6 bakt I/gc
Kecskesajt ks I/gc
,,Mizz0”’ tehéntlird Mitt I/ 2
6. csoport Cikloheximid "Bakony" camembert sajt |tck I
érzékeny, mannitot | "Trappista" sajt ts1, ts 3/1, ts 11/2
asszimilalo ¢élesztok | "Sole" tehénthrd sott I/1
Nadudvari tehénturd nut II1/2, nut/ge, nut [V/ge
"Mizzo" tehénturd mitt/gc
Pélpusztai sajt pps/gc
7. csoport Cikloheximidre "Bakony" tehéntlro bakt I,
érzékeny, mannitot | Nadudvari tehénturd nut II/1, nut I1I/2, nut III/1,
nem asszimilalo nut IV/1,
élesztok "Marvany" sajt ms I11/2
"Tolle" tehéntird tott 11/2

A csoportokon beliil tovabbi alland6 probakkal tértént az azonositas, néhany esetben

pedig tovabbi vizsgalatokra volt sziikség a 19 alapvizsgalatot kiegészitve. Az eredményeket

az alapcsoportok szerint a 19.-24. tablazat mutatja be.

19. tablazat: Ureaz pozitiv éleszt8k f0bb azonositasi jellemzoi

1. csoport
Izolatumok jele Jellemzok Faji azonositas
Nt G Mt Me D Hi

tck 11 - + + - + - - Cryptococcus laurentii

ms 11/4 - - + + - - + | Cryptococcus curvatus

ms I1/5 - + - - - - - Rhodotorula
mucilaginosa

sott 1/2 - + + + + - - Bulleromyces
albus

bek IV - - + + - - + ?

A 19. - 24. tablazatokban hasznalt roviditések magyarazata: Asszimilacios probak: Ce: cellobioz, Ct:

citrat, G: galaktoz, Kd: kadaverin, Kg: 2-ketogliikonat, Km: keményité, M: maltéoz, Me: melibidz, Mg: o-

metilgliikozid, Mt: mannit, Nt: nitrat, R: raffindz, Novekedési probak: Cik: cikloheximid, Erjesztés: D: glikoz,
Alaki tulajdonsagok: Ah: alhifa, Hi: hifa
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20. tablazat: Eritritet asszimilalo élesztok fobb azonositasi jellemzdi

3. csoport
Izolatumok jele Jellemzok Faji azonositas
Cik| D| M| R |G |Me|Mg| Hi | Ah

bek I/1 + - - - - - - + + | Yarrowia
lipolytica

bck 1/3 + - - - - - - + + | Yarrowia
lipolytica

beb [ + - - - - - - + + | Yarrowia
lipolytica

bek 111/1 + - - - - - - + + | Yarrowia
lipolytica

ms 1/ 2 + - - - - - - + + | Yarrowia
lipolytica

nbht I11/1 + - - - - - - + + | Yarrowia
lipolytica

ms 1 - - + + + + + - - | Debaryomyces
hansenii

ms I1/1 - - + + + + + - - | Debaryomyces
hansenii

ms [1/3 - - + + + + + - - | Debaryomyces
hansenii

ms I1/1 - - + - - - + + + | Candida mesenterica

ms [V/1 - - + + + + + - - | Debaryomyces
hansenii

ms [V/2 - - + + + + + - - | Debaryomyces
hansenii

ts 2 - - + + + + + - - | Debaryomyces
hansenii

ts 1I/1 - - + + + + + - - | Debaryomyces
hansenii

ts 111/2 - - + + + + + - - | Debaryomyces
hansenii

es 1 - - + + + + + - - | Debaryomyces
hansenii
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21. tablazat: Cikloheximid rezisztens, cellobidzt asszimilald élesztok fObb azonositasi

jellemzdi

4. csoport

Izolatumok jele |Jellemzék Faji azonositas

Mt | R | G |Kg|Ct|Mg| D | Km | Hi

bek 11 + + + |+ + o+ - - - | Debaryomyces
hansenii

beb 11T + + + |+ + o+ - - - | Debaryomyces
hansenii

nut [ + + + - + 4+ |+ - - | Kluyveromyces
lactis

vit - + o+ - - - + - - | Dekkera
bruxellensis

ks 1 + + o+ - - - + - - | Kluyveromyces
marxianus

ts 11I/1 + - + | + - + |+ - - | Kluyveromyces
lactis

ts 3/2 + -+ |+ - - |+ - - | Candida
maltosa

tott I/1 + + + - - - + - - | Kluyveromyces
lactis

pps 2 + + + |+ + + - - - | Debaryomyces
hansenii

nbht 1/2 + -+ | - -+ |+ - - ?
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22. tablazat: Cikloheximid rezisztens, cellobiozt nem asszimilalo élesztok fobb jellemzoi

5. csoport
Izolatumok jele Jellemzdok Faji azonositas
Mt [M|R Kg | Kd | Me | Km | Mg Hi
bek /2 + + - - + - - - - | Candida
catenulata
bege 1 + - - - + - - - + | Geotrichum
candidum
bek 11172 + 4+ - - + - - + - | Candida
parapsilopsis
res 1 + - - - + - - - - | Candida
catenulata
rl 1 + - - - + - - - - | Candida
catenulata
rt 1 - -+ - - - - - - | Saccharomyces
exiguus
nbht 11/1 - -+ - + - - - - | Kluyveromyces
marxianus
nbht IV /gc + - - - - - - - + | Geotrichum
candidum
nbht V/1 - -+ - + - - - - | Kluyveromyces
marxianus
nbht V/gc + - - - - - - - + | Geotrichum
candidum
tott /2 - -+ - - - - - - | Candida milleri
tott I/gc + - - - - - - - + | Geotrichum
candidum
tott 1l/gc + - - - - - - - + | Geotrichum
candidum
vtt/ge + - - - - - - - + | Geotrichum
candidum
bakt I/gc + - - - - - - - + | Geotrichum
candidum
ks 1/gc + - - - - - - - + | Geotrichum
candidum
bege 1 + - - - - - - - + | Geotrichum
candidum
mitt I/ 2 - -+ - - - - - - | Candida milleri
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23. tablazat: Cikloheximid érzékeny, mannitot asszimilalé fobb élesztdk jellemzoi

6. csoport
Izolatumok jele |Jellemzok Faji azonositas
M|R| Ct | Kd Me | Ce | Kg Ah

tck I + - - + - + - + | Metschnikowia
reukaufii

ts 1 + -+ + - + + + | Pichia
carsonii

ts 3/1 + + + + - + + - | Debaryomyces
hansenii

ts 11/2 - - - - - - + - | Torulaspora
delbrueckii

sott I/1 - - - + - - - + | Candida
rugosa

nut I11/2 + - - + - - + + | Candida
sake

nut /gc - -+ + - - - - | Geotrichum
candidum

mitt/gc - -+ + - - - - | Geotrichum
candidum

pps/ge - -+ + - - - . | Geotrichum
candidum

nut [V/gc - -+ + - - - . | Geotrichum
candidum
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24. tablazat: Cikloheximidre érzékeny, mannitot nem asszimilalé élesztok fobb jellemzdi

7. csoport

Izolatumok | Jellemzok Faji azonositas

jele M| Mt| R| Kd | Me |Kg| G | Mg Ct | D

bakt [ - - - + - - - - - - | Pichia
membranifaciens

nut II/1 - - - + - - - - + + | Pichia
fermentans

nut 11/2 - - - + - - - - - + | Pichia
kluyverii

nut I11/1 - - - + - - - - - + | Pichia
membranifaciens

nut [V/1 - - - - - - - - - + | Candida
glabrata

ms I11/2 - - - + - - - - - - | Pichia
membranifaciens

tott 11/2 . - . + - - . - - + | Pichia
kluyverii

A kétes azonositasokat ismétlésekkel, illetve API 32 ID gyorsteszttel erdsitettem meg.
A Trichosporon inkin (bck 1V) és a Candida lusitaniae (nbht 1/ 2) izolatumokat csak API 32
ID gyorsteszttel (Biomerieux) sikeriilt azonositani, mivel ezek nem szerepelnek az
egyszerusitett identifikaciés modszer (SIM) adatbazisaban.

A 19.- 24. tablazatok alapjan lathatd, hogy az izolatumok kozott leggyakrabban a
Debaryomyces hansenii, a Geotrichum candidum ¢és a Yarrowia lipolytica ¢élesztéfajok

fordultak eld, amelyek fénymikroszkopos képét a 15.- 16.- 17. abra mutatja.
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15. abra: Debaryomyces hansenii sarjadzé sejtjei

(40x-es objektivvel)

17.4bra: Geotrichum candidum valddi hifai artrokonidiumokkal

(40 x objektiv)
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4.4. A Geotrichum candidum élesztotorzsek kariotipizalasa

A kariotipizalas a molekularis moddszerek koziil gyakran hasznalt technika.
Vizsgalataim folytatasaként ezt a moddszert alkalmaztam az izolatumok kozott az egyik
leggyakoribb, Geotrichum candidum ¢élesztéfajhoz tartoz6 izoldtumok dsszehasonlitasdhoz. A
vizsgélathoz sziikséges, a kromoszdmékat tartalmazo agaréz blokkokat a 3.2.8. pont szerint
készitettem el, a kromoszémak pulzald gélelektroforézissel vald szétvalasztasa a 3.2.9. pont
szerint tortént. A 18. dbran jol lathato - annak ellenére, hogy a kromoszomak szétvalasztisa
nem tokéletes -, hogy a tejtermékekbdl szarmazd Geotrichum candidum élesztéizolatumok
szétvalasztott kromoszoéma szdma 3 ¢és 6 kozott valtozik. Megfigyelhetd, hogy az
¢lesztotorzsek kariogramjuk alapjan megkiilonboztethetok egymastol, csupan két torzs, a
Tolle turébol izolalt tott II/ gc jeli és a Mizzo tarobdl szarmazd mitt/ gc izoldtumok

kromoszdma-ujjlenyomata egyforma.

17. &bra: A Geotrichum candidum élesztotdrzsek kariogramjai.

oszlopok: 1.: Schizosaccharomyces pombe marker, 2.: nbht V / gc
(nagybanhegyesi turo), 3.: ksl / gc (kecskesajt), 4.: vtt/ gc (veszprémtej turd), 5.:
tott I / gc (Tolle tard) 6.: tott I1 / gc (Tolle tard) 7.: mitt/ gc (Mizzo turd), 8.: nut IV
/ gc (nadudvari tehénturd), 9.: nut V/ge (nddudvari tehéntiro)
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4.5. Hazai tejtermékekbdl szarmazo élesztéfajok- és torzsek azonositasa és

osszehasonlitasa molekularis modszerekkel

4.5.1. A tejtermékekbol szarmazo izolatumok azonositasa ribotipizalassal

A tejtermékekbdl szarmazd izolatumok molekularis moddszerekkel torténd
vizsgalataval egy olyan modszer kivalasztdsa volt a célom, amelynek segitségével a fajok
gyorsan ¢és pontosan azonosithatok. A masik célom az volt, hogy az élesztdizolatumokat
molekularis biologiai modszerrel is identifikaljam, megerGsitve ezzel az egyszerUsitett
identifikacidés modszerrel kapott eredményt.

A molekularis gyors modszerek koziil eldszor a ribotipizalast alkalmaztam. A vizsgalt
¢lesztotorzsekbdl rDNS-eknek 18S és az azzal szomszédos ITS1 szakaszat polimeraz
lancreakcid segitségével, NS1 és ITS2 primereket hasznalva sokszoroztam meg. Az

¢lesztofajok elkiilonitésére a Hae 111 és az Msp I restrikcids enzimeket hasznaltam.

4.5.1.1. A tejtermékekben elofordulo élesztofajok referenciatorzseinek ribotipusai

és molekularis adatbankja

Az izolatumok azonositdsahoz legelsd Iépésként az egyszerisitett identifikéacios
rendszer segitségével kapott eredmények alapjdn a hazai tejtermékekben eléforduld
¢lesztéfajok referenciatdrzseinek ribotipizaldsat végeztem el (19.-20. abra), majd a kapott
eredmények alapjan elkészitettem a referenciatdrzsek molekuldris adatbankjat (21. dbra). Az
izolatumok koziil a Bulleromyces albus és a Trichosporon inkin fajinak meghatarozott
izolatumokhoz nem sikeriilt referencia torzseket beszereznem, igy azok a molekularis

adatbankbo6l hidnyoznak.
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19. ébra: A tejtermékekben el6éforduld élesztéfajok referenciatorzseinek Hae
111 restrikcios enzimmel végzett emésztésének restrikcids mintazata

M: marker, a referenciatorzsek sorrendje: 1. Metschnikowia reukaufii NCAIM Y1120,
2. Torulaspora delbrueckii NCAIM Y982, 3. Saccharomyces exiguus NCAIM Y1033", 4.
Pichia membranifaciens NCAIM Y1044, 5. Candida glabrata CBS138, 6. Yarrowia
lipolytica NCAIM Y591, 7. Cryptococcus curvatus NCAIM Y1210, 8. Candida lusitaniae
CBS6936, 9. Rhodotorula mucilaginosa NCAIM Y212, 10. Pichia kluyverii NCAIM Y680,
11. Candida sake CBS159, 12. Candida mesenterica NCAIM Y1072, 13. Candida
parapsilopsis CBS604, 14. Candida catenulata NCAIM Y1032, 15. Geotrichum candidum
NCAIM Y274, 16. Dekkera bruxellensis NCAIM Y 10077, 17. Candida maltosa CBS5611, 18.
Cryptococcus laurentii NCAIM Y1321, 19. Pichia fermentans NCAIM Y86', 20. Candida
rugosa CBS613, 21. Pichia carsonii NCAIM Y968, 22. Kluyveromyces lactis NCAIM
Y260, 23. Kluyveromyces marxianus NCAIM Y1070, 24. Debaryomyces hansenii NCAIM
Y898
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20. abra: A tejtermékekben eléfordulo élesztéfajok referenciatorzseinek Msp 1
restrikcids enzimmel végzett emésztésének restrikcios mintdzata

M: marker, a referenciatorzsek sorrendje: 1. Metschnikowia reukaufii NCAIM Y1120,
2. Torulaspora delbrueckii NCAIM Y982, 3. Saccharomyces exiguus NCAIM Y1033", 4.
Pichia membranifaciens NCAIM Y1044, 5. Candida glabrata CBS138, 6. Yarrowia
lipolytica NCAIM Y591, 7. Cryptococcus curvatus NCAIM Y1210, 8. Candida lusitaniae
CBS6936, 9. Rhodotorula mucilaginosa NCAIM Y212, 10. Pichia kluyverii NCAIM Y680,
11. Candida sake CBS159, 12. Candida mesenterica NCAIM Y1072, 13. Candida
parapsilopsis CBS604, 14. Candida catenulata NCAIM Y1032, 15. Geotrichum candidum
NCAIM Y274, 16. Dekkera bruxellensis NCAIM Y1007", 17. Candida maltosa CBS5611, 18.
Cryptococcus laurentii NCAIM Y1321, 19. Pichia fermentans NCAIM Y86", 20. Candida
rugosa CBS613, 21. Pichia carsonii NCAIM  Y968", 22. Kluyveromyces lactis NCAIM
Y260, 23. Kluyveromyces marxianus NCAIM Y1070, 24. Debaryomyces hansenii NCAIM
Y898
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A ribotipizalas soran valamennyi referenciatorzs esetén értékelhetd restrikcios
mintazatot kaptam a molekularis marker mérettartomanyan beliil (298-2176 bp), az
ennél kisebb méretli fragmentumokat gyenge festddésiik miatt az identifikaldsnal nem
vettem figyelembe.

A 19-20. abrdkon megfigyelhetd, hogy mind a Hae III, mind a Msp I
restrikcids enzim alkalmazasa esetén a referenciatorzsek legnagyobb részének eltérd
az ujjlenyomata. A Hae III enzim alkalmazasakor a Candida maltosa és a Dekkera
bruxellensis ujjlenyomata volt hasonlo, az Msp I enzim alkalmazéasakor viszont az
elébbi fajnal 3, az utdbbinal 4 értékelhetd fragmentumot kaptam. Az Msp I enzimmel
torténd ribotipizalas a Candida catenulata és a Yarrowia lipolytica, illetve a
Kluyveromyces lactis ¢és a Kluyveromyces marxianus referencia torzsek esetén
eredményezett egyforma mintézatot, de a Hae /Il enzim megkiilonboztette egymastol

Oket.
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21. abra: A tejtermékekben eléforduld élesztéfajok referenciatérzseinek molekuléris

adatbankja
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A molekuléris dendogramjuk (21. &bra) alapjan a referenciatorzseket harom nagyobb
csoportba lehet besorolni, amelyek koziil az elsé és a masodik egymadssal valdo hasonlosagi
szintje 18 %-o0s, a harmadikkal valé hasonlosagi szintjiikk csupan 15 %-os volt. Az elsd és a
harmadik csoport két kisebb részre oszthatd, a masodik csoport torzseit pedig tobb kis
csoportba lehetett besorolni, ami a referenciatorzsek jelentds diverzitasat mutatja. A
legnagyobb hasonlosagi szintll (72 %) Kluyveromyces marxianus és Kluyveromyces lactis
referenciatorzsek az elsd csoportba tartoztak. 100 %-os hasonlosagot egyik toérzs sem mutatott
egy masik torzzsel, ami azt bizonyitja, hogy az alkalmazott enzimekkel a referenciatorzsek

elvalaszthatok egymassal.

4.5.1.2. A tejtermékekbdl szarmazo izolatumok ribotipizalasa és azonositasuk a

molekularis adatbank segitségével

A referenciatorzsek adatbankjanak elkészitését kovetden a hazai tejtermékekbdl
gylijtott izolatumok ribotipizalasat is elvégeztem. A hagyomanyos moddszereken alapuld
egyszerusitett identifikdcidos renszer segitségével végzett meghatarozas sordn kapott
eredmények alapjan az azonos fajba tartoz6 izolatumokat az agardz gélen egymas mellé
helyezve egy fajon belill egyforma mintdzatot nyertem, tehat az élesztdizolatumok
ribotipizalas segitségével torténd genotipusos jellemzése fajspecifikus gélmintazatot adott (22.

abra).
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22. 4bra: A tejtermékekbdl szarmazod izolatumok koziil a Geotrichum candidum, a
Yarrowia lipolytica és a Debaryomyces hansenii fajba tartozok Msp I restrikcids enzimmel
végzett emésztésének mintazata

M: marker, oszlopok: 1.: Bakony camembert sajtbol, 2.: Palpusztai sajtbol, 3., 4.: Tolle
tehéntirobol, 5. oszlop: Nadudvari tehénturobol, 6. oszlop: Bakony tehéntirobol, 7. oszlop: Mizzo
tehénturdobol, 8. oszlop: Nadudvari tehénturobol, 9. oszlop: Nagybanhegyesi tehénturobol, 10. oszlop:
Kecskesajtbol, 11. oszlop: Nagybéanhegyesi tehéntirobol, 12. oszlop: Veszprémtej tehénturobol
szarmaz6 izolatumok, 13. oszlop: Geotrichum candidum NCAIM Y274, 14., 15., 16., 17.: Bakony
camembert sajtbol, 18. oszlop: Nagybanhegyesi tehéntirobol, 19. oszlop: Marvanysajtbol szarmazo
izoldtumok. 20. oszlop: Yarrowia lipolytica NCAIM Y591, 21., 22. oszlop: Bakony camembert
sajtbol, 23. oszlop: Ementali sajtbol, 24. oszlop: Marvany sajtbol, 25. oszlop: Pélpusztai sajtbol, 26.,
27. oszlop: Marvany sajtbol, 28., 29., 30. oszlop: Trappista sajtbol, 31., 32. oszlop: Marvany sajtbal,
33. oszlop: Trappista sajtbol szarmazo izolatumok, 34. oszlop: Debaryomyces hansenii NCAIM Y 898
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Ezt kdvetden az izolatumokat az ujjlenyomataik alapjan beillesztettem az élesztéfajok

referenciatorzseinek molekularis adatbankjaba (23. abra).
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23. abra: A tejtermékekbdl szdrmazo izolatumok identifikdldsa a molekuldris adatbank

segitségével
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A dendogram alapjan megallapithato, hogy a vizsgalt a torzsek - a 22. abran lathato,
referenciatorzsekrdél késziilt dendogramhoz hasonléan - hirom nagy csoportba voltak
oszthatok, amelyektdl a Pichia fermentans fajunak azonositott nut II/1 és a NCAIM Y86 jelii
referenciatorzs jelentésebb mértékben eltért. Az elsd csoportba tartozd Yarrowia lipolytica
referenciatorzzsel 6 izoldtum, a mdasodik csoportba osztilyozott Debaryomyces hansenii
referenciatorzzsel 13 izoldtum, a harmadik csoportba sorolt Geotrichum candidum
referenciatorzzsel 12 izolatum mutatott 100 %-os hasonlosagi szintet. Ezekkel egytitt 6sszesen
24, teljes azonossagot mutatd clustert figyelhettiink meg, a tobbi csoportba azonban legtobb
esetben 2-2, illetve a Kluyveromyces marxianus ¢és a Kluyveromyces lactis
referenciatorzseknél 3-3 izolatum tartozott. E két utdbbi cluster egymassal valé hasonlosagi
szintje - a referenciatérzsek ribotipizalasdnak eredményei alapjan késziilt dendogramhoz

hasonloan - az 0sszes koziil a legmagasabb, mintegy 72 %-os volt.

4.5.2. A Debaryomyces hansenii, a Geotrichum candidum és a Yarrowia lipolytica
fajokba tartozo izolatumok torzsi szinten torténé megkiilonboztetése RAPD-PCR és

microsatellite-PCR mddszerek segitségével

A leggyakoribb, Geotrichum candidum, Debaryomyces hansenii és Yarrowia
lipolytica fajokba tartozd élesztdizolatumok tovabbi vizsgalata RAPD (randomly amplified
polymorphic DNA) és microsatellite-PCR moddszerek segitségével tortént.

4.5.2.1. A Debaryomyces hansenii torzsek elkiilonitése
A Debaryomyces hansenii torzsek vizsgalatat eldszor OPE 16 random primer
segitségével végeztem el. A 24. dbran jol lathato, hogy a torzsek RAPD analizise nyolcféle

mintazatot eredményezett. A kapott fragmentumok szdma ketté és nyolc kozott valtozott. Az

ujjlenyomatok intenzivek és jol megkiilonboztethetdk voltak.
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24. abra: Debaryomyces hansenii élesztotorzsek megkiilonboztetése OPE 16 random
primerrel.

M: DNS marker, 1., 2. oszlop: Bakony camembert sajtbol (beb I1I; bek 11), 3. oszlop: Ementali
sajtbol (es 1), 4. oszlop: Marvany sajtbol (ms 1V/2), 5. oszlop: Palpusztai sajtbol (pps 2), 6., 7. oszlop:
Marvany sajtbol ( ms II/1; ms 1), 8., 9., 10. oszlop: Trappista sajtbdl (ts 2; ts 1I/1; ts 3/1), 11., 12.
oszlop: Marvany sajtbol (ms IV/2; ms II/1), 13. oszlop: Trappista sajtbol (ts III/2) szarmazo
izolatumok, 14. oszlop: Debaryomyces hansenii NCAIM Y0898 referenciatorzs

=] 100

Debarvomyces hanseni bk |l
Debarvomyces hansenits 30
Debaryomyces hanseni NCAIM Y0538
Debarvamyces hanseniits 2
Debarvamyces hanseni beb
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Debaryamyces hanseni ma [VWr2
Deharyomyces hanseni pps 2

! Deharyomyces hanseni ms 1

Deharyomyces hanzeni ms Wi

| Debaryomyces hanzeniits 1M
( ' Debaryomyces hansenii ts 02

Deharyomyces hansenii ms 11
Debarvomyces hansenii ms 13

25. abra: A Debaryomyces hansenii élesztotorzsek dendogramja, amely az OPE 16

random primerrel amplifikdlt RAPD-PCR eredményei alapjan késziilt

A Debaryomyces hansenii éleszt6tdrzsek OPE 16 primerrel kapott DNS ujjlenyomatai
alapjan készitett dendogramot a 25. dbra mutatja, amely szerint a bek 11, a ts 3/1 és a NCAIM
Y0898 referencia torzs; a beb 111, az es 1, az ms IV/2, és a pps 2; valamint a ts [I/1 és a ts 11I/2
mutatkozott azonosnak. Az elsd csoporttal nagyfokl hasonlosagot mutatott a ts 2 izolatum
(80 %). 71 %-ban volt egymassal hasonldé az ms 1 és az ms IV/ 1 torzsek. Ugyanekkora
hasonlosagu szinti volt még egymassal a bek 11, a ts 3/1, NCAIM Y0898, ts 2 altal alkotott
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csoport és a beb 111, az es 1, ms IV/ 2, pps 2 torzsekbdl allé csoport. Ezekhez csupéan 42 %-
ban volt hasonldé a ts II/ 1 és ts III/ 2 izolatumok alkotta csoport. A legkisebb foku
azonossagot az ms II/1 (32 %) és az ms 11/3 (23 %) torzsek mutattak a tobbi torzssel.

A Debaryomyces hansenii izoldtumok torzsi szinten torténd pontosabb
megkiilonboztetése érdekében a beldliik izolalt DNS-t M13-as microsatellite primerrel is
amplifikaltam (26. abra). A mintazatuk alapjan a torzseket 6 csoportba lehetett sorolni, a
kapott fragmentumok szama 1 és 8 kozotti volt. Az OPE 16 és a M 13 primerekkel elért

eredmények Osszevonasaval dendogramot szerkesztettem (27. 4bra).
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26. 4&bra: Debaryomyces hansenii élesztotorzsek megkiilonboztetése M 13
microsatellite primerrel.

M: DNS marker, 1. oszlop: Debaryomyces hansenii NCAIM Y0898 referenciatorzs, 2., 3.
oszlop: Bakony camembert sajtbol (bcb III; bek II), 4. oszlop: Ementali sajtbol (es 1), 5. oszlop:
Pélpusztai sajtbol (pps 2), 6., 7. oszlop: Marvany sajtbol (ms II/1; ms 1), 8., 9. oszlop: Trappista
sajtbol (ts 11/1, ts 2), 10., 11. oszlop: Marvany sajtbol (ms IV/ 1, ms 1V/2), 12., 13. oszlop: Trappista
sajtbol (ts 3/1, ts 111/2), 14. oszlop: Marvany sajtbol (ms 11/3) szarmazo izolatumok.

[ Debaryomyces hanzsenii es 1
‘I ' Debaryomyces hanseni pps 2
— Debaryomyces hanseniims 15 3
Debaryomyces hanseniits Y 2
— Debaryomyces hansenii bokb
——— Deharyomyces hansenii ms V2
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_|_: Debaryomyces hanzseniits 301
Debaryomyces hansenii MCAIM Y0533
Debaryomyces hanzenii ms Wi
— [ Debaryomyces hansenii ms 151
Debaryomyces hanzenii m= 1
Debaryomyces hanseniits I1F1

27. abra.: A Debaryomyces hansenii éleszt6tdrzsek dendogramja, amely az OPE 16 és
az M 13 primerekkel, a RAPD-PCR ¢és a microsatellite-PCR mddszerekkel kapott

eredmények Osszevonasaval késziilt
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A 27. abra alapjan jol lathatd, hogy a Debaryomyces hansenii fajba tartozo
izolatumok kozo6tt nem voltak teljesen azonos torzsek, ellentétben azzal, amit az OPE 16
primerrel kapott dendogram esetén tapasztaltam. Az élesztétorzseket két f6, egymassal csak
49 % hasonlésagi szintli csoportba tudtam csoportositani, amelyek koziil az elsé két kisebb
mértékben, masik, az izolatumok tobbségét magaba foglald cluster négy csoportra volt
bonthat6. A legmagasabb, 88 %-os hasonldosagi szint a beb 1T és az ms IV/2, illetve a bek 11
és a ts 3/1 éleszttorzseknél volt megfigyelhetd, amelyek az OPE 16 primerrel készitett
dendogram alapjan teljesen azonosnak tlintek egymassal. Az OPE 16 primerrel késziilt
dendogramon a bck 11, a ts 3/1 és a NCAIM Y0898 izolatumokbdl allé csoporttal nagyfoku,
mintegy 80 %-os hasonldsagi szinten allo ts 2 izolatum ebben az esetben kisebb mértékben,
66 %-ban mutatott hasonldsdgot. Az elébbi dendogramon szintén azonosnak mutatott pps 2 és
es | izolatumok az Osszevont dendogramon kisebb, de még ez esetben is 80 %-ban
hasonlitanak egymashoz. A Debaryomyces hansenii NCAIM Y0898 referencia torzs a bek 11
és a ts 3/ 1 jell izolatumokkal mutatott legnagyobb, megkozelitdleg 82 %-os hasonlosagi
szintet, amely harom torzs az OPE 16 primer segitségével kapott dendogramon egyformanak
mutatkozott. Figyelemre méltdé, hogy mig marvanysajtbol szarmazé ms II/ 1 és ms 1
izolatumok egymadssal viszonylag nagyfoku hasonlosadgot (75 %) mutatnak, a szintén
marvanysajtbol izolalt ms II/ 3, ms IV/ 1 és ms IV / 2 torzsek ezekkel és egymadssal vald
kiilonbsége nagy. Szintén érdekes, hogy a Trappista sajtbol izolalt ts III/ 2, ts 2, ts 3/ 1 és

ts II/1 jelt torzsek mas-mas csoportba keriiltek.

4.5.2.2. Geotrichum candidum torzsek 6sszehasonlitasa

A Debaryomyces hansenii torzsekhez hasonléan a Geotrichum candidum torzsek
RAPD-PCR vizsgalatat is OPE 16 primer segitségével végeztem el (28. abra). Ebben az

esetben 7 féle mintadzatot nyertem ¢és a kapott fragmentumok szama viszonylag kicsi (1-4)

volt. A torzsek ujjlenyomatai alapjdn dendogramot szerkesztettem (29. ébra).
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28. éabra: Geotrichum candidum éleszt6torzsek megkiilonboztetése OPE 16 random

primerrel.

M: DNS marker, 1. oszlop: Bakony camembert sajtbdl (bcge 1), 2. oszlop: Péalpusztai sajtbol
(pps 1/gc), 3. 4. oszlop: Tolle tehéntardbol (tott I/ge; tott 11/ge), 5. oszlop: Nadudvari tehéntirdbol (nut
gc), 6. oszlop: Bakony tehéntirobol (bakt I/gc), 7. oszlop: Mizzo tehéntirobol (mitt gc), 8. oszlop:
Nadudvari tehéntarébol (nut IV/ge), 9. oszlop: Nagybanhegyesi tehéntirébol (nbht IV/gce), 10. oszlop:
Kecskesajtbol (ks 1/gc), 11. oszlop: Nagybanhegyesi tehéntirobol (nbht V/gc), 12. oszlop:
Veszprémtej tehéntlirobol szarmazé izolatumok (vtt gc), 13. oszlop: Geotrichum candidum NCAIM
Y0274
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eatrichum candidum boge 1
Geatrichum candidum peps 1/ gc
—| Geatrichum candidum nut Wi ge
Geatrichum candidum tott [f go
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eatrichum candicdum NCAM Y0274
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' Geatrichum candidum ks 1/ ge
Geatrichum candidum mitt g
Geatrichum candidum nbkt Y go

29. abra: A Geotrichum candidum éleszt6torzsek dendogramja, amely az OPE 16

random primerrel amplifikalt RAPD-PCR eredményei alapjan késziilt.

A Geotrichum candidum izolatumok tobbségét az OPE 16 primerrel végzett RAPD-
PCR eredményei alapjan két {6 clusterba lehetett csoportositani, amelyektdl az nbht V/ gc és a
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mitt gc izolatumok jelentdsen eltértek. Az elsd clusterba tartozé bege 1, pps 1/ gc és a
nut IV/ gc a DNS ujjlenyomataik alapjan azonosak, veliik a Tolle tehéntirobdl szarmazéd
tott I/ gc izolatum 50 %-os hasonlésagot mutat. Erdekes modon a szintén Tolle tehéntirobol
izolalt tott II/ gc a masik clusterba lett sorolva, amely az eldz6vel csupan 46 %-os hasonlosagi
szinten all. Ebben a csoportban az emlitett tott II/ gc az nbht IV/ gc, a vtt/ gc és a NCAIM
Y0274 jeli torzsek teljesen azonosnak bizonyultak, ezekkel a nut gc jeli torzs pedig 75 %-o0s
hasonlésagot mutatott. Veliikk az egymassal azonos bakt I/ gc és a ks 1 izolatumok 63 %-os
hasonlésagi szinten dallnak. Figyelemre méltdé, hogy az ebbe a clusterba tartozo
nagybanhegyesi tehéntirobol szarmazo nbht IV/ gc izolatum a szintén innen szarmazo6 nbht
V/ gc jelii torzzsel csak 34 %-ban hasonlo.

A Geotrichum candidum izolatumok pontosabb megkiilonboztetésére torekedve az
Osszehasonlitast szintén elvégeztem M 13 microsatellite primer segitségével is (30. dbra). A
kapott fragmentumok szdma az OPE 16 primerhez képest mar szélesebb hatarok kdzt mozgott

(2-10), ebben az esetben azonban csak 4 féle mintdzatot tudtam megkiilonboztetni.
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30. abra: Geotrichum candidum ¢€lesztotorzsek megkiilonboztetése M 13 microsatellite
primerrel.

M: DNS marker, 1. oszlop: Bakony camembert sajtbol (bcge 1), 2. oszlop: Palpusztai sajtbol
(pps 1/gc), 3. 4. oszlop: Tolle tehéntirobol (tott 11/gc; tott 1l/ge), 5. oszlop: Nadudvari tehéntirobol
(nut gc), 6. oszlop: Bakony tehéntirobol (bakt I/gc), 7. oszlop: Mizzo tehéntirobol (mitt gc), 8.
oszlop: Nadudvari tehéntirobol (nut IV/gce), 9. oszlop: Nagybanhegyesi tehéntirobol (nbht 1V/gc), 10.
oszlop: Kecskesajtbol (ks 1/gc), 11. oszlop: Nagybanhegyesi tehéntirobol (nbht V/gc), 12. oszlop:
Veszprémtej tehéntlirobol (vt gc) szarmazo izolatumok, 13. oszlop: Geotrichum candidum NCAIM
Y0274
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31. &bra: A Geotrichum candidum éleszt6tdrzsek dendogramja, amely az OPE 16 és az
M 13 primerekkel, RAPD-PCR ¢s microsatellite-PCR moddszerekkel kapott eredmények

Osszevonasaval készilt.

A RAPD-PCR ¢s microsatellite-PCR modszerekkel elvégzett, OPE 16 random
primerrel, illetve az M 13 microsatellite primerrel amplifikdlt DNS mintdzatok alapjan
elkészitett 6sszevont dendogramon (31. abra) az izoldtumok egy nagyobb és egy kisebb
csoportba lettek osztva. A két cluster egymassal 30 %-os hasonldsagi szinten all. A nagyobba
tartozo tott II/ gc, nbht IV/ gc és a NCAIM Y0274 referenciatérzs az OPE 16 primerrel
végzett RAPD eredményekbdl késziilt dendogrammal egyezden ebben az esetben is azonosak,
a vtt gc izolatum hasonlésiga veliik azonban 100 %-rél 72 %-ra csokkent. Ugyszintén
csOkkenés volt megfigyelhetd a ppsl/ gc és a nut IV/ gc izolatumok esetén is, 100 %-rol 80
%-ra. A nagyobb clusteren beliill az nbht V/ gc és a mitt gc kiilonbozott leginkabb a
tobbségtdl, amely két torzs az OPE 16 primer esetén a tobbi izolatumtdl legnagyobb
mértékben eltér. A masik, kisebb clusterba az OPE 16 primer hasznalatakor kapott
dendogramon azonosként szerepld bakt I/ gc és ks 1/ gc, illetve a veliik 64 %-ban hasonl6 nut
gc, csak a hasonldsagi szintjiik valtozott meg. A bakt I/ gc jelli izoldtum hasonlosdga a ks 1
jelll izolatummal 64 %-ra csokkent, a nut gc jelii torzzsel pedig 70 %-ra nétt. Erdekes
moédon a nadudvari tehénturobol szdrmazd nut gc és a nut IV/ gc jelli izolatumok mas
clusterbe kertiltek és hasonlésaguk csak 30 %-os. Az nbht IV/ gc, az nbht V/ gc, a tott I/ gc és

a tott II/ gc jelli izolatumok ugyan mindannyian a nagyobb clusterbe keriiltek, de a
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nagybanhegyesi tejgyarban gyartott nbht IV/ gc és nbht V/ gc torzsek csupan 49 %-ban, a
Tolle tehéntirobol izolalt tott 1/ gc és a tott 11/ gc 60 %-ban hasonldak. Az emlitett tott 11/ gc
¢és nbht IV/ gc jelll izolatumok viszont teljesen azonosak egyméssal és a NCAIM Y0274

referencia torzzsel.

4.5.2.3. A Yarrowia lipolytica torzsek vizsgalata

Az el6z6 két fajjal azonos mddon a Yarrowia lipolytica torzsek vizsgalatat is eldszor
az OPE 16 primerrel végeztem el (32. abra). A harom leggyakrabban eléfordulé faj koziil
ebben az esetben volt a legkisebb az ujjlenyomatok valtozatossdga, mindossze kétféle

mintazatot lehetett megkiilonbdztetni. A kapott fragmentumok szdma 1 és 4 volt.

32. é4bra: Yarrowia lipolytica élesztétorzsek megkiilonboztetése OPE 16 random
primerrel.

M: DNS marker, 1., 2., 3., 4. oszlop: Bakony camembert sajtbol (bck I/1; bek 1/3; beb I; bek
II/1), 5. oszlop: Nagybanhegyesi tehénturobdl (nbht III/1), 6. oszlop: Marvanysajtbol (ms III/1)
szarmazd izolatumok. 7. oszlop: Yarrowia lipolytica NCAIM Y591

all 100

| Y arrawia lipokytica bek (N5 1

“Yarrowia lipaltica ms I 2
Yarrowia lipolytica bk 171
Yarrowia lipolytica bk 13
Yarrowia lipolytica bob |

| Yarrowia lipolytica nkkt I 1
Yarrowia lipolytica NCAM Y0591

33. abra: A Yarrowia lipolytica éleszt6torzsek dendogramja, amely az OPE 16 random

primerrel amplifikalt RAPD-PCR eredményei alapjan késziilt.
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A Yarrowia lipolytica élesztétorzsek OPE 16 primerrel végzett RAPD analizisével
kapott eredményekbdl szerkesztett dendogram (32. abra) alapjan az izolatumok két {6
csoportba oszthatok (bck III/1 és a ms III/2, illetve a beck 1/1, bek 1/3, beb 1, nbht I1I/1 és a
Yarrowia lipolytica NCAIM Y0591" tipustdrzs), amelyek csupan 20 %-os hasonlosagi

szinten allnak egymassal és az izolatumok egyes csoporton beliil azonosak egymassal.

A Yarrowia lipolytica torzsek M 13 primerrel torténd microsatellite-PCR analizise
(34. abra) eredménye szerint a torzsek ujjlenyomatainak valtozatossaga (5 féle mintazat) és a

kapott fragmentumok szdma (4-8) az OPE 16 primerhez képest jelentésen megnovekedett.

2176 kb
1766 kb

1230 kb
1033 kb
635 kb

517 kb
435 kb
394 kb

34. 4bra: Yarrowia lipolytica élesztétorzsek megkiilonboztetése M 13 microsatellite
primerrel.

M: DNS marker, 1., 2., 3., 4. oszlop: Bakony camembert sajtbol (bck 1/1; bek 1/3; beb 1; bek
I1I/1), 5. oszlop: Nagybanhegyesi tehénturobol (nbht III/1), 6. oszlop: Marvanysajtbol (ms I11/2)
szarmazé izolatumok

40 =20 8O 7O &0 80 100

| Yarrowia lipaltica boh |
Yarrowia lipalytica nbbt 1

— Yarrowwia lipolytica NCAM Y033
| ¥ arrovvia lipoltica bk 151
"arronia lipalytica bok 13
| arrowyia lipoldica bek (1151
Uarrowia lipalvtica ms I 2

35. abra: A Yarrowia lipolytica éleszt6torzsek dendogramja, amely az OPE 16
¢s az M 13 primerekkel, RAPD-PCR ¢és microsatellite-PCR moddszerekkel kapott eredmények

Osszevonasaval készilt.
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A Yarrowia lipolytica torzsek OPE 16 és M 13 primerrel torténé RAPD-PCR,
illetve microsatellite-PCR analizise soran kapott eredmények alapjan készitett dendogramot a
35. 4bra mutatja. Ebben az esetben az OPE 16 primerrel végzett RAPD analizis
eredményeibdl késziilt dendogramon az 5, azonos izolatumbol 4ll6 csoport kisebb csoportokra
bomlott. Az egymassal azonos bcb I és nbht III/ 1 izolatumokbdl allo6 csoport a NCAIM
Y0591 referencia torzzsel 86 %-ban hasonld, ez a harom izolatum pedig az egymadssal szintén
azonos bck I/ 1 és bek I/ 3 izolatumok 4ltal alkotott csoporttal 74 %-os hasonldsagi szinten
all. Az egymassal azonos bck III/ 1 és ms III/2 jelli izolatumok masik clusterbe kertiltek. A
két csoport hasonlosagi szintje 35 %-ra ndvekedett az OPE 16 primerrel késziilt
dendogramhoz képest. Erdekes modon a Bakony camembert sajtb6l szarmazé bek 1/ 1 és bek
I /3 azonosak egymassal, a beb I-el pedig magas foku a hasonlosaguk, viszont a szintén ebbdl
a tejterméktipusbol izolalt bek I/ 1 torzs a masik, az el6zdekkel igen alacsony hasonlosagi
szinten allo6 clusterbe tartozik. A bcb 1 izoldtum viszont egy masik tejlizemben, a
nagybanhegyesi tejgyarban gyartott tehéntirdbol szarmazo torzzsel, az nbht III/ 1-el azonos.

Hasonloképpen a bek II1/ 1 torzs a marvanysajtbol izolalt ms 111/ 2 térzzsel azonos.

4.6. A tejtermékekbdl szarmazo Yarrowia lipolytica izolatumok 6sszehasonlitasa

baromfihisbdl szarmazé izolatumokkal

A tejtermékekben legtobbszor eldfordulé harom élesztéfaj koziil a Yarrowia
lipolytica-ként azonositott izolatumokat (bck 1/ 1, bek 1/ 3, beb I, bek 111/ 1, nbht I/ 1 és
ms III/ 2 jelii izolatumok) mas élelmiszertipusbol szarmazo izolatumokkal hasonlitottam
0ssze eloszor a molekularis médszerek koziil ribotipizalas segitségével. Ez a kilenc, Yarrowia
lipolytica-val egyforma telepet képzd izolatum (1481-1489 jeli izoldtumok) csirkemellbdl és
csirkemdjbol szarmazott, mivel a hus a tejtermékek mellett a masik élelmiszertipus, amelyben
a Yarrowia lipolytica gyakran el6fordul.

A 18S rDNS NSI1 ¢és ITS 2 primerekkel nyert PCR-fragmentek Hae III enzimes
hasitasaval kapott ujjlenyomatokat dsszehasonlitva hat éleszt6tdrzs egymadssal azonos, de a

Yarrowia lipolytica tipustdrzsétdl nagymértékben eltérd ujjlenyomatot adott (36. abra).
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R 1913 14 15 6

2176 kb
1766 kb

1230 kb
1033 kb

634 kb

517 kb
435 kb
394 kb

298 kb

36. abra: A vizsgalt izolatumok ¢és a Yarrowia lipolytica élesztéfaj PCR-ral nyert
amplikatumanak Hae I11 restrikcios endonukledzzal valo hasitdsaval kapott ujjlenyomatai

M: marker, oszlopok: 1.: 1481. 2.: 1482, 3.: 1483, 4. : 1484, 5. : 1485, 6.: 1486, 7.: 1487 8.:
1488, 9.: 1489 szamu, csirkehusbdl szarmazé izolatumok, 10.: Yarrowia lipolytica tipustorzs (CBS
6124), 11.-14.: Bakony camembert sajtbol, 15.: Nagybanhegyesi tehéntirobol, 16.: Marvanysajtbol

szarmazo izolatumok

Ellentétben a Hae II1 restrikcios endonukledzzal, Alu I, a Hihf I, az Msp I, a Not I és az
Sfi I restrikcios endonukleazok alkalmazésa esetén a hasitasi fragmentek mérete megegyezett

(25. tablazat).

25. tablazat: A tejtermékekbdl és a csirkehtisbol szdrmazo izolatumok hasitasi

fragmentumainak méretei

Hasitasi fragmentumok (bp)

Restrikcios endonukleazok | 1482, 1483, 1484, 1486, 1488, | 1481, 1485, 1487, bekl/1,
1489 jelii izolatumok bek I/3, beb 1, bek 1T/,
nbht I11/1, ms I11/2 jeli
izolatumok,

Yarrowia lipolytica CBS
6124 tipustorzs

Alu T 525 525

Hae IlT 830, 415, 250 535, 435, 410, 250
Hinf I 735 735

Msp I 1380, 320 1380, 320

Not I 1780 1780

Sfil 1766 1766
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4.6.1. Yarrowia lipolytica-tél eltéré izolatumok jellemzése

A hagyoméanyos modon torténd identifikalas soran azonban kilenc izolatum koziil hat
eltérd esetében a tesztek eredménye is eltért a Yarrowia lipolytica éltal adott eredményektol,

amelyeket a 26. tablazat mutat be (Péter et al, 2004).

26. tabldzat: Hat, csirkehisbol szdrmazo izolatum ¢és a Yarrowia lipolytica

(CBS 6124) tipustorzs jellemzodi

Szénforras hasznositas
1482, 1483, 1484, Yarrowia lipolytica
1486, 1488, 1489 jelii (CBS 6124)

izolatumok

D-galakto6z lassu /gyenge, lassu valtozo
L-szorboz valtozo valtozo
D-gliik6zamin - -
N-acetil-D-gliik6zamin - +
D-rib6z -/ latens valtozo
D-xiléz - -
L-arabin6z - -
D-arabinéz - -
L-ramnoz - -
szahar6z - -
maltoz - -
o,o-trehaloz valtozo -
metil-a-D-gliikozid - -
cellobioz - gyenge/ -
szalicin -/ gyenge -/ gyenge
arbutin -/ gyenge, lasst -/ lasst
melibidz - -
laktéz - -
raffin6z - -
melecitoz - -
inulin - -

keményitd - -
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1482, 1483, 1484,

Yarrowia lipolytica

1486, 1488, 1489 (CBS 6124)
jeli izolatumok
glicerol + +
mezo-eritritol + +
ribitol valtozo valtozo
xilitol -/ gyenge, lasst -/ gyenge, lasst

L-arabinitol
D-glucitol
D-mannitol
galactitol
mio-inozitol
glukono-d-lakton
2-keto-D-gliikonat
D-gliikonat
D-gliikuronat
D-galakturonat
DL-laktat
szukcinat

citrat

metanol

etanol

propan 1,2 diol
butan 2,3 diol

hexadekan

+/ lassu

+/ latens

+/ lassu/ latens

+/ lassu/ latens

+

+/ lasst

-/ lasst/ gyenge,lassi

+

+

+

valtozo




Nitrogénforras hasznositas
1482, 1483, 1484,| Yarrowia
1486, 1488, 1489 |lipolytica

jeli izolatumok (CBS 6124)
kalium-nitrat - -
natrium-nitrit - valtozo
etilamin-hidroklorid + valtozo
L-lizin + +
kreatin + valtozo

kadaverin-hidroklorid - -

kreatinin - -
gliikézamin - -
imidazol - -
1482, 1483, 1484, | Yarrowia lipolytica
1486, 1488, 1489 |(CBS 6124)
jeli izolatumok
vitaminmentes taptalajon valo novekedés + -

kiilonb6z6 homérsékleten valdo novekedés

30°C + +
35°C - valtozo
50 % (w/w) glikoz élesztdkivonat agaron valo - valtozo
novekedés
10 % NaCl-t és 5 % glikozt tartalmazé élesztd + valtozo

nitrogén alapagaron valo ndvekedés
16 % NaCl-t és 5 % glikozt tartalmazo élesztd - -
nitrogén alapagaron valo ndvekedés
0,1 % cikloheximiddel valo novekedés + +
1 % ecetsavval vald novekedés - -
keményitd képzése - -
savtermelés kalcium-karbonatos taptalajon +/ gyenge -
urea hidrolizis - valtozo
Diazonium Blue B reakcio - -
zsir bontas + +

zselatin cseppfolyositas + +
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4.6.2. Uj élesztofaj, a Candida galli kimutatasa

Az emlitett hat éleszttorzs és a Yarrowia lipolytica kozti genetikai kiilonbséget a
NCAIM Y.01482, a NCAIM Y.01486, a NCAIM Y.01489 torzsek és a Yarrowia lipolytica
tipustorzs 26S rDNS - ének D1/D2 doménje szekvenaldsaval erdsitettilk meg. A szekvenalas
eredménye azt mutatta, hogy a NCAIM Y.01482 torzs 42 egymas melletti nukleotidban
kiilonbozik az 500 bazispar hosszisagu fragmentben a Yarrowia lipolytica tipustdrzstol,
amely a hozzad legkozelebbi rokonsadgban 1€vé az aszkomiceta élesztok koziil. A NCAIM
Y.01482 ¢és a masik két torzs (NCAIM Y.01486, NCAIM Y.01489) kozott csak egy nukleotid
kiilonbség van ¢és az RFLP mintdzatuk azonos egymassal, de a Yarrowia lipolytica
tipustorzsétdl kiillonbozd. A Y.01482 és a Y.1486 26S rDNS-ének D1/D2 régidja szekvenciaja
a GenBank adatbazisban lett elhelyezve (GenBank leltari szamaik a 27. tdblazatban lathato).

27. tablazat. A csirkemajbdl és mellbdl szarmazo izolatumok vizsgalatdhoz felhasznalt

torzsek

Fajok NCAIM' gyiijteményi Forras GenBank

szam gyljteményi szam

Candida galli Y 01482"(CBS 9722) | csirkemdj, Griffin, GA | AY 116080
Candida galli Y 01483 csirkemdj, Griffin, GA
Candida galli Y 01484 csirkemdj, Griffin, GA
Candida galli Y 01486 (CBS 9723) | csirkemell,Griffin, GA | AY346454
Candida galli Y 01488 csirkemell, Griffin, GA
Candida galli Y 01489 csirkemell, Griffin, GA
Yarrowia lipolytica | Y 00591 (CBS 6124) |kukorica novény U40080°

T: tipustdrzs,

1: National Collection of Agricultural and Industrial Microorganism, Budapest

2: Kurtzman ¢és Robnett (1998) altal leirt szekvencia

Az élettani ¢és biokémiai jellemzok, valamint a molekuléris vizsgalati eredmények alapjan a

1482, 1483, 1484, 1486, 1488 ¢s a 1489 jelt izolatumokat Candida galli néven irtuk le (Péter

et al, 2004).
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5. KOVETKEZTETESEK

5.1. Taptalajok osszehasonlitasa élesztok tejtermékekbdl torténé izolalasara valo

alkalmassaguk szempontjabol

A 11 féle, élesztok izolalasara, szamlaladsara vald alkalmassaguk szempontjabol
Osszehasonlitott szelektiv taptalajok ¢lesztotelep szama kozott altalaban csekély a kiilonbség,
néhéany esetben tapasztaltunk csupdan statisztikailag szignifikans kiilonbséget.

A téaptalajok koziil a penésztelepek nodvekedésének gatlasa szempontjabdl a
legeredményesebb a MEP volt, amely esetében a bifenil az a hatéanyag, amely teljesen
gatolni tudta a penészek kifejlodését. Mas részrél pedig a MOL, a MEOX, a MOPR nem
gatolta megfeleléképpen a penészek elterjedését, igy az éElesztotelepeket bendve
megnehezitették azok szamlalasat. A taptalajok baktériumgatlo hatasat vizsgalva az epeso és
az eugenol hatastalannak bizonyult. Szemben kordbbi irodalmi adatokkal (Moleyar és
Narashimham, 1992, Kim ¢és munkatarsai, 1995, Vazquez és munkatarsai, 2001), az eugenol,
a fokhagyma f6 komponense nem gatolta a baktériumokat 200 pgml™ koncentracioban, igy a
YEE téaptalaj jorészt baktériumokkal fedett volt. A taptalajok nyalkassad valtak a
baktériumoktol és néhdny esetben nem voltak kiértékelhet6k emiatt, vagy a szdmlalast
nehézz¢é tette a baktériumok és a élesztdtelepek keveredése. Eliskases-Lechner €s Prillinger
(1996) élesztékivonat-gliikoz-kloramfenikol agart hasznalt 100 pgml' oligomicinnel
kiegészitve, amelyen ugyan tudtak ndni a penészek, igy a Penicillium roquefortii is, de a
penésztelepek atmérdjét nagymértékben csokkentette. Az én vizsgalataim szerint a YGCO
ugyan, de a penészek tudtak rajta névekedni. Rale és Vakil (1984) a molibdat agart kalcium-
propionattal és enélkiil is nagymértékben hasznalhatonak talalta élesztok gylimolestélekbol
val6 izolalasara.

Egyetértve az irodalmi adatokkal, az RBC, a DRBC, a OGGY, a MEP ¢s a DG18
taptalajok az ¢lesztételepek fejlodését megfeleloképpen eldsegitette, a penészek és a
baktériumok fejléddését pedig gatolta. A nagyméretii telepek nagymértékben konnyebbé tették
a telepek szamlalasat.

A kapott eredményekbdl kovetkeztetve nem minden vizsgalt taptalaj ajanlhatd
¢lesztok 1zolalasara és szdmlalasara roquefort sajtbol. Koziilik a MES, a MEOX, a MOL, a
MOPR, a YEE, a YGCO nem gatoltdk megfelel6képpen a baktériumok ¢és a penészek

novekedését, vagy az élesztOk ndvekedését gatoltak.
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A megfelelének itélt taptalajok (MEP, OGGY, DGI18, RBC, DRBC) mindegyike
egyforman hatékonyan alkalmazhat6 az ¢lesztOk tejtermékekbdl torténd izoldlasahoz, a
kereskedelmi forgalomban kaphato DRBC ¢és RBC taptalajokat csupan konnyebb
elkészithetdségilikért, és azért a képességilikért, hogy szinbéli kiilonbséget tesznek a telepek

kozott, emeli ki koziiliik az élesztok szamlalasahoz €s izolalasahoz a tejtermékekbol.

5.2. Az izolatumok azonositasa hagyomanyos modon

A tejtermékekbdl szarmazo élesztdizoldtumok nagyon valtozatosak voltak. A
kiilonbozd tejtermékfélébdl gytjtott 64 izolatum, amelyeket az egyszertsitett identifikacios
rendszer segitségével azonositottam, 27 fajba volt sorolhat6. A legtobbszor eléforduld
izoladtumok a tejtermékekben leggyakrabban megtaldlhato, fehérje- vagy zsirbontd
tulajdonsaggal rendelkez0 élesztéfajok koze tartoznak. A Debaryomyces hansenii 22,6 %-al, a
Geotrichum candidum 16,1 %-al, a Yarrowia lipolytica 9,7 %-al képviselte magat az
azonositott 64 izolatum kozott. A szintén fehérje- vagy zsirbont6 tulajdonsagu Kluyveromyces
marxianus-ként azonositott izolatumok csak kisebb szamban, Trichosporon moniliforme
¢lesztofajba tartozo izolatumok pedig egyaltalan nem voltak a vizsgalt tejtermékekben. A
Debaryomyces hansenii, a Geotrichum candidum ¢s a Yarrowia Ilypolytica altal vezetett
sorban a negyedik és az 6todik helyen a Kluyveromyces lactis (4,8 %) és a Candida
catenulata (4,8 %) allt.

Eredményeimhez hasonldan ezek az élesztéfajok fordultak eld tobbek kozott szamos
mas kutatd vizsgalatai soran. Roostita és Fleet (1996) Camembert és Roquefort sajtok élesztd
biodiverzitasat mérték fel. Az azonositott 240 izolatumbodl a Debaryomyces hansenii, a
Candida lipolytica, a Candida kefyr, a Candida intermedica, a Saccharomyces cerevisiae, a
Cryptococcus albidus és a Kluyveromyces marxianus fajokat talaltdk a leggyakoribbnak.
Tempel ¢és Jacobsen (1998) nyers tej és a Danablu sajt élesztoflorajanak Osszetételét
tanulmanyoztak ¢€s az ¢élesztéfajok széles skalajat talaltak a sajt érése soran, koztiikk a Candida
famata (teleomorf: Debaryomyces hansenii) volt a leggyakoribb, amelyet a Candida
catenulata kovetett. Prillinger és munkatarsai (1999) 76 izolatumot gytijtottek Ausztriabol,
Déniabol, Franciaorszagbol, Németorszagbdl és Olaszorszagbdl szarmazd sajtokbol,
amelyeket 39 fajba tudtak sorolni. Vizsgalataik soran a Debaryomyces hansenii, a Geotrichum
candidum, az Issatchenkia orientalis, a Kluyveromyces lactis, a Kluyveromyces marxianus, a
Saccharomyces cerevisiae, a Yarrowia lypolytica és a Candida catenulata élesztéfajokat
talaltdk a leggyakoribbnak. Andrighetto és munkatarsai (2000) Olaszorszagbol szarmazo,
tehén-, bivaly- ¢és kecsketejbdl készitett sajtbol izolaltak 48 élesztotorzset. Koziilik 42
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izolatumot a Saccharomyces cerevisiae, a Kluyveromyces marxianus, a Kluyveromyces lactis,
a Debaryomyces hansenii, a Yarrowia lipolytica és a Torulaspora delbrueckii fajba tudtak
sorolni.

Ezeket az eredményeket figyelembe véve az a kovetkeztetés vonhatd le, hogy az
altalam izolalt ¢lesztofajok, amelyek leggyakrabban fordultak el6 kiilonb6zo,
Magyarorszdgon gyartott tejtermékekben, hasonléak az eurdpai orszagokban vizsgalt
tejtermékekben levd élesztéfajokhoz. A magyarorszagi izolatumok kozil a Saccharomyces
cerevisiae, Candida intermedia, Cryptococcus albidus és az Issatchenkia orientalis fajok

hianyoztak.

5.3. Geotrichum candidum élesztotorzsek kariotipizalasa

A Kkariotipizalds sordn azt vizsgaltam, hogy - mivel az egyes élesztétorzseknek a
kromoszémaszama ¢€s nagysaga kiilonbozhet egymastol - ez a modszer alkalmas-e az egyik,
tejtermékekben leggyakrabban el6forduld élesztéfa; torzsei kozotti  polimorfizmus
kimutatasara. A Geotrichum candidum torzsek kariotipusdnak meghatdrozasa soran - annak
ellenére, hogy a kapott kariogramok kromoszéma savjai nem voltak elég ¢élesek -
kromoszdéma polimorfizmus volt észrevehetd egyes torzsek kozott, két izolatum bizonyult
csupan izogenikusnak.

A legnagyobb genetikai adllomannyal rendelkezd Saccharomyces cerevisiae torzseket
legtobb esetben kariotipizaldssal jol szét lehet valasztani, mivel a kromoszomamérete 230 és
2352 Kbp kozott valtozik (Dedk, 2003). A joval nagyobb - 0,6-4,5 Mb - kromoszoémaméretii
Geotrichum candidum (Gente et al, 2002) esetén ez a mddszer kevésbé bizonyult alkalmasnak
a torzsek gyors tipizalasara. Ennek az egyik oka az, hogy a kromoszomak szétvalasztasa nem
volt tokéletes, mivel a Geotrichum candidum torzsek kromoszomainak elég kicsi a
mozgékonysaga, aminek a nagy méretiik és kis méretbeli kiilonbségilik az oka. Ezenkivill a
torzsek kariotipus szerinti megkiilonboztetésénél sokszor nehézséget jelentett a modszer

lasstisdga, id6- és munkaigénye.
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5.4. A tejtermékekbdl szarmazo izolatumok azonositasa ribotipizalas segitségével

A ribotipizalas sordn kapott eredmények szerint a polimeraz lancreakcid segitségével
megsokszorozott 18S rDNS ¢és a vele szomszédos ITS1 régido Hae III és Msp I restrikcios
enzimekkel hasitdsa az ¢élesztOizolatumok faji szinten torténd azonositasara alkalmas
modszernek bizonyult.  Valamennyi referenciatorzs esetén jol értékelhetd restrikcios
mintazatot kaptam és a Hae III, valamint az Msp [ enzimekkel kapott mintdzatok
Osszevonasaval olyan molekularis adatbankot sikeriilt létrehozni, amelyben az egyes
referenciatorzsek elkiilonlilnek egymastol. A tejtermékekbdl szarmazd izolatumok
azonosithatéak voltak az adatbank segitségével, €s a kapott eredmények megerdsitették a
hagyomanyos modon tortént identifikalds eredményeit.

Mindezek igazoljadk Dlauchy és tarsai (1999) eredményeit, akik a ribotipizalast
¢lelmiszerekbdl szarmazo izoldtumok faji azonositasara sikeresen alkalmaztak. Tekintettel az
azonos fajba tartozo izolatumok altal adott azonos gélmintazatra, a kapott eredményeink
megerdsitik Petersen és Moller (2001) tapasztalatait is, akik tobbek kozott a ribotipizalast
Debaryomyces hansenii fajba tartozé izolatumok Osszehasonlitdsara probaltak hasznalni, de

tOrzsi szinten torténd azonositasra alkalmatlannak talaltak ezt a modszert.

5.5. A leggyakoribb élesztofajok torzseinek megkiilonboztetése RAPD-PCR és

microsatellite-PCR maédszerekkel

Az azonos fajokba tartozo izolatumok tovabbi vizsgalatdhoz a Random Amplified
Polimorphic (RAPD)-PCR analizist alkalmaztam, OPE 16 RAPD primer felhasznalasaval. Az
eredmények alapjan elmondhatd, hogy a kapott DNS szakaszok egyértelmil, intenziv
mintdzatokat mutatnak az agar6z gélben. A vizsgalat soran nyert ujjlenyomatok kdzott mind a
harom faj esetén megfigyelhetiink egyformakat, igy a DNS mintazatok alapjan
megszerkesztett dendogram mindharom fajnal is tobb esetben is teljes azonossagot mutat.

Az izoldtumok nagyobb mértékii megkiilonboztetése érdekében M 13 microsatellite
primer segitségével microsatellite-PCR analizist is végeztem. A kapott eredményeket és az
OPE 16 primer segitségével elvégzett RAPD-PCR eredményeit Osszevonva
megszerkesztettem mind a harom ¢lesztéfaj torzseinek dendogramjat. A Debaryomyces
hansenii élesztéfajba tartozo izolatumok Osszevont dendogramja alapjan megfigyelhetd, hogy
torzsei kozott nincsenek teljesen egyformak, ellentétben azzal, amit az OPE 16 primernél
tapasztaltam. A Geotricum candidum esetén a vizsgalt 13 torzs kozott volt ugyan 3 azonos, de

a tobbi izolatum egymassal valo hasonlosagi foka valtozd. A Yarrowia lipolytica izolatumok
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koziil azonban harom esetben is 2-2 egyformanak bizonyult. Igaz, hogy a Yarrowia lipolytica
a vizsgalt tejtermékekben a Debaryomyces hansenii és a Geotrichum candidum fajoknal joval
kisebb mértékben, minddssze 6 izolatummal képviselte magat. Ezek az eredmények arra
engednek kovetkeztetni, hogy a Magyarorszagon gyartott tejtermékekbdl izolalt
Debaryomyces hansenii és Geotrichum candidum éleszt6torzsek nagyfoku diverzitast
mutatnak. A Yarrowia lipolytica térzsek valtozatossadga ennél joval kisebb mértékii.

A kapott eredmények alapjan, ellentétben Prillinger és munkatarsai (1999) valamint
Andrighetto és munkatarsai (2000) eredményeivel, a RAPD analizist nem taldltam az
izolatumok faji szinten torténd azonositdsara alkamas modszernek az egy fajon beliili
¢lesztotorzsek ujjlenyomatanak sok esetben eléforduld kiillonbozdsége miatt. Ellenben,
tekintettel a vizsgalt fajokba tartozd torzsek legnagyobb része esetén kapott nagyfoku
diverzitasra, a RAPD analizis OPE 16-0s, és a microsatellite-PCR M13 primert hasznalva, a
tejtermékekbdl szarmazd izolatumok torzsi szinten vald megkiilonboztetésére, tipizaldsara
megfeleld modszernek tlinik.

Megfigyelhetd, hogy sok esetben az ugyanattol a gyart6tdl és ugyanabbdl a
tejterméktipusbol szarmazd torzsek kozott szamottevd a kiilonbség, ugyanakkor nagyon
sokszor kiilonbozé gyartotol, illetve kiilonbozd tejterméktipusbol szarmazoé torzsek kozott
azonossagot, vagy nagyfokt hasonlosagot tapasztaltam. fgy az a célom, hogy osszefliggést
talaljak a gyartok, a tejtermékek tipusai, valamint az izolalt €élesztétérzsek egymassal vald

hasonlosagi foka kozott, nem jart sikerrel.

5.6. Hat baromfihuisbdl szarmazé izolatum tulajdonsagainak eltérései a Yarrowia

lipolytica torzsektol

A fiziologiai tulajdonsagaikat Osszehasonlitva a leghatarozottabb kiilonbség, amely a
Yarrowia lipolytica CBS 6124 jeli torzs (Barnett et all, 2000; Kurtzman, 1998) és a hat,
baromfihtisbdl szarmazo élesztotorzs kozott az volt, hogy a Yarrowia lipolylica-val
ellentétben az utdbbiak az N-acetil-D-gliikdzamint nem volt képesek szénforrasként
hasznositani. Tovabba a vizsgalt hat éleszt6tdrzs nem igényelt vitaminok hozzdadasat a
novekedésiikhoz, mig a Yarrowia lipolytica térzsek nem, vagy csak nagyon lassan nének
vitaminok nélkiil (Barnett et al., 2000). Mas kiilonbségeket is talaltunk, amelyek azonban
elletmondésosak voltak. Példaul hdrom tanulményozott térzs hasznositja a trehalozt, a masik
harom torzs valtozd eredményt adott erre a tesztre (ismétlés esetén néhanyszor +, mig

néhanyszor — eredményt kaptunk).
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Az ureaz proba negativ volt a vizsgalt torzsek esetén, hasonldan a Yarrowia lipolytica
tipustorzséhez. Habar néhany kutato a Yarrowia lipolytica-t ureaz pozitiv fajnak tartotta, Boot
¢s Vishniac (1987) a Yarrowia lipolytica tipustorzsét uredz negativnak irtdk le és az O
eredményiiket Péter és Deak (1991) tovabbi torzsek vizsgalatival megerdsitették. Ok azt is
megallapitottak, hogy a Cristensen urea agar szinvaltozasa az altaluk vizsgélt Yarrowia
lipolytica esetén a nem specifikus ligosodasi reakcidnak tulajdonithatd, nem az ureaz
aktivitasnak.

A 18S rDNS NSI ¢és ITS 2 primerekkel torténd megsokszorozéasakor nyert fragmetek
Hae III enzimes hasitasaval kapott ujjlenyomatokat 6sszehasonlitva azok az éleszt6torzsek,
amelyek nem tudtdk az N-acetil-D-glilk6zamint szénforrasként hasznositani, egymassal
azonos, de a Yarrowia lipolytica tipustorzsétdl nagymértékben eltérd ujjlenyomatot adtak.

A NCAIM Y.01482, a NCAIM Y.01486, a NCAIM Y.01489 torzsek és a Y. lipolytica
tipustorzs 26S rDNS - ¢ének D1/D2 doménje szekvenalasaval kapott eredmények
megerdsitették, hogy ez esetben egy eddig le nem irt, a Yarrowia lipolytica-val szoros
rokonsagban 4ll6 1) ¢élesztéfajrol van sz6, amely - nevében az izolalas forrasara utalva - a

Candida galli nevet kapta (Péter et al, 2004).
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6. OSSZEFOGLALAS

A tejtermékekben a készitésiik soran nélkiilozhetetlen szerepet jatsz6 baktériumok,
elsésorban a tejsavbaktériumok mellett az élesztOk is megtalalhatok. Néhany készitmény
erjesztésében €s egyes sajtfélék készitésében jatszott hasznos szerepiik egyre inkabb ismerté
valik, nagymértékli elszaporodasuk azonban a termékek romlasat okozhatja.

Kutatomunkam célja a tejtermékekben eléforduld élesztégomba fajok és torzsek
hagyomanyos és molekuldris modszereken alapul6 identifikalésa, elkiilonitése és osztalyozasa
volt, amely soran adatokat kaptam a Magyarorszagon kereskedelmi forgalomban kaphatd
tejtermékek élesztObidtajanak Osszetételérdl, amelyrdl eddig semmi informaciéval nem
rendelkeztiink. Emellett a kidolgozott, alkalmazott modszerek koziil kivalasztottam azokat,

amelyek a jovOben rutinszerli felhasznalasra ajanlhatd, gyors és olcsdé modszerek lehetnek.

6.1. Szelektiv taptalajok osszehasonlitasa az élesztoizolatumok gyiijtéséhez

Tizenegy szelektiv taptalajt hasonlitottam Ossze élesztdizolatumok tejtermékekbdl
torténd gyiijtésére vald alkalmassaguk szempontjabol. A vizsgéalathoz az ¢lesztoket,
baktériumokat ¢€s Penicillium roquefortii penészgombat is tartalmazd marvanysajtot
valasztottam, mert az ¢lesztégombak tejtermékekbdl vald szdmlalasara €s izolalasara hasznalt
taptalajokkal szembeni kovetelmények - a baktériumok kifejlddését gatolniuk, a penészek
novekedését csokkenteniiik, az élesztdk novekedését eldsegiteniiik kell - ezzel a sajtfélével
megfeleldképpen vizsgalhatoak voltak.

A vizsgalt taptalajok ¢€lesztd telepszamait kéttényezds varianciaanalizissel (P < 0.05)
Osszehasonlitva taptalajok harom homogén csoportot alkottak (1. DG18, MES, RBC, DRBC;
2. MEP, OGGY, MOL, YGCO; 3. MEOX, YEE, MOPR), egymast atfed6 konfidencia
intervallumokkal. Statisztikai kiilonbségek csupan az elsé és a harmadik csoport kozott
mutatkoztak.

A kapott eredmények szerint az ¢élesztdgombak kiilonbozd élelmiszertipusbol torténd
izolaldsara hasznalt szelektiv téptalajok nem mindegyike ajanlhato tejtermékekbdl vald
izolalasra. A vizsgalt taptalajok koziil a MOL (molybdate), a MOPR (molybdate with calcium
propionate) €s a YGCO (yeast extract glucose chloramphenicol oligomicyn) agar nem gatolta
megfelelden a penésztelepek novekedését, a MES (malt extract agar supplemented with
sodium-chloride) ¢és a YEE (yeast extract agar with eugenol) nem akaddlyozta meg a
baktériumok kifejlédését, s6t az utdbbi sok esetben jorészt baktériumokkal teljesen fedett volt.

Az dkorepe tartalmia MEOX (malt extract agar with ox-bile) pedig egyik feltételnek sem tett
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eleget. Az RBC (rose bengal chloramphenicol), a DRBC (dichloran rose bengal
chloramphenicol), az OGGY (oxytetracycline gentamicin glucose yeast extract), a MEP (malt
extract biphenyl) és a DG18 (dichloran 18 % glycerol) agar volt a leghatékonyabb az élesztok
izolalasaban, mivel ezek mind a harom, fent emlitett kovetelménynek eleget tettek. A konnyii
kezelhetdségiikért — ami az egyik f0 szempont volt a tovabbi munkdmhoz legalkalmasabb
taptalaj kivalasztasanal — utobbiak koziil a kereskedelmi forgalomban is kaphaté RBC és

DRBC taptalajokat talaltam a legmegfelel6bbnek a vizsgalt taptalajok koziil.

6.2. A tejtermékekbdl szarmazo izolatumok azonositasa hagyomanyos médszerrel

Az  élesztéizolatumok  gyiijtése  kiilonbozd  gyartotdl  szarmazd  tobbféle
tejterméktipusbol tortént az egyik legmegfelelébbnek itélt taptalaj, a DRBC agar segitségével,
majd az azonositasukat a hagyomanyos teszteken alapuld egyszerlsitett identifikacios
rendszer (SIM) (Dedk, 1998) felhasznalasaval végeztem el.

A kapott eredmények alapjan elmondhato, hogy a hazai tejtermékekbdl mintegy 27
¢lesztofajt sikeriilt izolalnom, melyek koziil a vezetd helyen a fehérje- és zsirbontd
tulajdonsaggal rendelkezd Debaryomyces hansenii, a Geotrichum candidum és a Yarrowia
lipolytica fajok szerepeltek. Az altalam izolalt ¢lesztéfajok majdnem teljes mértékig
megegyeztek irodalomban leirt, mas eurdpai orszagok tejtemékeibdl szarmazd
¢lesztéfajokkal.

Az egyszerUsitett identifikalashoz hasznalt SIM rendszer segitségével az izolatumokat
kett6 kivételével - mivel a Candida lusitaniae és a Trichosporon inkin fajokat a rendszer
adatbazisa nem tartalmazza - a hagyomanyos identifikalashoz képest joval rovidebb id6 alatt
sikeriilt meghatarozni, ezért ez a modszer a tejtermékekbdl szdrmazd élesztdk viszonylag

gyors azonositasara alkalmas lehet.

6.3. A Geotrichum candidum torzsek dsszehasonlitasa kariotipizalassal

Az egyik, tejtermékekben leggyakrabban el6forduld élesztéfaj torzseinek
Osszehasonlitasat eldszor kariotipizalas segitségével végeztem el. A torzsek kozott csupan egy
230 oran keresztiil tartd futtatdsi program alkalmazasaval sikeriilt bizonyos foku
polimorfizmust megfigyelni, a nagyméretli kromoszoméak kicsi mozgékonysidga miatt.
Mindezek alapjan elmondhatd, hogy az elektroforézises kariotipizalas az alkalmazott futtatasi
koriilmények mellett - tekintettel a a kromoszomakat tartalmazé blokkok elkészitésének nagy

munka - ¢s idoéigényére, a hosszu futtatasi idore -, az olyan nagy kromoszémaméreti
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¢lesztéfajok, mint a Geotrichum candidum torzseinek Osszehasonlitdsara alkalmas

molekuléris gyorsmoddszerek koz¢ nem sorolhato.

6.4. A tejtermékekbdl szarmazo élesztofajok és torzsek azonositasa és

osszehasonlitasa molekularis gyorsmodszerek segitségével

6.4.1. Az izolatumok faji szintlii azonositasa ribotipizalas alkalmazasaval

A tejtermékekbdl szarmazé izoldtumok molekularis modszerrel torténd azonositasdhoz
elsé 1épésként a hagyomanyos modon torténd identifikdlasuk eredménye alapjan kapott
¢élesztéfajok referenciatdrzsek ribotipizalasat végeztem el. A modszer soran az éleszték 18S
rDNS-ét és az azzal hataros ITSI1 részeit sokszoroztam meg NS1 és ITS2 primerek
felhasznéalasaval, majd a kapott DNS szakaszokat Hae III és Msp I restrikcios
endonukledzokkal hasitottam. Az igy nyert fragmentek elektroforetikus elvalasztasaval kapott
gélmintazatok kiilonb6z0 fajok esetén eltértek egymastol, amelyek alapjan Molecular
Analysist szamitogépes gélkiértékeld6 program segitségével megszerkesztettem a
referenciatorzsek  molekuldris  dendogramjat. Az  izolatumok ribotipizalasat a
referenciatorzsekkel megegyez6 modon végeztem el, majd az emlitett program
alkalmazasaval a molekuldris dendogramba illesztettem ezeket. A kapott eredmények a
hagyomanyos modon térténd azonositas soran nyert eredményeket megerdsitették.

Mivel a kidolgozott adatbazis a Magyarorszdgon gyartott tejtermékekben
leggyakrabban el6forduld élesztéfajokat tartalmazza, ezért barmennyi izoldtum azonositasara
ehhez hasonld6 modon alkalmazhatd. A modszer gyorsan és viszonylag olcson kivitelezhetd,
ezért a tejtermékekbdl szarmazé izoldtumok rutinszerii, gyors identifikalasara alkalmas lehet,

szemben a hosszadalmas tenyésztéses eljarasokkal.

6.4.1. Az izolatumok torzsi szintii ossehasonlitasa RAPD-PCR és microsatellite-

PCR segitségével

A tovabbi vizsgalataim sordn a szintén polimerdz lancreakci6 alapu Random
Amplified Polymorphic DNA (RAPD)-PCR ¢és a microsatellite-PCR modszereket hasznéltam,
kétfele céllal. Az egyik olyan primerek keresése volt, amelyek segitségével a magyarorszagi
tejtermékekben leggyakrabban eléforduld Debaryomyces hansenii, Geotrichum candidum és
Yarrowia lipolytica élesztéfajokba tartozd izolatumok torzseit meg lehet egymastol

kiilonboztetni. A masik célom az ezekbe a fajokba tartozé élesztotorzsek rokonsagi fokanak a
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jellemzése volt a RAPD-PCR és a microsatellite-PCR analizis soran kapott eredmények
alapjan elkészitett dendogramok segitségével.

A vizsgélataim soran az OPE 16 random - és az M 13 microsatellite primert talaltam
erre megfelelonek, mivel segitségiikkel a legtobb esetben megfeleld szétvalasztast tudtam
elérni a vizsgalt torzsek kozott.

Az OPE 16 primerrel és az M 13 primerrel elvégzett RAPD-PCR ¢és microsatellite-
PCR analizis eredményeinek dsszevonasaval kapott dendogramok alapjan mind a harom faj
torzseinél bebizonyosodott, hogy ebben az esetben nagyobb diverzitas figyelhetd meg egy-
egy faj torzsei kozott, mint amikor csak az OPE 16 primerrel vizsgaltam azokat. A
Debaryomyces hansenii faj esetén azonos torzsek nem is voltak. A Geotrichum candidum
torzsekbdl 2-2 torzs volt azonos, a tobbi izoldtum egymdastdl vald hasonlosagi szintje
kiilonb6z6é mértékii volt. A Yarrowia lipolytica térzsek diverzitasa ennél kisebb mértéki volt,
de Osszehasonlitva az OPE 16 primerrel végzett RAPD analizis eredményeivel, ebben az
esetben is a torzsek nagyobb mértékben kiillonbdztek egymastol.

A kapott eredmények alapjan a RAPD-PCR ¢és a microsatellite-PCR analizist a
tejtermékekbdl izolalt torzsek elvalasztasara alkalmas moédszernek bizonyult, az egy fajon

beliili mintazat valtozatossaga miatt azonban fajszintli azonositasra nem ajanlhato.

6.4.2. A Yarrowia lipolytica torzsek osszehasonlitisa baromfihusbdl szarmazo

izolatumokkal

Hazai tejtermékekben az egyik leggyakoribb élesztéfajnak a Yarrowia lipolytica
bizonyult. Ennek a tOrzseit egy masik ¢élelmiszertipusbol (baromfihusbol) szarmazéd
izolatumokkal hasonlitottam 6ssze molekularis vizsgalatokkal. Ehhez eldszor a ribotipizalast
alkalmaztam. A kilenc, baromfihtisbol szarmazo6 izolatum koziil - varatlanul - hat esetén a
Hae III enzimmel valé hasitds utan kapott ujjlenyomat eltért a tobbi izolatum és a
referenciatorzs ujjlenyomatatol. Az izolatumokat tovabb vizsgdlva, a fizioldgiai
tulajdonsagaikban is egyértelmii kiilonbségek mutatkoztak: a hat torzs a tobbivel ellentétben
nem hasznositotta az N-acetil-gliikdzamint, valamint a ndvekedéséhez nem igényelte
vitaminok hozzaadasat. A NCAIM Y01482, NCAIM Y01486, NCAIM Y01489 jelt torzsek
¢s a Yarrowia lipolytica NCAIM Y00591 tipustorzs 26S rDNS-ének D1/D2 doménjét
megszekvendltatva a koztik 1évé genetikai kiilonbséget megerdsitettiik. A kapott
szekvencidkat a GenBank adatbazisban helyeztiik el, az izoldtumokat a Candida galli néven

4j fajként irtuk le (Péter, 2004).
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6.5. A vizsgalatok jelentosége

Hazai tejtermékek korében ilyen részletes, molekularis mélységii vizsgéalatokra
korabban nem kertilt sor. Eredményeim igazoltak, hogy az ¢élesztégombdk a hazai tejtermékek
mikrobiotajaban rendszeresen megtalalhatok. Kozremiikddésiik néhany tejtermékféle, példaul
a kefir és néhany lagy sajtféle elkészitésénél nélkiilozhetetlen, a gazdasagi hasznuk mellett
azonban a tejtermékek romlasaval okozott kar is jelentékeny lehet.

A tejtermékek higiéniai és mikrobiologiai kovetelményeit illetden az élesztészam
nincs rendeletben ¢és jogszabalyban meghatdrozva, az altaluk okozott romlés
megakadalyozasa, illetve késleltetése miatt azonban sziikségesnek latom a tejfeldolgozd
lizemekben a termékek mikrobiologiai mindségének ilizemi belsd ellendrzését az élesztk
vonatkozéséaban is elvégezni.

Ezért az élesztok tejtermékekbdl torténd izolalasara legalkalmasabbnak talalt szelektiv
taptalajok, a Magyarorszagon gyartott tejtermékek élesztobiotajanak Osszetételérdl kapott
adatok, a tejtermékekbdl szarmazd izoldtumok faji- és torzsi szintli azonositasara ajanlott
hagyoméanyos ¢és molekuldris modszerek nemcsak az alapkutatdsban, hanem a tejpari

mindség-ellendrzés sordn is hasznosithatoak lehetnek a jovében.
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7. SUMMARY

Besides bacteria, in particular lactic acid bacteria which play an essential role in the
production of dairy products, yeasts can be regularly found within their microbiota.
Information is increasing on the important role of yeast in the preparation of some fermented
products and in the ripening of certain cheeses, and also on the spoilage of dairy products, that
may be caused by their excessive growth.

My research was inspired by the complete lack of information on yeasts in Hungarian
dairy products. Hence, my aim was to identify, differentiate and classify the yeasts species
and strains by using traditional and molecular methods in order to obtain data about the
composition of yeast biota of dairy products available in the Hungarian market. In addition,
effective rapid and cheap methods were selected with the aim of making them available for

routine use in dairy industrial practice.

7.1. Comparison of selective media for the isolation of yeasts

Eleven selective media were compared for the purpose of isolation of yeasts from
dairy products. Media should meet the requirements to permit the recovery of all kinds of
yeasts while inhibiting bacterial growth and reducing fungal spreading. The fulfilment of
these requirement could be investigated comprehensively by testing samples of a Roquefort-
type cheese containing both yeasts and bacteria as well as the mould Penicillium roquefortii.

The total counts obtained on different media were subjected to two-factorial analysis
of variance, and statistically significant differences (P< 0.05) were found between them. All
media except one could be divided into three homogenous groups with overlapping
confidence intervals. YEE agar containing eugenol was a clear outlier in that it gave
significantly higher counts due to the growth of bacteria.

According to the results, not every one of the mycological media tested can be
recomended for use to isolate yeasts from dairy products. The development of moulds was not
suppressed satisfactorily on MOL (molybdate), MOPR (molybdate with calcium propionate)
and YGCO (yeast extract glucose chloramphenicol oligomycin) media. As to the inhibition of
bacteria, MES (malt extract agar supplemented with 4 % NaCl) and YEE (yeast extract
eugenol) proved to be inefficient, moreover the latter in some cases was mostly covered by
bacteria. MEOX (malt extract agar with ox-bile) medium failed to meet both requirements.
RBC (rose bengal chloramphenicol), DRBC (dichloran rose bengal chloramphenicol), OGGY
(oxytetracycline gentamicin glucose yeast extract), MEP (malt extract biphenyl) and DG18
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(dichloran 18 % glycerol) media proved to be the most efficient for the isolation of yeasts, as
they fulfilled all three requirements mentioned above. For convenience of use, commercially
available media such as RBC and DRBC were scored the most suitable for isolation of yeasts

from dairy products.

7.2. 1dentification of yeasts originating from dairy products based on traditional

tests

For the purpose of isolation of yeast, samples from various commercial dairy products
produced in different factories were plated on one of the most convenient media, DRBC agar.
Identification was performed by using the simplified identification method (SIM) (Dedk,
1998) based on traditional tests.

The isolates collected from Hungarian dairy products were assigned to 26 species. The
most frequent isolates were Debaryomyces hansenii, Geotrichum candidum and Yarrowia
lipolytica species possessing lipolytic and proteolytic properties. The yeasts composition was
almost completely similar to yeast populations of dairy products produced in other European
countries.

Identification of the isolates using SIM was achived more rapidly than with traditional
methods, with the exception of the species Candida lusitaniae and Trichosporon inkin, which
are not included in the database of SIM. Nevertheless, this method can be convenient for the

relatively rapid identification of yeasts originating from dairy products.

7.3. Comparison of Geotrichum candidum strains by karyotyping

Strains of this yeast, one of the species most frenqvently occuring in dairy products,
were compared first by karyotyping. A certain degree of polymorphism of strains was
observed only when an electrophoresis program lasting for 230 hours was used, because of
the weak mobility of huge chromosomes. For this reason karyotyping cannot be
recommended as an easy rapid method for comparison of yeasts strains with large-sized

chromosomes like those of Geotrichum candidum.
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7.4. Rapid molecular methods used for the identification and comparison of

yeasts species and strains occuring in dairy products

7.4.1. Species level identification of isolates by ribotyping

For the purpose of identification of isolates occuring in dairy products first the
ribotyping of the reference strains was performed which were identified previously according
to the results of SIM.  For the amplification of 18S rDNA with the neighbouring ITS1 region
NS1 and ITS2 primer pair was used, and the products were digested with Hae III and Msp 1
restriction endonucleases. Digestion patterns obtained by the electrophoretic separation of
restriction fragments were different in various species. The dendogram of reference strains
was composed using Molecular Analysis softver. Ribotyping of he isolates was made on the
same way and data were included into to the molecular dendogram of reference strains using
same softver. The results obtained by the simplified identification were confirmed on the
basis of the data of ribotyping.

As the database contains the most frequent yeasts species isolated from Hungarian
dairy products, it can be used for the identification of additional isolates. Considering the
rapid and relatively cheap performance of this method, it can be useful for routine, rapid
identification of yeasts occuring in dairy products as compared to the lenghty traditional

method.

7.4.2. Comparison of isolates at strain-level using RAPD-PCR and microsatellite-

PCR

In the course of further investigations, Random Amplified Polymorphic DNA-PCR
(RAPD) and microsatellite-PCR was used. One of purposes was to find primers, which can be
used for the strain-level differentation of the species isolated most frequently in Hungarian
dairy products, i. e. Debaryomyces hansenii, Geotrichum candidum and Yarrowia lypolytica.
The other aim was to determine the degree of relationship among the isolates belonging to
these species, based on the results of RAPD- and microsatellite-PCR.

The random OPE 16 primer and microsatellite M 13 proved to be appropriate for the
discrimination of the isolates in most cases.

According to the phylogenetic analysis using the summarized results of RAPD and
microsatellite-PCR with primers OPE 16 and M 13, it turned out that a larger degree of

diversity could be observed than using only OPE 16. In the case of Debaryomyces hansenii no
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similar strains were detected. Among Geotrichum candidum strains, two pairs of strains were
found to be similar whereas the degree of similarity among the others varied. The diversity of
Yarrowia lipolytica strains was smaller, but even in this case RAPD and microsatellite-PCR
analysis using both primer produced larger differences than OPE 16 primer alone.

From these results it can be concluded that RAPD and microsatellite-PCR analysis is
an efficient method for the differentiation of yeast strains isolated from dairy products, but it
can not be recomended for the identification at species level because of the variation of

patterns observed within the same species.

7.4.3 Comparison of Yarrowia lipolytica strains to isolates originating from

poultry

Yarrowia lipolytica proved to be one of the most frequent yeast species in Hungarian
dairy products. Its strains were compared using molecular methods to isolates originated from
an other type of food (poultry). First, they were studied by ribotyping. Patterns obtained after
digestion using Hae III restriction endonuclease, six isolates out of nine were different from
the rest of isolates and the reference strain of Yarrowia lipolytica. Further examination
showed clear-cut differences also in their physiological properties: six strains in contrast to
the others were not able to assimilate N-acetyl-glucoseamin, and did not require external
vitamins for growth. The genetic differences between the group of the six strains and the type
strain of Yarrowia lipolytica  were confirmed by sequencing the D1/D2 domain of 26S
rDNA. Sequences of the strains NCAIM Y01482, NCAIM Y01486 and NCAIM Y01489
differed from the type stain of Yarrowia lipolytica NCAIM Y00591. DNA sequences of this
hitherto unknown yeasts were submitted to the GenBank, and the new species, represented by

these six strains was described as Candida galli.

7.5. The significance of investigations

Until now, no detailed and thorough molecular investigations have been made on
yeasts of Hungarian dairy products. It was demonstrated by the results obtained, that yeasts
regulary occured in the microbiota of Hungarian dairy products. Their contribution is essential
in the production of certain dairy products, resulting in economic profit but on the other hand
the loss caused by spoiling of dairy products can be considerable.

However regarding the hygienic and microbiological requirements of dairy products,

the yeasts count is not regulated by orders and lows, in order to prevent or postpone the
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spoilage caused by them, it seems to be necessary to expand the private control of the
microbiological quality of products to yeasts in dairy factories.

This underlines the importance of microbiological testing and the methodological
studies presented here. By the comparison of selective media, the most suitable one has been
recomended for isolation of yeasts from dairy products. Data were obtained about the
composition of yeast biota in Hungarian dairy products. The traditional and molecular
methods were used and recomended for identification of yeasts isolated from dairy products.
They can be differentiated on both species and strain level. All these results can be useful not
only for the basic research, but also for the quality control in dairy factories, and for the

assesment of spoilage risk caused by yeasts.

103



8. IRODALOMJEGYZEK

Andrighetto, C., Psomas, E., Tzatenakis, N., Suzzi, G. and Lombardi, A. (2000):
Randomly amplified polymorphic DNA (RAPD) PCR for the identification of yeasts isolated
from dairy products. Letters in Applied Microbiology 30, pp. 5-9

Asakura, K., Iwaguchi, S.I., Homma, M., Sukai, T., Higashide, K. and Tanaka, K.
(1991): Electrophoretic karyotypes of clinically isolated yeasts of Candida albicans and
Candida glabrata. Journal of General Microbiology 137, pp. 2531-2538

Baleiras Couto, M.M., Van der Vossen, J.M.B.M., Hofstra, H. and Huis in't Veld, J.H.J.
(1994): RAPD analysis: a rapid technique for differentation of spoilage yeasts. International
Journal of Food Microbiology 24, pp. 249-260

Baleiras Couto, M.M., Vogels J.T.W.E, Hofstra, H., Huis in't Veld, J.H.J. and van der
Vossen, J.M.B.M (1995): Random amplified polymorphic DNA and restriction enzyme
analysis of PCR amplified rDNA in taxonomy: two identification techniques for food-borne

yeasts. Journal of Applied Bacteriology 79, pp. 525-535

Barioller, C. and Smidth, J.L. (1990): Contribution a I'¢tude de l'originedes levures du
fromage de Camembert. Le Lait, 70, pp. 67-84

Barnett, J.A., Payne, R'W. and Yarrow, D. (2000): Yeasts: Characteristics and

identification. 3" ed. Cambrige Univ. Press, Cambrige

Beckers, H.J., De Boer, E., Dijkman, K.E., Hartog, B.J.,Van Kooij, J.A., Kuik, D., Mol,
N., Nooitgedagt, A.J., Northolt, M.D. and Samson, R. (1986): Comparison of various
media for enumeration of yeasts and molds in food. —in:King, A.D,Jr, Pitt, J.I, Beuchat,
L.R. and Corry, J.E.L. (Eds) Methods for the mycological examination of food. Plenum,
New York, pp.66-76

Berger, C., Khan, J.A., Molimard, P., Martin, N. and Spinnler, H.E. (1999): Production

of sulfur flavors by ten strains of Geotrichum candidum. Applied Enviromental Microbiology,

65, pp. 5510-5514

104



Besancon, X., Smet, C., Chabalier, C., Rimevale, M., Reverbel, J., P., Ratomahenina, R.
and Galzy, P. (1992): Study on surface yeast flora of Roquefort cheese. International Journal
of Food Microbiology, 17, pp. 9-18

Beuchat, L.R. (1993): Selective media for detecting and enumerating bood borne yeasts.

International Journal of Food Microbiology, 19, pp. 1-14

Beuchat, L.R. (1998): Progress in conventional methods for detection and enumeration of

foodborne yeasts. Food Technology and Biotechology 36, pp. 267-272

Boer, E. and Beumer. R. J. (1999): Methodology for detection and typing of foodborne
microorganisms. International Journal of Food Microbiology 50, pp. 119-130

Bostock, A., Khattak, M.N., Matthews, R. and Burnie, J. (1993): Comparison of PCR
fingerprinting, by random amplification of polymorphic DNA, with other molecular typing
methods for Candida albicans. Journal of General Microbiology 139, pp. 2179-2184

Booth, J.L. and Vishniac, H.S.(1987): Urease testing and yeast taxonomy. Canadian
Journal of Microbiology 33, pp. 396-404

Cappa, F. and Coconcelli, P.S. (2001): Identification of fungi from dairy products by means
of 18S rRNA analysis. International Journal of Food Microbiology 69, pp. 157-160

Carle, G. F. and Olson, M.V. (1985): An electrophoretic karyotype for yeasts. Proceedings
of the National Academy of Sciences of the USA 82, pp. 3756-3760

Caruso, M., Capece, A., Salzano., G. and Romano, P. (2002): Typing of Saccharomyces
cerevisiae and Kloeckera apiculata strains from Aglianico wine. Letters in Applied

Microbiology 34, pp. 323-328

Deak, T. (1991): Foodborne yeasts. Advanced Applied Microbiology, 36, pp. 179-278

Dedk, T. (1992): Media for enumerating spoilage yeasts- a collaborating study — in:Samson,.
R.A., Hocking, A.D., Pitt, J.I and King, A.J.Jr (Eds) Modern methods in Food Micology.
Elsevier, Amsterdam, pp. 31-38

105



Deak, T., Beuchat, L.R., Guerzoni, M.R., Lillie, A., Rohm, P.H., Schniirer, F., Tabajdi,
P.V. and Westhphal, S. (1998): Collaborative study on media for enumeration of yeasts in
foods. International Journal of Food Microbiology 43, pp. 91-95

Deak, T. (1995): Methods for the rapid detection and identification of yeasts in foods. Trends
in Food Science and Technology 6, pp. 287-292

Deik, T. (1998): Elesztdgombak. Mez6égazdasagi Szaktudas Kiadé, Budapest

Deik, T. (2003): A huméangenom-szekvencia és az élelmiszer-mikrobiologia. Elelmezési ipar

10, pp. 294-300

Deak, T. and Beuchat, L. R. (1987): Identification of foodborne yeasts. International
Journal of Food Protection 50, pp. 243-264

Deak, T. and Beuchat, L.R. (1993):Comparison of the SIM, API 20C and ID 32 systems for
identification of yeasts isolated from fruit juice concentrates and beverages. Journal of Food

Protection 50, pp. 585-592

Deak, T., Chen, J. and Beuchat, L.R. (2000): Molecular characterization of Yarrowia
lypolytica and Candida zeylanoides isolated from poultry. Applied and Enviromental
Microbiology 66, pp. 4340-4344

Dedak, T. and Beuchat, L. R. (1996): Handbook of food spoilage yeasts. CRC Press, Boca
Raton, USA

Demarigny, Y., Berger, C., Desmasures, N., Gueguen, M. and Spinnler, H.E. (2000):
Flavour sulphides are produced from methionine by two different path by Geotrichum

candidum. Journal of Dairy Research 67, pp. 371-380

Devoyod, J.J. (1990): Yeasts in cheese-making.-in: Spencer, J.F.T. and Spencer, D.M.
(Eds) Yeasts Technology. Springer-Verlag, Helderberg, pp. 229-240

106



Dlauchy, D., Tornay-Lehoczki, J. and Péter, G. (1999): Restriction enzyme analysis of
PCR amplified rDNA as a taxonomic tool in yeast identification. Systematic and Applied
Microbiology 22, pp. 445-453

Eliskases-Lechner, F. and Prillinger, H. (1996): Inhibition of mould growth by oligomycin
during quantitative analysis of yeasts. J. Dairy Research 63, pp. 483-488

Fell, J.W., Boekhout, T., Fonseca, A., Scorzetti, G. and Statzell-Tallman, A. (2000):
Biodiversity and systematics of basidiomycetous yeasts as determined by large subunit rDNA

D1/D2 domain sequence analysis. International Journal of Systematic and Evolutionary

Microbiology 50, pp. 1351-1371

Fernandez-Espinar, M.T., Lopez, V., Ramoén, D., Bartra, E. and Querol, A. (2001): Study
of the authenticity of commercial wine yeast strains by molecular techniques. International

Journal of Food Microbiology 70, pp. 1-10

Fleet, G.H. (1990): Food spoilage yeasts. In: Yeast Technology (Spencer, J.F.T.-Spencer,
D.M., eds.). Spinger Verlag, Berlin pp. 124-166

Fleet, G.H. (1992): Spoilage yeasts. Crit. Rev. Biotechnol. 12. pp. 1-44

Fleet, G.H. and Mian, M.A. (1987): The occurance and growth of yeasts in dairy products.
International Journal of Food Microbiology, 4, pp. 145-155

Gente, S., Desmasures, N., Panoff J.M. and Guéguen, M. (2000): Genetic diversity among
Geotrichum candidum strains from various substrates studied using RAM and RAPD-PCR.
Journal of Applied Microbiology 92, pp. 491-501

Gente, S., Desmasures, N., Jacopin, C., Plessis, G., Beliard, M., Panoff, J.M. and
Guéguen, M. (2002): Intra-species chromosome-lenght polymirphism in Geotrichum
candidum revealed by pulsed field gel electrophoresis. International Journal of Food

Microbiology 76, pp. 127-134

107



Guého, E., Smith, M.Th. and de Hoog, G.S. (1998): Trichosporon Behrend In: Kurtzman,
C.P. and Fell, JW.: The Yeasts: A Taxonomic Study 4™ ed. Elsevier Science Publ.,
Amsterdam, pp. 854-872

Hoog, G.S., Smith, M.Th. and Guédo, E. (1998): Geotrichum Link: Fries In: Kurtzman,
C.P. and Fell, JJW.: The Yeasts: A Taxonomic Study 4™ ed. Elsevier Science Publ.,
Amsterdam, pp. 574-579

Heard, G. M. and Fleet, G. H. (1990): A convenient microtitre tray procedure for yeast
identification. Journal of Appled Bacteriology 68, pp. 447-451

Hoffman, C.S., Winston, F., (1987): A ten-minute DNA preparation from yeast efficiently

releases autonomous plasmids for transformation of Escherichia coli. Gene 57, pp. 267-272

Innis, M.A. and Gelfand, D.H. (1990): PCR protocols: A guide to methods and applications.

Academic Press, Inc., San Diego, California

Ismail, S.A.S, Deak, T., Abd El-Rahman, H.A., Yassien, M.A.M. and Beuchat, L.R.
(2000): Presence and changes in populations of yeasts on raw and processed poultry products
stored at refrigeration temperature. [International Journal of Food Microbiology 62,

pp. 113-121

Jakobsen, M. and Narvhus, J. (1996): Yeasts and their possible beneficial and negative
effects on the quality of dairy products. International Dairy Journal 6, pp. 755-768

Johston, J. R., Contopoulou, C. R., Mortimer, R. K. (1988): Kariotyping of yeasts strains
of several genera by Field Inversion Gel Electrophoresis. Yeasts 4, pp. 191-198

Kim, J., Marshall, M.R. and Wei, C.H. (1995): Antibacterial activity of some essential oil
components against five foodborne pathogens. J. Agrical. Fd Chem., 43, pp. 2839-2845

King, A.D.Jr, Hocking, A.D. and Pitt, J.I. (1979): Dicloran-Rose bengal medium for

enumeration and isolation of molds from foods. Applied and Enviromental Microbiology, 37,

pp- 959-964

108



King, A.D., Pitt, J.I., Beuchat, L.R. and Corry, J.L.E. (1986): Methods for the mycological

examination of foods. Plenum Press, New York, pp. 1-315

Kracher, S.J. (1995): Molecular Biology a Project Approach, pp.215-227. San Diego, USA:

Academic Press, Inc.

Kurtzman, C. P. (1984): Synonymy of the yeast genera Hansenula and Pichia demonstrated
through comparison of dezoxiribonucleic acid relatedness. Antonie van Leeuwenhoek 63,

pp. 165-172

Kurtzman, C.P. (1998): Yarrowia van der Walt and von Arx. In: Kurtzman, C.P.and Fell,
J.W. (eds) The Yeasts: A Taxonomic Study 4™ ed. Elsevier Science Publ., Amsterdam, pp.
420-421

Kurtzman, C.P., and Blanz, P.A. (1998): Ribosomal RNA/DNA sequence comparisons for
assesing phylogenetic relationships. In: The Yeast, a Taxonomic Study (C.P. Kurtzman- J.W.
Fell, eds) 4" ed., pp.69-75. Elsevier, Amsterdam

Kurtzman, C.P. and Robnett, C.J. (1998):Identification and Phylogeny of Ascomycetous
Yeasts from Anallysis of Nuclear Large Subunit (26 S) Ribosomal DNA Partial Sequences.
Antonie van Leewenhoek 73, pp. 331-371

Lachance, M.A. (1998): Kluyveromyces van der Walt emend. van der Walt In: Kurtzman,
C.P. and Fell, J.W.: The Yeasts: A Taxonomic Study 4™ ed. Elsevier Science Publ.,
Amsterdam, pp. 227-247

Lavallée, F., Salvas, Y., Lamy, S., Thomas, D.Y., Degrée, R. and Dulau, L. (1994): PCR
and DNA fingerprinting used as a quality control in the production of wine yeast strains.

American Journal of Enology and Viticulture 45, pp. 86-91
Marquina, D., Peres, C., Caldas, F.V., Marques, J.F., Peinardo, J.M. and Spencer-

Martins, I. (1992): Characterization of the yeast population in olive brines. Letters in Applied
Microbiology 14, pp. 279-283

109



Martinez, P. Codon, A.C., Pérez, L. and Benitez, T. (1995): Physiological and molecular
characterization of flor yeasts: polymorphism of flor yeast population. Yeast 11, pp. 1399-
1411

Meaden, P. (1990): DNA fingerprinting of bewer's yeast: current perspective. Journal of the
Institute of Brewing 96, pp. 195-200

Moleyar, V. and Narasimham, P. (1992): Antibacterial activity of essential oil components.

International Journal of Food Microbiology. 16, pp. 337-342

Nakase, T., Suzuki, M., Phaff, H.J. and Kurtzman, C.P. (1998): Debaryomyces Lodder
and Kreger-van Rij Nom. Cons. In: Kurtzman, C.P. and Fell, J.W. : The Yeasts: A Taxonomic
Study 4™ ed. Elsevier Science Publ., Amsterdam, pp. 157-173

Naumov, G., Naumova, E. and Gaillardin, C. (1993): Genetic and karyotypic identification
of wine Saccharomyces bayanus yeasts isolated in France and in Italy. Systematic and

Applied Microbiology 16, pp. 274-279

Pearson, B.M. and McKee, R.A. (1992): Rapid identification of Saccharomyces cerevisiae,
Zygosaccharomyces balii and Zygosaccharomyces rouxii. International Journal of Food

Microbiology 16, pp. 533-542

Péter, G. and Deak, T. (1991): On the false positive urease activity of Yarrowia lipolytica.
Antonie van Leeuwenhoek 60, pp. 55-59

Péter, G., Dlauchy, D., Vasdinyei, R., Tornai-Lehocki, J. and Deak, T. (2004): Candida

galli sp. nov., a new yeast from poultry. Antonie van Leeuwenhoek (in press)

Petersen, K.M., Mogller, P.L. (2001): DNA typing methods for differentation of
Debaryomyces hansenii strains and other yeasts related to surface ripened cheeses.

International Journal of Food Microbiology 69, pp. 11-24

Praphailong, W., Van Gestel, M., Fleet, G.H. and Heard, G.M. (1997): Evaluation of the
Biolog system for the identification of food and beverage yeasts. Letters in Applied
Microbiology 24, pp. 455-459

110



Prillinger, H., Molnar, O., Eliskases-Lechner, F. and Lopandic, K. (1999): Phenotypic

and genotypic identification of yeasts from cheese. Antonie van Leeuwenhoek 75, pp. 267-283

Querol, A., Barrio, E. and Ramon, D. (1994): Population dynamics of natural
Saccharomyces strains during wine fermentation. International Journal of Food Microbiology

21, pp. 315-323

Querol, A., and Ramon, D. (1996): The application of molecular techniques in wine

microbiology. Trends in Food Science and Technology 7, pp. 73-78

Rale , V.B. and Vakil, J.R. (1984): A note on an improved molybdate agar for the selective
isolation of yeasts from tropical fruits. Journal of Applied Bacteriology, 56, pp. 409-413

Rohm, H., Eliskases-Lechner, F and Briuer, M. (1992): Diversity of yeasts in selected
dairy products. Journal of Applied Bacteriology, 28, pp. 370-376

Rohm, H. and Lechner, F. (1990): Evaluation and reliability of a simplified method for
identification of food-borne yeasts. Aplied and Enviromental Microbiology 56, pp. 1290-1295

Romano, A., Casaregola., Torre, P. and Gaillardin, C. (1996): Use RAPD and
mitochondrial DNA RFLP for typing of Candida zeylanoides and Debaryomyces hansenii
yeast strains isolated from cheese. Systematic and Applied Microbiology 19, pp. 255-264

Roostita, R. and Fleet, G.H. (1996): The occurence and growth of yeasts in Camembert an
Blue-veined cheeses. International Journal of Food Microbiology 28, pp. 393-404

Schwartz, D. C. and Cantor, C. R. (1984): Separation of yeast chromosome-sized DNAs by
pulsed field gradient gel electrophoresis. Cell 37, pp. 67-75

Sor, F. and Fukuhara, H. (1989): Analysis of chromosomal DNA patterns of the genus
Kluyveromyces. Yeast S, pp. 1-10

Tempel, T. and Jakobsen (1998): Yeasts associated with Danablu. Int. Dairy Journal 8,
pp. 25-31

111



Tornai-Lehoczki, J. and Dlauchy, D. (1996): An opportunity to distinguish species of
Saccharomyces sensu stricto by electrophoretic separation of the larger chromosomes. Letters

in Applied Microbiology 23, pp. 227-230

Tornai-Lehoczki, J. and Dlauchy, D. (2000): Delimination of brewing yeast strains using

different molecular techniques. Internatonal Journal of Food Microbiology 62, pp. 37-45

Vaughan-Martini, A., Martini, A. and Cardinali, G. (1993): Electrophoretic karyotiping as

a taxonomic tool in the genus Saccharomyces. Antonie van Leeuwenhoek 63, pp. 145-156

Vazquez, B.L., Fente, C., Franco, C.M., Vazquez., M.J. and Cepeda, A. (2001): Inhibitory
effects of eugenol and thymol on Penicillium citrinum strains in culture media and cheese.

International Journal of Food Microbiology, 67, pp. 157-163

Versavaud, A., Hallet, J. N. (1995): Pulsed-field Gel electrophoresis combined with rare-
cutting endonucleases for strain differentation of Candida famata, Kloeckera apiculata and
Schizosaccharomyces pombe with chromosome number and size estimation of the two

former. Systematic and Applied Microbiology 18. pp. 303-309

Vezinhet, F., Blodin, B. and Hallet, J. N. (1990): Chromosomal DNA patterns and
mitochondrial DNA polymorphism as tools for identification for enological strains of

Saccharomyces cerevisiae. Applied Microbiology and Biotechology 32, pp. 568-571
Vilgays, R., and Hester, M. (1990): Rapid genetic identification and mapping of
enzymatically amplified ribosomal DNA from several Cryptococcus species. Journal of

Bacteriology 172, pp. 4238-4246

Viljoen, J.J. and Greyling, T. (1995): Yeasts associated with Cheddar and Gouda making.
International Journal of Food Microbiology 28, pp. 79-88

Welthagen, J:J: and Viljoen B.C. (1997): Comparison of ten media fot the enumeration of
yeast in dairy products. Food Researche International, 30, pp. 207-211

112



White, T.J., Bruns, T., Lee, S. and Taylor, J. (1990): Amplification and direct sequencing
of fungal ribosomal RNA genes for phylogenetics. In: Innis, N. Gelgand, D., Snisky, J. and
White, T (eds) PCR protocols: A Guide to Methods and Applications. Academic Press, Inc.,
New York, pp. 315-322

Williams, J.G.K., Kubelik, A.R., Livak, K.J., Rafalski, J.A. and Tigney, S.V. (1990):
DNA polymorphisms amplified by arbitrary primers are useful as genetic markers. Nucleic

Acids Research 18, pp. 6531-6536

Yarrow, D. (1998): Methods for the isolation, maintenance and identification of yeasts. In:
Kurtzman, C.P. and Fell, J.W. (eds) The Yeasts: A Taxonomic Study 4th *d Elsevier Science
Publ., Amsterdam, pp. 77-100

Jogszabalyok és rendeletek:

1/2003. (1. 8.) Foldmiivelési és Vidékfejlesztési Minisztérium ¢és Egészségiigyi, Szocialis és
Csaladiigyi Minisztérium egyiittes rendelete, 1. szamt melléklet: A hokezelt fogyasztoi tej és

a tej alapu termékek eldallitdsanak és mindségének élelmiszer-higiéniai kdvetelményei

Magyar Elelmiszerkonyv, 2-51 iranyelv, Tej és tejtermékek: TermelSi nyerstej, azonositd

szam: ME 2-51/1. pp.: 12-16

113



9. PUBLIKACIOS LISTA

Szakcikkek:

Vasdinyei, R., Simonics, T., Mészaros, L., and Deak, T. (2003): Comparison of different
media for isolation and enumeration of yeasts occuring in blue veined cheese.

Acta Alimentaria 32. pp. 205-212

Vasdinyei, R. and Deak, T. (2003): Characterization of yeasts isolates originating from
Hungarian dairy products using traditional and molecular identification techniques.

International Journal of Food Microbiology 86. pp. 123-130

Wade, W.N., Vasdinyei, R., Dedk, T. and Beuchat, L.R. (2003): Proteolytic yeasts isolated
from raw, ripe tomatoes and metabolic assotiation of Geotrichum candidum with Salmonella.

International Journal of Food Microbiology 86. pp. 101-110

Péter, G., Dlauchy, D., Vasdinyei, R., Tornai-Lehocki, J. and Deak, T. (2004): Candida
galli sp. nov., a new yeast from poultry. Antonie van Leeuwenhoek 86. pp. 105-110

Viljoen, B.C., Knox, A., Beuchat, L.R., Deak, T., Malfeito-Ferreira, M., Hansen, T.K.,
Hugo, A., Jakobsen, M., Loureiro, V., Lourens-Hatting, A. and Vasdinyei, R. (2004): An
interlaboratory evaluation of selective media for the detection and enumeration of yeasts from

blue-veined cheese. International Journal of Food Microbiology 94. pp. 9-14

Poszterek, eloadasok:

Vasdinyei, R. és Deak, T. (2001): Hazai tejtermékekben eléforduld €lesztégombak. Magyar
Mikrobiologiai Tarsasag 2001. évi Jubileumi Nagygytlése, Balatonfiired. Abstr. pp. 171

Vasdinyei, R. and Deak, T. (2002): Yeasts occuring in Hungarian dairy products. Second

Hungarian Conference of Mycology, Szeged, Hungary. Abstrsact in: Acta Microbiologica et
Immunologica Hungarica 49. pp. 421-422

114



Vasdinyei, R. and Deak, T. (2002): Yeasts occuring in Hungarian dairy products. ,,Power of
Microbes in Industry and Enviroment”, Croatian, Hungarian and Slovenian Symposium on

Industrial Microbiology and Microbial Ecology, Opatija, Croatia. Abstr. pp. 48

Vasdinyei, R. and Dedk, T. (2002): Yeasts occuring in Hungarian dairy products. Food
Micro 2002, ,,Friends and Foes”, 18" Symposium of the International Comitee on Food

Microbiology and Hygiene (ICFMH) Lillehammer, Norway. Abstr. pp. 262

Vasdinyei, R., Simonics, T., Mészaros, L. és Deak T. (2002): A tejtermékekben el6forduld
¢lesztogombak szamlalasahoz és izoladlasahoz hasznalt tdpkdzegek Osszehasonlitasa. ,, Tavaszi
Sz¢él” 2002, Fiatal Magyar Tudomanyos Kutatok és Doktoranduszok VI. Vilagtalalkozdja,
Godolloé

Vasdinyei, R. and Deak, T. (2002): Yeasts occuring in Hungarian dairy products. Food
Microbiology Symposium and Rapid Methods Workshop, River Falls, USA

Vasdinyei, R. és Dedk, T. (2002): Tejtermékek élesztdizolatumainak élettani tulajdonsagai €s
molekularis jellemzdi. Magyar Mikrobioldgiai Tarsasag 2002. évi nagygytlése, Balatonfiired.
MEMP 17

Vasdinyei, R. and Deak, T. (2003): Characterization of yeasts isolates originating from
Hungarian dairy products using traditional and molecular identification techniques. 23"

International Specialised Symposium on Yeasts, Budapest, Hungary. Abstr. pp. 215

Péter, G., Dlauchy, D., Vasdinyei, R., Tornai-Lehocki, J. and Deak, T. (2003): A
Yarrowia lipolytica-like yeasts species of chicken origin. 23™ International Specialised

Symposium on Yeasts, Budapest, Hungary. Abstr. pp. 100

Vasdinyei, R. and Dedk, T. (2003): Identification of yeasts in Hungarian dairy products by
their physiological and molecular characteristics. 14™ International Congress of the Hungarian

Society for Microbiology, Balatonfiired, Hungary. Abstr. pp. 169

Vasdinyei, R. és Deak, T. (2003): Magyarorszdgon gyartott tejtermékekbdl izolalt élesztok
azonositasa hagyomanyos €s molekularis modszerekkel. Lippay Janos — Ormos Imre — Vas

Karoly Tudomanyos Ulésszak, Budapest, Hungary. Abstr. pp. 168

115



Wade, N.W., Vasdinyei, R., Dedk, T. and Beuchat, L.R. (2003): Proteolytic yeasts isolated
from raw, ripe tomatoes and metabolic assotiation of Geotrichum candidum with Salmonella.

23" International Specialised Symposium on Yeasts, Budapest, Hungary. Abstr. pp. 50

116



Elsdsorban készonettel tartozom témavezetémnek, Dr. Dedk Tibornak a
segitségéért, a tandcsaiért és a kedvességéért, mivel mindezekkel
nagymértékben hozzdjdrult a doktori értekezésem elkésziiléséhez.

Koszénet Dr. Mardz Anna tanszékvezetének a lehetdségért, hogy a
Mikrobioldgia és Biotechnoldgia Tanszéken tolthettem doktorandusz éveimet,
valamint a Tanszék osszes dolgozdjdnak és doktorandusz tdrsaimnak a
segitségiikért, bardtsagukért.

Ezdton szeretném megkdszonni a Torzsgylijtemény dolgozdinak,
Lehoczkiné dr. Tornai Juditnak, Dr. Dlauchy Dénesnek, Dr. Péter Gdbornak a
segitségiiket.

Utoljdra, de nem utolsésorban koszonet Dr. Vdgvolgyi Csabdnak, a
Szegedi Tudomdnyegyetem Mikrobiolégia Tanszéke vezetdjének és Galgdczy

Ldaszlé PhD hallgaténak a segitségiikért.

117



118



