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1. Bevezetés

A tejsavbaktériumok és mas baktériumok jelentés szerepe a
tejtermékek készitésében jol ismert mindenki szamara. Kevésbé
tudott azonban, hogy mellettiik a legtdobb esetben élesztdgombak is
megtalalhatok a tejtermékekben. A kefir és a kumisz erjesztésén
kiviil, mely tejsavbaktériumok és élesztok mesterséges hozzaadasaval
torténik, a tejtermékekbe az élesztdgombak természetes uton, a
kornyezetbdl jutnak.

Elesztdgombak gyakran szennyezik a tejtermékek feliiletét
anélkiil, hogy azok romlasat okoznak. Nagymértékii elszaporodasuk
azonban az élelmiszer érzékszervi tulajdonsagainak megvaltozasat
okozhatja, a terméket fogyasztasra alkalmatlanna teheti, nagy
gazdasagi karokat okozva ezzel a tejiparnak. Leggyakoribb élesztok
okozta romlasi jelenségek a gazos puffadas, az élesztéiz és mas
izelvaltozasok, az elszinez6dés és a termék konzisztenciajanak
megvaltozasa (Fleet, 1990; Viljoen and Greyling, 1995; Deak és
Beuchat, 1996; Jakobsen and Narvhus, 1996).

Az utdbbi években egyre nagyobb jelentdséget tulajdonitanak
az ¢élesztogombak szerepének az egyes sajtfélék érlelésében.
Elsésorban azaltal, hogy a tejsavbontasukkal a termék pH-jat
megemelik, elosegitik  egy savérzékeny  baktériumbiota
megtelepedését. Masodsorban fehérje- és zsirbontd képességiiknek
koszonhetden, aromaanyagok prekurzorait termelik, jelentdsen
hozzéjarulva ezzel a sajtok érzékszervi tulajdonsagainak alakitasdhoz
(Romano et al., 1996). A Geotrichum candidum éleszt6fajnak az a
képessége mar jol ismert, hogy szamos kéntartalmu vegyiiletet termel
aminosav prekurzorokbol, aminek tobbek kozott az egyes sajtfélék
izének és illatanak valtozatossaga koszonhetd (Berger et al. 1999;
Demarigny et al. 2000).

Felismerve a tevékenységiik e két fontos oldalat, vilagszerte
megnott az érdeklédés az ¢élelmiszerekben, igy a tejtermékekben
el6fordulod élesztogombak tevékenysége irant. A hazai adatok szdma
azonban igen kicsi, ezért elsodleges célul élesztdgombak
Magyarorszagon gyartott készitményekbdl valo izolalasat, majd a

gyujtott izolatumok hagyomdnyos €és molekularis modszerekkel
torténd jellemzését tiiztem ki.

Az élesztogombak élelmiszerekbdl vald izoldlasara és
szamlalasara alkalmas taptalajnak gatolnia kell a baktériumokat,
csokkentenie kell a penészek novekedését, ugyanakkor minden
¢éleszté novekedését eld kell segitenie (King et al, 1986; Fleet, 1990;
Dedk, 1991; Beuchat, 1993). Tobb ilyen taptalaj létezik, az Osszes
¢lelmiszerféle vizsgalatara alkalmas taptalaj azonban az eddigi
irodalmi adatok szerint nincs (Deak, 1992; Dedk et al, 1998).
Ezekben a taptalajokban a baktériumok gatlasara kloramfenikolt,
oxitetraciklint, gentamicint és szamos mas antibiotikumot
hasznalnak. A penésztelepek atmérdjének csokkentésére is torténtek
kisérletek, mivel a penészgombakkal beoltott lagy sajtok (Camembert
és Roquefort sajtok) vizsgalata esetén a penészek konnyen benbhetik
a taptalajt. King ¢és munkatarsai (1979) a vizsgalataikhoz a
penészgombak visszaszoritasahoz diklorant és bengalrozsat tettek a
taptalajba.

A tejtermékekben az ¢lesztok szintén mas
mikroorganizmusokkal egyiitt, vegyes tenyészetben fordulnak eld.
Vizsgalataim legelsd célja ezért az élesztdgombak tejtermékekbol
torténd izolalasahoz a legmegfelelobb taptalaj kivalasztdsa volt.
Ehhez szelektiv taptalajokat hasonlitottam 0ssze az éleszték
izolalasara, szamlalasara valo alkalmassaguk szempontjabol.

Az egyes tejtermékfélék élesztépopulacio-osszetételének
vizsgalatdhoz nélkiilozhetetlen az izolatumok meghatarozasa. A
hagyomanyos azonositasi modszer morfoldgiai, élettani és biokémiai
tesztet alkalmaz ¢lesztok identifikalasara, A pontos identifikdcidhoz
hasznalt tesztek szama altalaban 60-90 kozott valtozik. Ennek
kbszonhetd, hogy ez a modszer rendkiviil munkaigényes, tekintélyes
szakmai tudast igényel, valamint jelentds idot kell forditani az
elvégzésére (Dedk,1995). Léteznek gyorsabb, szintén fiziologiai
vizsgalatokon alapulo, gyarilag elkészitett identifikacios rendszerek,
de ezeket elsOsorban orvosi szempontbdl Iényeges élesztofajok
meghatarozasara fejlesztették ki.



Deak és Beuchat (1993) egy egyszerisitett identifikacios
modszert (SIM) dolgozott ki az élelmiszerekben romlast okozo
¢lesztok meghatarozasara, amely elényét az nyujtja, hogy joval
kevesebb, mintegy 30 teszt végzenddé el az azonositashoz és
alkalmazasaval egy hét alatt eredményhez juthatunk.

A molekularis biologia nagymértékii fejlédése az utdbbi
években 11j lehetOséget nyitott az élesztok identifikalasara is. Szamos
molekularis modszer alkalmas a kiilonféle élelmiszertipusokbol
szarmazo6 élesztok gyors identifikalasara is. Az e célra leggyakrabban
hasznalt molekularis modszerek a DNS homoldgia eljaras
(Kurtzman, 1984), a restrikcidos toredékhossz (RFLP) modszer
(Meaden, 1990; Querol and Ramon, 1996) az elektroforézises
kariotipizalas pulzald elektromos mezdében (PFGE) (Naumov et al,
1993; Tornai-Lehoczki és Dlauchy, 1996; 2000) a polimeraz
lancreakcion  alapuld  technikdak koziil ribotipizalas ¢és a
véletlenszerien megsokszorozott DNS sokféleség (RAPD-PCR)
modszer (Baleiras Couto et al, 1994; 1995; Romano et al., 1996;
Dlauchy et al, 1999; Prillinger et al, 1999; Andrighetto et al., 2000;
Deak et al.,, 2000) és a riboszoma RNS szekvenalds (Cappa és
Cocconcelli, 2001).

Kutatdomunkam tovabbi célja hagyomanyos és molekularis
modszerek, igy az egyszerisitett identifikacios rendszer (SIM, Dedk
¢és Beuchat, 1993), a kariotipizalas, a ribotipizalas, a RAPD-PCR és a
microsatellite-PCR 6sszehasonlitasa volt az élesztoizolatumok faji,
illetve torzsi szinten torténd azonositasara vald alkalmassaguk
szempontjabol.

Ezenkiviil célom volt még Osszefliggés keresése a vizsgalt
tejtermékek gyartdja illetve a tejterméktipusok és a torzsi szintil
azonositds soran kapott eredmények kozott, valamint az egyik,
tejtermékekben leggyakrabban eléforduld éleszt6faj torzseinek
Osszehasonlitasa mds élelmiszertipusbol szarmazo6, ugyanabba az
¢élesztéfajba tartozo torzsekkel is.

2. Anyvag és modszer

Referencia torzsek

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
Y898, Dekkera bruxellensis NCAIM Y1007, Geotrichum candidum
NCAIM Y274, Kluyveromyces lactis NCAIM Y0260, Kluyveromyces
marxianus NCAIM Y 1070, Metschnikowia reukaufii NCAIM Y 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

A tejtermékekbdl szdrmazd izolatumok

Az ¢élesztbizolatumok gyiijtése kiillonbozd gyartotdl szarmazod tobbféle
tejterméktipusbol, igy tehéntirobol, kilonbozd, tehéntejbdl késziilt
sajtokbol, kecsketejbol késziilt sajtbol, Turé Rudibol tortént.

Csirkehusbol szarmazo izoldtumok

A tejtermékekbdl gyiijtott izolatumokkal &sszehasonlitott, csirkehtisbol
szarmazd élesztotorzseket (Y01481, Y01482, Y01483, Y01484, Y01485,
Y01486, Y01487, Y01488, Y01489) Ismail és tarsai (2000) izolaltak.

Sajtmintak elkészitése a tdaptalajéosszehasonlitishoz

A roquefort sajtot (Mizzo cég altal gyartott magyar termék) szupermarketbol
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 alapt higitasi sort készitettem
a hatodik higitasi tagig.




Taptalajok

A kereskedelmi forgalomban is kaphato taptalajokat a gyartdé utmutatasai
alapjan készitettem el.

(1) Bengal rozsa kloramfenikol agar (RBC; Merck), (2) Dikloran bengal
rézsa kloramfenikol agar (DRBC; Merck), (3) Dikloran 18%-o0s glicerol
agar (DGI18) alap-agar porbél (Merck) kloramfenikol (100 mgl™)
hozzaadasaval elkészitve (Sigma-Aldrich). Malt extract agar (Merck)
felhasznalasaval készilt harom taptalaj, igy a (4) Natrium-kloriddal
(40 gl kiegészitett malata kivonat agar (MES) oxitetraciklin hozzdadasaval
(100 mg 1"; Fluka), a (5) Bifenillel kiegészitett malatakivonat agar (MEP),
0,05% (w/v) bifenillel (Fluka), a (6) Malata kivonat agar Okor epével
kiegészitve (MEO) 0,2% (w/v) okorepével (Fluka). (7) Az Oxitetraciklin
gentamicin gliikoz élesztékivonat agar (OGGY) OGY agar (Merck) filter
sterilezett oxitetraciklinnel (100 mg 1", Fluka) és gentamicin-szulfattal (50
mgl™; Fluka) kiegészitve. (8) Molibdat agar (MOL) Maclaren and Armen
(1958) szerint elkészitve. (9) Molibdénsav agar kalcium-propionattal
kiegészitve (MOPR) MOL-bol elkészitve 1,25 ml 10%-os (w/v) kalcium-
propionat (Fluka) oldat hozzaadasaval. (10) Elesztkivonat gliikéz
kloramfenikol agar oligomicinnel (YGCO) YGC alapporbdl elkészitve
(Merck), a megszilardult lemezek feliiletét 0,1-0,1 cm’® filter sterilezett
oligomicin oldattal kezelve (100 mgl”, Fluka). (11) Elesztdkivonat agar
eugenollal kiegészitve (YEE) élesztokivonat agarbol (Merck) elkészitve
eugenollal 200 pug cm™ végkoncentracioig kiegészitve.

Telepszamldlds
Minden taptalajbdl tizennyolc lemezt készitettem (harom almintabdl két

parhuzamost) a harom legnagyobb higitasi fokokbol (10, 107, 10°) ugy,
hogy 0,1 cm’ mennyiséget szélesztettem a telepek felszinén. A lemezeket
25°C-on 6t napig tart6 inkubalas utan értékeltem. A telepeket morfologiajuk
alapjan kiilonboztettem meg és a baktériumokat, penészeket, valamint az
élesztoket kiilon szamlaltam meg.

Tdptalajok dsszehasonlitisa

A taptalajok dsszehasonlitasakor kapott eredmények feldolgozasa az adatok
tizes alaptl logaritmusanak kiszamolasa utan Statgraphics statisztikai
program (Version 5.1; Statistical Graphics Corporation) segitségével,
kéttényezGs varrianciaanalizis alapjan késziilt (P<0.05).

Elesztétorzsek izoldldsa
Az élesztotorzsek szelektiv izolalasat dikloran bengal rézsa (DRBC)
taptalajon végeztem.

Egyszeriisitett identifikdcids rendszer

A tejtermékekbdl szarmazd €lesztotorzsek hagyomanyos modszereken
alapulod identifikalasat Deadk és Beuchat (1993) altal kifejlesztett
egyszerusitett identifikacios eljaras alapjan (Simplified Identification
Method, SIM) végeztem. A moddszer alkalmazasakor az izolatumok hat
proba, az uredz proba, a nitrat- és eritrit asszimilacio, a cikloheximid-
rezisztencia és a cellobiéz- és mannit asszimilacio alapjan sorolhatok fobb
csoportokba, majd a meghatarozast a csoportokon beliil tovabbi probak
alapjan végezziik a SIM rendszer 120, élelmiszerekben leggyakrabban
eléforduld élesztofajt tartalmazo adatbazisan beliil.

Kromoszomdkat tartalmazo agaroz blokk készitése

A Geotrichum candidum éleszt6torzsekbdl egy-egy kacsnyit 25-25 ml
YEPD taplevesbe oltottam és a lombikokat egy éjszakan at 27 °C-on
razattam 180 rpm-el. Masnap a sejteket 2 percig 12000 fordulatszamon
centrifugaltam, desztillalt vizben mostam, 0jbol centrifugaltam hasonlo
modon, majd eldkezeltem 10 percig 10 mM  Tris-HCl-t
(tris[hidroximetil]Jaminometan hidroklorid) (Sigma), 5 mM EDTA-t
(selecton B2)(Reanal) és 5 mM DTT-t (ditiotreitol)(Reanal) tartalmazo, 8,0
pH-ji oldattal. Ujabb centrifugalas utan (2 perc 12000 rpm) a protoplaszt
készitéshez 10 ml 1 M szorbitolt és 0,2 gr/ml Lysing enzimet (Sigma)
tartalmazo oldatban 37 °C-on 60 percig inkubaltam a sejteket. majd 10
percig 2000 rpm-en centrifugaltam. A protoplasztokat 300-300 pul 1 M
szorbitolt és 250 mM EDTA-t tartalmazo, 8,0 pH-ju oldatban
szuszpendaltam. 55 mg LMA-t (alacsony olvadasponti agar6z) (Promega)
felolvasztottam 4,1 ml szorbitolos EDTA oldatban, majd lehltéttem
50 °C-ra. Ebbdl az oldatbol 400-400 pl-t a protoplasztokra pipettaztam és a
blokkészitbbe mértem az agardz-protoplaszt keveréket. A megszilardult
blokkokat 1 mg/ml Proteinaz-K (Sigma) enzimet tartalmazo S3 oldatba
tettem ¢€s két napig 50°C-on inkubaltam. A két nap letelte utdn a blokkokat
50 mM EDTA-t tartalmazo, 9,0 pH-ju oldattal mostam kétszer. A blokkok
tarolasa 0,5 mM-os 9,0 pH-ji EDTA oldatban tortént.




DNS izoldldsa
A DNS izolalasa Hoffman és Winston (1987) modszerének mddositott
valtozata szerint tortént.

Kariotipizalds

Az élesztOkromoszomakat tartalmaz6 agardz blokkokat 0,9 %-os agardz
gélbe (Promega) agyaztam, majd a kromoszoémakat CHEF II (Bio-Rad)
pulzalé mezejii rendszerrel elektroforetikusan elvalasztottam. A szeparalasi
kondiciok a kdvetkezdek voltak: 0,5 x TBE puffer, eldszor 44 V fesziiltség,
5000 s atvaltas 75 oran keresztiil, majd 47 V fesziiltség, 3000 s atvaltas 80
oran keresztiil, végiil 49 V, 2100 s atvaltas 75 oran keresztiil. Az elvalasztas
utan az agaréz gélt 500 ml etidium-bromidos oldattal ( 5 ul mL™") kezeltem,
majd desztillalt vizben mostam. A gélt ezutdn 302 nm-en UV fénnyel
megvilagitva Gél Doc 1000 digitalis kameraval (Bio-Rad) fényképeztem.

A 18S rDNS és az azzal hatdros ITS1 részek megsokszorozdsahoz haszndlt
polimerdz lancreakcio (PCR) paraméterei

A 18S 1DNS és az azzal hataros ITS1  részek
megsokszorozasahoz NS1 (5’GTAGGTAGTCATATGCTTGTCTC3’) és
ITS2  (5°GCTGCGTTCTTCATCGATC3’) primereket (Bio-Science)
hasznaltam (Dlauchy et al, 1999). A megsokszorozast Hybaid Sprint tipusu
PCR késziilékkel hajtottam végre, az alabbi paraméterekkel: a bevezetd
egyszalusitasi szakasz 3 percig tartott 95 °C-on, amely utdn 35-szor
ismétlodo ciklus kovetett. Ez a ciklus egy 40 masodpercig tartdé 94 °C-os
egyszallsitasi szakaszbol, egy 40 masodpercig tartdé 58 °C-os primer
kotodési szakaszbol és egy 2 percig tartd 72 °C-os primer hosszabbodasi
szakaszbol allt. Ezt egy 3 percig tartd 72 °C-os végsd lanchosszabbitas
kovetett.

Az amplikonok enzimes hasitisanak a paraméterei
A polimeraz lancreakcié (PCR) segitségével megsokszorozott amplikonok

feldarabolasahoz Hae III és Msp I restrikcios endonukledzokat (Promega)
hasznaltam.

A _Random__Amplified Polimorphism DNA-PCR (RAPD-PCR) és a
microsatellite-PCR paraméterei

A DNS amplifikalasa, amelyhez OPE 16 (5°GGTGACTGTG3’) random-, és
M13 (5’GAGGGTGGCGGTTCT3’) microsatellite primert hasznaltam,
Hybaid Sprint tipusu PCR késziilék segitségével tortént a kovetkezd

paraméterekkel: 94 “C-on 4 percig tartott a bevezetd egyszallsitasi szakasz,
amelyet 35-szor ismétlddd 94 “C-on 30 percig tartd egyszalasitasi, 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 végsé lanchosszabbitas zarja.

Gélelektroforézis és gélkiértékelés

Mind a ribotipizalds soran kapott fragmentek, mind a RAPD ¢és a
microsatellite-PCR analizis soran kapott amplikonok gélelektroforézise
1.2 % -os agaréz gélben (Promega) tortént, horizontalis futtatokad
(Promega) segitségével. Futtatds utdn a géleket etidium-bromiddal
megfestettem, UV fénnyel megvilagitottam és a kapott gélképeket GelDoc
2000 System (Biorad) segitségével szamitogépben rogzitettem. A
gélmintazatok alapjan a Molecular Analysist programmal, UPGMA
modszerrel dendogramot készitettem.

A csirkehuisbol szarmazo izolatumok jellemzésére haszndlt modszerek

Az izolatumok morfologiai és fiziologiai jellemzésére hasznalt
hagyomanyos modszereket Yarrow (1998) leirasa szerint végeztikk, a
zsirbontd képesség vizsgalata kivételével. Az izolatumok szénforras
hasznositasanak vizsgalata folyékony taplevesben, 25°C-ra razogépben (30
rpm) razatva tortént. A nitrogénforras vizsgalatat auxanografias modszer
szerint végeztik szildrd tdpagaron egy héten at. Az urea bontas
vizsgéalatdhoz Bacto Urea Broth (Difco) taplevest hasznéltunk, és a Y.
lipolytica tipustdrzs szolgalt pozitiv kontrollként. Az izolatumok zsirbontd
képességének a vizsgalata Marquina és munkatarsai (1992) leirasa alapjan
tortént.

Az elézéekben leirt moédon megsokszorozott 18S rDNS ¢és az azzal hataros
ITS1 részek feldarabolasahoz Alu I, Hae III, Msp I, Not I és Sfi I restrikcios
endonukleazokat (Promega) hasznaltam.

A 26S rDNS, a vele szomszédos ITS2 szakasz és az 5,8 rDNS
megsokszorozasahoz az ITS3 (5’GCATCGATGAAGAACGCAGC3’)
(White et al, 1990) és az LRS (5’ATCCTGAGGGAAACTT3’) (Vilgalys
and Hester, 1990) primert hasznaltuk. A vizsgalt torzsek és a Yarrowia
lipolytica tipustorzs 26S rDNS - énck D1/D2 doménjének szekvenalasa
Kurtzman és Robnett (1998) leirasa szerint tortént. A Y.01482 és a Y.1486

V4

adatbazisban lett beillesztve a BLAST 2.2.2 adatbazis keresé program
segitségével (Altschul et al, 1997).
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3. Osszefoglalas

Taptalajok  dsszehasonlitasa  éleszték  tejtermékekbdl torténd
izoldldasdra vald alkalmassdguk szempontjdabol

Az élesztok izolalasara, szamlalasara vald alkalmassaguk
szempontjabol Osszehasonlitott szelektiv taptalajok élesztotelep
szdma kozott altalaban csekély a kiilonbség, néhany esetben
tapasztaltunk csupan statisztikailag szignifikans kiilonbséget.

A taptalajok koziil a penésztelepek ndvekedésének gatlasa
szempontjabol 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 megfeleloképpen a penészek elterjedését, igy az
¢lesztotelepeket bendve megnehezitették azok szamlalasat. A
taptalajok baktériumgatlo hatasat vizsgalva az epesd és az eugenol
hatastalannak bizonyult. Szemben korabbi irodalmi adatokkal
(Moleyar és Narashimham, 1992, Kim ¢és munkatarsai, 1995,
Vazquez ¢és munkatarsai, 2001), az eugenol, a fokhagyma {6
komponense nem gatolta a baktériumokat 200 ugml’
koncentracioban, igy a YEE taptalaj jorészt baktériumokkal fedett
volt. A taptalajok nyalkassd valtak a baktériumoktol és néhany
esetben nem voltak kiértékelheték emiatt, vagy a szamlalast nehézzé
tette a baktériumok ¢€s a éleszttelepek keveredése. Eliskases-Lechner
és Prillinger (1996) élesztékivonat-gliikdz-kloramfenikol agart
hasznalt 100 pgml™ oligomicinnel kiegészitve, amelyen ugyan tudtak
néni a penészek, igy a Penicillium roquefortii is, de a penésztelepek
atmér6jét nagymértékben csokkentette. Az én vizsgalataim szerint a

srer

kiegészitve a baktériumokat gatolta ugyan, de a penészek tudtak rajta
novekedni. Rale és Vakil (1984) a molibdat agart kalcium-
propionattal és enélkiil is nagymértékben hasznalhatonak talalta
¢lesztok gylimodlesfélékbol valo izolalasara.

Egyetértve az irodalmi adatokkal, az RBC, a DRBC, a OGGY, a
MEP ¢és a DGI8 taptalajok az élesztotelepek fejlodését
megfelel6képpen eldsegitette, a penészek és a baktériumok fejlodését
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pedig gatolta. A nagyméretli telepek nagymértékben konnyebbé
tették a telepek szamlalasat.

A kapott eredményekbdl kovetkeztetve nem minden vizsgalt
taptalaj ajanlhatoé éleszt6k izolalasdra és szamlalasara roquefort
sajtbol. Koziilik a MES, a MEOX, a MOL, a MOPR, a YEE, a
YGCO nem gatoltak megfelel6képpen a baktériumok és a penészek
novekedését, vagy az élesztok novekedését gatoltak.

A megfelelonek itélt taptalajok (MEP, OGGY, DG18, RBC,
DRBC) mindegyike egyforman hatékonyan alkalmazhat6 az élesztok
tejtermékekbdl torténd izolalasahoz, a kereskedelmi forgalomban
kaphato DRBC ¢és RBC taptalajokat csupan konnyebb
elkészithetoségiikért, és azért a képességiikért, hogy szinbéli
kiilonbséget tesznek a telepek kozott, emeli ki kozilik az élesztok
szamlalasahoz és izoldlasdhoz a tejtermékekbdl (Beuchat, 1993;
Dedk és Beuchat, 1996).

A tejtermékekbdl szdrmazd izolatumok azonositisa hagyomdnyos
mddon

A tejtermékekbdl szarmazd  é€lesztdizolatumok nagyon
valtozatosak voltak. A kiilonb6zé tejtermékfélébol gytljtott 64
izolatum, amelyeket az egyszerUsitett identifikdciés rendszer
segitségével azonositottam, 27 fajba volt sorolhatd. A legtobbszor
el6forduld izolatumok a Debaryomyces hansenii, a Geotrichum
candidum, és a Yarrowia lipolytica élesztdfajba tartoztak.
Eredményeimhez hasonloan ezek az ¢élesztéfajok fordultak el
tobbek kozott szamos mas kutatd vizsgalatai soran. Roostita és Fleet
(1996) Camembert és Roquefort sajtok éleszté biodiverzitasat mérték
fel. Az azonositott 240 izolatumbol 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
¢lesztoflorajanak Osszetételét tanulmanyoztak és az élesztéfajok
széles skalajat talaltak a sajt érése soran, koztik a Candida famata
(teleomorf: Debaryomyces hansenii) volt a leggyakoribb, amelyet a
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Candida catenulata kovetett. Prillinger és munkatarsai (1999) 76
izolatumot gy(jtottek Ausztridbdl, Daniabol, Franciaorszagbol,
Németorszagbol és Olaszorszagbol szarmazoé 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 éleszt6fajokat talaltak a
leggyakoribbnak. Andrighetto és munkatarsai (2000) Olaszorszagbol
szarmazo, tehén-, bivaly- és kecsketejbdl készitett sajtbol izolaltak 48
¢éleszt6torzset. Koziiliik 42 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
vonhat6 le, hogy az daltalam izolalt ¢lesztéfajok, amelyek
leggyakrabban fordultak elé kiilonb6z6, Magyarorszagon gyartott
tejtermékekben, hasonloak az eurdpai orszagokban vizsgalt
tejtermékekben levd élesztéfajokhoz. A magyarorszagi izolatumok
koziil a  Saccharomyces cerevisiae, Candida intermedia,
Cryptococcus albidus €és az Issatchenkia orientalis fajok hianyoztak.

A Geotrichum candidum élesztotorzsek kariotipizdaldasa

A tejtermékekbdl  szarmazd  Geotrichum  candidum
élesztbizolatumok pulzald gélelektroforézissel (PFGE) szétvalasztott
kromoszémainak a szama 3 ¢és 6 kozott valtozott. Az egyes
¢leszt6torzsek kariogramjuk alapjan megkiilonboztethetok voltak
egymastol, csupan két tdrzs kromoszéma-ujjlenyomata bizonyult
egyformanak. A mddszer hatranya a nagy iddigénye volt.

A tejtermékekbdl szdrmazo izoldatumok azonositisa ribotipizdlds
segitségével

A ribotipizalas soran kapott eredmények szerint a polimeraz
lancreakcio segitségével megsokszorozott 18S rDNS és a vele
szomszédos ITS1 régid Hae Il és Msp I restrikcios enzimekkel
hasitasa az ¢élesztéizolatumok faji szinten torténd azonositasara
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alkalmas modszernek bizonyult. Valamennyi referenciatorzs esetén
jol értékelhetd restrikcios mintazatot kaptam és a Hae I11, valamint az
Msp I enzimekkel kapott mintazatok Osszevonasaval olyan
molekularis adatbankot sikeriilt 1étrehozni, amelyben az egyes
referenciatorzsek elkiiloniilnek egymastol. A tejtermékekbol
szarmazo izolatumok azonosithatdak voltak az adatbank segitségével,
és a kapott eredmények megerdsitették a hagyomanyos modon tortént
identifikalas eredményeit.

Mindezek igazoljak Dlauchy és tarsai (1999) eredményeit,
akik a ribotipizalast élelmiszerekbdl szarmazé izolatumok faji
azonositasara sikeresen alkalmaztak. Tekintettel az azonos fajba
tartozo izolatumok altal adott azonos gélmintazatra, a Kkapott
eredményeink megerdsitik Petersen €s Moller (2001) tapasztalatait is,
akik tobbek kozott a ribotipizalast Debaryomyces hansenii fajba
tartoz6 izolatumok Gsszehasonlitasara probaltak hasznalni, de torzsi
szinten torténd azonositasra alkalmatlannak talaltak ezt a modszert.

A leggyakoribb élesztofajok torzseinek megkiilonbiztetése RAPD-
PCR és microsatellite-PCR modszerekkel

Az azonos fajokba tartozo izolatumok tovabbi vizsgalatahoz
a Random Amplified Polimorphic (RAPD)-PCR és microsatellite-
PCR analizist alkalmaztam, OPE 16 random és M 13 microsatellite
primer felhasznalasaval és segitségiikkel a Geotrichum candidum, a
Debaryomyces hansenii €s a Yarrowia lipolytica €lesztéfajok torzseit
megfeleld mértékben meg tudtam kiillonboztetni egymastol. 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
azonositasara alkamas modszernek az egy fajon beliili éleszt6torzsek
ujjlenyomatanak sok esetben eldforduld kiilonbozosége miatt.
Ellenben, tekintettel a vizsgalt fajokba tartozo torzsek legnagyobb
része esetén kapott nagyfoku diverzitasra, a RAPD analizis OPE 16-
0s, és a microsatellite-PCR M13 primert hasznalva, a tejtermékekbol
szdrmazo6 izolatumok torzsi szinten valé megkiilonboztetésére,
tipizalasara megfelel6 modszernek tiinik.
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Megfigyelheté volt, hogy sok esetben az ugyanattél a
gyartotol és ugyanabbdl a tejterméktipusbdl szarmazd torzsek kozott
szamottevd a kiilonbség, ugyanakkor nagyon sokszor kiilonb6zo
gyartotol, illetve kiilonbozo tejterméktipusbol szdrmazod torzsek
kozott azonossagot, vagy nagyfoku hasonlosagot tapasztaltam. igy az
a célom, hogy Osszefliggést talaljak a gyartok, a tejtermékek tipusai,
valamint az izolalt élesztotorzsek egymassal vald hasonlosagi foka
kozott, nem jart sikerrel.

A tejtermékekbdl szarmazo Yarrowia lipolytica izolitumok
osszehasonlitisa baromfihiisbol szdrmazd izoldtumokkal

A tejtermékekben legtobbszor eléfordulé harom élesztdfaj
koziil a Yarrowia lipolytica-ként azonositott izolatumokat mas
¢élelmiszertipusbol (csirkehtisbol) szarmazo izolatumokkal
hasonlitottam 0ssze eldszor a molekularis moddszerek kozil a
ribotipizalas segitségével. Ez a kilenc, Yarrowia lipolytica-val
egyforma telepet képzd izolatum (1481-1489 jeli izolatumok)
csirkemellbdl €s csirkemajbol 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
IIl enzimes hasitasaval kapott ujjlenyomatokat Osszehasonlitva a
kilenc baromfihtisbol szarmazé éleszt6torzsbol hat torzs egymassal
azonos, de a Yarrowia lipolytica tipustorzsétél nagymértékben
eltér6 ujjlenyomatot adott A fizioldgiai tulajdonsagaikat
Osszehasonlitva a leghatarozottabb kiilonbség, amely a Yarrowia
lipolytica CBS 6124 jeli térzs (Barnett et al, 2000; Kurtzman, 1998)
és a hat, ¢leszt6torzs kdzott az volt, hogy a Yarrowia lipolylica-val
ellentétben az utobbiak az N-acetil-D-gliikozamint nem volt képesek
szénforrasként hasznositani. Tovabba a vizsgalt hat élesztétorzs nem
igényelt vitaminok hozzdadasat a ndvekedésiikhdz, mig a Yarrowia
lipolytica torzsek nem, vagy csak nagyon lassan nének vitaminok
nélkiil (Barnett et al., 2000). Mas kiilonbségeket is talaltunk, amelyek
azonban elletmondésosak voltak. Példaul harom
tanulmanyozott torzs hasznositja a trehaldzt, a masik harom torzs
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valtozd eredményt adott erre a tesztre (ismétlés esetén néhanyszor +,
mig néhanyszor — eredményt kaptunk).

Az emlitett hat élesztétorzs €s 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 szekvenalasaval erdsitettik meg. A
szekvenalas eredménye azt mutatta, hogy a NCAIM Y.01482 torzs
42 egymas melletti nukleotidban kiillonbozik az 500 bazispar
hosszisagu fragmentben a Yarrowia lipolytica tipustorzstol, amely a
hozz4 legkozelebbi rokonsagban 1év6 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
mintazatuk azonos egymassal, de a Yarrowia lipolytica tipustorzsétol
kiilonb6z6. A Y.01482 és a Y.1486 26S rDNS-énck DI1/D2

crcr

4. Kovetkeztetések

A szelektiv taptalajok Osszehasonlitasa soran kapott
eredmények szerint az élesztégombak kiilonbozo élelmiszertipusbol
torténd izolalasara hasznalt taptalajok nem mindegyike ajanlhatéd
tejtermékekbdl vald izolalasra. A vizsgalt taptalajok kozil a MOL
(molybdate), a MOPR (molybdate with calcium propionate) és a
YGCO (yeast extract glucose chloramphenicol oligomicyn) agar nem
gatolta megfeleléen a penésztelepek novekedését, a MES (malt
extract agar supplemented with sodium-chloride) és a YEE (yeast
extract agar with eugenol) nem akadalyozta meg a baktériumok
kifejlodését, sét az utdbbi sok esetben jorészt baktériumokkal teljesen
fedett volt. Az okorepe tartalmi MEOX (malt extract agar with ox-
bile) pedig egyik feltételnek sem tett 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
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kezelhetéségiikért - ami az egyik f6 szempont volt a tovabbi
munkamhoz legalkalmasabb taptalaj kivalasztasanal - utobbiak koziil
a kereskedelmi forgalomban is kaphato RBC és DRBC taptalajokat
talaltam a legmegfelel6bbnek a vizsgalt taptalajok koziil.

A hazai tejtermékekbdl gyiijtott és az egyszerusitett
identifikacios rendszer (SIM; Deak és Beuchat, 1993) segitségével
meghatarozott izolatumok Osszesen 27 éleszt6fajba tartoztak, melyek
koziil az izolatumok szama szerint meghatarozott sorban a vezetd
helyen a fehérje- ¢és zsirbontd tulajdonsaggal rendelkezd
Debaryomyces hansenii, a Geotrichum candidum és a Yarrowia
lipolytica fajok szerepeltek. Az altalam izolalt éleszt6fajok majdnem
teljes mértékig megegyeztek irodalomban leirt, mas europai orszagok
tejtemékeibdl  szarmazé  élesztéfajokkal. Az izolatumok
meghatarozasa az egyszerusitett identifikacids rendszer segitségével
a hagyomanyos meghatarozashoz képest viszonylag révid ido, kb. hét
nap alatt tortént, tehat ez a moddszer alkalmasnak tekinthetd a
tejtermékekbdl izolalt élesztok gyors meghatarozasara.

Az egyik, tejtermékekben leggyakrabban eléforduld
¢lesztofaj, a Geotrichum candidum torzseinek Osszehasonlitasat
elészor kariotipizalas segitségével végeztem el. A torzsek kozott
csupan egy 230 oran keresztiil tartd futtatasi program alkalmazasaval
sikeriilt bizonyos fokl polimorfizmust megfigyelni, a nagyméretii
kromoszomak kicsi mozgékonysdga miatt.  Mindezek alapjan
elmondhato, hogy az elektroforézises kariotipizalas az alkalmazott
futtatasi koriilmények mellett - tekintettel a a kromoszémakat
tartalmazo blokkok elkészitésének nagy munka - és idGigényére, a
hosszii futtatasi idore -, az olyan nagy kromoszomaméretii
¢lesztéfajok, mint a  Geotrichum  candidum  torzseinek
Osszehasonlitasara alkalmas molekularis gyorsmodszerek k6z¢é nem
sorolhato.

A polimeraz lancreakcio segitségével megsokszorozott 18S
rDNS ¢és a vele szomszédos ITS1 régio restrikcidos enzimekkel
torténd hasitasat az élesztéizolatumok faji  szinten torténd
azonositasara talaltam alkalmasnak. Mivel a kapott eredmények
alapjan kidolgozott adatbazis a Magyarorszagon gyartott
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tejtermékekben leggyakrabban eléfordulo élesztéfajokat tartalmazza,
ezért barmennyi izolatum azonositasara ehhez hasonldé moddon
alkalmazhat6. A modszer gyorsan €s viszonylag olcson kivitelezhetd,
ezért a tejtermékekbdl szarmazd izolatumok rutinszerli, gyors
identifikaldsara alkalmas lehet, szemben a hosszadalmas tenyésztéses
eljarasokkal.

A kapott eredmények alapjan a RAPD-PCR ¢és a
microsatellite-PCR analizis pedig a tejtermékekbdl izolalt torzsek
elvalasztasara alkalmas modszernek bizonyult, az egy fajon beliili
mintazat valtozatossaga miatt azonban fajszintli azonositdsra nem
ajanlhato.

Hazai tejtermékekben az egyik leggyakoribb élesztéfajnak, a
Yarrowia lipolytica-nak a torzseit egy masik élelmiszertipusbol
(baromfihtisbol) szarmaz6 izolatumokkal hasonlitottam Ossze
molekularis  vizsgalatokkal. Ehhez el6szor a ribotipizalast
alkalmaztam. A kilenc, baromfihuisbdl szarmazé izolatum koziil hat
esetén a Hae Il enzimmel val6 hasitas utan kapott ujjlenyomat eltért
a tobbi izolatum és a referenciatdrzs ujjlenyomatatol. Az
izolatumokat tovabb vizsgalva, a fiziologiai tulajdonsagaikban is
egyértelmli kiilonbségek mutatkoztak. A hat eltér6 torzs kozil
haromnak és a Yarrowia lipolytica NCAIM Y00591 tipustdrzsnek
26S rDNS-ének D1/D2 doménjét megszekvenaltatva a koztik 1évé
genetikai kiilonbséget megerdsitettiik. A kapott szekvencidkat a
GenBank adatbazisban helyeztiik el, az izolatumokat a Candida galli
néven Uj fajként irtuk le (Péter, 2004).

5. A vizsgalatok jelentdsége

Hazai tejtermékek korében ilyen részletes, molekularis
mélységli vizsgalatokra kordbban nem keriilt sor. Eredményeim
igazoltdk, hogy az ¢lesztégombak a hazai tejtermékek
mikrobiotajaban rendszeresen megtalalhatok. Kozremikodésiik
néhany tejtermékféle, példaul a kefir és néhany lagy sajtféle
elkészitésénél nélkiilozhetetlen, a gazdasagi hasznuk mellett azonban
a tejtermékek romlasaval okozott kar is jelentékeny lehet.
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A tejtermékek higiéniai és mikrobiologiai kdvetelményeit
illetben az élesztészdm nincs rendeletben és jogszabalyban
meghatarozva, az altaluk okozott romlads megakadalyozasa, illetve
késleltetése miatt azonban sziikségesnek latom a tejfeldolgozo
iizemekben a termékek mikrobiologiai mindségének ilizemi belséd
ellendrzését az élesztok vonatkozasaban is elvégezni.

Ezért az ¢éleszték tejtermékekbdl torténd izolalasara
legalkalmasabbnak talalt szelektiv taptalajok, a Magyarorszagon
gyartott tejtermékek élesztobiotajanak dsszetételérdl kapott adatok, a
tejtermékekbdl  szarmazo izolatumok faji- és  tOrzsi  szintil
azonositasara ajanlott hagyomanyos ¢és molekularis modszerek
nemcsak az alapkutatasban, hanem a tejpari mindség-ellenérzés soran
is hasznosithatoak lehetnek a jovében.
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