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1. BEVEZETES

A Yarrowia lipolytica az egyik legszéleskoriibben tanulmanyozott, élelmiszeripari
szempontbol az egyik legjelentésebb ¢Elesztégomba faj. Szadmos publikéacio targyalja
természetes eldforduldsat, pozitiv és negativ szerepét kiilonb6zo élelmiszerekben, elsdsorban
nyers husban, tejtermékekben. Szamtalan kiilfoldi és hazai vizsgalat eredményét ismertetd
publikacié alapjan az emlitett ¢lelmiszerekben az egyik leggyakoribb ¢lesztdgombafaj, a
joghurtbdl izolalt élesztégombatorzsek 15%-at teszi ki, hiitott koriilmények kozott tarolt
baromfihls és -belséségek esetében ugyanez az érték 39%, marhahus esetében pedig egy
tanulmany szerint 69%.

Rendkiviil er6s lipolitikus és proteolitikus aktivitassal, pigmenttermel6-képességgel
rendelkezik. Szdmos esetben élelmiszerromlast okozd, vagy legalabbis romlashoz hozzajaruld
¢lesztdgomba fajként szamolnak be réla. Ezzel szemben nem hagyhatok figyelmen kiviil
¢lelmiszeripari szempontbol elényés tulajdonsagai sem. Képes fontos anyagcsereterméekek
termelésére és azok nagy mennyiségben torténé kivalasztasara, ami indokoltta teszi az iparban
vald alkalmazésat és a tanulmédnyozasat. Egyik legfontosabb tulajdonsaga, erds lipadztermeld
képessége szamos terlileten hasznosithatd, az élelmiszeriparon kivul példaul a tisztitoszer- és
gyogyszeriparban is felhasznalhat6, de akar a kornyezetvédelemben is fontos szerepet tolthet
be. Az élelmiszeriparban a lipaz enzim termeltetésén Kkivul hasznositjdk citromsav,
karotinoidok, mannit, eritrit és aromavegyliletek eldallitasara is.

Az utobbi évtizedben megjelent kiilfoldi kozleményekbdl vilagossa valt, hogy a
kordbban hagyomanyos maodszerekkel Y. lipolytica-ként azonositott torzsek egy része
val6jaban nem Y. lipolytica, szamos esetben mas fajhoz tartozo élesztégombakat tévesen e
fajként azonositottak. Az emlitett fajtol alapvetd fenotipusos bélyegek alapjan megbizhatéoan
meg nem kiilonboztethetd fajok molekularis biologiai vizsgalataval megallapithato, hogy a
Yarrowia lipolytica egy szamos fajt magaba foglal6 komplex tagja, amely tovabbi rokon
fajokkal kiegészilve a Yarrowia csoportot alkotja. Munkam kezdetekor a Yarrowia csoport az
alabbi fajokat foglalta magaba: Y. lipolytica, Y. (Candida) deformans, Y. (C.) yakushimensis,
Candida galli, C. phangngensis, C. oslonensis, C. alimentaria, C. hollandica, C. hispaniensis.
A Yarrowia csoportba sorolt élesztégombak szama azodta, részben munkam eredményeként
kilencrdl tizenhdromra emelkedett.

A fentiek alapjan feltételezhetd, hogy a korabban megjelent, élelmiszerekkel és azok

romlasaval, vagy ipari alkalmazassal 6sszefliggésben emlitett, hagyomanyos maddszerekkel



Y. lipolytica-ként azonositott torzsek egy része valdjaban nem Y. lipolytica, hanem a csoport

mas fajaihoz tartozo élesztégomba. igy méar nem emlithetjiik pusztan a Y. lipolytica-t, mint

kiemelked6 jelentOségli élesztégombat, mert esetenként a csoport tébbi tagjanak ugyanolyan

nagy szerepe lehet, legyen az akar pozitiv, akar negativ szerep.

2. CELKITUZESEK

Doktori munkam soran célul tliztem ki, hogy

hatékony izolaldsi modszert dolgozzak ki a potencidlisan romlast okozo
Yarrowia csoportba tartoz0 élesztégomba torzsek izolalasara kiilonb6z6
¢lelmiszerekbdl (nyers husbol, tejbdl, tejtermékekbdl);

az izolalt torzsek kozil kivalasszam a hexadekan asszimilaciojara képes torzseket;
majd ezek kozll fiziologiai tesztek alkalmazasaval kilonitsem el a
Yarrowia csoportba tartozokat;

a Yarrowia csoportba tartozo fajokat DNS szekvencidjuk alapjan tipizaljam és
azonositsam;

megvizsgaljam a szekvencia Osszehasonlitissal azonositott élesztdgomba fajok
fenotipusos elkiilonitési lehetdségeit.

Tovabbi célom volt a DNS szekvenalason alapulé6 mddszerrel azonositott
Yarrowia komplex csoportba tartozé élesztégomba torzsek fajspektrumanak és az
izolalasi forrasul szolgald élelmiszerek korének Osszehasonlitasa és a termék-
specifikus eléfordulas vizsgalata;

a kisérletek soran felmeriil6 esetleges ujabb kérdések, problémak megoldasa.

A kisérletek soran felmertlt tovabbi célok:

az ujonnan kidolgozott izolalasi modszer hatékonysaganak fokozasa,

a Yarrowia csoport tagjainak élelmiszerek romlasahoz potencialisan hozzajarulo
képességeinek tesztelese;

a Yarrowia csoportba tartozo, ismert teleomorf alakkal nem rendelkezé fajok
aszkosporulécidjanak tesztelése;

hexadekan pozitiv, de nem a Yarrowia csoportba tartozo élesztégombak

csoportositasa, fajszintli azonositasa.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

Vizsgalataimhoz kiilonb6z6 nyers hus-, nyers tej-, turé- és sajtmintakat dolgoztam fel,

Osszesen 133 mintat, majd a bel6liik izolalt 826 élesztégombatorzset és 56 referenciatdrzset.

Izolalasi modszer kidolgozasa

Elészor egy hatékony izolalasi modszer Kidolgozasara volt sziikség. Ehhez haromlépéses
dusitast végeztem 3,6-os pH értékii, hexadekant tartalmazo taplevesben. Az alacsony pH a
baktériumok szaporodasanak visszaszoritdsara szolgél, a hexadekan pedig egy olyan
szénforrds, mely hasznositasara a Yarrowia csoport tagjain kivil az eddig leirt
¢lesztdgombafajoknak csak rendkiviil kis hdnyada képes, ezaltal a tapleves nem teszi lehetdvé
ezek elszaporodasat. A dusitds utan kloramfenikol tartalmd bengalrézsa agarlemezre
végeztem szélesztést, mely az esetleg életben maradt baktériumok szaporodasat gatolja.

Az inkubéciot kovetden minden eltéré morfologiaju telepet izolaltam, majd ismételt
sz€lesztéssel tiszta tenyészeteket allitottam eld.

A dusité tépleves pH-jat citromsav-tartalmu Mcllvaine pufferrel biztositottam, igy olyan
¢lesztdgombak is izolalva lettek, melyek nem képesek a hexadekan asszimilacidjara. Hogy ezt
kikuszoboljem, és fokozzam az izolalas hatékonysagat, masik pufferrel is készitettem ddsitd

taplevest, mely egyediili szénforrasként hexadekant tartalmaz.

Yarrowia csoportba tartozé torzsek elkilonitése fiziologiai tesztekkel

Hogy meggydzddjek az izolalt torzsek hexadekan-asszimildld képességérdl, szaporodasukat
egyeduli szénforrasként hexadekant tartalmazo taplevesben kdvettem nyomon.

A hexadekan-pozitiv torzsek kozil fiziologiai tesztekkel kiilonitettem el a Yarrowia csoportba
tartozokat: vizsgaltam gliikoz erjeszt6- és nitrat asszimilalo képességiiket, cikloheximid-

rezisztencigjukat, valamint API teszttel tovabbi 30 szénforras asszimilaciojat.

Az elkulonitett torzsek csoportositasa, fajszintii azonositasa

Az elkiilonitett torzsekb6l DNS-t izolaltam és mikroszatellit primerrel vegzett PCR-t
kovetden a termékek gélelektroforézisével nyert mintazatuk alapjan csoportositottam dket. Az
igy kapott csoportokbdl néhany térzs 26S rRNS génjének D1/D2 régidit (néhany esetben az

ITS régiokat is) PCR-rel felszaporitottam és szekvenaltattam, majd a kapott szekvenciakat a



GenBank adatbazisban talalhato szekvencidkkal 0Osszehasonlitottam, igy fajszinten

azonositottam Oket.

A Yarrowia csoport fajainak egymastol valo elkiilonitésének lehetéségei fiziologiai tesztek
alapjan

A fajszintli azonositast kovetden lehetdségeket kerestem, hogy fizioldgiai tesztek alapjan el
lehet-e kuldniteni egymastol a Yarrowia csoport tagjait.

Ehhez el6szor adatokat gytjtottem a legfrissebb monografiabdl, a fajleirasokbol és a holland
torzsgytijtemény adatbazisabol. A hidnyzé vagy egymasnak ellentmondd informaciokat sajat
vizsgalatok alapjan tisztaztam. Az igy Osszegyujtott adatokat felhasznalva hatarozd kulcsot
készitettem.

A Yarrowia csoport tagjainak az élelmiszerek romlasahoz potencialisan hozzajarulo

tulajdonsagainak tesztelése

Megvizsgaltam a csoportba tartozd térzsek azon képességeit, melyek hozzajarulhatnak az
élelmiszerek romlasahoz, vagyis zsirbonto, fehérjebontd és pigment-termeld képességét. A
pigment termelés vizsgalatahoz tirozintartalmi taptalajra szélesztettem a torzseket, melyek
pigment-termeld képességét a kindtt telepek koriili s6tét, voroses-barna elszinezodés jelezte.
A zsirbonté képesség vizsgalatdhoz 5% olivaolajjal kiegészitett Gorodkowa taptalajt
hasznaltam, amit az inkubaciot kovetéen elarasztottam telitett réz-szulfat oldattal. A pozitiv
reakciot a telepek kék elszinezddése jelezte.

A fehérjebontd képesseget zselatin-hidrolizis altal mértem fel: zselatintartalm kémcsovekbe

oltottam a torzseket. A pozitiv reakciot az elfolyosodott zselatin jelezte.

Sporaképzés tesztelése

Teszteltem a torzsek fajon belili parosodasi keszségét is, ehhez az egymassal jol elkevert
torzsekbol 14 kiillonboz6 ferdeagarra szélesztettem, majd 15 és 25 °C-on inkubaltam Oket.
Fénymikroszkdppal kerestem aszkuszokat é€s aszkosporakat. Abban az esetben, ha a keresés
sikerrel jart, a sporulaciot ugyanazon kortlmények kozott, torzsenként is és paronként is

teszteltem az 6sszes lehetséges kombinacidban.



4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

A kidolgozott dusitd tapleves felhasznalasaval 133 kiilonb6zd élelmiszermintabol
Osszesen 826 €lesztdgombatorzset izolaltam.

A Mcllvaine puffert tartalmazo dusité felhasznalasaval nyers husbol izolalt trzsek
55%-a hexadekan-pozitiv, 41%-uk tartozik a Yarrowia csoportba. A nyers tejbdl izolalt
torzsek 20%-a hexadekan pozitiv, 6%-uk tartozik a csoportba, a turébdl izolalt térzsek 46%-a
hexadekan pozitiv, 23%-uk a csoport tagja, a sajtbol izolalt térzsek 61%-a hexadekan-pozitiv,
19%-uk a Yarrowia csoport tagja.

A két kiilonb6z6 dusité tapleves hatékonysaganak dsszehasonlitasahoz csak azokbol
az ¢élelmiszerekbdl izolalt torzseket vettem figyelembe, melyekhez mindkét téplevest
felhasznaltam. Nyers has esetében nem mutatkozik jelentds kiilonbség a két dusitd tapleves
hatékonysagaban, azonban a tdrobol izolalt torzsek esetében hatékonyabbnak bizonyult a
maodositott dusitd tapleves a hexadekan-pozitiv torzsek izolalasahoz, és a Yarrowia csoport
tagjainak izolalasa szempontjabdl is.

Fiziologiai tesztek alapjan 219 Yarrowia csoportba tartozd ¢lesztégombatorzset
kuldnitettem el.

Mivel a csoport tagjain kivil mas torzsek is izolalasra kerultek, nem allithat6, hogy
barmelyik modszer teljes mértékben szelektiv, de mindkettd hatékonyan alkalmazhatd a
Yarrowia csoport tagjainak nagy szamban torténd izolalasahoz.

A mikroszatellit primerrel végzett PCR segitségével ezt a 219 tdrzset 7 csoportba
lehetett sorolni. A csoportositast kovetden megvizsgaltam a tipustdrzsek DNS-éb6l MP-PCR-
rel nyert termékek gélelektroforézisével kapott mintazatait is, melyekkel az altalam izolalt
torzsek mintazatait 6sszehasonlitva sejteni lehetetett, hogy a vizsgélt torzsek mely fajokhoz
tartoznak.

A fajszintll azonositds megerdsitette, hogy a hét csoportnak megfeleléen 7 fajba
lehetett sorolni a torzseket. A torzsek a tobbsége korabban, hagyomanyos mddszerekkel
valoszintileg Y. lipolytica-ként lett volna azonositva, pedig valojaban csak 51%-uk tartozik
ebbe a fajba. Huszonhat szazalékuk, a Y. deformans, Yarrowia divulgata és Yarrowia porcina
egymastol és a Y. lipolytica-tdl vald elkiilonitésére a hagyomanyos modszerek valosziniileg
nem adtak volna lehetdséget. A hét kozul négy faj ismert volt, hdrom pedig Uj fajnak

bizonyult.



Négy 0j faj kimutatasa. Amikor a gélelektroforézissel kapott mintazatokat
vizsgaltam, 31 térzs négy olyan mintdzatot mutatott, ami eltért a Yarrowia csoportba tartoz6
akkor ismert fajok tipustorzseinek mintazatatdl. A fajszintli azonositds soran bebizonyosodott
roluk, hogy fenotipusos tulajdonsagaik hasonlosaga ellenére, a leirt fajoktdl és egymastol is
jol elkiiloniilé négy uj fajt képviselnek a Yarrowia csoporton belil. A munkam soran izolalt
négy Uj faj kozul eddig harom (Y. divulgata, Y. porcina és Y. bubula) leirasa tortént meg.

A nyers hasokban mind a hét kordbban emlitett faj képviseltette magéat. 135 torzs
32%-a Y. deformans, 21%-uk Y. lipolytica, 15%-uk C. galli, 12%-uk Y. bubula, 6%-uk
C. alimentaria, 10%-uk Y. divulgata és 4%-uk Y. porcina. Huszonhat szadzalékuk, a
Y. deformans, Y. divulgata és Y. porcina egymastol és a Y. lipolytica-tol valé elkilonitésére a
hagyomanyos médszerek valdszintileg nem adtak volna lehetdséget.

Annak ellenére, hogy a husbdl izolalt térzsek ilyen nagy véaltozatossdgot mutattak,
tejbol és tejtermékekbdl egy C. alimentaria torzs Kivételével csak Y. lipolytica torzseket
lehetett izolalni.

Az dsszes izolalt, Yarrowia csoportba tartoz6 térzs megoszlasa a kovetkez6: 51%-uk
Y. lipolytica, 19%-uk Y. deformans, 9%-uk C. galli, 7%-uk C. alimentaria, a harom (j faj
tagjai még kisebb aranyban képviseltették magukat 7%-uk Y. bubula, 4%-uk Y. porcina, 3%-
uk Y. divulgata.

Az elkészitett 8 lépéses hataroz6 kulccsal fenotipusos tulajdonsagaik alapjan az
eddig leirt 13 Yarrowia csoportba tartozé faj kozil nyolcat lehet egymastdl elkiloniteni, 5 faj
megbizhatd megkulonboztetésere azonban csak molekularis bioldgiai mddszerekkel van
lehetdség.

A Yarrowia csoport tagjainak az élelmiszerek romlasahoz esetlegesen hozzajéaruld
tulajdonsagainak teszteléséhez 273 torzset hasznaltam fel. Kozulik csak alig néhany nem volt
képes pigmentet termelni a teszthez hasznalt taptalajon. Zsirbontd képességgel néhany
Y. yakushimensis torzs kivételével az Osszes tesztelt torzs rendelkezik. Fehérjebontasra a
C. phangngensis és a C. hispaniensis tipustorzsek kivételével az 6sszes Yarrowia csoportba
tartozo torzs képes. Az eredményekbdl megallapithatd, hogy az Gsszes vizsgalt Yarrowia
csoportba tartozd torzs rendelkezik legalabb egy romlast-okoz6 képességgel, de tobbséglk
tobb madon is veszélyt jelenthet az élelmiszerek mindségére.

A csoport tagjai kozott sokaig a Y. lipolytica volt az egyetlen ismert ivaros alakkal
rendelkez6 faj. 2013-ban ismerték fel a C. deformans teleomorf alakjat, igy a fajt atsoroltak a

Yarrowia nemzetségbe. Az izolalt torzsek fajon bellli parosodasi készségét vizsgalva azt



tapasztaltam, hogy a Y. porcina fajba tartozo térzsek kozil néhany képes egymassal parosodni
és aszkosporékat képezni, igy a Y. porcina a csoport harmadik, ismert ivaros alakkal
rendelkezé faja, rdadasul a nemzetség eddigi egyetlen ismert faja, melynek aszkosporai
tokanyagba adgyazddnak. Ez a tulajdonsag az 0sszes €lesztdgomba kozott is igen ritka. Tobb
mint 3 hoénap inkubécidt kovetden a sporak csirdzasat is sikeriilt megfigyelnem, ami
bizonyitja azok életképességét.

Mivel a hexadekén-asszimilacio ritka tulajdonsagnak szamit az élesztégombak
kozott, és szerettem volna tovabbi (j fajokhoz tartozo torzseket izolalni, fajszinten
azonositottam 175 izolalt hexadekan-pozitiv, de fizioldgiai tulajdonsagaik alapjan nem a
Yarrowia csoportba sorolt torzset, és meghataroztam diverzitdsukat a vizsgalt
élelmiszerekben. A csoport tagjaival egyltt 6sszesen 22 fajt lehetett kimutatni a vizsgalt
¢lelmiszerekbdl, koztikk a negyedik 0j faj tagjat, melynek leirasahoz szeretnék meg tovabbi

torzseket izolalni.

5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Uj, hatékony izolalasi modszert dolgoztam ki a Yarrowia csoportba tartozo

¢lesztdgomba torzsek izolaldsahoz.

2. Nyolcszazhuszonhat  izoldlt  ¢élesztégombatorzs  koziil  elkiilonitettem  a

Yarrowia csoport tagjait majd csoportositottam és fajszinten azonositottam 6ket.

3. Felmértem a Yarrowia csoport biodiverzitasat majd az egyéb hexadekan-asszimilald

élesztégombak biodiverzitasat a vizsgalt élelmiszerekben.

4. Négy uj, leiratlan fajhoz tartozo élesztégomba torzseket izolaltam, melyek kozil
harmat 0j fajként irtunk le. Egyik6jiik, a Y. porcina a nemzetség 3. ismert teleomorf

alakkal rendelkez6 faja.

5. Fizioldgiai tulajdonsagokon alapuld hatarozokulcsot készitettem, mely segitségével az
eddig leirt 13 Yarrowia csoportba tartozé faj kozil nyolcat el lehet egymastol

kildniteni.

6. Megallapitottam, hogy az &sszes vizsgalt torzs rendelkezik legaldbb egy

élelmiszerromlast okoz6 képességgel.



6. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A molekularis médszereknek koszonhetéen az utdbbi évtizedekben bebizonyosodott,

hogy a mikroorganizmusok hagyoméanyos modszereken alapulé azonositdsa nem mindig
megbizhatd. Vilagossa valt, hogy az élelmiszerekben ¢és mas ¢éldhelyeken eléforduld
¢lesztégombak diverzitasa alulbecsiilt. Ezt alatamasztja az utobbi években szamos élelmiszer-
eredetli Uj faj leirdsa, valamint az olyan kis szamban eléforduld fajok felfedezése, melyeket
dusitas nélkil lehetetlen lenne izolalni, nem beszélve arrél, hogy kordbban szdmos fajt
tévesen azonositottak, tébb hasonld fenotipusos tulajdonsagu fajt egy fajnak veltek.
Az Gjonnan kidolgozott izolalasi modszer eredményesen alkalmazhaté a Yarrowia csoportba
tartozo élesztdgombak izolaldsara. A moddszer hatékony, de nem teljes mértékben szelektiv.
Nyers hasban a Yarrowia csoport jelenleg ismert fajainak kdzel haromnegyede, legaldbb hét
faj elofordul és izolalhatdé az 0j modszer alkalmazasaval. Ezzel szemben sajtbol csak
Yarrowia lipolytica torzseket izolaltam, tarobol egy C. alimentaria torzs kivételével szintén
csak Y. lipolytica fajba tartozO torzseket lehetett kimutatni. Nyers tejbdl izolalt szamos
Y. lipolytica térzs mellett hdrom Y. bubula torzset is sikerilt kimutatni.

A fenotipusos tulajdonsagokon alapul6 tesztek nagyon fontosak, de a kizarolag e
tulajdonsagok alapjan térténd azonositas megbizhatosaga sok esetben megkérddjelezhetd, a
pontos azonositdshoz molekularis bioldgiai mddszerekre van szlikség.

A Yarrowia csoportba tartozo torzsek tobbsége fiziologiai tesztekkel elkiilonithetd a
nem a csoportba tartozd torzsektdl, azonban ezek a tesztek gyakran nem elegenddk a
kiilonboz6 fajokhoz tartozo torzsek egymastdl valo elkiilonitésére, erre a célra tapasztalatom
szerint a mikroszatellit primerrel végzett PCR technika kivaléan megfelel. Bar a modszer jol
miikodott a tesztelt Yarrowia csoportba tartozé torzsek esetében, a Yarrowia csoporton kivdili
szamos torzson végzett vizsgalat alapjan ugy gondolom, hogy nagyobb sokféleséget mutatd
torzseket vizsgalva az MP-PCR felhasznalasaval felszaporitott DNS fragmentek
gélelektroforézisével nyert mintazatok alapjan csak kelld koriiltekintéssel szabad
kovetkeztetéseket levonni.

A Yarrowia csoport tagjainak fajszinti azonositasahoz néhany kivételes esettol
eltekintve elég az rRNS-t kodolo gén D1/D2 regio szekvencigjanak ismerete, csak ritkan van

szllkség az ITS szakaszok szekvenciajanak vizsgalatara.



A Yarrowia lipolytica-rol szamos tanulmanyban élelmiszerromlast okozo
mikroorganizmusként szamolnak be, azonban a legtébb esetben kizarélag hagyoméanyos
azonositast alkalmaztak, igy nagyon valdszini, hogy az esetek egy részében a
Yarrowia csoport mas tagja okozza a romlast.

Az izolalt torzsek fiziologiai tulajdonsdgainak vizsgalata hozzajarulhat az
élelmiszeriparban hasznos vagy hatranyos szerepik felismeréséhez, valamint esetleges ipari
vagy biotechnoldgiai alkalmazhatésaguk megbecsléséhez. Szilkségesnek tartom a
torzsgyljteményekben Yarrowia lipolytica-ként szamon tartott és kiilonb6z6 ipari teriileteken
hasznositott, vagy a jovOben hasznositani kivant torzsek azonositdsanak molekularis

modszerekkel vald megerdsitését illetve feliilvizsgalatat.
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