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1. Bevezetés és célkitiizések

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

A mikrobiologiai kutatdsok teriiletén folyamatos fejlédés tapasztalhatd, ami igaz a
diagnosztikai mddszerekre is. Az 1600-as évekkel 6sszehasonlitva, amikor az elsé kezdetleges
diagnosztikai eljarasok, mint a telepmorfolégia és mikroszkdpia megjelentek, a 21. szazadra
mar modern miiszeres technolégiak allnak rendelkezésre.

Az él6lények, igy a mikroorganizmusok tulajdonsagat is a génkeszletik hatarozza meg.
Ezen, vagyis a DNS-en alapuld tulajdonsagokat genotipusnak nevezziik. Mig a genotipus DNS
szekvencia altal meghatarozott, kiils6 hatasokra nem valtozo6 tulajdonsagok halmaza, addig a
fenotipus a kiils6 kornyezeti tényezdk hatdsara folyamatosan valtozik. A mikrobiologiai
diagnosztikai modszerek, a szervezetek ezen két tulajdonsagat veszik alapul a vizsgalatokhoz.
A modern vizsgalati eljarasok kdzott vannak olyanok, amelyek a genotipust vizsgaljak, mint pl.
a restrikcios fragmenthossz polimorfizmus (RFLP) analizise, és olyanok is, amelyek a foképp
fenotipusos jellemzok vizsgalatara alapoznak, mint a MALDI-TOF MS.

Az Ujonnan felndové generacioknak érdemes a jovo problémaira is gondolni és ezekre
megoldast keresni, hogy élhet6 életet tudjanak maguk és a kdrnyezetik szamara is biztositani.
Ezen kihivasok kozé tartozik a klimavaltozas, a FOld energiaraktarainak kimerilése, az
élelmiszerhiany, az uj betegségek megjelenése és az egészségiink megdrzése. Az egészségre
kitérve az utobbi 50 évben megnott az allergias, emésztdszervi €s rakos megbetegedések szama,
ami az immunrendszeriink nem megfelelé mikodésébdl adddhat. Immunrendszeriink
erdsitésére a vitaminok mellett ajanlott probiotikus élelmiszereket is fogyasztani, amelyek az
egészségiinkre kedvezo hatast gyakorlo vegyiileteket tartalmaznak fermentacion keresztul.

A jové kihivasai kozé tartozik az antibiotikum-rezisztencia egyre nagyobb térnyerése.
Komoly kihivast jelent, hogy az antibiotikumok fogyasztasa miatt azok belekeriilhetnek az
ivoviz készletekbe és termdtalajokba, azon keresztiil pedig az elfogyasztott élelmiszereinkbe.
Még inkabb hozzajarulva rezisztens mikroba torzsek kialakulasahoz.

Dolgozatommal szeretnék hozzajarulni az egészséges taplalkozas, egészségmeglrzeés
témakoréhez a tejsavbaktériumok tanulmanyozasara hasznalhatd eljarasok, valamint ezen

baktériumok tulajdonsagainak a megismerése révén.



A kutatomunkam soran lehetdségem nyilt egy MALDI-TOF-MS (Bruker) készilék
hasznalatara. A miiszer hasznalata az utobbi évtizedben egyre jobban elterjedt a mikrobioldgiai
diagnosztikaban.

Célom volt a kiilonb6z6 alapanyagokbdl késziilt termékekbdl tejsavbaktériumokat izolalni,
majd ezeket MALDI-TOF MS segitségével faj szinten azonositani. Az azonositas mellett
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kivalasztott antibiotikummal szemben.



2. lrodalmi attekintés
2.1 Mikrdbak szerepe a tejtermékek fermentalasaban

2.1.1 Tej, mint alapanyag bemutatasa, jellemzése

A tej rengeteg pozitiv tulajdonsaggal bird €lelmiszer, és a beldle késziilt termékek is a mai
napig kozkedveltek a fogyasztok korében. Tej alatt altalaban a szarvasmarhak mirigyvaladekat
értjuk, amit Ujszulott utodaik taplalasa érdekében termelnek, ugyanakkor mas patés allatok teje
is kisebb szézalékban, de feldolgozéasra kerill az élelmiszeriparban. Ilyen még a kecske-, juh-,
bivaly-, 16-, szamar-, és a teve tej. Ebbdl is lathatd, hogy a vilag egyes részein, kiilonbozo
allatok tejének feldolgozésa torténik, illeszkedve a foldrajzi régié kulturélis hagyomanyaihoz.
A vilagon 85%-ban tehéntejet dolgoznak fel, 11%-ban bivalytejet, tovabbi 2-2%-ban f6leg juh
és kecsketejet. Magyarorszagon eltéréek ezek az aranyok, a tehéntej 99%-o0s népszeriiségnek
orvend, mig a maradék 1%-ot a kecske és juh tejtermékek teszik ki. Ezek felhasznalasa
leginkabb kiilonb6z6é sajtok formajaban nyilvanul meg, de napjainkban egyre nagyobb
népszertiségnek drvend, ezen paros ujju patas allatok tejének a fogyasztasa is. (Kukovics, 2009)

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

Kitiin6 fehérje forras, 1 dl tej elfogyasztasaval minimum 3 g fehérjéhez jut a szervezetiink,
amely konnyen fel is szivodik. A tejfehérje emellett teljes értékii fehérjének szamit, mivel
tartalmazza a metioninon kiviul az 6sszes esszencialis aminosavat az emberi szervezet szadmara.
Az esszencialis aminosav hasznosulasa sokkal kedvezobb, ha mas, nem esszencialis
aminosavak is talalhatoak mellettilk az élelmiszerben. Ez a kedvezd helyzet a tej esetében
ugyancsak fennall (Fenyvessy és munkatarsai, 2014).

Szamos élelmiszer koziil a tejtermékeket tartjak a legfobb kalcium forrasnak. A kalcium a
tej és tejtermékek fogyasztasaval konnyebben tud hasznosulni, mint a névényi alapanyagokbdl,
amelyekben az egyes szerves molekulakkal komplexet képez, ezzel nehezitve az emberi
szervezetben a felszivddasat. Ilyen komponens példaul a fitinsav az olajos magvakban (
Harland és Morris, 1995). A kalcium nélkuldzhetetlen a csontképzésben, de
vérnyomascsokkentd, izommitkddés és bélegészség tdmogatod, inzulin rezisztencia csdkkentd
hatdsa van. Kalcium mellett nagy mennyiségben talalhatd a tejben még foszfor, kalium,
magnézium és szelén is. A kalcium-foszfor arany egészség megdrz6 szempontbdl is megfeleld.
(Kukovics, 2009)



Asvanyianyag tartalma mellett szamos vitamin is megtalalhaté benne, zsirban (D, E, K, A)
és vizben olddddak egyarant (B vitaminok, C-vitamin). A-, D vitamin kiilondsen hasznos, mivel

segiti a kalcium felszivddasat és beépulését a csontokba. (Kukovics, 2009)

2.1.2 Noveényi tejhelyettesitok bemutatasa, jellemzése

A tejfogyasztas mellett nagy térnyerésre tettek szert a novényi tejhelyettesitok. Ennek oka
lehet, hogy alternativ lehetdséget kinalnak a tejszerti-ital fogyasztasara a lakt6z-érzékenyeknek,
tejfehérje allergiasoknak, illetve vegan életmodot vagy barmilyen mas diétat kovetdknek.
Gyakran hasznéljak ezekre az élelmiszerekre a ndvényi tej kifejezést, helytelenul, mivel tej alatt
csak az allatok togyvaladéka érthetd (1234/2007/EK rendelet), ezért e termékek esetén javasolt
a névenyi ital megnevezés hasznalata. A piacon egyre tobbféle izvilagd novényi ital és ezek
tobbféle valtozata megtalalhatd meg (példaul csdkkentett cukortartalom, hozzaadott asvanyi
anyagokkal és vitaminokkal ellatott termékek). A legelterjedtebbek a sz6ja-, kokusz-, zab-, rizs-
és mandula italok. Ezen ndvenyi italok gyartasa hasonlo technolégian alapulnak: A névényi
részeket vizbe aztatjak, extrahaljak, az extraktumot elvalasztjak, majd 0Osszeallitjak a
vegterméket. A késztermék homogenizalasa és hokezelése szlikséges, hogy megmaradjon a
szuszpenzio stabilitasa, ne kovetkezzen be Ulepedés, illetve mikrobiologiailag is stabil legyen
a késztermek (Makinen és munkatarsai, 2016).

A novényi italokrdl altalanossagban elmondhato, hogy kisebb fehérjetartalommal
rendelkeznek, mint a tehéntej (kivétel a szoja ital), illetve ezen italok nem alkalmasak a
tejfogyasztassal bevitt aminosavak helyettesitésére, pétlasara. A novényi fehérjék Kisebb
mértékben tudnak hasznosulni a tejfehérjékhez képest. Mindemellett a ndvényi italok
zsirtartalma is kisebb, leginkabb a telitett vagy egyszeresen telitettlen zsirsavlancok jellemzoek,
a kokusz italok esetén ez inkabb eltolodott a telitett zsirsavlancok felé, mig szdja és mandula
italokban inkdbb egyszeresen vagy kétszeresen telitettlen zsirsavlancok jellemzdek. A tejhez
képest a novényi italok koleszterinmentesek, emiatt kedvezébb fogyasztasuk sziv-és
érrendszeri problémak esetén. Szénhidrattartalom kapcsan elmondhatd, hogy a rizs és zabbdl
készlt italok szénhidrattartalma sokkal nagyobb, mint a tehéntej vagy mas ndvényi italoknak
(Csengeri, 2020). Az 1. tablazat tartalmazza a tehéntej és egyes novényi tejek tapérték
Osszetételének értékeit.

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

megkozelitse, a tehéntej fogyasztasaval bevihetd tapanyagokat. Erdemes azonban figyelembe



venni, hogy a hozzdadott 4svanyianyagok, példaul kalcium-karbonat, nem tud olyan mértékben
felszivodni és hasznosulni a ndvényi italok esetén, ezaltal fogyasztasukkal nem visziink be

annyit beléle a szervezetiinkbe, mint amennyit a csomagolasokon feltiintetnek.

1. tdblazat Tehéntej és ndvenyi italok makro tdpanyagainak értékei

. Energia Fehérje Szénhidrat
Ital megnevezése (100 ml) (keal) (&) @®
Tehéntej (2,8% zsirtartalmi) 60 34 28 3,3
Rizsital hozzaadott cukor nélkiil 45-64 0-0.5 0.8-1,2 9-13
Mandulaital hozzdadott cukor nélkil 13-22 0.5 1,1-2,1 0-0,3
Mandulaital hozzdadott cukorral 19-34 0.2-0,5 0.6-2.1 3-3.3
Zabital hozzdadott cukor nélkal 40-50 0.2-07 1,3-16 5.6-78
Lieigflt:é[]ﬁg:m-kﬁkum. vanilids) zabital hozzaadott 36-48 0.6-0.9 06-13 6.7-8.5
fzesitett (kakads) zabital hozzdadott cukorral 62 0.9 1.B 9.8
Kdékuszital hozzaadott cukor €5 rizs nélkil 14-15 0.1-1.7 0.4-1,2 0-1.3
Kdkuszital rizzsel, hozzdadott cukor nélkil 19-22 0.1 0.9 26-32
Kékuszital hozzaadott cukorral 27 0.2 2 189
[zesitert kdkuszital hozzdadott cukorral 41 0.4 i1 T
Szdjaital hozzdadott cukor nélkil 32-35 28-34 18-2 0.2-1
Szdjaital hozzdadott cukorral 39-45 3-37 1.7-2.1 2.5-2.6
izesitert szdjaital hozzdadort cukorral 34-61 3 1,7-18 6.5-7.8

(Csengeri, 2020).

2.1.3 Fermentalt tejtermékek bemutatasa

A tej fogyasztas mellett egyre nagyobb népszertiségnek 6rvend a savanyitott vagy mas néven
fermentalt tejtermékek fogyasztasa is. Ez koszonhet6 annak, hogy gasztronomiai élményt nyujt
az egyedi iziik és allaguk, valamint, hogy kedvezd élettani hatasokkal jar fogyasztasuk. Az
emésztérendszeriink  megfeleld milkodése ¢és  egészsége nagyban  befolyasolja
immunrendszeriink miikddését, illetve Osszefliggésben all, mint ,masodik agy” az agyi
miikodéseinkkel (Aziz és Thompson, 1998). Ez alapjan az egészséglink fenntartasa érdekében
fontos, hogy kelld figyelmet forditsunk az emésztérendszeriink egészségére, amit fermentélt
élelmiszerek fogyasztasaval kedvezd iranyba befolyasolhatunk. Ezen élelmiszerek f0
kialakitasaért hasznos, a szervezetlink egéeszségére igazoltan pozitivan hatd baktériumok, mas
néven a probiotikumok felelnek. Fogyasztasuk segiti helyreallitani a bél mikrobidta alloméanyat,
antioxidans hatassal is birnak, hosszu tavon csokkentik a sziv és érrendszeri betegségek és a 2.
tipust cukorbetegség kialakulasat. (Wang és munkatarsai, 2017, Marco és munkatarsai, 2017).
Tej alapy fermentalt termékek kdzll az aldbbiakat tartjuk szamon: tejfol, joghurt és a kefir.

Vizsgalataim soran a joghurtokkal foglalkoztam.



2.1.4 Joghurt fermentalasban résztvevé mikroba fajok bemutatasa

Szamos tejtermék izének, allomanyanak kialakitasaért a tejsavbaktériumok felelések. A
tejsavbaktériumokra jellemz6, hogy Gram pozitiv, nem sporaképzé, oxidaz- és a tdbbség
katalaz negativ mikrobak. Alakjukra kokkusz vagy palcika alak jellemzd. Csoportjuk nem
rendszertani alapokon nyugszik, inkabb a csoportositasuk alapja a tejsavas fermentaciéra valo
képesség, mint kdzos tulajdonsag (Kosztik, 2021).

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

Streptococcus salivarius ssp thermophilus

A Streptococcus salivarius ssp thermophilus, a tdbb mint 60 fajt szamlalé Streptococcus
nemzetségbe tartozik. A nemzetségen beliil egyes fajok patogének (marhéak tégygyulladasdban
jatszanak szerepet, fogszuvasodas okozoi), viszont a salivarius csoportba tartozo S. salivarius
ssp. termophilus (S. thermophilus) éppen ellenkezdleg, artalmatlan az emberi szervezetre (Deak
és munkatarsai, 2006). A mikroba f6 felhasznalasi teriilete a tejipar. Joghurtok egyik f6
starterkult(rajanak tagja. Altalaban parban alkalmazzak Lactobacillus delbruecki-vel, kedvez6
a fajok 1:1 aranyban torténd felhasznaldsa. A fermentacid kezdetén a Streptococcus
thermophilus a dominans, a tejsav mellett rendszerint ecetsav, diacetil, hangyasav és
acetaldehid is képzddik, ezzel kialakitva a natlr joghurt acetiles izét. Ahogy a pH 4,2 al
csokken a fermentacio vezetd szerepét atveszik a Lactocaseibacillusok, mig a Streptococcusok
miikodése folyamatosan csokken (Rose, 1982).

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

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



Lactobacillus delbrueckii

A Lactobacillus nemzetségbe tartozd6 mikréba, mely a tejsav baktériumok legnagyobb
csoportjat alkotja. A Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii és Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus alfajokba tartozo mikrobak palca alakuak, termofil tulajdonsaguak. Hémérsékleti
optimumuk 40 °C. Obligdt homofermentativ mikrébak, tehat a gliikkozbol csak tejsavat
képeznek. MRS agaron fehér apro telepeket hoznak létre, a telepek koril halvany kérkords
zbnaval, ez egy megkiilonboztethetéségi vizsgalat a S. thermophilus-szal szemben.
Kombinaltan alkalmazva mas starterekkel a joghurtok mellett, svajci és olasz sajtok
készitésehez is alkalmazzak. (Robinson, 1982)

Lactobacillus zeae

A Lactobacillus nemzetség képvisel6je, régebben a Lacticaseibacillus casei-hez tartozo
alfajnak tekintették (Robinson, 1982). A sejtek palca alakiak, méretiik 0,5-2,4 um. A telepek
(MRS agaron) sima, csillogo felszintiek, fehér szintiek, méretiik 1-2 mm. A palcak egyenkeént,
vagy lancokban 6sszekapcsolddva fordulnak elé. Termofil starter, de viszonylag széles, 10-45
°C tartomanyban képes novekedésére. A fermentacid mechanizmusa szerint fakultativ
heterofermentativ (Dicks és munkatarsai, 1996).

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

Lactobacillus acidophilus

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

Szamos pozitiv élettani hatassal bir a fogyasztasa: megel6zi a székrekedést, csokkenti a vér
koleszterinszintjét, probiotikus mikréba révén érdemes fogyasztani antibiotikum kara esetén,
hogy helyreéllitsa a bélbiota egyenstlyat. Antimikrobas anyagokat termel, illetve bontja a
laktozt, amivel hozzajarul, laktoz érzékenyeknek szant élelmiszerek eldallitasahoz.
Lacticaseibacillus rhamnosus

Lacticaseibacillus nemzetség tagja, kordbban a Lacticaseibacillus casei egyik alfajanak
hitték, de kutatdsok kimutattak, hogy a L. rhamnosus egy teljesen 6nall6 faj a tejsav
baktériumok kozott. (Zheng és munkatarsai, 2020). A fajra jellemz6 alak a palcika, és gyakran

lancokba csoportosulnak a sejtek. Termofil starter, 45 °C -on is képes telepeket keépezni.
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Fermentécios képessége szerint fakultativ heterofermentativ. mikrobak kodzé sorolhato.
Alkalmazzak joghurtok és mas tejtermékek starter kultGrdjaként, kiemelten még sajtok
készitésénel. (Robinson, 1982)

Az emberi szervezetben probiotikus baktérium révén megtalalhat6 az emésztd rendszerben,
szamos kedvezd hatasa van az emberi szervezetre. Antimikrobialis anyagokat képez, ami
gatolja a patogen mikrébéak elszaporodasat (Vanderhoof és munkatérsai, 1999). Csokkenti az
irritalis bél szindroma (1BS) gyakorisagéat (Lin és munkatarsai, 2009).

Kutatasok igazoltak tovabba, hogy kedvezd hatassal van fogyasztasa a ndi hiively egészségi
allapotara. A bélrendszer helyett inkdbb a hiivelyben telepszik meg ezzel is tamogatja a ndi
szerv egeszseget (Reid, 1999). A hiuvely falat kolonizalva meggéatolja a patogének
megtelepedését, ezaltal olyan fertdzések ellen is védelmet tud nyQjtani, mint példaul a
bakterialis vagindzis (Reid és munkatarsai, 1995).

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus nemzetség képviseldje, palcika alaka, mezofil mikroba. Hémérsékleti
optimuma 30-35 °C kozott talalhato. Fermentacios mechanizmusa fakultativ heterofermentativ.
Joghurtok mellett sajtok érleléséhez hasznaljak fel, vagy mas starterekkel kombinalva sés lében
pacolt sajtok (pl. Feta) eldallitasara szeretik alkalmazni.

Napjainkban egyre népszeriibbé valnak a tejalapu készitmények mellett a novényi
tejhelyettesitok, illetve abbol késziilt fermentalt termékek. Kifejezetten vegan készitmények
fermentalasara ajanljak a L. plantarumot, mivel megfelel6 stabilitast és allagot biztosit a
készterméknek, illetve, konnyebb egy olyan starter kulturaval dolgozni, amelynek a
szaporodasara a ndvényi alapt tapkozegek kedvezObb hatassal birnak (Inayah és munkatarsai,
2022).

Bifidobacterium nemzetség

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

Bifidobaktériumok-rol elmondhat6, hogy anaerob heterofermentativ, nem sporaképzo
mikrobak. Morfologia szerint a nemzetségen beliill valtozatos szerkezetek jellemzdek.
El6éfordulnak a kokkoid alaku sejteken tal még, hosszd, elnydlt, elhajlo, egyes esetekben pedig
elagazé sejtek is. A sejtek egyesével is allhatnak vagy lancokban, illetve kisebb csoportokban,

amelyek akar ,,V” vagy ,,X” alakot is felvehetnek (Turrorini és munkatarsai, 2011).



A tejsavbaktériumokra  altaldban  jellemz6  fermentdciés  mechanizmusok a
Bifidobaktériumok esetén, mas utvonalon megy végbe. A fermentélashoz felhasznalt hex6zokat
atalakitva, fruktozfoszfat ketolaz enzim segitségével a Bifidobaktériumok az etanol vagy CO>
képzés helyett, kb. 3:2 ardnyban képeznek ecetsavat €s tejsavat.

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

a szaporodasuk (Poupard és munkatéarsai, 1973).

2.2 Mikrobak jellemzésének lehetdségei

A mikrobadk vizsgalati modszerei feno- és genotipus vizsgélatokon alapulhatnak. Az
altalanos mikrobiologiai vizsgalati modszerek fenotipusos tulajdonsagokra épiilnek. Ezek a
jellemzdk a mikroorganizmus megjelend tulajdonsagaira utalnak pl.: alakjuk, morfologiajuk,
oxigén igenyik, Gram-fest6d6 tulajdonsaguk stb.

A tudomany fejlodésével, szert tettiink ) informaciokra, a fajok genetikai felépitésérdl.
Genotipus alatt az 6rokité anyagon-, DNS-en alapulo tulajdonsagok értjuk. A genotipus a DNS
szekvencia altal meghatarozott, igy a kornyezeti hatdsokra nem véltozik, ezzel szemben a
fenotipus, vagyis megjelend jellemzd vagy tulajdonsag valtozhat, alkalmazkodhat a kornyezeti
hatdsokhoz. A genotipus alapu vizsgalatokhoz tartozik pl.: a genom méretének, dsszetételének

vizsgalata, amely a PCR, RFLP technikakon alapulo eljarasok.

2.2.1 Telepmorfolégiai vizsgalatok

A morfolégiai megkiilonboztetés alapja a sejtek tapagar feliiletén telepekbe rendezddése, €s
annak killemi jellemzoi. A telep, mas néven kolonia, egyetlen sejtbdl felszaporodd sejttomeg
a taptalaj felszinén vagy belsejében. A sejttdmeget alkoté sejtek altalaban valamilyen
kapcsolatban allnak egymassal. A kiilonb6zd fajok kolonia képzés soran kiilonbzd kiilsd
megjelenést vesznek fel, ezaltal is megkiilonboztethetéek (TOth és munkatéarsai, 2018). A
makroszkopos morfologia mellett elengedhetetlen a mikroszkdppal megfigyelhetd alaktani
jellemzdk, a mikromorfologia vizsgélata.

A telepalak lehet pontszerli, kor alaku, szabalytalan, fonalszer(i, rizoid, orso alaku. A telep
felszine, kiemelkedése szerint megkiilonboztetiink lapos, lapos kiemelkedd, domboru,
feldomborodo, cstcsos, bemélyedd kolonidkat. Szegély szerint a telep lehet ép, hulldmos,

karélyos, fonalas (T6th és munkatarsai, 2018).



1. &bra. Mikrobdk morfologiaja
(Forrés: Téth és munkatérsai, 2018)
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2.2.2 Sejtmorfoldgiai vizsgalatok mikroszkoppal

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

A legelsd ¢és legelterjedtebb mikroszkop tipus a fénymikroszkdp, aminek kifejlesztése
Antonie van Leeuwenhoek nevéhez kothetd, aki a 17. szazadban €lt. Bar elsd prototipusa kozel
sem hasonlitott a manapsag hasznalt mikroszkop modellekhez, mivel csak egy lencsébdl allt,
azota sokat fejlodott a mikroszkopok teljesitménye és felépitése (Dedk és munkatarsai, 2006).

A fénymikroszkopok két {0 lencsébdl allnak, az objektivbdl és az okularbdl, eziltal egy
lencserendszert alkotnak. Az okularba nézink bele kozvetlenll, egy nagyitdé és egy
gylijtélencsébdl all, hogy jobban Osszegylijtse a szemiinkre a fényforrasbol szarmazo fényt,
tovabbi 10-szeres nagyitasra képes. Az objektiv egy 0sszetett lencserendszer mar 6nmaga, az
okular és a kondenzor koOzott helyezkedik el, pontosan a targylemez és a nézendd
mikroorganizmus folott. FO feladata, hogy amely fénysugarak athatolnak a targylemezen és
visszaverddnek, azokat a fénysugarakat, illetve a keletkezett képet tovabb juttassa az okularba.
Az objektiv kiilonboz6 nagyitasi fokt lencséi hatarozzak meg foleg, hogy mekkora nagyitasban

lathassuk a keletkezett képet, ez lehet 4x,10x, 40x és 100x-0s.
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A Vilagitd berendezés részét képezi a fényforras és a kondenzor. A kondenzor szintén egy
gyljtélencserendszer, melynek feladata, hogy a fényforrasbdl juttatott fényt fokuszélja a
targyasztalon 1€vo targylemezre, és a rajta talalhato vizsgaland6 anyagra.

Az okulart és az objektivet a tubus koti 6ssze, amely 30-45 °-0s dontott poziciéban szokott
lenni. A mikroszkop egész szerkezetét az allvany és talpazat tartja stabilan. Az allvannyal van
Osszekottetésben vizszintesen a targyasztal, ahova csiptetokkel stabilizalva behelyezhetd a
vizsgalatokhoz a targylemez. A targylemez elhelyezkedését kiilonb6z6é mozgatd csavarokkal
lehet irdnyitani, illetve a keletkezett kép élességét is beallitani.

A fénymikroszkop Osszetett lencserendszere altal nagyitott, egyenes allasa, virtualis képet
kapunk, amelyet a 2. dbra szemléltet. Célja, hogy az emberi szem korlatolt latdszdgét novelje.
A mintén athalado6 fény egy része egyenesen athalad a mintan, ezt direkt fénynek nevezzilk,

viszont a mintan athaladé feny nagy része megtorik, ezeket difraktalt sugaraknak nevezziik,

2. abra A fénymikroszkop mitkodési elve
(Forras: http2)

Microscope

Eyepiece

Objective

amelyek a direkt sugarakhoz képest faziseltolddassal jelennek meg. Ahogy a gyiijtdlencse
ezeket a sugarakat egy sikba rendezi, egyes sugarak kioltjak egymast, elkilonilnek sotét és
vilagos zondk, ezaltal kirajzolodik szamunkra a kép. A megalkotott kép mindsége fligg a
mikroszkop felbontoképességétdl. A felbontoképesség megmondja, hogy mi a legkisebb
tavolsdg két pont kozott, amelyeket meég két Kkilon pontnak tudunk észlelni. A
felbontoképességre hatdssal van a numerikus aspektira, amivel jellemezhetd, hogy az objektiv
mennyire sikeresen fogja be a kiilonbozé irdnyba szorddd fénysugarakat. Novelhetd a
numerikus aspektdra, ha ndveljik a targylemez és az okular kozti tér térésmutatdjat. A nagyobb

torésmutatoju térben a fény kisebb szogben torik meg, ezaltal a targylencse gylijtdlencséi is
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nagyobb hatasfokkal tudjak Osszegylijteni a fénysugarakat. A torésmutatdé novelhetd, ha a
targylemez és objektiv kdzotti részbe immerzids olajat helyezlink (Davidson és Abramowitz,
2002).

2.2.3 Molekularis bioldgiai modszerek

A molekularis mddszerek alapja a genotipus meghatarozasa. A fenotipus, mint ahogy arr6l
mar volt szd, konnyen valtozik, mivel az €16 szervezetek képesek a kornyezet barmely
véltozasahoz alkalmazkodni, amelynek kovetkeztében a fenotipus is atalakulhat. Emiatt a
fenotipus alapl diagnosztika és identifikalas esetén standardizalni sziikséges a vizsgalati
koriilményeket. Ezzel ellentétben a genotipus alapu vizsgalatoknal nincs sziikség ezen eldzetes
beallitdsokra, mivel a genotipus nem valtozik meg ilyen konnyen. Valtozas valamilyen mutacio
vagy rekombinacio kovetkeztében léphet fel. (Deak és munkatarsai, 2006)

A molekularis vizsgalatok soran altalaban csak egy gén részletet, vagy a nukleinsav
szekvencia egy részletet vizsgaljak. Ennek kivalasztdsa az adott egyed fenotipusos jellemzdi
alapjan torténik.

A molekularis diagnosztika harom féle modszeren alapszik, ahol a sejtekb6l kivont DNS-t
vizsgaljak, restrikcids enzimes hasitas utan (RFLP: restrikcios fragmenthossz polimorfizmus)
vagy probak alkalmazésaval, hibridizacios technikdval (pl. FISH: flourescens in situ

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

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

mass Spectrometry” harom kiilonboz6 vizsgalati teriiletet 6sszefogva mikroorganizmusok
azonositasdra alkalmas modszer. A vizsgalati miivelet elsd szakaszdn a mintdk matrix
asszisztalt 1ézer deszorpcids ionizéacidn esnek at (MALDI). A mintdkra matrix oldatot felkenve,
majd ionizacios sugarat atengedve rajtuk, a matrix képes elnyelni a sugarzas energiajat, és a
mintab6l a makromolekuldk felszabadulnak a matrixal komplexet képezve. Vakuumot
milkodtetve a berendezésben a komplexbdl kiszakadd makrokomponenseket eljuttatja a
rendszer a tdmeganalizatorba (detektor). Az analizatorig valo eljutasi id6t — ,repiilési idot”
(TOF — time of flight) mérve hatarozza meg a vizsgalt molekulakat. A repiilési id6 aranyos a
molekula méretével, minél kisebb a molekula, annal révidebb id§ alatt jut el a detektorhoz. A
vizsgalathoz hozzatartozik még tdmegspektrometria is (MS), aminek a funkcidja az, hogy a

sugarzasos vizsgalat alatt felklildott atomokat és molekulakat tomegspektrumuk (toltésegységre
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es6 tomegiik (m/z) alapjan szétvalasszon. Az eredmények alapjan, a keletkez6 tomegspektrum
egyes csucsai, kiilonbozé fehérjéknek felelnek meg a mintaban. A mintaban azonositott
riboszomalis (genetikailag kodolt) fehérjék csticsoklistdjanak lehetévé teszi a mikrobak faj
szinten torténé azonositasat (Nagy és munkatarsai, 2014). A folyamat sordn a minta
todmegspektrumat referencia mintékat tartalmazo konyvtari adatbazissal vetjuk dssze (3. abra)
(Akimowicz és Bucka-Kolendo, 2020).

3. &bra A MALDI-TOF MS Kkészilék, és a vizsgalat Iépéseinek bemutatasa

(Haider és munkatéarsai, 2023)
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A bioldgiai mintadk vizsgalatan tal a MALDI-TOF mara az ipari mindségbiztonsag

legktlonfélébb teriletein alkalmazott technoldgia (Nagy, 2009).

2.2.5 Szeroldgiai modszerek

A szeroldgia vizsgalatok a sejtek immunvalaszadasan alapulnak. A mikrdbasejteken
megtalalhatd antigének ellenanyag, antitest termelésére késztetik a gazdaszervezetet. Az
ellenanyag termelést kivalté vegyiletek megjelenhetnek a sejtek felszinén, mint marker
vegyiiletek. Lehet ez a tokanyag, vagy a sejtfelszinen 1évé szénhidratok esetleg fehérjék,
extracelluréalis enzimek, toxinok. Lehetséges, hogy a sejtek belsejében helyezkednek el az
antigének, és a sejtek szétesése utan kerilnek ki a kornyezetbe (Deak és munkatarsai, 2006).

Szeroldgiai vizsgalatok egyik fajtaja, az agglutinacié, ahol teljes sejtek vagy nagyobb

sejtrészek antigénjének megfeleld ellenanyag hozzaadasat kovetden kicsapodas jelenik meg. A
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vizsgélatok leggyakoribb forméaja a targylemez-agglutinacio, de az ELISA (enzimhez kotott
immunszorbens tesztek) szintén Kkivald vizsgalat egyes antigének kimutatdsara (Dedk és
munkatarsai, 2006). Az ELISA médszer elénye, hogy rovid id6 alatt eredményt szerziink vele
(1-3 ¢6ra). Hasznalhatjadk patogének, illetve aflatoxin Kkimutatasara és mennyiségi
meghatarozasara. (Leszczynka és munkatarsai, 2018)

2.2.6 Elettani vizsgalati modszerek

Elettani vizsgalati modszernek szamit minden olyan vizsgalat a mikroorganizmusok
esetében, amely a szaporodasukkal, anyagcsere folyamatukkal 0sszefligg, ami hozzajarul
ahhoz, hogy faji szinten azonositani, torzsi szinten tipizalni lehessen az adott mikrébékat.
Megkiilonboztethetd a fajok pH-, hOdmérséklet tlirési tartomanyuk, vizaktivitds és oxigén
igényuk-, illetve a gatloszerekre adott reakcidjuk alapjan. (Deédk és munkatarsai, 2006). Minden
mikroorganizmus szamara van egy tarési tartomany, amelyen beliil szaporodasra és
¢letmiikodés folytatasara képes.

A fajon beliil, a torzsek kozott jelentds kiilonbségeket lehetnek a gatloszerekkel szembeni
érzékenységben, igy ennek vizsgalatara alkalmas a torzsek tipizalasa. Gatldszereknek
szamitanak a tartositdszerek, antibiotikumok, vagy olyan anyagok is, amelyek pl. a vizaktivitast
csokkentve fejtik ki hatasuk, ezaltal csokkentve a mikrobak tulelési vagy szaporodasi eselyeit.
Vizaktivitas csokkentd anyagok pl. s6 vagy cukor. A kiilonboz6 fajokra eltérd so-, cukor- vagy
tartositoszer tlrés jellemzd. Antibiotikumok esetén ismertek sziik és tdg hatasspektrumu
vegyuletek. Az antibiotikumok hatasmechanizmusuk szerint lehetnek baktericidek (baktérium

010) vagy bakteriosztatikus (szaporodas gatlo) hatdsmechanizmustak lehetnek.

2.3 Antibiotikum rezisztencia megjelenése az élelmiszeriparban

2.3.1 Antibiotikum rezisztencia kialakulasa és kockazatai

Az antibiotikum rezisztencia a 21. szdzadra egyre nagyobb problémava ndtte ki magat, mivel
a gyakori felhasznalas kovetkeztében, megndvekedett az antibiotikumra ellenall6 mikrébak
szama. Az antibiotikumrezisztens kdérokozok terjedése rendkivili problémat okoz mind a
human, mind pedig az allategészségugynek (Daneman és munkatarsai, 2006).

Az élelmiszeriparba tobb Gton kertlhet antibiotikum, amely rezisztencia kialakulasanak
kockazatat hordozza. Els6sorban allati termékek (hus, tej, tojds) révén juthat
antibiotikumrezisztens baktérium a feldolgozasi lancba, mivel az allatokat sziikséges

antibiotikummal kezelni baktérium okozta betegség fennallasa esetén. Addig nem vaghato és
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dolgozhato fel éloallat, illetve termékei, amig az antibiotikum behatési ideje le nem jar. Mégis
gyakori, hogy az &llat elpusztuldsa vagy tragyaja &ltal a talajvizbe, illetve szennyvizekbe
kertilnek antibiotikum maradvanyok, amelyek rezisztens torzsek megjelenéséhez vezetnek.
Szennyezett vizzel torténd Ontdzések soran pedig mar a terméfoldekre is kijuthatnak a
rezisztencia gént hordozd torzsek, amik a terményen keresztiill bejutnak a taplalék lancba.
Emiatt indult a ,,One Health” nevii kezdeményezés annak eldsegitésére, hogy megallitsak a
multirezisztens korokozo mikroba torzsek terjedését, és elkeriilhetd legyen a 2050-re varhatd
altaluk okozott betegségek miatti magas halalozési arany. A program célja, hogy 2030-ra 50%-
kal visszafogja a vilag az antibiotikumok felhasznalasat (Branduse és Foldi, 2022).

A patogén mikrébakhoz hasonléan starter kultiraként felhasznalt probiotikus mikrobék is
képesek rezisztenciat kialakitani. Ez lehet eredend6en a torzsre jellemzd rezisztencia, vagy
szerzett. Az elobbit természetes rezisztencianak nevezik, mivel ez az adott probiotikus mikroba
torzsre jellemzd tulajdonsdg, ami a genomban van kodolva. Ez alapvetéen nem jelent
problémat, mivel ezek a tulajdonsagok nem viheték at, nem adhatok at mas térzseknek. A
nagyobb problémat a szerzett rezisztencia okozza, mivel &ltala egy korabban adott
antibiotikumra nem érzekeny torzs rezisztenssé valik az adott szerre. A jelenség kialakulhat
mutacio, vagy horizontalis géntranszfer réven. Mutacid esetén szintén ugy alakul at a
tulajdonsag, hogy az nem tovabbadhatd, mig horizontalis géntranszfer esetében minden esetben
tovabbadhato a rezisztencia. A horizontalis géntranszfernek harom fajtagja van, a
transzformacid, konjugacio és transzdukcio. Konjugacié esetben sziikséges ehhez, hogy a
baktérium sejtek érintkezzenek egymassal, és hogy piluson keresztill atadodjon a gén.
Transzformacié soran pedig lehetséges, hogy a sejtekbdl a kiilsé kornyezetbe jut a rezisztencia
kialakitasaért felelds gén, mas sejtek azt felveszik, és a sajat orokitdanyagukba épitik be.
(Szulczer-Balog és munkatarsai, 2022).

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

is elkerllve az Gjabb ellenalld torzsek kialakulasat (Szulczer-Balog és munkatarsai, 2022).
2.3.2 A vizsgalatba bevont antibiotikumok jellemzése
A penicillin az aminosav-szarmazékok kozé tartozd béta-laktdm antibiotikum. A

hatdsmechanizmusa szerint, a sejtfalszintézis gatld antibiotikumok kozé tartozik. Szerkezete
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miatt a transzpeptiddz enzim szubsztratként ismeri fel, mivel a peptidoglikdn peptid
oldallancaban jelenlévé D-Ala-D-Ala strukturalis analégja. A transzpeptiddz enzim
irreverzibilisen kot6dik a penicillinhez, ezaltal az enzim inaktivalodik, és ezaltal gatolja sejtfal
tovabbi szintézisét, valamint abnormalis sejtalakok jonnek létre. A sejtfal meggyengil és a
baktériumsejt szetesik (Pécs, 2023). Gram pozitiv baktériumok ellen hatdsos. A penicillin és
mas béta-laktdm antibiotikumok ellen fokozatosan egyre tobb baktérium faj jelent meg,
amelyek rezisztensek, példaul Streptococcus pneumonaie (Mazel and Davies, 1999). A kulcs
amely a rezisztencia megjelenéséhez vezet, az ezen mikrébak béta-laktamaz enzim
termelésében rejlik (Uddin és munkatérsai, 2021).

Az oxacillin egy félszintetikus, penicillinek csoportjaba tartozd béta-laktam antibiotikum.
Hatasmechanizmusa hasonld a penicillinéhez. A penicillinnel szemben elénye, hogy a
Staphylococcusok altal termelt béta-laktamaznak ellenall (Papich, 2016).

A clindamycin a linkomazinokhoz tartozo feherjeszintézis gatlo antibiotikum. Az 50S
riboszoma alegységhez kotddve gatolja a peptidkotések kialakulasat, igy a fehérjeszintézist. A
sejtekben 1évo 23S RNS mutécioja soran képesek a sejtek rezisztencidt szerezni az antibiotikum
ellen (Murphy és munkatarsai, 2024). Gram pozitiv kokkuszok, illetve Gram pozitiv vagy
negativ anaerob mikrobak ellen egyarant hatasos (Smieja, 1998).

A tetracyclin egy, a kinonok csoportjaba tartozo, fehérjeszintézis gatlo antibiotikum. A 30S
riboszoma alegységhez kotddve gatolja a tRNS-ek megkotddését, ezaltal blokkolva a
fehérjeszintézist (Grossman, 2016). Széles spektrumi antibiotikum, hatasos Gram pozitiv,
Gram negativ baktériumok, kdztik a klamidiék, rikettziak és a protozoonok ellen is (Daghrir
and Drogui, 2013).
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3. Alkalmazott modszerek
3.1 Anyagok
3.1.1 Vizsgalatba bevont joghurtok

A kutatdsomban 18 db kereskedelmi forgalombdl beszerezhet6 joghurt terméket vizsgaltam.
Talalhatok kdzottuk hagyomanyos tehéntej-, kecsketej-, illetve novényi alapi vegan termékek
is. A vegéan termékek széles palettijan a kiilonb6z6 noévényi alapt fermentalt termékeket
kerestem ugymint kdkusz, sz6ja és mandula alapi termékek. A joghurtok kozil feldolgoztam
natdr, illetve izesitett valtozatokat. A termékek jellemzoit az 2. tablazat foglalja dssze.

A minték jelolését a markak kezddbetlijével kiilonboztettem meg, illetve mikrobék izolalasa
sorén, ha egy termékbdl tobb mikrobat izolaltam azokat a roviditések utan sorszammal jeloltem
pl. N1, N2, N3.

2. tablazat A kutatdshoz felhasznalt kereskedelmi forgalomba kaphaté joghurtok.
(Forrés: sajat adat)

Alapanyag -
Rovidités Név Gyarto Tipus ptej yag Mentesség
. Nadudvari .
N &t kré hurt . imolcso tehé nincs
réteges krémjoghur Elelmiszer KAt gyimolesos ehén
JBL Jogobella light Zott gyimolcsos tehén nincs
hozziadott
o N By
JBO Jogobella 0% Zott gyimolcsos tehén cukormentes
MA Magyar joghurt Alf6ldi tej natir tehén nincs
C natur joghurt Cserpes Sajtmiihely natur tehén nincs
MILM laktomentes natar joghurt Mizo natur tehén laktozmentes
T Tarka gorog joghurt Naszalytej gyimolcsos tehén laktozmentes
zB Zo6ldfarm bio joghurt Naszalytej natar tehén nincs
M natur joghurt Mizo natir tehén nincs
D natar joghurt Danone natar tehén nincs
natar joghurt Zott natar tehén nincs
G Greek natar joghurt Bakoma natar tehén nincs
H Havasi joghurt izes Erdély natar tehén nincs
K kecskejoghurt Tebike natir kecske nincs
. , . , vegan,
ZK Pure joy ko%(usztej ?lap u Zott natur novényi hozzaadott
fermentalt termék
cukormentes
Joghurtkulturaval fermentalt B L. cukormentes,
JS L. el Joya natur noévényi ,
szOjaspecialitas vegan
vegan,
A fermentalt szojakészitmény Alpro gylimélcsés |  novényi hozzaadott
cukormentes
MM fermentalt mandulagurt Mylove-mylife gylimolesds | novényi vegan
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Allati eredetli termékek

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

Natdr iz terén Mizo (M), laktézmentes Mizo (MILM), Naszélytej Z6ldfarm Bio joghurt
(ZB), Zott (Z), Greek gorog joghurt (G), illetve Tebike gyartd kecskejoghurtbdl sikerlt
tejsavbaktériumok izolalnom. Tovabbi négy joghurt marka termékeibél nem sikeriilt €16
torzseket izolalni.

izesitett termékek esetében féleg hozzaadott gyiimélcs tartalmd termékeket vizsgaltam, ezek
kdzott 0% hozzaadott cukor-, alacsony zsirtartalom-, és laktézmentes termék is talalhato.
Vizsgalatba vont termékek kozul 2 db Zott gyartétol szarmazo Jogobella; |, light” (JBL), és 0%
hozzéadott cukortartalmi (JBO) termékek. Megtalalhatd volt még a Naszalytejt6l, a Tarka
almés-fahéjas kiszerelésti laktozmentes gordg joghurt (T), valamint a Nadudvari afonyéas

izesitésl réteges joghurt (N).

Novényi eredetli termékek

Noveényi alapu termékek kozil 4 féle terméket vizsgaltam, szintén figyelembe véve, hogy
kereskedelmi forgalomban fellelheték legyenek, illetve a termék paletta rendezése soran
torekedtem kiilonb6z6 ndvényi alapanyagu fermentalt termékeket 6sszegyljteni.

A vizsgalt mintak kozott megtalalhaté volt a Zott marka egyik vegan, kdkusztej alapd
terméke (ZK), két féle szoja alapu termék, Joya natar (JS), illetve az Alpro gylimdélcsos
valtozata (A). Kulonlegességkeént még felhasznaltam egy mandula alapu terméket is, a Mylove-

mylife gyartotol (MM).

3.1.2 Tejsavbaktériumok tenyésztéséhez felhasznalt tapkézeg bemutatésa

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

hidrogénfoszfat.
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3.2 Vizsgalati médszerek

3.2.1 Tejsavbaktériumok izolaldsdnak modszertana

Az elokészitések soran mindig 500 ml MRS téptalajt készitettem eld egy fozéiivegben. A
félkész MRS porbol minden tivegbe bemértem 27,6 g tapkozeget, majd a kdzeg megszilarditasa
érdekében tovabbi 7,5 g agart (BioLab, BAA11000) adtam hozzé. Ezt kdvetden felontdttem
500 ml desztillalt vizzel, majd autoklavoztam a szuszpenzidt.

A higit6folyadéknak, peptonvizet hasznaltam, 1 g por allagu peptont, 8,5 g NaCl-ot oldottam
fel 1000 ml desztillalt vizben. A higitéfolyadékot 9 ml mennyiségekben kémcsdvekbe
kiadagoltam, ledugaszolta, majd autoklavban sterileztem.

A joghurt mintdk feldolgozasa soran els 1épésként stochmaker-zacskokba aszeptikus
maddon mértem ki 1:9 ardnyban joghurt mintat és a higité folyadékot, majd homogenizéltam a
mintainkat. A torzsoldatbdl ezutan tizedeld higitasi sort készitettem.

Az utolsé 3 higitasi taghol fellleti szélesztést vegeztem. A leoltott petricsészeket anaerob
kornyezetben inkubaltam, az anaerob kdrnyezetet anerosztatban gyertyaval biztositottam. A
petri-csészéket 48 orara 37 °C-0s termoszba helyeztem.

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

(egy-egy petricsészébdl tobb kiilonbozé telepbdl vettem mintat, altalaban 3-5 darabot), majd a
fogvajot az inokulummal egyitt egy-egy taplevessel feltoltott Eppendorf cs6be helyeztem.

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

Az inkubalast kovetéen a sejteket 25 °C —on 12000 17817 fordulatszamon 10 percig

centrifugaltam a sejteket ulepités céljabdl. A centrifugalas utan aszeptikus kortlmények kozott,
pipetta segitsegével dvatosan leszivtam az MRS taplevest. A csévekben maradt sejteket ezutan

azonositas, és tipizalas céljabdl preparaltam a MALDI-TOF és FT-IR vizsgalatokhoz.

3.2.2 lzolatumok telepmorfoldgiai vizsgalata, Gram festése, katalaz- és oxidaz
préba
A tejsavbaktériumok tovabbi vizsgalata céljabdl az izolatumokat -80 °C-on krio csévekben
10%-os glicerin oldatban taroltam. A 40 db izulatumot szobahémérsékleten felolvasztottam,
majd 1 ml mennyiséget 2 ml-es Eppendorf csévekbe pipettaztam. A maradék helyet feltéltottem
MRS taplevessel, majd az izolatumokat anaerob kdrnyezetben inkubaltam 37 °C-on, 48-6rét. A

48 ora letelte utdn az Eppendorf csovekbdl milanyag szélesztOpalcaval mintat vettem, majd
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fellleti szélesztettem MRS taptalajon. A taptalajokat szintén anaerob kérnyezetben inkubaltam
37 °C-on, 48-6ran keresztul.

Az igy kindtt telepeket morfoldgiajuk alapjan csoportositottam. Osszehasonlitottam azok
szinét, felszinét és mérettét. Mindezek utan Gram festést, kataldz- és oxidaz probat végeztem
rajtuk.

A Gram festéshez izolatumonként egy téargylemezt zsirtalanitottam, majd kenetet
készitettem, amit levegbn megszaritottam, majd rogzitettem. Kristalyibolya festéket
csepegtettem a rogzitett mintara, 1 percig rajta hagytam, ezt kovetéen Lugol oldatot hozzaadva
pacolast végeztem, majd ledblitettem a targylemezt. Ezutan differencialas céljabdl alkoholt
cseppentettem a preparatumra, majd Ujabb vizes 6blités utan kontrasztfestést végeztem
szafraninnal 2 percig. A festék desztillalt vizzel torténd ledblitése utan lang folott
megszaritottam a keész preparatumot. A preparatumokat mikroszkopban, 100x-as objektivvel
vizsgaltam immerziés olaj hasznalatdval. A Gram* mikrobak megdérzik a kristalyibolya kék
szinét, mig a Gram~ mikrobak a kontrasztfestés soran rozsaszinre festédnek.

Katalaz probahoz izolatumonként egy targylemezre mintat helyeztem, majd katalaz reagenst
(3% hidrogén peroxid oldat) csepegtettem ra. Pozitiv teszt esetén pezsges lathatd, mig negativ
teszt esetén nem tapasztalhaté semmi valtozas.

Oxidaz prébahoz egy targylemezre sziir6papirt helyzetem, amelyre felvittem mintat. Oxidaz
reagenst keszitettem, majd racsepegtettem beldle a targylemezeken 1évé mintakra. Pozitiv

eredmény esetén lila szinvaltozas lathatd, mig negativ teszt esetén nem torténik szinvaltozas.

3.2.3 lzolatumok azonositasa MALDI-TOF MS alkalmazasaval
Az izolatumok MALDI-TOF MS-el t6rténé azonositasahoz az MRS taplevesben, 37 °C-on

48 oOran at anaerob kortlmények kozott inkubalt Eppendorf csveket lecentrifugaltam (12000
rpom, 10 perc). A csOvekben 1év6 sejtszuszpenziobol 1 pl mennyiséget a MALDI-TOF
targylemezre helyeztem. A targylemezre felvitt mintdkra a szaradast kovetden 70%-0S
hangyasavat cseppentettem. Miutan Ujra megszaradt a preparatum A-ciano-4-hidroxi-fahéjsav
(HCCA) matrixal lefedtem. A preparalt mintdkbdl 2000-20000 Da kozdtti tartomanyban
tomegspektrumokat készitettem. Ezutan ezeket a készlilék gyartdja altal fejlesztett mikroba
fehérje-referencia kbnyvtar adatbazisaval hasonlitottam dssze.

A spektrumok felvétele az alabbiak szerint zajlik: a nyers spektrumokat a részecskék
tomegspektruma (m/z) illetve intenzitasa (részecskék relativ mennyisége) alapjan felvessziik.

A tomegspektrumok el6feldolgozasakor elsé 1épésként alapvonal-korrekciot (baseline
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correction) végzink a hattérjel és a trendek eltavolitasa érdekében, igy a spektrum alappontjai
pontosithatok. Ezt kdvetden simitast alkalmazunk (példaul Savitzky—Golay-sziirét), amely
csokkenti a magas frekvenciaju zajt mik6zben meg6rzi a cstcsok formajat. Normalizalast
végzink (max-normalizacio), hogy a spektrumok intenzitasa dsszehasonlithatd legyen. A zaj
tovabbi csokkentésére opcionélisan Gauss-sziirést (konvolucié Gauss-maggal) alkalmazunk.
Végiil cslcsdetektalast végziink a cstcsparaméterek (helyzet, magassag, szélesség) pontos
meghatarozasahoz.
Az eldfeldolgozas soran a mintdkbodl kapott tomegspektrumok csucsainak detektalasahoz €s

a spektrumok 6sszehasonlitdsahoz a kdvetkezo 1épéseket és modelleket alkalmaztuk.
1. Adathalmaz és csucsdetektalas

e (m;l;): adathalmaz, azon pontok halmaza, amely a tomegspektrum (m;) és a

részecske intenzitas (I;) fliggvenye
. ;—; (m;) = 0) aderivalt fliggvény lokalis szélsdértéke 0
e o kiiszobérték, azokat az értékeket veszi figyelembe késébb a szoftver, amelyek

értéke nagyobb, mintha a legnagyobb intenzitast értéket szoroznank a-val

P = {0nil) | 2= (my) = 0,1; > o0k Iyyg)}

2. Csucslista és gsszehasonlitas
A mintaspektrum csucslistajat (Ps = ms,1; ms,2,...), 6sszeveteti a szoftver a referencia-
spektrum csucslistaival (Pr = mr,1; mr,2,...). A csucslistak 6sszehasonlitasahoz a Pattern-
matching score a leggyakrabban alkalmazott hasonldésagi metrika.
e w;: csUcsintenzitas, vagy log(intenzitas)

e o: megengedett m/z eltérés (példaul 200 ppm)

(msi -my ')2
Yiiwiw; * exp |- ~—r—"12
i,j WiWj 552

\/ZiWiZ * \/Zjoz

S =

3. MALDI-score és normalizalt log-skéla
Az értek, amit kapunk eredménynek a MALDI Score-skalajaba illeszthetd. A Bruker MALDI
Biotyper 0-3 ad:

e >2.0: fajszintli egyezés

e 1.7-1.99: nemzetségszintli egyezés

e <1.7: nem megbizhatd azonositas
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Ez a pontszdm egy logaritmikus transzforméacion alapuld, normalizalt hasonldséagi érték,
amelyet a szoftver az adatbézis atlagaihoz és szoérédsaihoz igazit. A gyakorlatban a fenti
hasonlosagi értékeket gyakran tovabbi normalizélassal és log-transzforméacioval alakitjak a
MALDI Biotyper-hez hasonld pontozési skéalara. Az alabbiakban megtekinthet6 egy tipikus

score-modell:

_(ms,i_mr,j)2
2ijlsilrj*e 20% |

\/Zilsz,i *\/Zflrz,j /

3.2.4 lzolatumok antibiotikum érzékenyseégi vizsgalata

Score(S,R) = logy |

A tejsavbaktériumok késdbbi antibiotikum érzékenységének vizsgalata céljabol az
izolatumokat -80 °C-on krio csdvekben 10%-os glicerin oldatban taroltam. A 20 db izulatumot
szobahémérsékleten felolvasztottam, majd az automata pipettaval 20 pl mennyiséget
szélesztettem MRS tapagar felszinére, majd anaerob, 37 “C-0s, 48-6ras inkubalast kdvetden, a
kin6tt friss telepekb6l 0,3-0,4 McFarland k&zotti denzitasi mikroba szuszpenzidkat
készitettem. A kémcsdvekben igy &sszeallitott torzsoldatokbdl vortexelés utan 1 ml
mennyiseget szélesztettem szét a petricsészékbe kiontétt MRS taptalajok felszinen a csésze
korkoros mozgatasaval, majd a folyadékfelesleget pipettaval leszivtam. Miutan az agar felszine
megszaradt, a mikréba pazsitra antibiotikum korongokat helyeztem, és inkubaltam a
petricseszéket 37 °C-on 48 drat. A kiértékelés soran az antibiotikum korongok koril Kialakult
gatlasi zonak atmérdjét vizsgaltam Andreevna (2022) és Patel és munkatarsai (2015) médszere
alapjan. A vizsgalt antibiotikumok a kovetkezok voltak: Penicillin (10 pg), Oxacillin (5 pug),
Clindamycin (10 pg) és Tetracyclin (30 pg). Az alkalmazott antibiotikumok Kivalasztasanak
oka, hogy eltéré hatasmechanizmussal rendelkeznek, igy a tejsavbaktériumokat tudtam
vizsgalni sejtfal szintézis gatld (Oxacillin és Penicillin) és fehérjeszintézist gatlo (Clindamycin

és Tetracyclin) antibiotikumokra is.
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4. Eredmények és ertekeléstik

4.1 Tejsavbaktériumok MRS téptalajon torténd izoldlasanak eredményei

A Kkisérletben felhasznalt 18 darab termékmintat, amit a kutatas soran felhasznaltam az 2.
tablazatban kerlltek bemutatasra.

A vizsgalt joghurtok 10%-10° higitasaibdl kioltva tizenegy esetben izolaltam telepeket az
MRS téptalaj felszinén. Egyes minték esetében csak egyféle morfoldgiaja telep volt jellemzé
(T, ZB, MM, ZK), mig méas mintdknal (A G, JS, MILM és N) az egyes telepek morfoldgiai
tulajdonsdgai kiilonboztek (4. &bra). A telepmorfologiai jellemzOék alapjan Osszesen 40
izolatumot gylijtottem (3. tablazat).

Hét minta (JBL, JBO, MA, C, D, H, A) esetében sikertelen volt a tenyésztés. Amennyiben a
gyarto feltiintette a terméken, hogy ,.616floras” Magyar Elelmiszerkonyv tartalmazza, hogy
fogyaszthatosagi ideje végéig meg kell Oriznie az €16 mikroorganizmusok csiraszdmanak a
1076/g értéket (ME 1-3/19-1 el6iras). Nem é16floras, natlr vagy izesitett tej- és tejkészitmények
a gyartas soran, utohdkezelésen esnek at, amivel a hosszabb eltarthatosagi ido elérése a cél.
Ennek érdekében az utohdkezeléssel a romlast okozd mikrobak elpusztitasa acél, de emellett a
kultarabol szarmazd mikrébak szama es aktivitasa is nagy szdmban csokken. Ezen termékekre
bizonyos mennyiségii él6csiraszam megtartasarol szabaly nem vonatkozik (ME 1-3/19-1
eloiras).

Az MRS egy szabvany szerinti tapkozeg a tejsavbaktériumokra, elsdsorban a
Lactobacillusok kimutatasara. A sikertelen tenyésztés oka lehet meg, hogy a Lactobacillusok
alacsony szdma mellett mas tejsavbaktériumok pl. Steptococcusok tenyésztésére a taptalaj

kevésbé volt alkalmas.

23



4. dbra ,MILM” jel6lésti minta, tenyészetek harom
kiilonb6z6 telepének bemutatasa. Piros szinnel a
legkisebb méretii, sarga a kdzepes nagysagu és kék
szinnel a harmadik féle telep bejeldlése lathato.
(Forrés: sajat kép)
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3. téblazat Eltér6é morfoldgiaju

telepek szama

(Forras: sajat adat)

Termékek jele Izoldtumok szama
N 4
JBL 0
JBO 0
MA 0
C 0
MILM 4
T 3
/B 1
MI 5
D 0
Z 4
G )
H 0
K 1
ZK 3
JS 5
A 0
MM S)
Izolatumok 40

szama 0sszesen:




4.2 Telepmorfologiai vizsgalatok, Gram festés, katalaz- és oxidaz proba eredményei

A vizsgalatokat 36 darab izoldtumon végeztem el, azok eredményei az 1. sz. mellékletben
lathatoak. A 4 izolatum esetén (MILM2, ZK1, KE1, MMD5) sikertelen volt az Gjra tenyésztés a
-80 °C-rol kivett kriocséves mintakbol.

Az izolatumok legtobbjére krémszinii, kicsi tliszerl telepek létrehozéasa volt a jellemzd
(MM1, MM2, MM3, MM4, MILM1, MILM3, MILM4, MI1, MI2, MI3, JS3, JS5, T1, T2, T3,
Z2, G1, G2, G3, N1, N2, N3, N4). A telepek felszine fényes és textdraja krémes allagu volt.
Hasonld telepek, viszont a krémes allomany megjelenése nélkil 6t izolatumra volt jellemz6
(ZK3, JS1, JS2, 1S4, G4). Fehér, kicsi tliszerti, fényes felszinii, krémes allomanyu telepeket
képeztek a ZB1, Z1, 73, és Z4 izolatumok. Hasonld kinézet(i, de a krémes allag hianya a ZK2
izolatum telepeire volt jellemzd. Fehér, tliszerli, bordazott felszini telepek voltak jellemzdek a
G5 izolatum eseten.

A katalaz és oxidaz proba minden izolatum esetén negativ lett, ahogy erre tejsavbaktériumok
esetén szamitottam is a szakirodalom alapjan. Az izolatumokon Gram festést is elvégeztem. A
festés altal mindegyik izolatum esetén megéllapitottam, hogy Gram pozitiv mikréba, ami
szintén elérevetiti, hogy az izolatumok tejsavbaktériumok.

A Gram festés altal megtekinthettem a kiilonb6zé mikrobak sejtformajat, illetve, hogy a
sejtek csoportosulva helyezkednek-e el. Példaként a G4 és MM1 izolatumok mikroszképos
képe lathato az 5-6. abrakon. Het izolatumnal (ZK2, ZK3, T1, T2, T3, ZB1, G4) lancokban
elhelyezkedé coccusokat véltem felfedezni, a tobbi izolatumnal bacillusok jelentek meg.
Bizonyos esetekben nagy sejtii bacillusok lancban helyezkedtek el (MM1-MM4, MILM1, G1-
G3, MI1-MI3, N1-N4), vagy megjelentek a sejtek egyenként és parban is (JS1-JS5, Mi4, MI5,
MILM3. MILM4). Kis méretii palcikak voltak jellemzbek a Z1-Z4 izolatumokra, amelyek

egyesevel allnak vagy rovid lancokba tomordltek.
5. abra G4-es izolatum mikroszképos képe 6. dbra MM1-es izolatum mikroszképos
(Forrés: sajat kép) képe

(Forrés: sajat kép)

Az
.‘ 4 " - / - e "‘ l
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4.3 lzolatumok MALDI-TOF MS-sel végzett azonositasanak eredményei

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

Eredményeim alapjan a vizsgalat idOpontjdban egyes termékek tejsavbaktérium
allomanyaban, nagyszdmban csak egyetlen faj volt jelen. A T, ZB, illetve ZK jelolésii
termékeknél nagyszamban volt kimutathaté Streptococcus salivarius_ssp_thermophilus. Az
MI, MILM ¢és G jelolésii mintak estében tobb faj azonositdsa is sikeresen megtortént.
Szakirodalomban ismert az é16floras készitmények probiotikus hatasa (Marco és munkatarsai.,
2017).

A tehéntej és ndvényi alapu termékeket 6sszehasonlitva, nem talaltam kiilonbseget az izolalt
¢és azonositott fajok eléfordulasaban. Az egyik vegan termék esetében (JS) Lactiplantibacillus
plantarum azonositasa is megtortént. A termék gyumolcsds vagy natur ize nem befolyasolja a
Lactiplantibacillus plantarum kitenyésztodését. A MILM termékben Lacticaseibacillus
rhamnosus vagy Streptococcus salivarius ssp thermophilus fajok mellett is fellelheté volt,
holott ezt a fajt inkabb novényi alapd fermentalt termékek készitéséhez hasznaljak fel, mivel
jobb ndvekedest mutat ndévényi alapu tapkdzegben, de tejalapt fermentalt termékekben is
megallja a helyét (Horac¢kova és munkatarsai, 2022).

A gyartok kiilonboz6 termékeinek izolatum azonositasi eredmenyei alapjan, nem talaltam
érdemi kulonbséget a felhasznalt starterfajok Gsszetételében, kivéve, hogy a JS vegan termék
ajanlasokhoz hiven csak Lactiplantibacillus plantarum-ot tartalmaz. A MALDI-TOF
azonositas eredményei alapjan eléfordulhat, hogy ugyanazokba a fajokba tartozd, am mas-mas
torzsek lehetnek az eltéré alapanyagokbol készitett termékekben, hiszen L. rhamnosus-t
sikeresen izolaltam gyimdlcs-, natur- és gérog joghurtokbdl egyarant.

A H termékbdl izolalt és Bacillus subtiliskent azonositott torzs valosziniileg befertézodés
eredménye. A K mintabol sikeresen megtortént a telepek izolalasa ugyanakkor a MALDI-TOF
modszerrel torténd azonositds nem szolgéltatott megbizhatd eredményt.

A telepmorfoldgiai vizsgalati eredményeket 0Osszevetettem a MALDI TOF MS
berendezéssel kapott eredményeimmel (5. tablazat). Kivancsi voltam, hogy szemigyre véve a

telepek elrendez6dését, kiils6 jellemzéiket, korrelalnak-e ezek a tulajdonsdgok, azzal a ténnyel,
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hogy bizonyos izolatumokat egy azonos fajként azonositottam a MALDI-TOF-MS miiszerrel
(pl. JS 1-5 izolatumok mind Lactiplantibacillus plantarum-ként azonositottam). A MALDI
mérések alapjan val6ban minden izoldtumom tejsavbaktérium volt. Szakirodalmaknak
megfelelden voltak kimutathatéak bizonyos fajok, adott sejtmorfologidk esetén. Példaul
lancban allé coccusoknal valéban Streptococcus salivarius ssp thermophilus lett kimutatva.
Lancban all6 nagy bacillusok Lacticaseibacillus rhamnosus esetén voltak jellemzéek.
Lactiplantibacillus plantarum, Lactobacillus delbrueckii és Lactobacillus acidophilus esetén a
bacillusok egymashoz viszonyitott elrendezése hasonld volt, viszont a sejtek méretében
talaltam kilonbséget.

A MILM minta esetén a MALDI-TOF azonositasi eredmény alatamasztotta a kiilonb6z6
esetén, ahol egyféle telepmorfoldgiat talaltam, ott a MALDI-TOF is ugyanazt a fajt
azonositotta, pl. T, Z mintadk. Ezzel szemben példaul a JS mintak esetében a MALDI-TOF

cre

magyarazat, hogy egy fajon beldl is lehet kisebb variabilitas a telepmorfolégiaban.
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4. tébldzat Tejsavbaktérium izoldtumok MALDI-TOF MS-el torténé azonositasanak
eredményei. Megbizhat6sdgi értékek: magas 2.00-3.00 faj szinten azonositott izolatum;

alacsony 1.77-1.99 nemzettseg szinten azonositott izolatum
(Forrés: sajat adat)
Minta helye |Minta neve |Organizmus-legjobb opcio M egbizhatésagi érték
Al ZK1 Streptococcus salivarius ssp. thermophilus 1,99
A2 ZK?2 Streptococcus salivarius ssp. thermophilus
A3 ZK3 Streptococcus salivarius ssp. thermophilus
Ad T1 Streptococcus salivarius ssp. thermophilus
A5 T2 Streptococcus salivarius ssp. thermophilus
A6 T3 Streptococcus salivarius ssp. thermophilus
A7 T3 Streptococcus salivarius ssp. thermophilus
A8 ZB1 Streptococcus salivarius ssp. thermophilus
A9 Z1 Lactobacillus delbrueckii
Al10 22 Lactobacillus delbrueckii
All Z3 Lactobacillus delbrueckii
Al2 Z4 Lactobacillus delbrueckii

Bl N1 Lacticaseibacillus rhamnosus

B2 N2 Lacticaseibacillus rhamnosus

B3 N3 Lacticaseibacillus rhamnosus

B4 N4 Lacticaseibacillus rhamnosus

B5 JS1 Lactiplantibacillus plantarum

B6 JS2 Lactiplantibacillus plantarum

B7 JS3 Lactiplantibacillus plantarum

B8 JS4 Lactiplantibacillus plantarum

B9 JS5 Lactiplantibacillus plantarum

B10 Gl Lacticaseibacillus rhamnosus

B11 G2 Lacticaseibacillus rhamnosus

B12 G3 Lacticaseibacillus rhamnosus

C1l G4 Streptococcus salivarius ssp. thermophilus

C2 G5 Lactobacillus acidophilus

C3 MILM1 Lacticaseibacillus rhamnosus

C4 MILM?2 | Streptococcus salivarius ssp. thermophilus

C5 MILM3 Lactiplantibacillus plantarum

C6 MILM4 Lactiplantibacillus plantarum

C7 MM1 Lacticaseibacillus rhamnosus 1,75
C8 MM2 Lacticaseibacillus rhamnosus 1,85
C9 MM3 Lacticaseibacillus rhamnosus 1,94
C10 MM4 Lacticaseibacillus rhamnosus 1,84
C11 MM5 Lacticaseibacillus rhamnosus 1,88
Ci12 MI1 Lacticaseibacillus rhamnosus

D1 MI2 Lacticaseibacillus rhamnosus

D2 MI3 Lacticaseibacillus rhamnosus

D3 MI4 Lactiplantibacillus plantarum

D4 MI5 Lactiplantibacillus plantarum
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5. tdblazat MALDI-TOF MS, telep- és sejtmorfoldgia 6sszehasonlitasa
(Forrés: sajat adat)

Minta .
neve Organizmus-legjobb opcié Telepmorfologia Sejtmorfologia
ZK1 sikertelen
ZK2 | Streptococcus salivarius ssp. thermophilus | fehér szin | fényes felszin - pont telepek coccus lancban
ZK3 krémszin | fényes felszin - pont telepek coccus lancban
T1 krémszin | fényes felszin| krémes textara|  pont telepek coccus lancban
T2 - . krémszin | fényes felszin| krémes textira| pont telepek coccus lancban
Streptococcus salivarius ssp. thermophilus — = = =
T3 krémszin | fényes felszin| krémes textira|  pont telepek coccus lancban
T3 krémszin | fényes felszin|krémes textira| pont telepek coccus lancban
ZB1 |Streptococcus salivarius ssp. thermophilus | krémszin | fényes felszin| krémes textira|  pont telepek coccus lancban
fehér szin [ fnyes felszin| krémes textira |  pont telepek Kis bacillus sejte:k, CEEID NEZ e
Z1 lancokban
fehér szin [ fnyes felszin| krémes textira|  pont telepek Kis bacillus sejte:k, SR N
Z2 . " lancokban
Lactobacillus delbrueckii = : = = =
. o , kis bacillus sejtek, egyesével vagy rovid
fehér szin | fényes felszin| krémes textira |  pont telepek i
Z3 lancokban
fhir srn | okszin | kré 5 S kis bacillus sejtek, egyesével vagy rovid
74 ehér szin | fényes felszin| krémes textira|  pont telepe lincokban
N1 krémszin | fényes felszin| krémes textira|  pont telepek nagy bacillus sejtek, lincban
N2 L krémszin | fnyes felszin| krémes textira |  pont telepek nagy bacillus sejtek, laincban
Lacticaseibacillus rhamnosus O : = = : : :
N3 krémszin | fényes felszin| krémes textira| pont telepek nagy bacillus sejtek, lancban
N4 krémszin | fnyes felszin| krémes textara |  pont telepek nagy bacillus sejtek, lincban
krémszn | fényes felszin - pont telepek nagy, l,ekerek,ltett et bacﬂlus ,sejtek,
JS1 egyesével, parban vagy rovid lancban
krémszn | fényes felszin - pont telepek nagy, l,ekerek,ltett vegd bacﬂlus ,Se]tek’
JS2 egyesével, parban vagy rovid lancban
Lactiplantibacillus plantarum krémszin [ fényes felszin| krémes textira| pont telepek T2gY, l,ekerek,ltett Vegt bacﬂlus ,Se]tek’
JS3 egyesével, parban vagy r6vid lancban
o . nagy, lekerekitett végii bacillus sejtek,
kr fe fels - ont telepek
JS4 i P P egyesével, parban vagy révid lancban
A folszin| kré et RS nagy, lekerekitett végii bacillus sejtek,
JS5 emszin | fenyes felszin| kremes textura | pont telepe egyesével, parban vagy révid lancban
G1 krémszin | fényes felszin| krémes textira| pont telepek nagy bacillus sejtek, lincban
G2 Lacticaseibacillus rhamnosus krémszin | fényes felszin| krémes textira|  pont telepek nagy bacillus sejtek, lincban
G3 krémszin | fnyes felszin| krémes textira |  pont telepek nagy bacillus sejtek, laincban
G4 Streptococcus salivarius ssp. thermophilus | krémszin | fényes felszin - pont telepek coccus lancban
. . . . bordas nagy bacillus sejtek, egyesével, parban
G5 Lactobacillus acidophilus fehér szin flszin - pont telepek vagy rovid lincban
MILM1 Lacticaseibacillus rhamnosus krémszin | fényes felszin| krémes textara |  pont telepek nagy bacillus sejtek, lincban
MILM?2 | Streptococcus salivarius ssp. thermophilus sikertelen
krémszin | fnyes felszin|krémes textira |  pont telepek TagY, %ekerekrltett vegt baci]lus ,sejtek,
MILM3 . S egyesével, parban vagy rovid lancban
Lactiplantibacillus plantarum , — -
. S o . —— nagy, lekerekitett végii bacillus sejtek,
MILM4 emszin | fenyes felszin kremes textura | pont telepe egyesével, parban vagy rovid lancban
MM1 krémszin | fényes felszin| krémes textira|  pont telepek nagy bacillus sejtek, lincban
MM2 krémszin | fényes felszin| krémes textira| pont telepek nagy bacillus sejtek, lincban
MM3 Lacticaseibacillus rhamnosus krémszin | fényes felszin| krémes textira|  pont telepek nagy bacillus sejtek, lincban
MM4 krémszin | fnyes felszin| krémes textira |  pont telepek nagy bacillus sejtek, laincban
MM5 sikertelen
Mi1 krémszin | fnyes felszin| krémes textara |  pont telepek nagy bacillus sejtek, lincban
MI2 Lacticaseibacillus rhamnosus krémszin | nyes felszin| krémes textira [  pont telepek nagy bacillus sejtek, lincban
MI3 krémszin | fnyes felszin| krémes textira |  pont telepek nagy bacillus sejtek, lincban
fehér szin| matt felszin - pont telepek nagy, l,ekerek,ltett veegd bacﬂlus ,Se]tek’
MIi4 . L egyesével, parban vagy rovid lancban
Lactiplantibacillus plantarum = === :
foher szin| matt felszin ot telenek nagy, lekerekitett végii bacillus sejtek,
MI5 CHers © P P egyesével, parban vagy r6vid lancban
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4.4 Tejsavbaktérium térzsek antibiotikum érzekenységenek vizsgalati eredményei

Az antibiotikum érzékenységi vizsgalatot 15 izolatummal végeztem el. Az izolatumokat Ggy
valasztottam ki, hogy az azonositott fajokat reprezentaljak, és lehetdleg kiilonbozo termékekbol
szarmazzanak. Ezeket a torzseket 4 féle antibiotikumra vizsgaltam, kett6 sejtfal szintézis gatld
(Oxacillin és Penicillin) és kettd fehérjeszintézist gatlé (Clindamycin és Tetracyclin) volt. A
gatlasi zéna eredmények a 5. tablazatban lathatéak. A tejsavbaktériumokra vonatkozdéan még
nincsenek elfogadott hatarértékek, az eredményeket a CLSI-15 ajanlasa alapjan értékeltem.

Oxacillinre a Lactiplantibacillus plantarum, Lactobacillus delbruecki és Streptococcus
salivarius ssp. thermophilus fajokba tartoz6 izolatumok hasonlé mértékben voltak érzékenyek,
a gatlasi zéna atméréje 20-23 mm kdzott szort. A Lacticaseibacillus rhamnosus torzsek kdzott
mar tapasztalhatdo volt eérzékenységbeli kulonbség. A G5-6s Lactobacillus acidophilust
képviseld minta volt a legérzékenyebb erre az antibiotikumra.

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

Clindamycint alkalmazva a tejsavizolatumokra valtozatos eredményt kaptam.
Lacticaseibacillus rhamnosus torzsek eseténben a MILM1 és MI2 izolatumok ujfent kevéshé
voltak érzékenyek, st rezisztensek voltak a tobbi mintaval ellentétben, amelyek a G2, G3, N4,
MM4 és MM5 izolatumok. A Streptococcus salivarius ssp. thermophilus térzsek mind
érzékenyek voltak az antibiotikumra, csak eltéré mertékben. A ZB1-es minta érzékenyebb volt,
mint a tobbi. A Lactiplantibacillus plantarum harom izolatumon az antibiotikum haromféle
nagysagrendli gatlasi zonat eredményezett.

A Tetracyclin altal kifejtett gatlasi zonak nagysaga szintén valtozatos. Tetracyclinre adott
valasz alapjan a mikrobakat két csoportba lehet osztani, érzékeny vagy rezisztens, atmeneti
gatlasi zona tartomanyt egyik térzs sem mutatott. A rezisztens (MI2, G2, JS2, Mi4, MILM3,
Z2, ZB1, MILM2) és az érzékeny torzsek (G3, N4, MILM1, MM4, MM5, G5, G4) korulbelil
fele-fele aranyban oszlanak el.

Osszességében elmondhatd, hogy a méréseim alapjan a sejtfal szintézist gatlo
antibiotikumok vonatkozasaban egyontetiibb eredményt kaptam a vizsgélt tejsavbaktérium
torzseknél, mig a fehérjeszintézist gatld antibiotikumok esetén nagyobb volt az eredmények

valtozatossaga, tobb rezisztens, illetve atmeneti érzékenységii izolatum volt a vizsgéltak kozott.
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6. tblazat Kiilonboz6 torzsek antibiotikumokra mutatott érzékenysége antibiotikum korongok
vizsgalataval, gatlasi z6nak atmérdje mm-ben kifejezve.
(Forrés: sajat mérés, Andreevna, 2022)

(mm) Oxacillin (5 pg) Penicillin (10 ug) | Clindamycin (10 pg) | Tetracycline (30 pg)

MI2 19 [ 29 S 7 R 14 R
G2 22 S 35 S 32 S 0 R
.| G3 23 S 32 S 30 S 21 S
3| N4 0 R 30 S 28 S 22 S
£ | MILM1 18 [ 30 S 0 R 21 S
2| Mm4 22 S 32 S 32 S 22 S
_i| MM5 24 S 32 S 30 S 22 S
E| JS2 22 S 31 S 29 S 14 R
=| M4 22 S 20 S 19 [ 0 R

c
S| mims [ 22 S 20 S 41 s 13 R

-
L. delbruecki | Z2 23 S 22 S 42 S 12 R
L. acidophilus| Gb 32 S 40 S 18 [ 20 S
” ZB1 20 S 20 S 40 S 11 R
3 G4 22 S 30 S 30 S 20 S

o

o+

% g [ MILM2 21 S 34 S 29 S 0 R

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

Jelolesek: R: rezisztens, I: atmeneti, S: érzékeny.
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5. Kovetkeztetések és javaslatok

A kutatdsom soran kereskedelmi forgalomban beszerezheté joghurtokbdl izolalt
tejsavbaktériumokon végeztem el azonositasi vizsgalatokat. Megfigyeltem a mikrobak telep-

A tenyésztést kovetden a termékekbdl telepmorfologiai jellemzOok alapjan Gsszesen 40
tejsavbaktérium izolatumot gyijtéttem. Hét minta (JBL, JBO, MA, C, D, H, A) esetében
sikertelen volt a tenyésztés (3. tablazat), amelynek egyik oka lehetett, az alacsony él6
mikrobaszama a terméknek. Az MRS egy szabvany szerinti tdpkozeg a tejsavbaktériumokra,
elsésorban a Lactobacillusok kimutatasara. A sikertelen tenyésztés oka lehet még, hogy a
Lactobacillusok alacsony szdma mellett mas tejsavbaktériumok pl. Steptococcusok
tenyesztésére a taptalaj kevésbé volt alkalmas.

A kutatdsom soran célom volt, hogy a joghurtokbol szarmazé tejsavbaktériumokat faj
szinten azonositsam. Erre a célra egy MALDI TOF MS kesziiléket hasznaltam. Fontos
megjegyezni, hogy a MALDI TOF MS fenotipus alapu vizsgalati modszer, ezért az
eredményeket érdemes lenne a késébbickben genotipusos vizsgalati mddszerekkel is
megismételni és dsszehasonlitani.

A MALDI-TOF MS altal kapott eredményeimet Gsszevetettem az izolatumok telep- és
sejtmorfologiai jellemzdikkel. Azonos eredményt kaptam tobb joghurt minta esetén, ahol
egyféle telepmorfologiat talaltam, ott a MALDI-TOF is ugyanazt a fajt azonositotta, példaul T,
Z mintak, illetve helyesen tobbféle fajt azonositott olyan termékeknél, ahol tébbféele
telepmorfolédgiat véltem felfedezni, példaul G mintak. Ezzel szemben peldaul a JS mintak
Erre az lehet a magyardzat, hogy egy fajon belil is lehet kisebb variabilitds a
telepmorfolégiaban.

A méréseim soran vizsgaltam még az izolalt tejsavbaktériumok antibiotikumokkal szembeni
rezisztencidjat. Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a vizsgalt tejsavbaktériumok
tobbsége rendelkezik antibiotikum rezisztenciaval, annak ellenére, hogy a szakirodalom szerint
a kiils6 szerzett rezisztencia jelenlétét folyamatosan ellendrzik, a gyartasban felhasznalni kivant

kultarak esetében (Szulczer-Balog és munkatéarsai, 2022).
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6. Osszefoglalas

Kutatdisom sordn 18 kiilonb6z6, kereskedelmi forgalomban beszerezheté joghurt
tejsavbaktérium kultdrajat hasonlitottam 0Ossze. A kiilonbozé alapanyagokbdl fermentalt
termékek kodzott ndvényi (széja, kokusz és mandula), tehén- és kecsketej alapl termék is
megtaldlhatok voltak, natdr és izesitett valtozatokban.

A tejsavbaktériumok kitenyésztését MRS taptalajon végeztem. A tenyésztést kovetden a
termékekbol telepmorfologiai jellemzok alapjan Osszesen 40 tejsavbaktérium izolatumot
MM, ZK), mig mas (A G, JS, MILM és N) minték esetében az egyes telepek morfolégiai
tulajdonsagai nagyban kiilonboztek. Az izolatumokat -80 °C-os krio csévekben 10%-o0s glicerin
oldatban taroltam, a késobbi vizsgalatokhoz.

A MALD-TOF MS merésekhez az izolatumokbdl elkészitett sejtszuszpenzidébdl 1 pl
mennyiseéget preparaltam egy specidlis targylemezre, majd a prepardlt mintakrol
tomegspektrumokat vetem fel. Az azonositast a Bruker mikroba fehérje-referencia konyvtar
zart adatbazisa alapjan végeztem. A MALDI-TOF spektrumok alapjan 5 fajt azonositottam,
melyek a Streptococcus salivarius ssp. thermophilus, Lactobacillus delbrueckii,
Lacticaseibacillus rhamnosus, Lactiplantibacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus
voltak. Az eredmények alapjan nem talaltam kulonbséget a felhasznalt starterkulturak
Osszetételében, a gyartok kiilonbozo termékeinek 0sszehasonlitdsaval. A Lactiplantibacillus
plantarum faj viszont megtalalhato volt JS termékben, amely a szakirodalmi ajanlasoknak
megfelelden volt jelen.

Az antibiotikum vizsgalatokhoz a kivalasztott izolatumokbdl 0,3-0,4 McFarland kozotti
denzitast mikroba szuszpenziokat készitettem, amelybdl mikrobapazsitot hoztam 1étre. Erre
helyeztem a vizsgalandd antibiotikum korongokat. A Kkiértékelés soran az antibiotikum
korongok koriil kialakult gatlasi zonak atmérdjét vizsgaltam. A vizsgalt antibiotikumok a
kovetkezOk voltak: Penicillin (10 pg), Oxacillin (5 ug), Clindamycin (10 pg) és Tetracyclin (30
HO).

Penicillin esetén elmondhatd, hogy mindegyik altalam vizsgalt torzs érzékeny volt erre az
antibiotikumra. Oxacillin esetén a legtobb torzs érzékeny volt kivéve egy rezisztens (N4) és két
atmeneti érzékenységii (MILM1, MI2) L. rhamnosus torzset.

A felhasznalt termékek tobbségen fel volt tuntetve, hogy ,,616floras”, amely termékeknél a

Magyar Elelmiszerkonyv eléirja, hogy fogyaszthatésagi ideje végéig meg kell Sriznie az é16
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mikroorganizmusok csiraszamanak a 10" sejt/g értéket (ME 1-3/19-1 eléiras). Ennek ellenére
eléfordultak olyan termékek, ahol sikertelen volt a tejsavbaktériumok Kitenyésztése. Ennek
okai lehettek a gyumdlcsos termékek esetén a nehézkes mintavétel, a javasolt MRS
tapkozegben a Lactobacillusok kisebb nagysagrendii szaporodasa, amit6l a vartnal kevesebb
vagy semennyi telep nott ki az adott higitasi fokon.

Osszességében elmondhat6, hogy a MALDI-TOF MS késziilék alkalmas tejsavbaktériumok
azonositasara. Erdekes volt ezen eredmények Gsszehasonlitasa az antibiotikumokkal végzett

kisérletek eredményeivel.
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lehetéségét, amely a mikrobak gyors identifikalasanak egy forradalmi eszkoze.
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Roviditések jegyzéke

Joghurtok:

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

C: Cserpes réteges gytumoélcsjoghurt
MILM: Lakt6zmentes Mizo natdr joghurt
T: Tarka gorog laktozmentes gyiimélcsjoghurt
ZB: Zbldfarm Bio natur joghurt

MI: Mizo natdr joghurt

D: Danone natur joghurt

Z: Zott natur joghurt

G: Greek natur gorogjoghurt

H: Havasi natur joghurt

K: kecske natdr joghurt

ZK: Zott kokusz alapu natdr joghurt

JS: Joya szdja alapu natur joghurt

A: Alpro széja alapu gytimdlcsjoghurt

MM: Mylove-mylife mandula alapu gyimaélcsjoghurt

MALDI: Matrixasszisztalt lézerdeszorpcids, ionizacios, repiilési id6 mérésén alapuld
tomegspektrometria

PLC: polimeraz lancreakcid

FISH: flourescens in situ hibridizacié

RFLP: restrikcios fragmenthossz polimorfizmus
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10. Mellékletek

1. melléklet A tejsavbakterium izolatumok kiilonboz6 vizsgalata

(Forras: sajat adat)

Minta Kataldz | Oxidaz | Gram
Tel olboia iellemzsi . L .
elikse elepmorfologia jellemzdi préba proba (R Sejtmorfologia jellemzoi
fenyes | krémes ont . .
MM1 | krém szin fels};jn i teFI)epek X X Gram+ | nagy bacillus sejtek, lancban
MM2 | krém szin ft:erllsye's lt(rye(tnufs teFI);pn(:k X X Gram+ | nagy bacillus sejtek, lancban
elszin | textlra
MM3 | krém szin i?lllsye's lireuirmes teFI)eOpn(:k X X Gram+ | nagy bacillus sejtek, lancban
elszin | textlra
fe kré ont
MM4 | krém szin tz Ills}:;i t;e(tnulf: teFI)epek X X Gram+ | nagy bacillus sejtek, lancban
MM5 sikertelen tenyésztés
fé kré nt
MILM1| krém szin tz nls}zs te)e;tlﬁ.rme: terl):pek X X Gram+ | nagy bacillus sejtek, lancban
MILM2 sikertelen tenyésztés
Rnves | krémes ont nagy, lekerekitett végii bacillus
MILM3]| krém szin fels};in i teFI)e ek X X Gram+ | sejtek, egyesével, parban vagy
P rovid lancban
. e ; nagy, lekerekitett végii bacillus
MILM4| krém szin enye's re@s pon X X Gram+ | sejtek, egyesével, parban vagy
felszin | textara | telepek .
rovid lancban
ZK1 sikertelen tenyésztés
. fenyes pont ,
ZK2 | fehér szin el - tkpek X X Gram + coccus lancban
elszin
ZK3 | krémszin Er];};e; - terl);pn(;[k X X Gram + coccus lancban
MI1 | krémszin ?erllsyers lt(reg:s teFI);pn(:k X X Gram+ | nagy bacillus sejtek, lancban
elszin | textlra
MI2 | krémszin f;nllsye's l:rztnljlres teFI)eOpn(;[k X X Gram+ | nagy bacillus sejtek, lancban
elszin | textlra
MI3 krém szin i‘elllsye's ltqremrmes teFI)(:)pn(:k X X Gram+ | nagy bacillus sejtek, lancban
elszin | textlra
matt pont nagy, lekerekitett végii bacillus
MI14 | fehér szin felszin - telenek X X Gram+ | sejtek, egyesével, parban vagy
P rovid lancban
- - nagy, lekerekitett végii bacillus
MI5 | fehér szin f”l‘:‘ : -, r|>0 X x | Gram+ | sejtek, egyesével, parban vagy
ez clepe rovid lancban
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Minta Kataldz | Oxidaz | Gram
Tel oloeia iellemzdi .
jellése elepmorfologia jellemz6i proba | proba | festés Sejtmorfologia jellemzdi
Rnves ont nagy, lekerekitett végii bacillus
JS1 krém szin fels};in - terl)e ek X X Gram + | sejtek, egyesével, parban vagy
P rovid lancban
frves ont nagy, lekerekitett végii bacillus
JS2 krém szin fels};:in - teFI)e ek X X Gram+ | sejtek, egyesével, parban vagy
P rovid lancban
Rnves | krémes ont nagy, lekerekitett végii bacillus
JS3 krém szin fels};in i teFI)e ek X X Gram + | sejtek, egyesével, parban vagy
P rovid lancban
Rnves ont nagy, lekerekitett végii bacillus
JS4 krém szin fe]s};in - terl)e ek X X Gram + | sejtek, egyesével, parban vagy
> rovid linchan
fves | krémes pont nagy, lekerekitett végii bacillus
JS5 krém szin fels};jn textira | telepek X X Gram+ | sejtek, egyesével, parban vagy
rovid lancban
T1 krém szin feny?s kre@s pont X X Gram + coccus lancban
felszin | textara | telepek
T2 krém szin fenye,s kre@s pont X X Gram + coccus lancban
felszin | textura | telepek
T3 krém szin fenye’s kretrlles pont X X Gram + coccus lancban
felszin | textara | telepek
ZB1 fehér szin fenye's kre@s pont X X Gram + coccus lancban
felszin | textira | telepek
fhér szin fenyes | krémes pont x X Gram + kis bacillus sejtek, egyesével
felszin | textura | telepek vagy rovid lancokban
fehér s7in fenyes | krémes pont " " Gram + kis bacillus sejtek, egyesével
felszin | textira | telepek vagy rovid lancokban
fhér szin fenyes | krémes pont X x Gram + kis bacillus sejtek, egyesével
felszin | textura | telepek vagy rovid lancokban
24 fehér szn fnyes | krémes pont " x Gram + kis bacillus sejtek, egyesével
felszin | textira | telepek vagy rovid lancokban
Gl krém szin i??sy?s liret(]rmes teﬁ):pn;k X X Gram+ | nagy bacillus sejtek, lancban
elszin | textlra
G2 krém szin ?Tsyés liritrr,ul::s te?:pn(;[k X X Gram+ | nagy bacillus sejtek, lancban
elszin | textlra
G3 krém szin ierllsye,s ltcrennarles te?:pn;k X X Gram+ | nagy bacillus sejtek, lancban
elszin | textlra
G4 krém szin izllls};; - te?:pn(;[k X X Gram + coccus lancban
G5 fhér szin bordas : pont X X Gram + | & bacillus sejtek, egyesével,
felszin telepek parban vagy r6vid lancban
N1 krém szin f;:r];ye’s lzrztnﬁlfs teFI):pnetk X X Gram+ | nagy bacillus sejtek, lancban
elszin | textlra
N2 krém szin ft:erllsye's ltiremrmes teFI):pnetk X X Gram+ | nagy bacillus sejtek, lancban
elszin | textlra
N3 krém szin ?Illsye,s lzremrmes terl)eopn(:k X X Gram+ | nagy bacillus sejtek, lancban
elszin | textlra
fé kré ont
N4 krém szin t:: TS};: t;itrr'uf: teFI)epek X X Gram+ | nagy bacillus sejtek, lancban
KE1 sikertelen tenyésztés
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NYILATKOZAT

a szakdolgozat nyilvanos hozzaférésérdl és
eredetiségérdl

A hallgato neve Gyorlly Anna
A Hallgato Neptun kddja: WIUISK -
A dolgozat cime: Joghurtkultarak tejsavbaktériumainak

muszeres analitikara épulé azonositasa és

antibiotikum-érzékenységének vizsgalata

A megjelenés éve: 2025
A konzulens intézetének neve: Elclmiszertudomanyi és Technoldgiai Intézet
A konzulens tanszekének a neve: Elelmiszer-mikrobioldgiai-, higiéniai-, és

biztonsdgi Tanszék

Kijelentem, hogy az altalam benyujtott szakdolgozat egyéni, eredeti jellegdi, sajat szellemi alkotasom.
Azon reszeket, melyeket mds szerz6k munkdjabdl vettem &t, egyértelmlen megjeldltem, és az
irodalomjegyzékben szerepeltettem. Tovabbd kijelentem, hogy a dolgozat elkészitése sordn
alkalmazott mesterséges intelligencia-eszkdzok (pl. szdéveggenerdlds, nyelvi javitds, forditds,
adatelemzés) nasznalata nem helyettesitette a sajat kutatasi és alkotéi munkamat, azok alkalmazasat
a forrasok kozott vagy a modszertani részben feltiintettem, és a szakmai-etikai elvarasoknak
megfelelGen jartam el.

Ha a fenti nyilatkozattal valotlant allitottam, tudomdsul veszem, hogy a zardvizsga-bizottsdg a
zardvizsgahol kizér és a zdrévizsgat csak Gj dolgozat készitése utdn tehetek.

A leadott dolgozat, mely PDF dokumentum, szerkesztését nem, megtekintését és nyomtatasdt
engedelyezem. .

Tudomasul veszem, hogy az altalam készitett dolgozatra, mint szellemi alkotds felhasznalasara,
hasznositésara a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem mindenkori szellemitulajdon-kezelési
szabalyzatdban megfogalmazottak érvényesek.

Tudomasul veszem, hogy dolgozatom elektronikus valtozata feltoltésre keril a Magyar Agrar- és
Elettudoményi Egyetem konyvtari repozitori rendszerébe. Tudomadsul veszem, hogy a megvédett és

- nem titkositott dolgozat a védést kdvetden

- titkositésra engedélyezett dolgozat a benyujtasatdl szamitott 5 év eltelte utan
nyilvdnosan elérhetd és keresheté lesz az Egyetem kényvari repozitori rendszerében.

Kelt: Gid. 2025 év 11 hd 3 nap

%(M e

\ R4
Hallgato alairasa




NYILATKOZAT

L r (név) (hallgatdé Neptun azonositdja: )
konzulenseként nyilatkozom arrol, hogy a
zarddolgozatot/szakdolgozatot/diplomadolgozatot/portfoliét! attekintettem, a hallgatét az
irodalmi forrasok korrekt kezelésének kovetelményeirGl, jogi és etikai szabalyairol
tajékoztattam.

A zarddolgozatot/szakdolgozatot/diplomadolgozatot/portfoliét a zardvizsgan térténd
védésre javaslom / nem javaslom?.

A dolgozat allam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen nem*3

Kelt: Budapest, 2025 év oktéber hé _30. nap

belsd konzulens

! A megfeleld dolgozattipus meghagydsa mellett a tobbi tipus torlendé.
2 A megfeleld aldhdzandé.
% A megfelel& alahdizandé.



2. szamu fliggeldk

-

Hallgaték, doktoranduszok nyilatkozata mesterséges intelligencia

(MY) alkalmazasarol

1. Altalanos adatok
{ Hallgaté neve: Gyorfly Amna R !
" Neptun-kédija: N ‘WHISK o _‘

R o _ Sc/MA ktori (PhD) |
| Képzési szint (a megfelel6t jelolje X-szel): g E[;::éBADMSC/MAD o8 :orx ( ) |I
,} ;Fantérg} neve/k&!};*: - Szakdolgozat =/7up 153N T K
| A munka cime: ' Joghurt kultarak tejsavbaktériumair;ak miiszeres

lanalitikai modszerekkel valé azonositdsa és
{ Ian_t_ibiotikumnkkal valé azonositasa

* doktori értekezés esetén nem kitsltendd

2. Nyilatkozat az MI hasznalatirol

Alulirott. etikai felelosségem teljes tudatdban az alabbi nyilatkozatot teszem:

(Kérjiik, valasszon egvet az aldbhi lehetiségek kdziil!)
¥ A) Nem alkalmartam mesterséges intelligencia rendszert vagy szolgaltatast.
{Amennyiben ezt jeldlte. a tovabbi tablazatok Kitvhése nem szitkséges.)
7 B) Alkalmaztam mesterséges intelligencia rendszert vagy szolgaltatast.

(Kérjiik, toltse ki a vonatkozo téblazatokat!)

3. A mesterséges intelligencia hasznalutinak részletezése

I. TABLAZAT: Asszisztensi vagy Kiscbb mértékii fethasznalds (pl. forditis, nyelvi korrektira,
dtletelés sth.)

(Ezen fethaszndldsok esetében a konkrét promptok és valaszok csatoldsa nem szikséges.}

i b e B
A fethasznalas célja Alkalmazott Mi-eszkbz neve | Erintett rész (ha nem a szdveg
és verzidja - egészére vonatkozik)

P

1. TABLAZAT: Jelentés tartalmi hozzajarulis (pl. egy teljes abra vagy egy hosszabb szévegrész
generalisa)
(E=ekben a2 esetekben a felhaszmilt kvlesfontossdgi prompiok és az MI dltal adott nyers vilaszok

dokumentdiisa s u munka mellékletében valo csatoldsa szikséges.)

Alkalmazott MI- Az érintett fejezet /| A prompt-naplot

REL - ras N cee | & 5T tartalmazé melléklet
A felhasznilas célja eszkdz neve, verzitja, abra/tablazat pontos . e
[ s o . bejegyzésének
| . | elérhetdsége | sorszama !
sorszama

I N |




HA. Oktatd dltal eldirt kiegdsrith sanbiivok (ha vannak)

Amennyiben az adott tantdrgy okiatoja vagy iémavesctoje sz Ml-esszkivzok hasznalatirn vonatkosdan
kislon szabalyohat vagy clvacasokat hathrozott meg. kerjik, az alébb mezdhen foglatja d4sze ercket:

Piooaz M1 hasemitarianak tlabma bizonvos filadattipusokra; oxek konkedt eszhir hasznddata
engedelverett; oltérd hivatkozdsi elvdrasok: dokumenticios forma stb,

ORtato vagy temavezetd dltal eldivt srabalyok:

4. Doktori képzéshen résztvevok nyilatkozata
A doktori hépzésben részt vevt hallgatékra a fenticken (il az aldbbi tovabbi szabdlyok vonatkoznak.

1. Kotelezd ismertetés: A 1. Tablizatban fcltiintetett minden Ml-hasznalat koriilményeit az
értckezés "Anyag és modszer” fejezetében részletesen be kell mutatni.

2. Témavezeti ellenjegyzés: A nyilatkozatot a témavezetdnek is jova kell hagynia.

Kijelentem, hogy a fentcbb részletezett, a doktori képzésre vonatkozo kitlon szabalyokat megismertem
és a disszertaciom elkészitése soran maradékialanul betartom.

»

5. Minden ballgatéra vonatkozo nyilatkozat: ’ ’

Kijelentem. hogy az MI a&lal esetlegesen generalt tartaimakat minden esetben kritikailag
feliilvizsgaltam, szerkesztettem és a munkaba illesztettem. A leadott munka minden eleméért, annak
eredetiségéért és tudoményos helytallosagaért teljes korit feleldsséget vallalok. Tudomasul veszem,
hogy a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem a benyujtott munkat mesterséges intelligencia
detektorral ellendrizheti, és eljarast kezdeményezhet, amennyiben a nyilatkozatom valotlan vagy
higdnyos.

Kelt: .......Budapest........., 2025 .......10..... hé 30 nap
. oA \
......... Crﬁ%v{mw K%S‘OL’\*‘L\
Hallgatd aldirdsa Konzulens/Témavezetd alairdsa

-

4 2.2 pont kizar6lag 4 doktori képzések hallutdiva vonatkosik. mas kepzesi szinteken a rész 8 Minden hatlpaiow
vonatkord nyilatkozatig 16rolhetd a dokumentumbdl.
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