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1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

Napjaink egyik legOsszetettebb globalis kozegészségiigyi ¢és élelmiszerbiztonsagi
probléméja az antibiotikum-rezisztencia. A helytelen, illetve talzott mértékti alkalmazasuk
egyik kovetkezményeként rezisztens baktériumtorzsek jelenhetnek meg, melyek szamos
fertdzés kezelését megnehezitik, vagy akar ellehetetlenitik. A probléma a humén gyogyaszaton
és az allattenyésztésen kivill az élelmiszerlanc szintjéig is eljuthat. Igy az élelmiszerek
elfogyasztasa utdn, a fogyasztok is kozvetleniil ¢érintetté valhatnak, wugyanis a
rezisztenciagéneket hordozé baktériumok az élelmiszerekkel egyiitt bejuthatnak az emberi
szervezetbe, és kolcsonhatasba Iéphetnek a bélmikrobiommal.

A fermentalt tejtermékek, mint a joghurt, kefir vagy sajt, jelentds szerepet toltenek be az
emberi taplalkozasban kiemelt egészségiigyi elényiik miatt. El6 mikroorganizmusokat
tartalmaznak, amelyek szamos kedvezo ¢€lettani hatasaik révén hozzajarulnak tébbek kdzott a
bélflora egyensulyanak fenntartdsdhoz €s az immunrendszer tamogatidsahoz. Ebbdl kovetkezik
népszerliségiik, melynek okdn nagy mennyiségben fogyasztjuk Oket. Azonban bejutva az
emberi szervezetbe, akar potencidlis rezisztenciagén-rezervoarként is miikddhetnek, ezért
szamos kutatdsban vizsgaljadk a benniik megtaldlhaté mikroorganizmusokat. Egyik gyakran
kutatott teriilet az, hogy fermenticid sordn alkalmazott tejsavbaktériumok (példaul
Lactobacillus nemzetség) hordozhatnak olyan rezisztenciagéneket, amelyek horizontalis
génatvitel révén — példaul konjugéacid utjan — mas mikroorganizmusokra, koztiikk patogén
baktériumokra is atterjedhetnek. Ez a jelenség az €élelmiszerlancon keresztiil kozvetett modon
az emberi egészségre is veszélyt jelenthet. Mindezekbdl az kovetkezik, hogy az élelmiszer-
eredetli mikroorganizmusok rezisztencidjanak feltérképezése elengedhetetlen a megel6z6
intézkedések, és a biztonsdgos ¢lelmiszer-eldallitasi folyamatoknak a kialakitasdhoz,
megtervezéschez.

Diplomamunkdm célja a fermentalt tejtermékekben eléforduldé mikroorganizmusok,
kiilonosen a tejsavbaktériumok izoldldsa, azonositisa ¢és antibiotikum-rezisztenciajuk
vizsgalata volt kiilonbozé mikrobiologiai kisérletek elvégzésével. Részletesebben, a kutatasi
témam célkitlizése a vizsgalt torzsek fenotipusos antibiotikum-érzékenységének
meghatdrozasa, valamint annak feltardsa volt, hogy a rezisztenciagének atadasa lehetséges-e
horizontalis géntranszfer, ezen beliil a transzkonjugacids folyamatok révén. A vizsgalat
eredményei eldsegithetik a fermentalt tejtermékekben eléforduldé mikroorganizmusok
rezisztencidjanak pontosabb megismerését, €s hozzdjarulhatnak a téma tudomanyos ¢és

¢lelmiszerbiztonsagi vonatkozasainak mélyebb megértéséhez.



2. SZAKIRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az antibiotikum rezisztencia problémaja

Az antibiotikumokat, mint fertézések gyogyitasanak csodaszereit, a penicillin 1920-as
felfedezése ota tartjak szamon (Hou et al., 2023). Az emlitett gydgyszer 1940-es években igen
sz¢éles korben elérhetdvé valasa olyan betegségek gyogyitasat tette lehetéveé, mint példaul a
Streptococcus fertdzések, illetve hozzédjarult a szepszis okozta életveszélyes allapotok
csOkkentéséhez (Klein et al., 2024).

Az antibiotikumok alkalmazasanak fontos velejardja a gyakori fert6zo betegségek globalis
terheinek csokkenése, azonban manapsag egyre gyakrabban vitatott arnyoldala, hogy az
antimikrobialis gyogyszerek széles korti hasznalataval és a globalis antibiotikum-fogyasztas
folyamatos novekedésével az antimikrobidlis rezisztencia (antimicrobail resistance, a
tovabbiakban AMR) novekvd tendencidja komoly veszélyt jelent a globalis kozegészségre
nézve. Az Egészségiligyi Vilagszervezet (World Health Organization, WHO) becslései azt
josoljak, hogy 2050-re vilagszerte évente 10 millid6 ember halhat meg rezisztens bakterialis
fertézések kovetkeztében. Mindez visszafordithaté lenne, ha az AMR novekedés jelenlegi
tendenciaja csokkenni kezdene (Hou et al., 2023).

Az AMR egy olyan jelenség, amikor a kérokozok — példaul baktériumok, virusok, gombak
¢s parazitdk — ellenallovéa valnak az antimikrobialis szerekkel, koztiikk az antibiotikumokkal,
antiviralis, antifungalis- €s parazitaellenes készitményekkel szemben. Mindez vilagszerte
stlyos kozegészségiigyi és gazdasagi kihivast jelent, mivel az AMR hatésa tobb dgazatot és
orszagot is érint. Kiilondsen aggasztd a tobbféle (vagy akar minden) terdpidval szemben
ellenallo baktériumok és gombak gyors globalis terjedése, amelyek gyakori, nehezen kezelhetd
fertézéseket okoznak (World Health Organization, 2023).

A rezisztencianak harom fajtdja ismeretes. A mikrobioldgiai (vagy ugynevezett in vitro)
rezisztencia esetén a baktériumok csokkent érzékenységet mutatnak egyes antibiotikumokkal
szemben, mint amit az adott fajnal normalisnak tekintenénk. Ilyenkor a hatarérték folott mar
ellenallonak szamitanak, amit epidemiologiai rezisztencianak is hivnak. Az ilyen jelenség
sokszor genetikai vizsgéalatokkal 1s igazolhatd, példaul bizonyos antimikrobialis
rezisztenciagének vagy meghatarozott rezisztencia-mechanizmusok molekularis kimutatasaval.

Masodik a farmakoldgiai rezisztencia, ami farmakokinetikai paramétereken és egy adott
baktériumfaj normal érzékenységén alapul. Ha az adott baktériumra vonatkoz6 antibiotikum
minimalis gatlé koncentracidja (minimal inhibitory concentration, a tovabbiakban MIC) az

antimikrobialis szer altal elérheté koncentracid tartomanyan beliil van, akkor a baktérium



érzékeny. Azonban, ha az adott baktériumra vonatkozé antibiotikum MIC-értéke magasabb,
mint a fertézés helyén elérhetd koncentracid, akkor a baktériumot rezisztensnek tekintik.
Harmadik a klinikai rezisztencia (in vivo rezisztencia) amikor az adott baktériummal valo
fertézést mar nem lehet megfelelden kezelni, és a kezelés kudarcai egyértelmiiek (Verraes et
al., 2013).

Alapul véve egy 2016-2023 kozott zajlo vizsgalatot - melynek részletei lentebb fognak
szerepelni - az 1. dbra mutatja az antibiotikum-fogyasztasi ratat 2016-2030 kozott. A kutatas
feltételezi, hogyha a jovoObeli fogyasztds az orszagokban a 2016-2023 kozotti iddszak
tartomanyaba fog esni €és a politika nem valtozik, akkor az eldrejelzések szerint a globalis
antibiotikum-fogyasztds az 1. dbra szerint fog alakulni. Az els§ abran szerepld adatok
feltételezik, hogy az orszadgok jovobeli valtozasi iiteme, a 2016 és 2019 kozotti Osszetett éves
novekedési litem és a 2020-2023 iddszak tliteme kozott lesz (Klein et al., 2024).

1. abra: Az antibiotikum-fogyasztas atlagos varhato valtozasa 2023-2030 kozott (Forras:
Klein et al., 2024)
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Az emlitett tanulméany elemzéséhez kapcsolodik Osszesen 67 adatokkal rendelkezd
orszagnak a Vildgbank (World Bank) altal meghatarozott jovedelmi csoportjainak atlagos
antibiotikum-fogyasztdsi aranya napi adagra (defined daily doses, a tovabbiakban DDD)
vonatkoztatva 2016 és 2023 kozott. Ugy talaltak, hogy az antibiotikum-fogyasztas 2016 és 2023
kozott globalisan novekvo tendenciat mutatott, az adatokkal rendelkez6 orszagokban (67 darab)
Osszességében 16,3 % -os emelkedés volt megfigyelhetd a meghatarozott napi adagra (DDD)
vonatkoztatva, azonban a ndvekedés jelentds kiilonbségeket mutatott a jovedelmi csoportok
kozott. A 2019-ig tartd idészak azt mutatja, hogy a kozepes jovedelmi orszagokban (MIC) a
fogyasztas nétt, mig a magas jovedelmii orszagokban (HIC) csokkent. A 2020-as években, a

COVID-19 pandémia idején ugyan atmeneti visszaesés kovetkezett be, azonban a fogyasztas
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ezt kdvetden gyors iitemben helyreallt, és ismét novekedésnek indult. Osszességében
elmondhat6, hogy a vizsgalt idészakban a jarvany atmenetileg megszakitotta a ndvekedési
trendet, azonban azt kovetden az antibiotikum-felhasznalads gyorsabb iitemben emelkedett, mint
a pandémiat megel6z6 idészakban (Klein et al., 2024).

Tehat, az antibiotikum rezisztencia egy olyan globdlis jelenség, mely vilagméretii
problémat jelent a bakterialis eredetii patogenezisben. Ez magas morbiditast és mortalitast von
maga utan. Ez azt jelenti, hogy a Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumok rezisztenciat
mutatnak bizonyos gyodgyszerek haszndlatakor, és ennek eredménye olyan fertdézések
kialakulasa lesz, mely a korabban bevalt antimikrobas szerekkel nehezen vagy pedig egyaltalan
nem kezelhetdek (Frieri et al., 2017).

Mar emlitésre keriilt, hogy a COVID-19 vilagjarvany befolyasolta az antibiotikum
fogyasztas mennyiségét, azonban csekély hatdsa volt arra, hogy milyen tipust antibiotikumot
fogyasztottak. Az adott osztilyba tartozo antibiotikum fogyasztds DDD értékei a 2. abran
lathatéak, naponta 1000 lakosra vetitve (Klein et al., 2024).

2. dbra: Az antibiotikumok fogyasztasi kiilonbségei (2016-2023 kozott). Az 6t leggyakrabban

fogyasztott antibiotikum-osztaly (vizszintes tengely) esetében, az Osszes tobbi osztalyt az
,egyeb” kategoriaba sorolva (Forras: Klein et al., 2024)
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A 2. abran feltlintetett antibiotikumok kozott a széles spektrumt penicillinek (broad-
spectrum penicillins, a tovabbiakban BSP), a cefalosporinok, a makrolidok, a fluorokinolonok
¢s a tetraciklinek a legnagyobb fogyasztasi aranyu csoportok. Latszik, hogy a BSP-k hasznalata
a vizsgalati id0szak alatt minden jovedelmi osztalyban ndvekedést mutatott. Kiemelendd, hogy
2016-r61 2023-ra minden tipus esetén ndvekedés figyelhetd meg. A fejlddd orszagokban szamos
tényez6 hozzajarul az antibiotikumok fogyasztasanak gyors ndvekedéséhez, példaul
kornyezeti, politikai €s kulturalis tényezdk. A legfontosabb tényezd valdszintileg a gazdasagi
novekedés, ugyanis ahol az orszagok gazdasagi novekedése figyelheté meg, ott fennall a

veszélye a nem megfeleld antibiotikum-hasznédlatnak, ami eldsegitheti a rezisztencia
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kialakulasat. Ahhoz, hogy az AMR ne mutasson ekkora ndvekedést, a megel6zésre irdnyulo
megfeleld intézkedések kiemelt szerepet kell, hogy kapjanak. Fontosak az ezekhez sziikséges
beruhazasok, valamint higiéniai és egészségiigyi intézkedéseknek a javitasa is. A helyes
személyes higiéniai gyakorlatok széles korli bevezetése szintén dontd szerepet jatszik a fert6zo

betegségek terhének jelentds csokkentésében (Klein et al., 2024).

2.2. Elelmiszerekben eléfordulé antibiotikum rezisztencia
problémaja
Az antibiotikum-maradvéany jelenléte az ¢lelmiszerekben komoly kozegészségligyi
kockazatot jelent, mivel hozzéjarulhat az antibiotikum-rezisztens baktériumok emberre torténd
atviteléhez, valamint kiilonféle toxikologiai és immunpatoldgiai hatdsokhoz, példaul nefro- és
hepatotoxicitds (Qamar et al., 2023). A terapids dozisban alkalmazott antibiotikumok
atmenetileg  megvaltoztathatjdk az emberi  bélmikrobiota  Osszetételét, valamint
befolyasolhatjdk a gazdaszervezet immunrendszeri €s anyagcsere-egészségét. Az emlitett
sulyos kovetkezmények mellett az antibiotikumok takarményban vagy élelmiszerekben jelen
1év0 kis dozisai, valamint a szubletalis vagy szubterapids mennyiségek szintén hozzajarulnak a
rezisztencia ¢és az antibiotikum-rezisztens baktériumok kialakuldsahoz, mivel eldsegitik a
baktériumok genetikai és fenotipusos valtozékonysagat. Szamos vizsgalat megerdsiti az
alacsony antibiotikum-expozicio €s a rezisztencia kialakulasa kozotti 0sszefliggest. A kutatasok
kozott tejre és tejtermékekre vonatkozo tanulmanyok is megtalalhatok. Publikaciok kimutattak,
hogy az antibiotikum-rezisztens tejsavbaktérium izolatumok aranya meghaladja az 50 % -ot. A
Lactobacillus fajok részletes elemzése példaul 58 % -os vankomicin-rezisztenciat mutatott. Egy
tanulmany megerdsitette, hogy az erjesztett élelmiszerekbdl és emberi forrasokbdl szarmazo
tejsavbaktérium torzsek jelentds fenotipusos rezisztencidt mutatnak a cefalosporinokkal,
aminoglikozidokkal, kinolonokkal és glikopeptidekkel szemben, fiiggetleniil eredetiiktdl.
Ugyanakkor a Lactobacillus fajok széles kore érzékenynek bizonyult példaul az ampicillinre,
eritromicinre, ami arra utal, hogy ezek az antibiotikumok tovabbra is hatékonyan gatoljak ezen
baktériumokat. Ennek ellenére aggaszto tendenciat figyeltek meg a penicillinnel,
eritromicinnel, klindamicinnel és tetraciklinnel szemben szerzett rezisztencia terjedésében,
kiilonosen olyan Lactobacillus fajok esetében, amelyek erjesztett tejbdl, probiotikumokbol,
erjesztett élelmiszerekbdl vagy az emberi bélbdl szdrmaznak (Kisko et al., 2025).
Az Europai Unid szabalyozésa szerint az allatgydgyaszatban széles korben alkalmazott
tetraciklin és szadrmazékai husban és tejben legfeljebb 100 ppb (ng/kg vagy pg/l)

maradékanyag-hatarértékkel engedélyezettek. Ezen témaban sziiletett vizsgalat soran 22 nyers



marhahts- €és 22 tejmintaban hatarérté¢ket meghaladé tetraciklin-maradvanyokat mutattak ki,
ami arra utal, hogy az élelmiszer-termeldk nem minden esetben tartjdk be a gyodgyszer-
¢lelmezés-egészségiigyi varakozasi idoket. Ennek kovetkeztében az antibiotikum-
maradvanyok jelenléte tovabbra is gyakori az allati eredetli élelmiszerekben, ami eldsegitheti
az antimikrobialis rezisztencia kialakulasat és terjedését. A kisérlet részeként antimikrobialis
érzékenységi vizsgalatot (Antimicrobal Susceptibility Testing, AST) is végeztek, mely sordn a
tesztelt antibiotikumok kozé tartozott tobbek kozott példaul az ampicillin, tetraciklin,
trimetoprim/szulfametoxazol, penicillin, gentamicin, eritromicin és vankomicin. Ugy talaltak,
hogy tejmintabol izolalt E. coli torzsek rezisztensek voltak az ampicillinre, a gentamicinre, a
ciprofloxacinra és a tetraciklinre (ebben a sorrendben, a legnagyobb ampicillin-rezisztenciaval).
A tetraciklinek széles spektrumt hatasuk miatt mind Gram-pozitiv, mind Gram-negativ
baktériumok ellen hatékonyak, ezért gyakori alkalmazasuk az A4llattenyésztésben,
novekedésserkentéként ¢és kiilonbozd fertézések kezelésére, hozzdjarulhat a rezisztens
baktériumtorzsek kialakulasdhoz (Qamar et al., 2023).

Az antibiotikum-rezisztens baktériumok tehat élelmiszerekbdl is terjedhetnek. A
bakteridlis rezisztencia szamos modon kialakulhat, a gydgyszerek célhelyeinek
megvaltoztatidsaval, a membran permeabilitasdnak csokkenésével, a gyogyszerek aktiv
kiaramlasaval, kiils6 tényezokkel, valamint az antimikrobialis szer inaktivalasaval is. Mind az
allati, mind az emberi korokozok antibiotikum-rezisztencia gének (Antibiotic Resistance
Genes, ARGs) donoraiként szolgalhatnak az embereket megfert6zd korokozok szamara (Kisko
et al., 2025).

Az ¢lelmiszerek eldallitasa, forgalmazésa, taroldsa soran, valamint a gyomorban €s a
béltraktusban a mikrobas sejtek szamos akadallyal taldlkoznak, mint példaul a szuboptimalis
pH-érték és hdmérséklet vagy sokoncentracio, az epesavak hatasa, valamint az antimikrobialis
vegyiiletek, példaul bakteriocinek ¢&s fertétlenitdszer-maradvanyok jelenléte. Ezen
stresszfaktorok megvaltoztathatjak a mikrobas sejteket, befolyasolva a sejtfolyamatokat €s a
rezisztenciat. A rezisztencia modosulasa a stresszvalasz és az antibiotikumokkal szembeni
jelenlévd stresszorok a génexpresszid megvaltoztatdsan keresztiil hatdssal lehetnek a
starterkultirak antibiotikum-rezisztencidjara is. Noha kevés kutatds vizsgélja a stressz hatasat
a tejsavbaktériumok antibiotikum-rezisztencidjara, egyes eredmények szerint a sav- és epehatas
eltéréen befolyasolja a Lactobacillus torzsek érzékenységét: bizonyos esetekben noveli, méaskor
csokkenti a rezisztenciat, a stressz tipusatol, a baktériumtdl és az antibiotikumtdl fliggden. Az

erjesztett ¢élelmiszerek jelentds mennyiségli tejsavbaktériumot (Lactic acid bacteria,
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tovabbiakban LAB) tartalmaznak, amelyek bar altaldban biztonsdgosnak tekinthetdk,
potencialisan hordozhatnak antibiotikum-rezisztenciagéneket. E torzsek képesek kolonizalni a
bélrendszert, és eldsegithetik a rezisztenciagének horizontélis atvitelét a taplaléklancban jelen
1évé kommenzalis és patogén baktériumok kozott, ezért az antibiotikum-rezisztencia gének

lehetséges ,,rezervoarjainak™ tekinthetok (Kisko et al., 2025).

2.3. A fermentalt tejtermékek és a benniik elofordulod
leggyakoribb mikroorganizmusok

2.3.1. Fermentalt tejtermékek és az eloallitasukhoz alkalmazhato
starterkulturak

A fermentacid egy olyan anaerob katabolizmus, mely soran az élelmiszerben eléforduld
szénhidratokat mikroorganizmusok lebontjadk. Az igy kapott fermentalt termékek olyan
¢lelmiszerek, melyek ellenérzott, kivant mikrobidlis novekedés, enzimatikus atalakulds soran
késziilnek (Bintsis és Papademas, 2022). Azonban mik is azok az erjesztett vagy masnéven
fermentalt tejtermékek, és milyen eldnyokkel birnak? Az erjesztett tejtermékek magas
probiotikum-tartalmuak, melyek jotékonyak befolyasoljak a bélmikrobiomot, tobbek kozott a
rovid szénlancu zsirsavak — példaul az acetat, propionat €s butirat — termelésének fokozasahoz
jérulnak hozza. A probiotikumok ¢l6 mikroorganizmusok, amelyek megfeleld mennyiségben
fogyasztva kedvezd ¢élettani hatasokat fejtenek ki. Leggyakrabban a Lactobacillus,
Bifidobacterium és Streptococcus nemzetségbe tartozo baktériumok, valamint a Saccharomyces
cerevisiae ¢lesztdgomba tartozik k6z€jiik, melyek gyakran jelen vannak ezen élelmiszerekben,
kiilondsen a joghurtban és a kefirben (Mukarromah et al., 2025).

A fermentéciot tartjak az egyik legrégebbi konzervalasi modszernek, amelyet az emberiség
alkalmaz. Az elsd véletlenszertien eldallitott fermentalt tejtermékek eldallitasanak pontos idejét
nehéz megallapitani, akar 10 000—15 000 évvel ezeldttig is visszanyulhat. Ide tartozik példaul
a savanyu tej, joghurt €s a sajt. Pozitivumként nem csak a jobb eltarthatosagot tartjak szamon,
hanem jobb tapértékiik miatt fejlédtek tovabb, és nyerték el kiilonleges jelentdségiiket (Bintsis
¢s Papademas, 2022). Az erjesztett termékek szerves savakat (tejsav, ecetsav), vitaminokat (pl.
folsav), kiilonbozé aromas vegyiileteket (pl. alkoholok), exopoliszacharidokat
(exopolisaccharides, EPS) €s bakteriocineket (pl. nizin) tartalmaznak. A laktobacillusz térzsek
példaul képesek lebontani a kazeint, mely altal csokkenteni tudjék a tejtermékek allergizalod
hatasat, mikozben javitjak a fehérjék emészthetdségét is, novelve a tapértékét az élelmiszer-

fehérjéknek (Xie et al., 2024).



A mikrobialis heterogenitasb6l fakadéan szdmos mikroorganizmus kiilonleges,
funkciondlis tulajdonsagokat biztositott ezen termékcsoportnak, melyek egészségiigyi
elényokkel birnak (Bintsis és Papademas, 2022). A tejtermékek, a benniik 1évo €16 baktérium-
¢s ¢lesztOtartalom miatt, az élelmiszer-eredetii mikrobdk egyik legfontosabb forrasanak
tekinthetok. Ezen mikroorganizmusok egy Osszetett konzorciumot képviselnek, amelyet a
kornyezeti eredetli mikrobialis torzsek tekintetében nagyfoku biodiverzitas jellemez (Zinno et
al., 2022).

Azonban az ipari gyartasu fermentalt tejtermékeknél ez a fajta mikrobidlis sokféleség
hianyozhat. Ezért 0j starter- és kiegészitd kulturakat fejlesztettek ki, és tovabb fejlesztik a
meglévoket, azon célbol, hogy helyreallitsak a hokezelés és az aszeptikus tartdsitasi technikak
altal elvesztett sokféleség egy részét, és ezaltal 0j, jobb mindségl termékeket allitsanak el
(Bintsis és Papademas, 2022).

A Codex Alimentarius CXS 243-2003 publikalt sztenderdjében foglaltak szerint a
fermentalt tejtermékekben termékcsoportonként eltéré mikroorganizmusok vannak, melyeknek
az eltarthat6sagi id6 végeig életképesnek, aktivnak €s elengedé mennyiségiinek kell lenniiik. A
starterkultirat képezd mikrobdk &sszessége legalabb 107 tke/g kell legyen, de ha a cimkén
feltiintetik, hogy kiegészitésként specifikus mikroorganizmust adtak hozza, akkor ezeknek
legalabb 10° tke/g-nak kell lennie; a kefir és a kumisz élesztdinek dsszesen pedig legalabb 10*
tke/g-nak. Termékkategorian beliili termékcsoportonként eltér6 mikroorganizmusokat
alkalmaznak (Codex Alimentarius Comission, 2018).

Erjesztett tejtermékekben, valamint hisokban a Lactobacillus nemzetség a
tejsavbaktériumok legnagyobb csoportja, €s valosziniileg a legelterjedtebb probiotikumként
hasznalt baktériumnemzetség kiilonféle élelmiszerekben (Gueimonde et al., 2013).

A joghurtok esetén a szimbiotikus starterkultirdk a Streptococcus thermophilus és a
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. A kefir kefir ,,magokbol” eldallitott starterkultira.
A Lentilactobacillus kefiri, a Leuconostoc, Lactococcus és Acetobacter nemzetségbe tartozo
fajok, erds és specifikus kapcsolatban allnak a kefirrel. A kumiszhoz a Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus és Kluyveromyces marxianus kothetéek (Codex Alimentarius Comission, 2018).

A tejsavbaktériumok mindeniitt jelen vannak a természetben, beleértve a talajt, a vizet,
tejtermékeket, husokat és zoldségeket, valamint az emberek és allatok bélrendszerét is (Li et
al., 2024). Taxonomiailag valtozatos Gram-pozitiv, katalaz-negativ mikroorganizmusok
csoportjat alkotjak, képesek a cukrokat tejsavva erjeszteni. Aerotolerans, anaerob baktériumok
révén széles korben elterjedtek szamos kiilonb6zd kornyezetben. Az elmult két évtizedben a

probiotikus LAB fokozott fogyasztasaval jard egészségjavitd tulajdonsdgok egyre nagyobb
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figyelmet kapnak (Toomey et al., 2009). Tehat ezen csoport kozos jellemzdje a tejsav termelése
a szénhidrat katabolizmus folyamata révén. El6szor 1857-ben Pasteur allitott elé beldle tiszta
tenyészetet, amit Lister a késdbbiekben Lactococcus lactis néven osztalyozott. Ez volt
tudomanyos kutatasanak kezdete. Orla-Jensen az 1900-as évek elején publikalt egy monografiat

¢s alapozta meg ezaltal a LAB-ok osztalyozasat (Li et al., 2024).

2.3.2. Patogén és romlast 0kozé mikroorganizmusok

Az erjesztett tejtermékek (példaul joghurt) eltarthatésagdnak meghosszabbitasara tobbféle
modszer 1étezik. Ilyen tobbek kozott a hiités. Ezeknek a termékeknek a hiitott allapotban valo
eltarthatosdga szamos tényez6tdl fiigg, akar a tarolasi homérséklettl vagy pedig a romlast
okozd vagy patogén mikroorganizmusok jelenlététdl (Ortiz-Rivera et al., 2017). A nyers (nem
pasztérozott) tej szamos korokozd baktériumot tartalmazhat, amelyek betegségeket
okozhatnak, ha nem inaktivaljak azokat. A betegség két 6 mechanizmus révén alakulhat ki: a
szervezet fertdzése vagy a termelt toxin elfogyasztdsa révén. Példanak okaért a Listeria
monocytogenes ¢és az E. coli O157:H7 torzse, valamint mas Shiga-toxin termel6 E. coli (Shiga
toxin—producing Escherichia coli, STEC) torzsek jelentds klinikai tlineteket okozhatnak,
példaul veseelégtelenséget (Fernandez et al., 2015). Az elmult években jelentds szdmu, E. colli,
Staphylococcus aureus, Salmonella spp. ¢és Listeria monocytogenes altal okozott,
tejtermékekbdl kiinduld élelmiszer-eredetli megbetegedést rogzitettek. Tartositoszerek, mint
példaul a benzoesav vagy szorbinsav €s ezek so1 megakadalyoznak a karos mikroorganizmusok
szaporodasat, azonban fogyasztéi oldalrdl egyre nagyobb elvards a tartdsitoszerek
eltarthatosagi id6 novelésében vald felhasznaldsanak kertilése. Ezért egyre nagyobb a kereslet
az olyan ¢lelmiszerek irdnt, amelyek csak a legsziikségesebb feldolgozasi 1épések
alkalmazaséaval késziilnek, mellézve az értékes tdpanyag komponensek roncsolasat, vagy a
(féként mesterséges) tartositoszerek alkalmazasat. Erre ny(jt alternativat a bioldgiai tartositas
(példaul a mikrobdk segitségével elvégzett fermentacid), vagy akar a bioldgiai kontroll. Ezen
folyamatokban nagyon gyakran a tejsavbaktériumok domindlnak. A tejsavbaktériumok, mint
bioldgiai tartositok olyan anyagokat szintetizdlnak, amelyek gatoljdk a nemkivanatos
mikroorganizmusok szaporodasat. Példaul a Lb. reuteri altal szintetizalt széles spektrumi
antimikrobialis szerre, a reuterinre, az E. coli DH5a tOrzse szenzitivitast mutat, de a P,
expansum reagalt a legérzékenyebben a kutatasok soran (Ortiz-Rivera et al., 2017).

A tejsavbaktériumok koziil a tejben leggyakrabban el6forduld baktériumok a
Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc, Enterococcus ¢és Lactococcus nemzetségekbe

tartoznak. A legvitatottabb LAB — csoport az Enterococcus-ok, a vizsgalt torzstol fiiggden



starterkultaraként, probiotikumként, romlast okozd vagy patogén organizmusként is
miikodhetnek. Hasonléan igaz ez a Streptococcus-okra; habar ezen nemzettség sok tagja
patogén, a Streptococcus thermophilus termofil LAB (széles korben starterkultiraként hasznalt)
,»GRAS” (Generally Recognised as Safe) statusszal rendelkezik. A tejtermékekben eléfordulo
nemkivanatos mikroorganizmusok kozé tartoznak példaul a Clostridium nemzetségbe tartozo
mikroorganizmusok, mint példaul a Clostridium butyricum, amely a sajt kés6i puffadasanak o
felelose (Fernandez et al., 2015).

Az ¢lelmiszer-eredeti megbetegedések koz¢ tartoznak mind a mérgezések, mind a
fertozések. A mérgezéseket olyan baktériumok okozzak, amelyek az ¢élelmiszerekben
elszaporodva toxinokat termelnek. Ilyen példaul a Staphylococcus aureus és a sporképzo
Clostridium botulinum. A S. aureus altal termelt enterotoxin lenyelése hanyast és rosszullétet
valt ki, mig a C. botulinum &ltal termelt botulinum toxin stlyos bénulést, akar halalos
kimenetelli mérgezést is okozhat. Ezzel szemben az élelmiszer-eredetli fertdzések esetén a
korokozd maga jut be a szervezetbe, és ott szaporodik el. Ilyen fertézést okozhat a Listeria
monocytogenes, amely liszteriozist idéz eld. Tovabbi példaként emlitve, a Salmonella fajok altal
okozott szalmonell6zis éltaldban hasmenéssel jar, mig a Brucella nemzetség baktériumai
brucellozist okoznak, amely szisztémds fertdzés, jellemzd tiinetei a laz és izomfijdalom
(Fernandez et al., 2015).

A fentiekben emlitett Gram-pozitiv baktériumokon tul a Gram-negativ baktériumok, foként
az enterobaktériumok szennyezd jelenléte is meglehetdsen gyakori a tejtermékekben, néha
elérve a 10°-107 tke/g szintet, mely érzékszervi minéségi romlashoz vezethet. Néhany termék
esetében a szennyezd Gram-negativ baktériumok a rossz higiénia jelzdjeként ismeretesek, €s
egeészseégligyl kockazatot jelenthet a termékben vald eléfordulasuk. Ide tartoznak példaul az E.
coli, Pseudomonas aeruginosa fajok, valamint az Enterobacter, Proteus ¢és Serratia
nemzetségekbe tartozo baktériumok is (Fernandez et al., 2015).

Lényeges szt ejteni az emberben ¢€s allatban is eléforduld Escherichia coli-rol, mely
kommenzalis baktériumnak tekinthetd. Patogén torzsei felelések a bélrendszerben és ehhez
kapcsolodo teriiletekben, kialakult fertézésekért, mint a gasztoenteritisz, meningitisz, szepszis
¢s hugyuti fertdzések. Az Enterobacteriaceae csalad tagjai altal termelt, rezisztencidban részt
vevo enzimek koriilbeliil 400 tipusa ismert. A CTX-M béta-laktamaz tipusok szama novekszik,
eléfordulasuk pedig jelentds olyan gyakran izolalt baktériumban, mint az E. coli. A CTX-M-
béta-laktamazok plazmidon kodoltak, és képesek hidrolizalni a cefotaximot és a ceftazidimet.
A széles spektrumu béta-laktamaz (Extended-Spectrum B-Lactamase, a tovabbiakban ESBL)

enzimek termelése az egyik leggyakoribb rezisztencia-mechanizmus (Rehman et al., 2020). Az
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EFSA BIOHAZ Panel megaéllapitasa szerint az ESBL enzimek olyan, plazmidon kédolt B-
laktamazok, amelyek fOként az Enterobacteriaceae csalad tagjaiban — kiillondsen az
Escherichia coli és a Klebsiella pneumoniae torzsekben — fordulnak el6. Ezek az enzimek széles
spektrumu rezisztenciat biztositanak szamos B-laktdm antibiotikummal szemben, beleértve a
penicillineket, valamint a masodik, harmadik és negyedik generacids cefalosporinokat és a
monobaktamokat (pl. aztreonam), ugyanakkor altaldban nem inaktivaljak a karbapenemeket és
a cefamicineket (pl. cefoxitin) (EFSA Panel on Biological Hazards, 2011). Ezen ESBL enzimek
eléforduldsa a patogén baktérium torzsekben sajnos magas halalozassal jaré fert6zéseket okoz
(Rehman et al., 2020).

A megeldzés tehat kiemelt jelentdségl. Jelentds, hogy patogénmentes tejet hasznaljanak a
feldolgozas soran, tovabba a rekontaminaci6 megakadalyozasa is hangsulyozottan fontos. A
pasztérdzés a mikrobialis szennyezettségtol mentes tejtermék eléallitisahoz hasznalt alapvetd
technika. Sajtok esetében a minimum 60 napig tartd érlelés is egy alternativ pasztorozési
technikanak tekinthetd. Szamos egyéb technika ismeretes (példaul pulzald elektromos térerd
(PEF)), melyek alkalmasak ezen termékeket ¢lelmiszerbiztonsagi szempontbdl megfelelové

tenni (Fernandez et al., 2015).

2.4. Tejtermékekre/fermentalt tejtermékekre jellemzo
antibiotikum rezisztencia
A fermentalt élelmiszerek, melyek €vszazadok oOta szerves részét képezik a globalis
étrendnek, az antibiotikum-rezisztens baktériumok és gének jelenléte kapcsan egyre nagyobb
aggodalomra adnak okot. Tanulméanyok adnak bizonyossdgot az AR baktériumok és gének
jelenlétérdl kiilonbozd tipustt feldolgozatlan termékekben. A fermentélt €lelmiszerekben
gyakran megtalalhato tejsavbaktériumok szerepet jatszhatnak az antimikrobialis rezisztencia
terjedésében azaltal, hogy eldsegithetik a rezisztenciagének (antibiotic-resistance gene, ARG-
k) horizontalis génatvitelét (horizontal gene transfer, HGT) a természetes mikrobidta és a

potencialis kérokozok kozott, melyet a 3. abra szemléltet (Vinayamohan et al., 2023).
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3. abra: A fermentélt ¢lelmiszerekben eldforduldé AR baktériumok és gének emberi

bélmikrobiotaba valo atvitele (Forras: Vinayamohan et al., 2023)
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Az ¢lelmiszerek sokféleképpen szennyezddhetnek antimikrobidlis rezisztenciadt hordozo
baktériumokkal és/vagy antimikrobidlis rezisztencia génekkel: allati termékek példaul a vagas,
novényi termékek a termelés soran akar szennyezett Ontdzovizzel (Verraes et al 2013).
Nagyrészt figyelmen kiviil hagyott forrdsa az antibiotikum-rezisztencia gének terjedésének a
szokésos mezdgazdasagi gyakorlatokhoz kapcsolddik, mely az emlitett 6ntozést, a legeltetést,
a silozast, a takarmanygyartast, valamint a mezdgazdasagi szennyviz vagy allati tragya
felhasznalasat foglalja magaban. A 4. abra szeml¢lteti a baktériumok és antimikrobialis anyagok
bejutdsi Utvonalat a sajtgyartasi kornyezetbe. A kezeletlen allati tragya szerves tragyaként
torténd felhasznélasa révén az antibiotikum-maradvanyok és rezisztens mikroorganizmusok a
legelokon és takarmanyokon keresztiil visszajuthatnak az 4llatok szervezetébe, majd a tejbe. A
fertdzés tovabb terjedhet a fejés, a sajtkezelés és a formazas soran, ahol a biofilmek kialakulésa
szintén eldsegiti a mikrobialis és antimikrobidlis szennyezddést. Tehat a sajt nem megfeleld
kezelése, a rossz higiéniai koriilmények okan a szennyezett feliiletr6l/dolgozokrol rezisztens

baktériumok keriilhetnek at a termékre (Chaves et al, 2024).
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4. abra: Az antimikrobidlis és bakteridlis szennyezddés lehetséges Utvonalai a sajtgyartas
technoldgiai folyamatédban, az allattenyésztéstol a feldolgozésig (Forras: Chaves et al., 2024)
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Amikor az ¢élelmiszer a kornyezetb6l szennyezddik feldolgozds utan, akkor
utészennyezOdésrél beszélink, de szennyezddhetnek mas ¢élelmiszerekbdl szarmazé
antimikrobialis rezisztens baktériumokkal és/vagy antimikrobidlis rezisztencia génekkel a
fogyaszto altali élelmiszerkezelés soran. Utobbit keresztszennyezddésnek nevezziik (Verraes et
al., 2013). A mikroorganizmusok fermentacioban torténd hasznalata is bejuttathatja az ARG-
ket az ¢élelmiszerlancba. 2012-ben foglalkozott ezzel az aggodalommal az Eurdpai
Elelmiszerbiztonsagi Hatosag (European Food Saftey Authority, tovabbiakban EFSA), amikor
1s iranymutatasokat adott ki a starterkultirdkban rejlé kockazatok csokkentésére (Chaves et al,
2024). Az EFSA altal bevezetett ¢lelmiszerlancban felhasznalt mikrobakra vonatkozo
biztonsagi értékelési eljaras (Qualified Presumption of Safety, QPS) értelmében a QPS-statusz
odaitélése el6tt meg kell hatarozni, hogy a vizsgéalt mikroorganizmus milyen tipusu
antibiotikum-rezisztencia-determinansokat hordoz. Ennek alapjan az antibiotikum-rezisztencia
onmagaban nem tekinthetd biztonsagi kockazatnak, csak abban az esetben, ha igazolhat6 a
rezisztencia gén(ek) atadasanak lehetdsége mas szervezetek felé. Ezen listdn szerepld
baktériumok fogyasztasa kovetkeztében fellépd karos hatasok nagyon ritkdk. Mivel a legtobb
probiotikus mikroorganizmus az emberi bélrendszer természetes lakodja, és jelentds

mennyiségben keriil fogyasztisra funkciondlis ¢élelmiszerek révén, genomjaikban az
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antibiotikum-rezisztencia-determinansok jelenlétét rendszeresen €s szisztematikusan vizsgalni
sziikséges a biztonsagos felhaszndlas biztositasa érdekében (Gueimonde et al., 2013).

Az élelmiszeripari feldolgozas sordn a tejtermékek esetén a pasztérozés szokasosan bevett
modszer, de nem garantélja a sporak teljes eltavolitasat. Ezenkiviil a nyers tej beszerzése, az
erjesztési folyamat, valamint a szallitas és tarolas soran a kornyezetbdl torténd szennyezdodés, a
tejtermékek egyik csoportjaban, a joghurtban taldlhatd opportunista kdrokozok f6 forrasai (Qu
et al., 2024). Erdekesség, hogy egy 2024-ben bemutatott tanulmanyban Kindbol begyiijtott
mintdkon végzett vizsgalat megerdsitette, hogy a feldolgozasi procedura jelentdsen
befolyésolja a bakterialis k6zosség eloszlasat a joghurtban. Az errdl késziilt tanulmanyban
beszamoltak arrdl, hogy példaul az Acetobacter (aerob, Gram-negativ baktérium) potencialis
veszElyt jelenthet az élelmiszerekben, mivel képesek hordozni kiillonb6zé6 ARG-t (Qu et al.,
2024). Az antibiotikumok ¢és mas gyogyszerek széles korli hasznélata az allattenyésztésben
gyogyszerrezisztens torzsek megjelenéséhez vezetett, amelyet tovabb sulyosbit az
antibiotikum-rezisztens gének horizontalis génatvitele a baktériumok kozott. A tobb
gyogyszerre rezisztens torzsek megjelenése egyre nehezebbé teszi a klinikai kezelést, és az
AMR-t ma mar a harmadik vezetd haldlokként azonositjak vilagszerte (Murray et al., 2022).

Szdmos korhazban hasznéalnak széles spektrumu antibiotikumot, szabadon és tobbnyire
feleslegesen. Igy tehat a rossz gyakorlattal kombinélva jelentés novekedés figyelheté meg az
Uj rezisztenciak terén. A rezisztens baktériumok atterjedhetnek mas személyekre, kornyezetre
is; mindezt epidemioldgiai adatok bizonyitjak. A tobb gyogyszerre is rezisztensek (multidrog
rezisztens, MDR) szdma riaszt6 litemben novekszik, ezzel globélis fenyegetéssé valva (Rehman
et al., 2020). A rezisztenciaért felelds gének szarmazhatnak a baktériumok kozotti horizontalis
génatvitelbdl, vagy a Dbaktériumoknak az evolicié sordn kialakult rezisztencia
mechanizmusainak eredményeibdl (Qu et al., 2024). Az antibiotikum-rezisztenciat tekintve
egyes laktobacilluszok vankomicin-rezisztens fenotipusa talan a legjobban jellemzett bels6
rezisztencia, mely sejtfalszerkezetiikbdl €s peptidoglikan-6sszetételiikbdl adodik (Gueimonde
etal., 2013).

Ezen témaban egy tanulméany keretében fenotipusos antibiotikum-rezisztencia tesztet
végeztek LAB-ok csoportjan beliil a Lactococcus lactis torzsek esetén, mely szamos
antibakterialis vegyiiletet termel. A baktériumot nyers tehéntejbdl izolaltak. A tesztet abbol a
celbol végezték, hogy garantaljdk a LAB ¢€lelmiszeripari felhasznalasnak biztonsagossagat.
Mindez azért fontos, hogy a probiotikus torzsek kivalasztasanal ne jelentsen kockazatot a
szerzett antibiotikum rezisztencia. A baktérium torzsek érzékenységét hiisz antibiotikummal

szemben vizsgaltak, példaként emlitve a penicillin G (P1), vankomicin (VA 30), gentamicin 30

14



(GN 30), Streptomycin (S 300), Tetracycline (TE 30) és Chloramphenicol (C 30). A vizsgalat
sordn eldszor beallitotték a torzsek szuszpenzioit 0,5 McFarland stiriséglire, majd tamponos
technikaval MRS agarra oltottak, ratéve az antibiotikum-korongokat, majd 37 °C-os inkubalast
kovetden 24 ora elteltével megnézték a korongok koriili zondk atmérdjét. A rezisztencia
szazalékos eredményeit az 5. dbra mutatja a kiilonb6z0 Lactococcus lactis torzsek esetén. Jol
latszik, hogy ahol nem latunk oszlopot, abban az esetben érzékenyek voltak az adott
antibiotikum tipusra. A tanulményban leirtak, hogy ezek az eredmények 6sszhangban vannak
mas eredményekkel, ahol kimutattak a torzsekben az intrinsic (belsd) antibiotikum-rezisztencia

gének jelenlétét, €s ez a szerzett rezisztencia hidnyat tamasztja ala (Hamdaoui et al., 2024).

5. dbra: Nyers tehéntejbol izolalt Lactococcus lactis torzsek antibiotikum-rezisztencidja
(Forras: Hamdaoui et al., 2024)
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Az egyes antibiotikumokkal szembeni érzékenység vizsgalata alapjan a Lactobacillus fajok
altalaban érzékenyek a sejtfalszintézist gatld penicillinekre és mas B-laktdm antibiotikumokra,
és rezisztenciat mutatnak a cefalosporinokkal szemben. A nukleinsav-szintézist gatld
antibiotikumok (pl. kinolonok, rifampicin) altaldban alacsony gatlo hatast fejtenek ki a legtobb
Lactobacillus torzsre. A fehérjeszintézis-inhibitorokkal — mint a kloramfenikol, makrolidok,
linkozamidok és tetraciklinek — szemben a Lactobacillus fajok tobbsége érzékeny, mig az
aminoglikozidokkal gyakran magas szintii természetes rezisztenciat mutatnak. Erdemes viszont
megjegyezni, hogy fajonként, térzsenként az érzékenységi mintazat jelentds variabilitast
mutathat (Gueimonde et al., 2013).

1996-ban az Egyesiilt Allamokban 1étrehoztak egy Nemzeti Antimikrobialis Rezisztencia
Monitoring Rendszert (National Antimicrobial Resistance Monitoring System, NARMS).
Célja, hogy figyelemmel kisérje a zoonotikus, élelmiszer-eredetli baktériumok antimikrobidlis
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gyogyszerekkel szembeni érzékenységének valtozasait, beleértve a kereskedelmi forgalomban
1évé hasokbol (példaul daralt pulyka- €s marhahus, sertéskaraj és csirkemell), valamint a
vagohidakon levagott csirkékbdl szarmazé E. coli baktériumokat. Kiemelendd, hogy a 2000-es
évek elején igen nagy szamban izolaltak laboratoriumokban csirkébdl és human forrasbol
szarmazd E. coli-kat, amelyek bizonyos antimikrobialis szerekkel szemben novekvo
rezisztenciat mutattak, igy példaul tetraciklinnel, ampicillinnel és szulfonamiddal szemben

(Rehman et al., 2020).

2.5. Fermentalt tejtermékekben eloforduld baktériumok
rezisztencia gén kozvetitésének és felvételének modszerei

Probiotikus torzsek esetén a FAO/WHO foglalkozik antibiotikum-rezisztencia génjeinek
problémajaval. A LAB probiotikumok kivalasztdsdnak egyik legfontosabb szempontja az
antibiotikum-rezisztencia géndatviteli képességének meghatarozasa. A rezisztencidt hordozo
torzsek haszndlata nem engedélyezett. Amikor a probiotikumok bekeriilnek a béltraktusba,
kolcsonhatasba 1épnek a nativ mikrobiotaval €s génatvitel torténhet. Ez hozzéjarul a gyomor-
bél traktusban jelen 1évé kommenzalista vagy esetleges patogén baktériumokba torténd
antibiotikum-rezisztencia gének atviteléhez. A probiotikus laktobacilluszokban talalhaté fobb
rezisztenciagének kozé tartoznak a tetraciklin-, az eritromicin-, a kléramfenikol-rezisztenciat
kodolo tet, erm és cat gének. Mas antibiotikum-rezisztencia géneket is leirtak, példaul a
streptomicinre rezisztenciat kodolo str és a vankomicinre ellenalld képességet kodolo vanAd
gént. Ezen torzsek antibiotikum-rezisztencidjanak azonositdsa fenotipusos és genotipusos
modszerekkel torténhet: az egyes baktériumtdrzsek esetén a leginkébb relevans antibiotikumok
mikroszkopikus elemzés alkalmazéasaval (Quinto et al., 2014).

Megkiilonboztetiink szerzett és velesziiletett (intrinsic) rezisztenciat. A szerzett
antibiotikum-rezisztenciat mobilis genetikai elemek (plazmidok vagy transzpozonok) génjei
kodoljak és horizontalis génatvitel Utjan keriil mas baktériumokra, ezzel nagyobb kockézatot
jelentve. Vele szemben a velesziiletett antibiotikum-rezisztencia, mely belsd (intrinsic)
tulajdonsag, nem vihetd at baktériumrdl mas baktériumra, és ezt a kromoszémalis DNS-en
talalhatd gének kodoljak (Hamdaoui et al., 2024). A szerzett rezisztencia akkor alakul ki,
amikor génmutacid vagy horizontalis géntranszfer révén egy elézdleg antibiotikumra érzékeny
baktérium rezisztenciat alakit ki. A probiotikumokban megjelend szerzett antibiotikum-
rezisztencia hatterében gyakran az adott gyogyszer ismételt vagy tartds alkalmazésa all, mivel

ez szelektiv nyomast gyakorol a baktériumokra. Ennek kovetkeztében a sejtek szerkezete,
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illetve bizonyos ¢lettani és biokémiai folyamataik mddosulhatnak. Ez torténhet a genetikai
allomany mutacioi révén, vagy kiilsé eredetli genetikai elemek (példaul rezisztencia-gének)
bevitelével. Az igy kialakult valtozasok végiil oda vezethetnek, hogy a baktériumok nemecsak
az adott antibiotikummal, hanem a hasonl6 hatasmechanizmusu szerek egy részével szemben
is csokkent érzékenységet mutatnak. A bels6 vagy masnéven természetes rezisztencia az egyes
probiotikus baktériumok jellemzdje; foként kromoszémak belsd rezisztencia génjeiken kodolt
tulajdonsag. A baktériumok rezisztencia mechanizmusa a 6. abran lathatd (Szulczer-Balog és

Salamon, 2023).

6. dbra: A bakterialis rezisztencia-mechanizmus folyamatabraja (Forrds: Szulczer-Balog és
Salamon, 2023)
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Az AMR dltal okozott kihivasokkal torténd szembenézéshez tehat elengedhetetlen, hogy
megértsiik a baktériumok egymas k6zotti rezisztencia géneknek az atadasi folyamatat. Az AMR
gének vertikdlisan a baktériumok osztddasakor, vagy laterdlisan, mégpedig a horizontalis
génatvitel utjan kertilnek at egyikbdl a masik baktériumba (Liu et al., 2022).

Egyre inkabb elismert az a tény, hogy nemcsak a klinikai koérokozokban eléfordulo
antibiotikum-rezisztencia gének relevansak. Ide tartozik valamennyi patogén, kommenzalista
¢és kornyezeti baktérium, mobilis genetikai elem és bakteriofag, amelyek egyiittese alkotja az
ARG-k rezervoarjat (a rezisztomat). A patogén baktériumok horizontélis génatvitel utjan
ezektdl szerezhetnek rezisztenciat. A gének terjedésének ellendrzésére iranyulod
erofeszitésekhez, a rezisztoma kiterjedésének ¢&és a patogén baktériumokba torténd

mobilizacidjanak ismerete tehat elengedhetetlen (Frieri et al., 2017).

17



A horizontélis géntranszfer (HGT) egy olyan folyamat, amikor egy- vagy kett6sszala DNS
kertil at egyik sejtbdl a masik sejtbe (Liu et al., 2022). A HGT harom f& mechanizmusa a
baktériumok kozott, a konjugécio, a transzformécio és a transzdukcid (Verraes et al., 2013). A
7. ébra sematikusan szemlélteti a fentiekben elhangzott transzformaci6 (a), konjugacio két

tipusanak (b) és (c), és a transzdukcio (d) folyamatait (Liu et al., 2022).

7. dbra: Horizontalis géntranszfer (HGT) f6 mechanizmusainak sematikus abrazolasa
(Forras: Liu et al., 2022)
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Ezek a folyamatok eléfordulhatnak a kornyezetiinkben, valamint az élelmiszereinkben is. A
transzdukcio soran a bakteriofag egy baktériumhoz kapcsolédva annak genetikai anyagat
részben befogadhatja, majd egy masik baktériumba juttatja, ezaltal lehetdvé téve a génatvitelt
a két sejt kozott. A virusfertézés soran tehat nemcsak a fag replikacidja torténik, hanem a
baktérium DNS-ének egy része is atkeriilhet az ) gazdasejtbe, ami horizontalis géntranszferhez
(HGT) vezet (Verraes et al., 2013). A transzformacio esetén viszont kdzvetleniil DNS-t vesz fel
a baktérium, mely szarmazhat a kornyezetbdl az elpusztult és szétesett sejtekbdl, vagy pedig
mesterségesen eldallitott DNS szakaszokbol. A DNS-fragmentum, a homoldg recipiens DNS-
szakaszhoz hidrogénhidakkal kapcsolodik, és a kovetkez0 replikacio alkalmaval kicserélddnek
a recipiens és donor DNS-szakaszok, megtorténik a rekombinéacio (Gyorgy, 2021).

A horizontalis géntranszfert, a multirezisztencia kialakuladsat eldsegitik az olyan genetikai
struktirak, mint a plazmidok, integronok €s transzpozonok, melyek mobilis genetikiai elemek
¢s a DNS egy részét teszik ki. A HGT gyakorisaga fiigg a mobilis genetikai elem
tulajdonsagaitol, a donor és a recipiens populéaciok jellemzditdl és a kdrnyezettdl is (Verraes et
al., 2013). A mobilis genetikai elemek tehat képesek a genom egyik részérél a masikra

athelyezddni. Ilyenek példaul az inszercios szekvencidk €s a transzpozonok (Gyorgy, 2021).
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A konjugaciénak van a legjelentésebb hatdsa a rezisztenciagének kornyezetben valo
terjedésére (Toomey et al.,, 2009). Kisérleti vizsgalatok a konjugaciordl szamoltak be
¢lelmiszer-matrixokban, példaul plazmidon keresztiil terjedd ampicillin-rezisztencia gének
atvitelérdl Salmonella Typhimurium-bol E. coli K12 térzsébe a beoltott sterilizalt tejben és
daralt marhahusban, illetve tejsavbaktériumokbol (Enterococcus faecalis, Lactococcus lactis)
patogén torzsekbe (Listeria spp., Salmonella spp., Staphylococcus aureus és E. coli) fermentalt
teljes tejben (LAB donorokkal fermentalva). Kozegészségiigyi kockazatot jelenthet, ha az
antimikrobialis szerekkel szemben rezisztens korokozo baktériumok a fogyasztok szervezetébe
keriilnek. A problémat az okozza, hogy novelik azt a génkészletet, amelybdl a (patogén)
baktériumok felvehetnek antimikrobialis-rezisztencia géneket, és esetleg atvihetik azokat mas
(patogén) baktériumokra. In vitro vizsgalatok mar kimutattdk példaul az eritromicin-

rezisztencia gének atvitelét LAB-okbol Listeria fajokba (Verraes et al., 2013).

2.6. Konjugacios és transzkonjugacios vizsgalati modszerek

A konjugécio jelenségét eldszor Edward Tatum €s Joshua Lederberg 1946-ban fedezték fel.
Kimutattak, hogy a baktériumok ugynevezett F (fertilitasi) faktor kozvetitésével genetikai
informaciot tudnak cserélni a DNS egyirany atvitelével. Késobb rajottek, hogy az F-faktor egy
replikativ, kromoszéman kiviili genetikai elem, melyre a plazmid kifejezést alkottak meg, €s a
sziildi torzsek sejtmembranjan keresztiil atvihetd (Virolle et al., 2020). Az F-faktor homolog
rekombinacid révén integralodhat a bakteridlis kromoszomadba, ha olyan elemeket (példaul IS
(inszercios szekvencia)) hordoz, amelyek hasonlosagot mutatnak a kromoszomalis IS
elemekkel. Az integralt konjugativ plazmiddal rendelkezd baktériumokat Hfr (high-frequency
recombination, nagy gyakorisaggal rekombindlodo) sejteknek nevezik, amelyek altalaban kis
gyakorisaggal (~107 és 10" kozotti) keletkeznek, és a konjugacio soran kromoszémajuk egy
részét, vagy akar egészét is atvihetik (Katana, 2021).

Az F-plazmid felfedezése ota a konjugativ elemek (koztilk plazmidok, konjugativ
transzpozonok és integrativ konjugativ elemek (ICE-k)) sokasaganak azonositasa feltarta, hogy
a konjugacid egy altalanosan konzervalt DNS-atviteli mechanizmus a Gram-negativ és Gram-
pozitiv baktériumok kozott. Tovabba az is kidertilt, hogy egy olyan univerzalis folyamatrol van
sz0, amely a talajban, a novényi feliileteken, vizben €s szennyvizben, valamint a biofilmekben
€s a nOvényi vagy allati gazdaszervezetekhez kapcsolddo baktériumkozosségekben fordul eld.
Ez a folyamat megkonnyiti a baktériumtorzsek alkalmazkodasat bizonyos tulajdonsagok, igy

crer

hajtoereje (Virolle et al., 2020).
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A konjugativ  DNS-transzfer tehat a biotechnologiai alkalmazdsok alapvetd eszkoze,
valamint a mikrobidlis evolucié egyik f6 mozgatérugoja. Rendkiviil valtozatos gazdasejtek
kozott mobilizalhatja a DNS-t. Ezzel a mechanizmussal hosszl (akér tobb millié nukleotidbol
allo) DNS szallitasa valésulhat meg az olyan recipiens sejtekhez, melyek immunisak lehetnek
az egyszeribb modszerekre, igy példaul a kozvetlen DNS transzforméciora. Mekkora a
konjugativ transzfert végzo sejtek tényleges valasztéka? Ezt milyen tényezdk hatdrozzak meg?
Valamint mi hatarozza meg a DNS-atvitel hatékonysagat a kiilonbozo recipiens sejtekbe? Az
ezekre és még hasonld kérdésekre adott valaszok segitik el6 a konjugativ transzfer mikrobialis
evoluciora gyakorolt hatdsdnak magyarazatat €s eldrejelzését, illetve adnak javaslatot a nem
domesztikalt mikrobadk univerzalis DNS-szallitdé eszkozeinek kifejlesztésére alkalmas
stratégiakra. Ugyan lehetetlen kisérletileg tesztelni az Gsszes ismert recipiens sejtre, korabbi
tanulmanyok mégis betekintést nyljtanak ezen témaval Osszefliggésben (Chuenaem et al.,
2025). Szamos publikalt konjugécios kisérlet szamol be arrdl, hogy az antimikrobidlis szerek
jelentésen fokozhatjak a kiilonbozé mobilis genetikai elemek atviteli gyakorisagat, mind in
vitro korillmények kozott, mind allatok bélrendszerében. A szokésos kiértékelési mod szerint a
transzkonjugansok (baktériumok, melyek atvették a rezisztencia géneket) szdmat viszonyitjak
a recipiens- vagy donor-sejtek szaméahoz (Liu et al., 2022).

A plazmid-konjugécios kisérletek értelmezéséhez azonban néhany fogalmat tisztazni
sziikséges. A konjugécio tehat egy olyan folyamat, amikor a recipiens (R) és a donor (D) kozott
kozvetlen érintkezés utjan plazmid atvitel torténik. A folyamat sordn igy a recipiensbol
transzkonjugans (T) lesz. Ezen (transzkonjugans) populacié ugyanazokat a kromoszomakat és
plazmidokat tartalmazza, mint a recipiens populdcio, valamint a konjugéacidval a donortdl atvitt
plazmid(oka)t. A konjugaciés rata (plazmid atadasi rata) irja le, hogy hany konjugacios
esemény torténik az adott donor-sejtslirliségre és iddegységre vetitve. Ez a paraméter jellemzi
egy adott plazmid horizontalis, fert6zd terjedését, valamint a transzkonjugansok szamanak
ennek megfeleld ndvekedését. A folyamat fligg a kornyezeti feltételektdl, azaz, hogy milyen
sejteket milyen kornyezeti feltételek mellett vizsgalunk. Ezzel szemben a konjugécids
gyakorisag (populécios aranyok) nem a konjugacid dinamikajat mérik, hanem azt, hogy az adott
plazmid milyen relativ sikerrel jelenik meg egy 0 gazdaszervezetben. Utdbbit tehat a
konjugéci6 sikerességének mérésére hasznaljak, a populdcios aranyok ugyanis nem a folyamat
sebességét mutatjak meg, hanem azt, hogy a plazmidnak milyen ardnyban sikeriil atjutnia egy
uj gazdéaba (Kosterlitz €¢s Huisman, 2023).

Egy antibiotikum befolyésolhatja a teljes konjugacids dinamikat azaltal, hogy a konjugacio

hatékonysagat moddositja vagy azaltal, hogy szelekcios erdként hat a konjugacio utani
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populaciédinamikara, vagy mindkét modon egyszerre. Allatkisérletek és  klinikai
megfigyelések is utalnak arra, hogy az antibiotikum-kezelés elOsegitheti a rezisztencia
terjedését konjugacidval, de ezt a bonyolult tényezék miatt még nem sikeriilt egyértelmiien

bizonyitani (Lopatkin et al., 2016).

2.7. DNS-alapi modszer a mikrobak molekularis biologiai
jellemzésére
A mikroorganizmusok fenotipus alapu jellemzése mellett nagyon sok esetben hasznos
informaciokat nyujthat a genom alapi jellemzésiik (tipizalasuk) is. A véletlenszeritien
felszaporitott polimorfikus DNS (random amplified polymorphic DNA, tovabbiakban RAPD)
technikat két kiilonb6zd laboratorium fejlesztette ki, és RAPD, valamint AP-PCR (Arbitrary
Primed PCR) mddszereknek nevezték, mely egy PCR-alapu technika a genetikai variacid
azonositasdra. Ez a modszer nukleotid szekvencia-polimorfizmusokat mutat ki DNS-
amplifikacion alapuld vizsgalatban, egyetlen, tetszéleges nukleotid szekvenciaji primert
hasznalva. Egy 8-12 nukleotidbol all6 primert hasznal, mely altaldban szamos, elkiiloniild DNS
amplikont eredményez. Az igy létrejott, eltérd méreti DNS-szegmensek véletlenszertiek. Ez a
technologia gyors és hatékony a DNS-szekvencia-polimorfizmusok vizsgalatara (Kumari és
Thakur, 2014). A mddszert €lelmiszerekbdl izolalt laktobacilluszok genetikai diverzitdsanak
értékelésére is alkalmazzdk (Andrighetto et al., 2001). A vizsgalatok soran a sejtekbdl kivont
genomialis DNS-t egyetlen rovid indité szekvenciaval szaporitjak fel, mely nem teljes
homoldgia esetén is képes az egyszallt DNS-hez kapcsolodni a PCR reakcid soran alkalmazott,
alacsonyabb primer kotddési hdmérsékleten (36-42 °C-os). A PCR reakci6 soran keletkezett
termékek akkor jonnek 1étre, ha a primerek kotddési helyei megfeleld iranyban az amplifikacios
tavolsagon beliil (5000 bazisparnal kevesebb) helyezkednek el. A folyamat sordn eltérd
erdsségli amplikonok jonnek létre, mivel a primerek kotddésének a hatékonysaga valtozik a
szekvencigjuk és az aklakmazott hibridizacios hdmérséklet fiiggvényében. A reakcidsorozat
végére kiillonbozé méretli DNS-amplikonok keletkeznek, melyeket agardz gélelektroforézissel
valasztanak el, és az igy kapott mintdzat a vizsgalt mikrobatorzs molekularis ujjlenyomatat adja.
Eredményeképp az azonos fajhoz tartozd torzsek megkiilonboztetését (tipizalasat) lehet
végrehajtani (Belak, 2009).
A RAPD-PCR elénye, hogy gyorsan elvégezhetd, ugyanakkor reprodukélhatdsdga sok
esetben korlatozott, valamint a modszer rendkiviil érzékeny a reakcidokoriilményekre. Ezt
tamasztja ald Johansson és munkatarsai 1995-bdl szdrmaz6é munkdja, ahol a Lactobacillus

plantarum torzsek mintegy 50 %-at tudtak csak sikeresen tipizalni. A szerzék munkdjuk soran
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22 kiilonb6zo kozegbdl izolalt Lactobacillus torzset hasznaltak, tobbféle DNS extrakcios
modszert alkalmaztak, illetve kilenc féle primert hasonlitottak Gssze. Kiemelték, hogy a
Lactobacillus torzsek RAPD-PCR modszerrel torténd tipizalasa nehézkes lehet, mivel mind az
extrakcios modszer, mind a primerek mennyisége ¢€s koncentracioja kritikus paraméter a

modszer ismételhetdoségét tekintve.
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3. ALKALMAZOTT MODSZEREK
A vizsgalatokat a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem Budai Campusanak

Elelmiszer-mikrobioldgia, -higiénia ¢és -biztonsag Tanszékén végeztem Kkonzulenseim

tamogatasaval.

3.1. Vizsgalati mintak

A vizsgalt fermentalt tejtermékek Budapest egyik legnagyobb piacrol kertiltek begytjtésre.
Célom az volt, hogy a lehetd legkevesebb feldolgozasi eljardson atesett fermentalt
tejtermékekkel tudjam a kisérletet végrehajtani. A mintdk begyljtését kovetéen hiitott
koriilmények kozott széllitottam Oket a laboratoriumba, ahol azonnal megkezdddott a
vizsgalatra val6 eldkészitésiik.

A valasztott termékeim a fenti kritériumnak megfelelden a kdvetkezok voltak: friss hazi
turd (HT), szlovak juhtard (SZT), erdélyi juhtiro (JT), krémsajt (K), friss gorogjoghurt (G) és
krémfehérsajt (KFS), melyek fényképei a 8. dbran lathatéoak. A felsorolt és megvasarolt

termékek nevei megegyeznek a piacon feltiintetett elnevezéstikkel.

8. dabra: A vizsgalt fermentalt tejtermékek. HT: friss hazi turd, K: krémsajt, SZT: szlovak
juhturo, G: friss gorogjoghurt, JT: erdélyi juhtard és KFS: krémfehérsajt (Forrds: sajat

fényképek)
HT — K- ' / o~
SZT —
JT —
B
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3.2. Vizsgalati mintak elokészitése
A vizsgalatok soran elsd 1épéseként a frissen beszerzett szilard vagy félszilard, nem teljesen
homogén mintdkat a mikrobiologiai vizsgalatokhoz eld kellett késziteni. Ehhez kb. 10-10
gramm mintat steril Stomacher zacskokba mértem ki, €s kilencszeres mennyiségli higito
folyadékot ontottem hozzajuk, majd homogenizalast kovetden tizedeld higitasi sort készitettem
beldliik.
A tizedeld higitasi sorok elkészitéséhez alkalmazott kémcsovekbe 9 ml higitd folyadékot
kellett adagolna. A higito folyadék sszetétele:
e 1000 ml desztillalt viz
e 85gNaCl
e 1 gpepton
Az elkészitett higitd folyadék sterilezése 15 percig 121 °C-on tortént! A tizedeld higitasra

azért volt sziikség, hogy leszdmolhaté mennyiségii telepet kapjak a kés6bbi vizsgalatok soran.

3.3. I1zolalasi 1épések, felhasznalt tapkozegek, anyagok

3.3.1. Fermentalt tejtermékek specifikus baktériumainak izolalasa
Az izolaléasi folyamat célja a fermentalt tejtermékekben jelen 1évé mikroorganizmusok
tenyésztése ¢és elkiilonitése volt. A mintdkbol szdrmazd higitdsi tagokat steril koriilmények
kozott kiilonbozd szelektiv tapkozegekre oltottam, amelyek lehetdvé tették a célzott
baktériumcsoportok — elsdsorban tejsavbaktériumok — ndvekedését. A felhasznalt taptalajok a

kiilonb6z6 mikroorganizmusok kimutatasdhoz az 1. tablazatban lathatoak.

1. tablazat: Felhasznalt taptalajok funkcio szerint

Taptalaj Funkcidja

RBC agar (bengélrozsat és kloramfenikolt | élesztdk és penészek kimutatisa

tartalmaz6 agar)

mMRS-BPB agar (modositott deMan- | tejsavbaktériumok kimutatasa és elkiilonitése

Rogosa Sharpe agar bromfenolkékkel | eltérd szinii és morfologiaja telepeik alapjan

kiegészitve)
M17 agar Streptococcus-ok kimutatasa
TGE (tripton gliik6z élesztokivonat) agar univerzalis agar mikroorganizmusok

kimutatasara
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Mindegyik tapagart autoklavban sterileztem, majd mintanként a 2., 4. és 5. higitasi tagot
oltottam le.

Az inkubécios koriilményeket a kimutatandd mikrooganizmusok tipusahoz igazitottam. A
leoltott taptalajok koziil a mMRS-BPB-t és az M17-et 30 °C-on anaerob tenyészedényben
inkubaltam 24-72 6raig, mig a TGE lemezeket szintén ezen a homérsékleten, azonban aerob
koriilmények kozott. Az RBC agarokat 25 °C-on, aerob koriilmények kdzott minimum 3 napig
inkubaltam. A tenyészetekbdl szdrmazo kolonidkat morfologiai jellemzoéik alapjan

elkiilonitettem, majd atoltassal tiszta tenyészeteket készitettem beloliik.

3.3.2. Tiszta tenyészet készitése ¢és a mikroorganizmusok
differencialasa

A tiszta tenyészetek eldallitasa elengedhetetlen volt a tovabbi vizsgalatokhoz, kiillondsen
az azonositas és az antibiotikum-rezisztencia tesztek szempontjabol. A kolonidk atoltasa soran
arra torekedtem, hogy egyetlen baktériumtorzs legyen jelen a tenyészetben, igy biztositva a
tovabbi vizsgalatok pontossagat.

TSA (Tryptic Soy Agar) agarokra leoltottam a sejteket a tiszta tenyészet készitési eljarasnak
megfeleld modon. Miutan elkészitettem a leoltast, 30 °C-on anaerob tenyészedényben
inkubéltam az agarokat.
jellemzd technikéval — steril oltdkaccsal torténd széthuzassal — egyenletesen eloszlattam a
mintat az agar feliiletén. Az igy el6készitett agarlemezeket a vizsgalt mikroorganizmus tipusatol
figgben 30-37 °C kozotti hdmeérsekleten inkubaltam, 18—48 oras iddtartamban. Az inkubacios
1do6 leteltével az agarokon megjelent telepeket morfologiai homogenitas alapjan értékeltem, és
az egyértelmlien elkiiloniilt, homogén kolonidkat WL agarra oltottam 4t tovabbi vizsgalat
céljabol.

A vizsgalat kovetkezd 1épéseként WL agar tapkozeg keriilt eldallitasra, amelyet a fermentalt
tejtermekekbdl szarmazo mikroorganizmusok — élesztégombak, penészek és baktériumok —
elkiilonitésére alkalmaztam. A WL agar széles spektrumu taptalajként alkalmas kiilonféle
mikroorganizmusok kimutatdsara és differencidlasara, mivel Osszetétele lehetové teszi a
kiilonbozd sejttipusok szelektiv novekedését. A tapkozeg, melyet gyartdi ajanlds alapjan
készitettem (Merck) dextrozt, élesztékivonatot, peptont, gliikozt, kalium-dihidrogén-foszfatot,
kalium-kloridot, kalcium-kloridot, magnézium-szulfatot, vas-kloridot, mangan-szulfatot
tartalmaz, amelyek biztositjdk a mikrobdk optimalis tdpanyagellatasat. Emellett

bromkrezolzdld pH-indikatort is tartalmaz, amely szinvaltozéssal jelzi a mikroorganizmusok
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metabolikus aktivitasat, igy eldsegitve azok elkiilonitését, valamint agar port, hogy szilard
taptalaj legyen. A mintak leoltasat kovetéen a Petri-csészéket 30 °C-on inkubdltam, amely
idedlis a fermentacids mikroorganizmusok szaporodasahoz.

A tenyészetek morfoldgiai jellemzdinek pontosabb meghatarozasa érdekében mikroszkopos
vizsgalatot is végeztem. A vizsgalat soran 10 pl steril desztillalt vizet cseppentettem a
targylemezre, amelybe oltokaccsal eloszlattam az egyes kolonidkbdl szarmazo sejteket. A
mintakat fedélemezzel lefedtem, majd megvizsgaltam a sejtek alakjat, méretét, elrendezddését.
Azokban az esetekben, ahol a sejtek morfoldgidja nem volt egyértelmiien megfigyelhetd, a

nagyitast ndveltem, és immerzids olaj alkalmazasaval végeztem el a mikroszkdpos analizist.

3.4. Izolatumok azonositasa MALDI-TOF MS vizsgalattal

A makro- ¢és mikro morfologiai vizsgilatok mellett elvégeztem az izolalt
mikroorganizmusok fajszintli azonositasat, amelyhez a MALDI-TOF MS (matrixkozvetitett
1ézer deszorpcios/ionizacids — repiilési ido tomegspektrometrids) technikat alkalmaztam. Ez a
korszerii, nagymiiszeres analitikai mddszer lehetdvé teszi bioldgiai makromolekuldk — példaul
fehérjék — ionizalasat gdz fazisban, majd azok tomeg/t6ltés aranydnak meghatarozasat reptilési
id6 alapjan. A technika Iényege, hogy a mintit egy fényelnyelé matrixanyaggal keverve
targylemezre kell szaritani, majd besugarzas hatdsdra a molekuldk ionizdlédnak. Az igy
keletkezd ionokat a ,,Time of Flight” detektor méri, és az eredményeket egy referencia-
adatbazissal 6sszevetve torténik az azonositas.

A vizsgalat sordn 24 0rés tiszta tenyészeteket hasznaltam, amelyeket steril fogvajok
segitségével vittem fel a MALDI lemezre. Ezutan 1 pl hangyasavat pipettaztam a sejtekre, majd
annak elparolgasat kovetéen 1 pl a-ciano-4-hidroxi-fahéjsav matrixszal fedtem le a mintakat.

Az egyes komponensek szerepét a MALDI vizsgalat soran a 2. tablazat szemlélteti.

2. tablazat: MALDI-TOF MS vizsgalat soran felhasznalt anyagok funkci6 szerint

Felhasznalt anyag Funkcio
1 ul hangyasav (70 % -o0s) sejtfeltaras a sejtfal lazitasaval
1 pl a-ciano-4-hidroxi-fahéjsav segit ionizalasban, megvédi molekulakat

A lemez esetén a tomegspektrumokat Microflex LT/SH (Bruker Daltonics GmbH & Co.,
Bréma, Németorszag) tomegspektrométer rogzitette, amely 60 Hz-es frekvencidjii nitrogén

1ézerrel (lambda = 337 nm) van felszerelve. A mérés soran kapott spektrumok alapjan a
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mikroorganizmusok azonositdsa pontszdm (score) szerint torténik. A 3. tablazat foglalja 6ssze

az azonositas milyenségét jelzé pontszdmokat.

3. tablazat: Mikroorganizmusok azonositasa MALDI-TOF MS-sel a vizsgalati pontszamok
alapjan

Azonositas Szinkéd Pontszam (score)
faj szinten z0ld 2<
nemzettség szinten sarga 1,8-2
megbizhatatlan piros <18

3.5. Antibiotikum-rezisztencia vizsgalat

A vizsgalat megkezdése elott 24 oras friss tenyészeteket készitettem, amelyek biztositottak
a fiatal, aktiv sejtek jelenlétét. A sejtkoncentracio standardizdldsa érdekében optikai denzités
(OD) mérést végeztem, amely soran a célérték ~ 0,5 volt, ami megkozelitdleg 10% sejt/ml
koncentracionak felel meg. Az OD-érték beallitasa steril sdoldat segitségével tortént alapos
vortexelés utdn. A megfeleld sejtstirliség elérése kulcsfontossagu volt az antibiotikumok
hatasanak pontos értékeléséhez.

A vizsgalati szuszpenzidkat steril tamponnal vittem fel az el6készitett tapkozegekre, majd
az agar felliletére antibiotikum korongokat helyeztem. A tejsavbaktériumokat anaerob
koriilmények kozott 30 °C-on inkubaltam 2448 6ran keresztiil. Ezt kovetden megmértem ¢és
dokumentéltam az antibiotikumok kortil kialakult feltisztuldsi zondk atmérdjét, amely alapjan
meghatarozhatd volt a torzsek érzékenysége/rezisztenciaja az adott hatdanyaggal szemben.
Valamennyi torzs esetében harom parhuzamban tortént a rezisztencia vizsgalat. A tesztek soran

alkalmazott antibiotikumokat a 4. tdblazat foglalja 6ssze.
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4. tablazat: Mikroorganizmusok azonositasa MALDI-TOF MS-sel a vizsgalati pontszdmok
alapjan

Antibiotikum csoport Antibiotikumok Antibiotikum koncentracid|
Dihidrofolat-reduktaz gatlok | Trimethoprim 5ug
Tetraciklinek Tetracycline 30 ug
Monobaktamok Aztreonam 30 ug
Makrolidok Azithromycin 15 ug
Aminoglikozidok Streptomycin 300 pg
Aminoglikozidok Kanamycin 30 ug
Glikopeptidek Vancomycin 30 ug
Béta-laktamok (penicillinek) |Oxacillin 1ug
Amfenikolok Chloramphenicol 30 ug
Lincosamidok Clindamycin 2 ug
Aminoglikozidok Neomycin 20 ug
Béta-laktamok (penicillinek) |Penicillin 6 ug

3.6. RAPD-PCR reakcio

A vizsgalt torzsek molekularis bioldgia vizsgalata soran az izolalt DNS-eket D8635-0s

primerrel amplifikaltam RAPD-PCR reakcioban.
A Pavlidou és munkatarsai (2011) altal publikalt modszer alapjan a genomi DNS egyéjszakas
mikroba tenyészetbdl lett kivonva. A DNS tisztasdga, valamint koncentracigja NanoDrop
késziilékkel lett meghatarozva. Az RAPD analizist megeldzéen a DNS mintdk egységesen 50
ng/ul koncentraciora lettek kihigitva. A RAPD-PCR reakcioelegy a kovetkezoket tartalmazta:

e | x Taq puffer

e 1,25 mM MgClz

¢ 0,3 mM dezoxiribonukleozid-trifoszfat (ANTP)

e 0,5uM D8635 primer

e 0,75 U Tag DNS-polimeraz

e 50 ng DNS

e ddH:O.
A reakciok végso térfogata 25 pl-re lett beéllitva. A primer annelalasi hdmérséklete 36 °C volt.
Az amplifikacios termékek 2 % (m/v) agar6z gélen 0,5 x TBE pufferben (27 g Tris-bazis, 13,75
g borsav, 2,02 g EDTA, pH 8,5) keriiltek elvalasztasra (Pavlidou et al., 2011).
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. A fermentalt tejtermékekben elofordulo
mikroorganizmusok izolalasa, jellemzése és azonositasa
Az izolalasi eredményeket a morfologiailag eltérd telepek szdma alapjan jegyeztem fel. A
legnagyobb morfoldgialiag eltérd telepszamot a friss hazi taré (HT) mintdban detektaltam,
melyet majdnem azonos telepszdmmal az erdélyi juhtaro (JT) kovetett. Ezt a szlovak juhturd
(SZT), majd pedig szorosan a krémsajt (K) kovette. A csokkenést kovetve utolso elottiként a
friss gordgjoghurt (G), majd a legalacsonyabb értéket a krémfehérsajt (KFS) esetében mértem.
Ez arra utal, hogy a kiilonb6z6 fermentalt tejtermékek mikrobidlis dsszetétele jelentdsen eltér,
amelyet befolyasolhat a gyartas, az alapanyag mindsége és az érlelési 1d6. A kdvetkezd tdblazat
(5. tablazat) mutatja, hogy mintanként a kiilonbozd agarokrél hany darab morfologiailag eltérd
telepet szamoltam le. A tadblazat fels6 soraban lathatok a mintak nevei kddszammal egyfitt, az
elsé oszlopban pedig a tdpagarok. A tablazatban lathato telepek szdma (darab) is igazolja a
fentebb leirt eredményt. Lényeges, hogy ez nem az dsszesen, agaronként leszamolt telepeket
mutatja, csak azokat, amelyek szemmel lathatéan is jelentds kiilonbséget mutattak. Ahol

kihuizas lathatd, azon agar esetében egyaltalan nem volt megfigyelheto telep ndvekedés.

5. tablazat: Morfologiailag elkiiloniil6 telepek szama agaronként (M17, RBC, TGE, mMRS-
BPB) a mintdkban (HT - friss hazi taro, JT - erdélyi juhtard, SZT - szlovék juhtiro, K —
krémsajt, G — gorogjoghurt, KFS - krémfehérsajt)

Eltéré morfologiaju telepek szama (db)
Minta | M17 | TGE | RBC| mMRS-BPB -

kod agar | agar | agar agar Osszesen

HT 3 3 2 4 12

JT 2 3 3 3 11

SZT 2 2 2 3 9

K 1 2 2 3 8

G 2 2 - 2 6

KFS 1 1 - 1 3

Osszesen| 11 | 13 | 9 16 49

Az M17 agar a Streptococcus nemzetségek szamara biztosit ideélis ndvekedési kornyezetet
(Terzaghi és Sandine, 1975). A TGE agar univerzalis taptalajként szolgalt a kiilonb6z6
mikrobdk szaporoddsdhoz (Guidone et al., 2015). Az RBC agar alkalmazasa az €lesztd- ¢€s
penészgombak kimutatdsara szolgalt, mivel a benne 1€v6é chloramphenicol hatdanyag gétolja a
baktériumok novekedését, igy lehetdvé teszi a gombak szelektiv tenyésztését (Askun et al.,

2007). Az mMRS-BPB, azaz mddositott MRS agar brom-fenol-kékkel szinezve, a
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Lactobacillus fajok differencialasara, szamlaldsara alkalmas, mivel a telepek szin- ¢és

morfoldgiai eltérései igen jol megfigyelhetdk rajta (Lee és Lee, 2008).

A leszamolt telepeknek részletesen dokumentaltam a morfoldgiai jellemz6it, mint példaul

telepforma, -szin, -méret és- feliilet, amelyek 6sszefoglaldja a 6. tablazatban lathato.

6. tablazat: Eltér6 telepek morfologiai jellemz6i (Forrds: sajat munka)

Eltéré telepmorfologiak
Minta
Kéd M17 agar RBC agar TGE agar mMRS-BPB agar
1. nagy, bolyhos vilagoskék
1. nagy, fodros sz¢lu, sarga , . 1. nagy, fehér kor kor
HT kozept kor I szabal}lgsr, halvany 2. nagy, enyhén fodrozott, | 2. kékes-fehéres szabalyos kor
2. fehér, bolyhos feliiletii, kor 2 szabalvtalan kér sargas-fehéres kor 3. kis sotétkék, szabalyos kor
3. szabalyos, sima feliiletii kor ' y 3. kis szabalyos fehér kor | 4. kis vilagoskék, szabalyos
kor
1. nagy, fehér-halvany 1. nagy, fehér, mattos
rozsaszines bolyhos kor szabalyos kor 1. nagy, szabalytalan, fehér,
JT 1. fehér, szabalyos kor 2. rbzsaszin, szabalyos, 2. szabalytalan, sarga, matt kor
2. fehér, fodrozott kor kis kor fényes kor 2. kis, vilagoskék kor
3. halvany rézsaszin, 3. kis, fehér, szabalyos 3. kis, sotétkék kor
szabalyos, kis kor kor
1. szabalyos, fényes,
1. nagy, fehér, fodrozott, matt 1. szabarlyos, rozsaszin, 1 nagy, s’zab:alytalar{, ' Vllago§kek ko’r
i, fényes kor sarga-fehér, fényes kor 2. kis, szabalyos, fényes,
SZT kor . , . . . . . 1
2. fehér, szabalyos, fényes kor 2. szabalyos, rozsaszin- | 2. kis, szabalytalan, fehér, fehéres-kék kor
’ ’ ’ fehér, fényes kor fényes kor 3. kis, fényes, szabalyos,
sotétkék kor
1. szabalyos, r6zsaszin, 1. nagy, fehér, fényes, 1. nagy, fodrozott, vilagoskék,
. . L fényes kor szabalyos kor matt kor
K 1. fényes, szabdlyos, fehér kor 2. kis, fehér, fényes kor 2. rézsaszin, fényes, 2. szabalyos, fényes, fehér kor
rozsaszin szegéllyel szabalyos kor 3. szabalyos, fényes, kékes kor
1. sargas, szabalyos, kis kor I halyvany Sarrgas—fe.her?s, 1. szabalyos, fényes, kék kor
. . , . szabalyos, fényes kis kor . , e
G 2. fehéres-sargas, szabalyos, kis - . , . 2. kis, szabalytalan széld,
.. 2. kis, fehér, szabalyos j . e
kor Kor kékes kor, fehér pottyokkel
KFS 1. halvany, fehér, szabélyos kor i 1. kis, feh]e(:lgrszabalyos 1. sotétkék ko]féej}r)pel, fodrozott

A telepmorfologiak a 9. dbran a kdvetkezd sorrendben lathatoak balrol jobbra: A: erdélyi

juhtar6bol mMRS-BPB agaron kifejlodott telepek, B: gorogjoghurtbél mMRS-BPB agaron

nétt telepek, C: gordgjoghurtbol TGE agaron nétt telepek, D: szlovék juhtirobol mMRS-BPB

agaron nott telepek.
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9. dabra: 1zolalt baktériumok eltérd telepmorfologiaja (Forrds: sajat fényképek)

Kovetkezd 1épésként, a kiilonbozd morfologiaju telepek kiértékelése soran az eltérd

megjelenésti koloniakbdl steril oltdkaccsal, aszeptikus koriilmények kozott mintat vettem, €s
TSA taptalajon tiszta tenyészeteket készitettem. A TSA egy nem szelektiv, altalanos célu
tapkozeg, amelyet széles korben alkalmaznak laboratdriumi koriilmények kozott kiilonféle
baktériumfajok novekedésének timogatasara. Osszetételének kdszonhetéen — amely tartalmaz
példaul tripszint, szojakivonatot és gliikkozt — alkalmas mind Gram-pozitiv, mind Gram-negativ
mikroorganizmusok szédmara, igy kivalo eszkoz a tenyészetek elsddleges izolalasara és
fenntartdsara (Wu és Fung, 2001).

A tiszta tenyészet tehat olyan mikrobiologiai kultura, amely egyetlen mikroorganizmus-
fajbol/torzsbol all. Eldallitasa alapvetd 1épés minden mikrobiologiai vizsgalat soran, mivel csak
igy biztosithatd, hogy a tovabbi vizsgalatok megbizhato, reprodukélhaté eredményeket
szolgéltassanak. A technika pontos €s szakszerii alkalmazasa elengedhetetlen a laboratoriumi
munka hitelességéhez, és alapjat képezi minden tovabbi mikrobioldgiai eljarasnak, beleértve az
azonositast, rezisztenciavizsgalatot is (Hahn et al., 2019).

A WL agaron kinétt tenyészeteket mikroszkdpos vizsgalatnak vetettem ald, hogy
megbizonyosodjak arrol, valoban egyféle mikroorganizmust tartalmaznak. A mikroszkdpos
analizis soradn a sejtek morfologidjat is dokumentaltam, amely lehetdvé tette az élesztdsejtek és

baktériumsejtek elkiilonitését. Az eredmények dsszefoglaldsa a 7. tablazatban talalhato.
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7. tablazat: Az izolatumok mikromorfologia jellemzése

Sorszim Minta Agarrél izolalt M'ikroszképqs F e:ltételezett
kod sejtmorfologia mikroba

1 K TGE 1. kerek ¢éleszto

2 K TGE 2. lancszer(i, kevésbé elagazd alhifas élesztd

3 JT TGE 2. péalca baktérium

4 JT TGE 1. kerek élesztd

5 JT RBC 2. kerek élesztd

6 JT RBC 3. kerekded, ovalis ¢éleszto

7 JT MRS 1. hosszu, elagazo fonalak valodi hifas éleszto
8 K MRS 3. ovalis élesztd

9 K MRS 1. lancszerti, kevésbé elagazd alhifas éleszto

10 K RBC 1. kerekded, ovalis ¢éleszto

11 SZT MRS 2. kerek ¢élesztd

12 SZT MI17 1. kerek ¢élesztd

13 SZT M17 2. kerek ¢élesztd

14 SZT RBC 1. kerekded, ovalis ¢éleszto

15 SZT RBC 2. lancszert, kevésbé eldgazo alhifas élesztd

16 HT MRS 1. hosszt, elagazo fonalak valodi hifas élesztd
17 HT MRS 2. kerekded, ovalis ¢éleszto

18 HT TGE 2. hosszt, elagazo fonalak valddi hifas élesztd
19 HT RBC 2. kerekded, ovalis ¢éleszto
20 HT M17 2. hosszt, elagazo fonalak valddi hifas élesztd
21 HT RBC 1. kettévalt, szimmetrikus hasado éleszto
22 JT MRS 2. rovid, kovér palca baktérium
23 JT MI75. hosszabb, vékonyabb palca  baktérium
24 SZT TGE 3. kokkoid Ianc baktérium
25 SZT MRS 1. hosszabb palca baktérium
26 G MRS 2. kozepes palca baktérium
27 G TGE 2. kokkuszok baktérium
28 K M17 2. rovid palca baktérium
29 HT MRS 4. kokkuszok baktérium
30 JT MRS 3. vastag, nagy palca lancokban baktérium
31 KFS TGE 1. nyultabb palca lancban baktérium

32 SZT MRS 3. palca baktérium
33 G M17 2. hosszabb palca baktérium

Mivel a kutatas kizarolag baktériumokra fokuszalt, az élesztdsejteket nem vontam be a
tovabbi vizsgalatokba. A mikroszkopos ellendrzés igy nemcsak a tiszta tenyészetek
megerdsitését szolgalta, hanem biztositotta a vizsgélat céljanak megfeleld mikroorganizmusok
(azaz a baktériumok) kivalasztasat is.

A WL agar szelektiv-differencialdo téaptalajként Ilehetdvé teszi a kiilonbozo
mikroorganizmusok morfologiai elkiilonitését. Az agarral elvégezett vizsgalat sikerességét — a

morfoldgiai elkiilonitést - a kovetkezokben példaként bemutatott abrakkal kivanom
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szemléltetni. Az elsoé kisérleti 1épéskor, az az izolalas soran, a friss hazitaro (HT) esetén a TGE
agaron két hasonl¢ telepet detektaltam, mely a 10. abran keriil bemutatasra. Ezen két, hasonlo

morfolégiaval rendelkezé telep WL agaron torténd differencidlasakor igen jol lathatd a

kiilonbség. A WL agarral elért eredményt pedig a 11. abrdn kivdnom bemutatni.

10. dbra: Friss héazi tarébol (HT) izolalt két hasonld morfolégiaju telep TGE lemezen. A:
alulnézetbdl, B: feliilnézetbdl tényképezve (Forrds: sajat fénykép)

11. dbra: Friss hazi turobol (HT) izolalt két hasonld morfologidju telep differencidlasa WL
agaron. Bal oldalon az el6z6 abran fekete korrel jelolt telep, jobb oldalon a fehér korrel jelolt
telep (Forrds: sajat fénykép)

A telep- és sejtmorfologia alapjan kivalasztott izolatumok azonositisa MALDI-TOF MS
modszerrel tortént. A technika alapja, hogy a mikroorganizmusok fehérjemintazatat
Osszehasonlitjuk egy referencia-adatbézissal, amely lehetdvé teszi a gyors €s pontos fajszintii
azonositast.

Az 4bran lathat6 eredmények alapjan fajszintii azonositast sikeriilt elérni a 22, 25, 26, 27,

30 és 32-es kodszamu izolatumok esetében, mivel ezeknél a pontszam (score) értéke > 2,00
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volt. Az azonositott fajok kozott szerepelt tobbek kozott szamos éleszto is, melyek az 1, 4, 6,
11, 13, 17, 19, 20, 21 kodszam jelol. Azonban a kutatas baktériumokra fokuszald iranyvonala
miatt az élesztdgombak nem keriiltek bevonasra az antibiotikum-rezisztencia vizsgalatba. A 23-
as baktérium izolatum esetében a kapott score érték 1,95 volt, ami nemzetség szintii azonositast
tett lehetdvé. Ezt az izolatumot a modszer Enterococcus faecalis-ként azonositotta. A fajszintii
megerdsitéshez azonban tovabbi molekuldris vizsgalatokra lenne sziikség, igy ez a torzs nem
szerepelt a tovabbi tesztek soran.

Az azonositott baktérium torzsek koziil tehat 6t darab a Lactobacillus nemzetségbe
tartozott, mig egy torzs az ecetsavbaktériumok kozé sorolhatd (Acetobacter sp.). A kisérlet
eredményei a 8. tdblazatban olvashatok. A tdblazat elsé oszlopa a termék megnevezése,
amelybdl az izolatum szarmazik, az izoldtum kodja, majd az azonositas eredménye lathato,
¢lesztOként vagy baktériumként. Az utolsd oszlopaban a score-érték lathatd a pontszamnak
megfeleld azonositasi szinnel. A zold szin jelzi tehat azokat a mikroorganizmusokat, melyeket
faj szinten biztosan sikeriilt azonositani, igy ezeket az eredményeket vizsgalva folytattam
munkam. A sarga szinnel jelolteket nemzettség szinten, mig a score értékhez tartoz6 oszlopban
piros szinnel jelolt értékek a megbizhatatlan eredményeket mutatja. A morfoldgiailag eltérének
itélt telepek faj szintli azonositdsa sordn Osszesitve az alabb szerepld tablazatban (8. tablazat)
1évé mikrobakat, a kovetkezd eredmény sziiletett: erdélyi juhturd — kettd éleszté és harom
baktérium, friss gérogjoghurt — kettd baktérium, friss hazi tr6 — 6t élesztd, krémfehérsajt —
kettd élesztd, szlovak juhturd — négy élesztd és harom baktérium, végezetiil a krémsajt esetén

nem volt sikeres az azonositas.
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8. tablazat: MALDI-TOF MS vizsgalati eredmény adatai

Termék Kod Azonositas eredménye Score érték
Krémsajt 1 Pichia fermentans
Krémsajt 2 -

Erdélyi juhturo 3 -

Erdélyi juhturd 4 Geothricum candidum
Erdélyi juhturo 5 -

Erdélyi juhturo 6 | Kluvyeromyces marxianus
Erdélyi juhturo 7 |-

Krémsajt 8 -

Krémsajt 9 |-

Krémsajt 10 | Kazachstania servazzii
Szlovak juhturo 11 | Kluvyeromyces lactis
Szlovak juhturd 12 | Kluvyeromyces lactis
Szlovak juhturd 13 | Yarrowia lipolytica
Szlovak juhturd 14 |-

Szlovak juhturd 15 | Debaryomyces hansenii
Friss hézi tard 16 |-

Friss hazi taro 17 | Kluvyeromyces marxianus
Friss hazi taré 18 | Geothricum candidum
Friss hazi turd 19 | Kluvyeromyces lactis
Friss hazi tard 20 | Geothricum candidum
Friss hazi taré 21 | Geothricum candidum
Erdélyi juhturo 22 | Lactobacillus plantarum
Erdélyi juhturo 23 | Enterococcus faecalis
Szlovék juhturo 24 |-

Szlovék juhtur 25 | Lactobacillus plantarum
Friss gorogjoghurt | 26 | Limosilactobacillus fermentum 2,20
Friss gorogjoghurt | 27 | Acetobacter indonesiensis
Krémsajt 28 |-

Friss hazi taro6 29 |-

Erdélyi juhturd 30 | Lacticaseibacillus paracasei
Krémfehérsajt 31 |-

Szlovak juhturd 32 | Lactobacillus curvatus
Friss gorogjoghurt | 33 |-

A tovabbi vizsgalatokhoz, az alkalmazott tdpkozegek kivalasztdsat az izolalt
mikroorganizmusok ndvekedési igényeihez kellett igazitani. Az eredmények alapjan a
Lactobacillus-ok esetében az MRS agar bizonyult optimalisnak, mig az Acetobacter sp.
szamara a TGE tapkozeg biztositotta a megfeleld szaporodasi feltételeket. A tapkozegek
kivalasztasat korabbi tenyésztési tapasztalatok alapjan végeztem, figyelembe véve a

baktériumok metabolikus sajatossagait.

35



A sikeresen azonositott Lactobacillus baktériumtérzsek — 22, 25, 26, 30 és 32-es
kodszamuak — képezték az antibiotikum-rezisztencia vizsgalat alapjat. Az ezekkel végzett

kisérlet eredményeit a kdvetkezd alfejezetek részletezik.

4.2. A tejtermékekbol
antibiotikum-rezisztenciaja

izolalt baktériumok fenotipusos

A vizsgéalat sordn Ot Lactobacillus torzs antibiotikum-érzékenységi profilja kertilt
meghatarozasra tizenkét antibiotikum tekintetében, harom parhuzamos mérés atlagértékei
alapjan. A torzsek kiilonbozo fermentalt tejtermékekbdl szarmaztak: Lactobacillus plantarum
(JT ¢és SZT), Limosilactobacillus fermentum (G), Lacticaseibacillus paracasei (JT), és
Lactobacillus curvatus (SZT). Az értékelés a vonatkoz6 irodalmi zdnaméret-hatarértékek
alapjan tortént. A 9. tablazat foglalja Gssze, hogy a vizsgalt torzsek a tizenketté darab
antibiotikum koronggal szemben, milyen feltisztulasi zona eredményeket produkaltak mm-ben
megadva. A tabldzat elsé harom oszlopaban lathatok az antibiotikumok, valamint az azokhoz
tartozo zona atmérd értékek (Narayanan és Raghavan, 2019). Ahol nincs szadmérték, ott nem
volt detektalhatd zoéna-atmérd, tehat azok egybdl rezisztens besorolast kapnak. Az

eredményeket a szakirodalmakkal dsszevetve a lentiekben kivanom bemutatni.

9. tablazat: Antibiotikum-rezisztencia vizsgalat eredményei mm-ben a vizsgalt baktériumokra

Antibiotikum rezisztencia - atlagok mm-ben
a L. Irodalmi SZT -
e Ertelmezési ., . JT- G- JT- SZT -
Antibiotikum . zénaméret ’ Lactobacillus | . i ) 5 L i
javaslat (mm) i) Lactobacillus - Limosilactobacillus | Lacticaseibacillus | Lactobacillus
plantarum (22) (25) fermentum (26) paracasei (30) | curvatus (32)

Tetraciklin >20: érzékeny 20-30 25 31 43 45 40
Clindamicin >18: érzékeny 1824 45 15 48 35 55
Chloramphenicol |>20: érzékeny 20-28 37 47 49 49 47
Penicillin >18: érzékeny 18-26 28 33 41 41 46
Streptomicin <14: rezisztens 10-16 15 20 22 22 20
Kanamicin <13: rezisztens 10-14 = = 17 = 10
Vankomicin <12f természetes <10 = = = = =

rezisztencia

<13:
Neomicin feltételezhetd 8-14 9 12 11 - 10

rezisztencia
Trimetoprim >12: szokatlan <10 40 31 39 = =
Azitromicin fajfliggd 10-16 23 27 38 34 29
Aztreonam valélszim’jleg 6-10 = = = 12 =

hatdstalan
Oxacillin nem jellemzdé <10 = = = = =

A tetraciklin esetében az Osszes torzs érzékenynek bizonyult, a gatlasi zondk 25 és 45 mm
kozott alakultak. A legnagyobb zonadtmérdt a JT - Lacticaseibacillus paracasei torzs mutatta
(45 mm), mig a JT - Lactobacillus plantarum térzs 25 mm-es zonaval szintén érzékenynek

mindsiilt. A szakirodalom szerint a Lactobacillus nemzetségen beliil a tetraciklinre adott
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valaszok valtozatosak, ugyanis a legtobb torzs érzékeny, azonban egyesekben rezisztencia is
kimutathat6. Tetraciklin-rezisztencia fenotipust a L. plantarum esetén mutattak ki (Campedelli
etal.,2019). A vizsgalati eredménnyel ez nem mutat egyezést, azonban 1ényeges kiemelni, hogy
a két eltérdé termékbdl izolalt L. plantarum baktérium esetén lettek a legalacsonyabbak a zon-
értékek, kiilondsen a 22-es kodszamu torzs esetén, ahol nem sokkal 1épi tal a rezisztenciaba
tartoz6 zoéna méretet a kapott eredmény. Egy masik tanulmdny LAB-okkal elvégzett
rezisztencia vizsgalata soran is a L. plantarum mutatott magasabb MIC- értéket a tobbi vizsgalat
targyat képez0 LAB-hoz képest, valamint a L. paracasei mutatta a legkevésbé gyakori
fenotipusos rezisztenciat (Ma et al., 2021). A Lactobacillus fajok tetraciklin-rezisztencidjanak
leggyakoribb genetikai meghatarozoi koz¢é tartoznak a riboszomalis védéfehérjéket kodold tet
(M) gén, valamint a tetraciklin-efflux pumpdkat kodold zer (K) gén. Korabbi vizsgalatok
ramutattak arra, hogy egyes tetraciklinre érzékeny Lactobacillus torzsek olyan
rezisztenciagéneket, mint a tet (K), tet (M) vagy tet (L), Gigynevezett ,néma” formaban
hordozzak, tehat ezek a gének transzkripcios vagy transzlacios szinten nem aktivak, igy nem
fejtik ki hatasukat a fenotipusban (Anisimova et al., 2022).

A clindamicin esetében az érzékenységi hatarérték (> 18 mm) alapjan torzsspecifikus
kiilonbségek voltak megfigyelhetdk. A SZT - L. plantarum toérzs 15 mm-es zonat mutatott,
amely rezisztencidra utal, mig a JT - L. plantarum és kiillondsen a L. curvatus magas
érzékenységet jeleztek. A 22 €s 25 kodszamu L. plantarum esetén két eltérd eredmény sziiletett,
ugyanaz a faj, mégis eltérd az antibiotikum-rezisztencia profil. Ennek lehetséges oka lehet akar
a genetikai hattérbeli kiilonbség vagy akar az eltéré élelmiszermatrix is befolyasolhatta az
eredmeényt. Vizsgalatok hasonlo alacsony szintii rezisztenciat irtak le. Egy tanulmanyban 182
Lactobacillus torzset vizsgaltak ¢s mindossze 20 %-aban mutattak ki clindamicin-rezisztenciat,
ugyanakkor tobb torzsben volt kimutathatd az Isa gén, amely egy lincosamid-effluxfehérjét
kodol és szerepet jatszhat a clindamicin-rezisztencia kialakuldsaban (Campedelli et al., 2019).
Vizsgalatok kimutattak a kiilonb6z6 forrasokbol izolalt laktobacilluszokban a tetraciklinnel,
chloramphenicol, eritromicinnel és clindamicinnel szembeni szerzett rezisztenciat. Mivel ezen
antibiotikumokkal szembeni rezisztencia gyakran szerzett fennall a veszélye annak, hogy a
laktobacilluszokrol Uj gazdaszervezetekre terjednek at (Anisimova et al., 2022).

A laktobacillusz fajok 4ltaldban érzékenyek a fehérjeszintézis inhibitoraira (tetraciklin,
eritromicin, chloramphenicol ¢és linezolid) és p-laktdmokra (penicillin és ampicillin)
(Anisimova et al., 2022). Az eredményeim aldtdmasztjdk a fentiekben foglaltakat, ugyanis a
chloramphenicolra az 0sszes torzs érzékenynek bizonyult, kiilondsen a L. fermentum és L.

paracasei.
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A penicillin esetében a vizsgalt torzsek 28—46 mm kozotti gatlasi zonai egyértelmi
érzékenységre utalnak. Az elébb leirtak, illetve szakirodalmi fejezeteimben altalanossagban
érzékenységet taldltam kiilonbozd tanulmanyokban, azonban vizsgalatok sziilettek arrdl is,
hogy novekszik a Lactobacillus-ok esetén ezen antibiotikummal szemben szerzett
rezisztenciajuk.

A kanamicin esetében egyediil a L. fermentum 17 mm-es zondja jelzett érzékenységet, az
Osszes tobbi faj rezisztens, a legtobb esetén gatlasi zona nem alakult ki, mely 6sszhangban all
azzal, hogy a legtobb Lactobacillus faj belsdleg rezisztens az aminoglikozidokkal (kanamicin,
streptomicin, gentamicin és neomicin) szemben (Campedelli et al., 2019).

Azonban a streptomicin esetében minden torzs érzékenynek bizonyult, ez viszont
ellentmond a fentebbi megallapitdsnak. Az eltérés hatterében tobb tényezdé lehet. Egyes
tanulmanyok szerint az aminoglikozidok koncentraciofiiggd baktericid hatassal rendelkeznek
(Vakulenko és Mobashery, 2003). Az altalam hasznalt streptomicin korong 300 pg
szerint, a Lactobacillaceae csaladba tartozo torzsek 26,3 %-aban (5/19) volt megfigyelhetd
rezisztencia a streptomicinre. A genotipusos vizsgalat azonban az el6fordulo rezisztens térzsek
ellenére, egyetlen genomban sem mutatta ki aminoglikozidokkal szembeni rezisztenciat okozo
géneket. Valamint a tanulmany azt is leirja, hogy az inkubacids id6 befolyasolja a MIC-értéket,
ami gyakran a torzs besorolasanak megvaltozasahoz vezet érzé¢kenybdl (24 ora inkubacid utan
leolvasva) rezisztensbe (48 ora elteltével leolvasva) (Dec et al., 2025). Az eltérés az
aminoglikozid-rezisztencidt kodold gének tipusanak és milkodésének kiilonbségeibdl is
fakadhat, a fentiekben leirtak értelmében szamos tényezd befolyasolhatja, hogy egy baktérium
torzs rezisztens vagy érzékeny.

A vankomicin esetében egyik torzs sem mutatott gatlasi zonat, amely a szamos Lactobacillus
fajra jellemzd belsd (intrinsic) rezisztenciat tiikkr6zi. Ez a jelenség vankomicin-rezisztencia
egyik f6 mechanizmusa, a célhely mutaciéval magyardzhato, amikor is a vankomicin kotddési
affanitdsa, hatékonysdga csOkken a D-alanin helyett terminalis D-laktit vagy D-szerint
helyettesitésével (Devirgiliis et al., 2013). Tovabba szakirodalmi fejezeteimben tanulmanyok
alapjan tett megallapitasok tobbsége is vankomicin rezisztenciat allapitott meg.

Neomicin esetében a torzsek rezisztensnek bizonyultak. Ez megfelel a szakirodalomban
kozolt természetes rezisztenciaval, amelyet tobb tanulmany is aldtdmaszt (Anisimova et al.,
2022).

A trimetoprimre valamennyi torzs érzékeny volt (L. plantarum (22) és (25) és L. fermentum),

azonban kettd vizsgalt baktérium térzsem rezisztens volt. Szakirodalomban foglaltak szerint, a
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legtobb Lactobacillus fajr6l kimutathatd, hogy magas szintli belsd rezisztenciat mutat a
diaminopirimidin (trimetoprim) antibiotikummal szemben. A rezisztenciat dltaldban a
dihidrofolat-reduktazt (DHFR) kédolo dfr gének okozzak (Moradi et al., 2022). Feltételezhetd,
hogy az emlitett gén nem volt jelen a 22, 25 és 26 kodszamu torzsekben.

Azitromicinre az 6t darab vizsgalt torzs mindegyike esetén érzékenység volt megfigyelheto,
kiilondsen a L. fermentum torzs esetében. Vizsgalatok sziilettek arrdl, hogy a makrolidokra a
legtobb Lactobacillus torzs érzékeny.

Az aztreonam esetében minden vizsgalt torzs rezisztensnek bizonyult ahogy az oxacillin
esetében is, mely 6sszhangban all szakirodalmi adatokkal. Nunziata és munkatarsai (2022)
szintén kimutattak, hogy tejtermékekbdl izolalt Lactobacillus torzsek tobbsége béta-laktdm
antibiotikumokkal, igy az oxacillinnel és cefalosporinokkal szemben is ellenallo.

Az eredmények ramutatnak arra, hogy a fermentalt tejtermékekbdl izolalt torzsek
antibiotikum-érzékenységi profilja fajonként jelentds kiilonbségeket mutathat. Ezen értékeket
szamos tényezd befolyasolhatja, tobbek kozott a tenyésztési koriilmények, az alkalmazott
antibiotikumok koncentracidja, valamint a vizsgalt torzsek genetikai sajatossagai és eltérd

genotipusa.
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12. abra: A Lactobacillus plantarum (25) antibiotikum-rezisztencia vizsgalatanak eredményei.
Az els6 képen 1-6-ig sorszdmozott antibiotikum korongok, lathatok. A masodik képen a 7—12.
jelolt antibiotikum korongok szerepelnek. (Forrds: sajat fénykép)

Példaként bemutatva, a 12. dbran lathat6é gétlasi zondk atmérdi jol szemléltetik az egyes
antibiotikumokra adott eltérd érzékenységi mintazatokat. Az elsd képen 1-6-ig sorszdmozott
antibiotikum korongok, lathatok, sorrendben: 1 — trimetoprim, 2 — tetraciklin, 3 — aztreonam, 4
— azitromicin, 5 — streptomicin, 6 — kanamicin. A masodik képen a 7—12. korongok szerepelnek,
sorrendben: 7 — vankomicin, 8§ — oxacillin, 9 — chloramphenicol, 10 — clindamicin, 11 —
neomicin, 12 — penicillin. A feltisztulasi zéndk alapjan megfigyelhetd, hogy a Lactobacillus
plantarum (25) — szlovak juhturobdl (SZT) izolalt - torzs tobb antibiotikumra, koztiik a
tetraciklinre, chloramphenicolra, penicillinre, streptomicinre, trimetoprimre és azitromicinre
érzékenységet mutatott, mig a clindamicinre, kanamicinre, vankomicinre, neomicinre,

oxacillinre és aztreonamra nem alakult ki gatlasi zona, ami rezisztenciara utal.

13. abra: Antibiotikum-rezisztencia vizsgalat eredményei HeatMap formaban abrdzolva

Antibiotikum Rezisztencia Profil

BE  Rezisztens
=  Erzékeny

JT Lactobasillus plantarum (22}

SZT Lactobacillus plantarum (25)

ﬁ

—

G Limosilactobacillus fermentum (26

JT Lacticaseibacillus paracasei (30}

SZT Lactobacillus curvatus (32}

A HeatMap (13. é4bra) szemléletesen Osszegzi az Ot vizsgalt tejsavbaktérium torzs
antibiotikum-érzékenységi mintazatat, a mért gatlasi zonadk nagysaganak és érzékenységi
kategoriak vizualis eloszlasanak alapjan. Amint az az abrardl jol 1athato, a vizsgalt baktériumok
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mindegyike kiilonallo torzset reprezental, azaz antibiotikum érzékenységiik alapjan
fenotipusosan elkiiloniilnek egymastol még az azonos fajba tartozo torzsek is.

Az abran lathato rezisztencia- és érzékenységi mintdzatok dsszhangban vannak a kordbban
ismertetett eredményekkel. A hétérkép jol dbrazolja az egyes antibiotikumokra kapott értékek
eloszléasat: balrol jobbra haladva megfigyelhet6, hogy a vizsgalt torzsek az antibiotikumok elso
csoportjara (trimetoprimig bezarolag) jellemzden rezisztencidt mutattak, mig az abra masodik
felében egyértelmi, egységes érzékenységi zonak lathatok néhany kivételes esettel. Az dbra jol
tiikkrozi, hogy az oxacillinre, vankomicinre, neomicinre minden vizsgalt torzs rezisztens volt, az
azitromicinre, streptomicinre, penicillinre, tetraciklinre, chloramphenicolra pedig mind
érzékenységet mutatott. Az intrinszik rezisztencia olyan genetikailag meghatarozott
természetes rezisztencia, amely a fajra vagy nemzetségre altalanosan jellemz6 és nem-mozgd
genetikai elemen (pl. plazmidon, transzpozonon) talalhatd, azaz nem terjed horizontdlisan mas
baktériumokra. A tejsavbaktériumoknal ez foként sejtfal-, membran- és riboszomastruktirdbol
ered. Az aminoglikozidok (gentamicin, kanamicin, streptomycin, neomicin, tobramicin), a
glikopeptidek (vancomycin, teicoplanin), a kinolonok (ciprofloxacin, nalidixinsav), a
metronidazol, a polimixinek (colistin), valamint a sulfonamidok és a trimetoprim esetén a
legtobb tejsavbaktérium rezisztenciat mutat, amelyek nagyon gyakran intrinszik Gton alakulnak

ki (Campedelli et al. 2019, EFSA 2012, Danielsen ¢s Wind 2003, Gueimonde et al. 2013).

4.3. A molekularis tipizalas eredménye

A RAPD-PCR reakcié eredménye részben lett sikeres, ugyanis harom izolatum esetében
jol értékelhetd ujjlenyomatok sziilettek, mig két izolatumnal gyenge amplikonok generalodtak,
igy azok értékelése nem egyszerll. A 13. abran lathatd gélképen a sorrend a kdvetkezd: no
template control (NTC), azaz negativ kontroll (nem tartalmaz DNS-t csak ddH>O-t), 1 kb-os
molekula méretmarker, majd az izoldtumok ndvekvd szamsorrendben. Az elsd oszlopban
lathatd, hogy az NTC nem adott jelet, ami azt mutatja, hogy nem volt kontaminacid. A
kovetkezd oszlapban a méretmarker jol 1athatd 1épcsdzetes mintazatot ad, mely segit a savok
méretének meghatarozasadban. A kodszamozott baktérium torzsek esetén zardjelben lathatok,
hogy az adott torzs melyik élelmiszermintdhoz tartozik. Az eredmények azt mutatjak, hogy a
22,25, 26 kodszamu torzsek tobb erds savot adtak, tehat ezek esetén sikeres volt az amplifikécio
¢és jol értékelhetd ujjlenyomatot generaltak (14. dbra). A mintadzatok alapjan megfigyelhetd,
hogy a két Lactobacillus plantarum ujjlenyomata nagy hasonlésagot mutat a
Limosilactobacillus fermentum mintazataval, mig a 30 és 32 szamozasu torzsek halvany

ampikonokat mutatnak a gélképen, ezért esetilkben nehezebb az eredmények értékelése. A
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RAPD modszer esetén nem ritka, hogy mig egyes torzsek tipizalhatok egy bizonyos primerrel,
addig mas térzsek nem adnak amplikonokat ugyanazon oligonukleotid alkalmazasa soran.
Ebben az esetben tovabbi primerek bevonasa sziikséges a pontosabb jellemzes végett.

Végsd soron megallapithatd, hogy a D8635-0s primerrel a Lactobacillus plantarum és a
Limosilactobacillus fermentum fajok nem egyértelmiien kiilonithetdk el egymadstol, mig az
izolalt Lacticaseibacillus paracasei és a Lactobacillus curvatus fajokba tartozd torzsek
genetikailag eltérnek, azaz nincs koztiik klondlis kapcsolat.

Az eredményeim megerdsitik Johansson és munkatarsai (1995) megallapitasat, miszerint a
Lactobacillus torzsek RAPD-PCR modszerrel torténd tipizalasa nehézkes, mivel a mddszer

rendkiviil fiigg a reakciokoriillményektdl.

14. abra: RAPD-PCR reakci6 soran kapott gélkép. Balrdl jobbra a kovetkezdk lathatok: NTC
—negativ kontroll, 1 kb — 1 kb-os molekula méretmarker, 22 - Lactobacillus plantarum (JT), 25
- Lactobacillus plantarum (SZT), 26 - Limosilactobacillus fermentum (G), 30 -
Lacticaseibacillus paracasei (JT), 32 — Lactobacillus curvatus (SZT). (Forras: sajat fénykép)

NTC 1kb 22 25 26 30 32
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12. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A kutatdsom sordn sziiletett eredményekbdl levonhaté egyértelmii kovetkeztetés, hogy

a vizsgalat targyat képezo fermentalt tejtermékek mikrobidlisan igen valtozatosak. A kisérletem
f6 témajat megeldzden, szdmos eldkészitd 1€pést kellett elvégeznem. Az izolalasi folyamatok
soran morfoldgiailag jelentdsen eltérd telepeket sikertilt detektdlnom, amelyek az élesztok és
baktériumok nagyfoku diverzitasat jelezték. A MALDI-TOF MS modszerrel faj szinten is
azonositottam a mintakban jelen 1évé mikrobakat. A vizsgaltba bevont fermentalt tejtermékekre
eltéré mikrobiologiai sokféleség volt jellemzd. Ezen megallapitas hatterében tobbfajta tényezo
is allhat, ide tartozhat a termék feldolgozottsaganak kérdése is, mely gyartastechnologia
alapvetden befolyasolja egy termék mikrobialis diverzitasat (Zheng et al., 2021). A MALDI-
TOF MS mobdszerrel azonositott baktériumok tobbsége tejsavbaktériumnak bizonyult
(Lactobacillus plantarum erdélyi juhtirobol és szlovak juhtardbol, Lacticaseibacillus
paracasei erdélyi juhtirobol, Limosilactobacillus fermentum friss gorogjoghurtbol, és
Lactobacillus curvatus szlovak juhturébdl), mely 6sszhangban 4ll a szakirodalmi kutatasokkal.
Az antibiotikum-rezisztencia vizsgalatok a fentebb felsorolt 6t kivalasztott torzs 12
kiilonb6z6 antibiotikum koronggal szemben eltérd eredményeket mutatott. Az izolatumok
koziil valamennyi rezisztens volt vankomicinre, neomicinre és oxacillinre, ami megfelel a
tejsavbaktériumok korében gyakran leirt természetes vagy belsd (intrinsic) rezisztencianak.
Ugyanakkor az azitromicinre, penicillinre, tetraciklinre €s chloramphenicolra tobb torzs is
érzékenynek bizonyult, ami hatékonysagukat mutatja a vizsgalt LAB-ok tobbségével szemben.
A szakirodalmi fejezetben targyalt egyes tanulmanyok azonban azt allapitottdk meg, hogy a
gyakorta alkalmazott penicillinnel és tetraciklinnel szemben a szerzett rezisztencia egyre
jellemzébb a vizsgalt baktériumok korében (Kiskd et al.,, 2025). Az altalam vizsgalt
baktériumokra tehat ez nem volt jellemzd, az eredményeim ellentmondanak a szakirodalmi
adatoknak. A clindamicin esetén érzékenység volt megfigyelhetd, igy a vizsgalt térzseimmel
szemben tovabbra is hatdsos szer lehet. Ezt a tényt érdemes kiemelni, mivel a szakirodalomban
irnak ezen tipusra jellemzd szerzett rezisztencia kialakulasarol (Kisko et al., 2025). Figyelemre
mélto, hogy a két kiilonb6z6 forrasbol izolalt Lactobacillus plantarum térzsek — annak ellenére,
hogy ugyanazon fajhoz tartoztak — eltérd antibiotikum-érzékenységi mintazatot mutattak. Ez a
jelenség valosziniisithetden torzsszintli genetikai eltérésekre, vagy az antibiotikumok hatasara
adott eltérd génexpresszidos mintazatra vezethetd vissza. A streptomicin és kanamicin
aminoglikozid tipusu antibiotikumokkal szemben eltéré eredmények sziilettek, utobbi esetén

rezisztencia volt a jellemzd. Az aminoglikozid tipust antibiotikumokra természetes rezisztencia
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a jellemzod (Gueimonde et al., 2013). A streptomicnre, mely szintén ezen csoportba sorolando,
ezzel ellentétben érzékenység volt tapasztalhatd. Elképzelhetd, hogy a vizsgalt térzseim eltérd
sejtfalszerkezeti tulajdonsaggal rendelkeznek, esetleg sejtfalszerkezetiik miatt konnyebben
hozzaférheto a célhely, vagy az antibiotikum alkalmazott koncentracioja is befolyasolhatta az
eredményt, illetve akér olyan tényezd is, mint az inkubalds ideje (Dec et al., 2025). A
trimetoprimra legtobb esetben szenzitivitas volt jellemzdé, mig az aztreonam esetében
rezisztencia alakult ki. Osszességében levonhatd az a kdvetkeztetés, hogy a kiilonféle
szakirodalmakban is leirt, gyakran alkalmazott antibiotikumokkal szembeni
rezisztencia/érzékenység eredmények nagyrészt Osszhangban alltak az altalam kapott
eredményekkel. Ez tehat azt jelenti, hogy a vizsgalt tejsavbaktérium-torzsek esetében a
jellemzd, kordbban is megfigyelt antibiotikum-rezisztencia- és érzékenységi mintdzatok a
legtobb esetben ismét igazolast nyertek. A vizsgalati modszereim megfeleléen reprodukaljak a
tanulmanyokban megfigyelt tendencidkat néhany kivétellel, melyek esetében a kiilonbségek
okainak feltarasa tovabbi kutatasok szlikségesek.

A RAPD-PCR mddszer soran kapott eredményekbdl levonhato a kovetkeztetés, miszerint
a kiilonb6z0 izoldtumaim kozott szerepelnek olyanok, amelyek eltérd genetikai ujjlenyomattal
jellemezhetdk, ezaltal a torzsek genetikai sokféleségére ad bizonyossagot. Ugyanakkor a
vizsgalt 6t torzs kozil kettd esetén nehezebb volt a mintdzatok értékelése, mely a mddszer
korlatjaira, igy példaul a gyenge amplifikaciora mutat rd. Mindezek alapjan elmondhato, hogy
nagyobb felbontasti molekularis bioldgiai modszerek, mint példaul a teljes genom szekvenalas,
tovabb novelhetik az eredmények megbizhatosagat. Az izolatumok tovabbi genotipusos
vizsgalata sziikséges tehat az azonositott torzsek rezisztencia profiljanak Osszehasonlitasa
érdekében.

A jovOben érdekes lenne a dolgozat szakirodalmi részében vizsgalt transzkonjugécios
kisérlet elvégzése is, mely kiemelt szerepet kap az élelmiszerlancon beliili antibiotikum-
rezisztencia terjedésének feltérképezésében. A horizontalis géntranszfer folyamatainak
részletes vizsgalata hozzajarulhat ahhoz, hogy képet kapjunk a rezisztencia gének atadéasarol a
tejsavbaktériumok esetén. A diplomamunkam soran vizsgalt izolatumokban potenciélisan jelen
1év0 rezisztenciagének ¢és ezek atadasi lehetdsége indoklast ad az élelmiszerlanc mikrobiologiai
biztonsaganak tovabbi vizsgélatira és megeldzési stratégidk kidolgozasara a rezisztencia

terjedésének megeldzésére.
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13. OSSZEFOGLALAS

Diplomamunkam kozponti témaja a fermentalt tejtermékekbdl izolalt baktériumok
antibiotikum-rezisztenciajanak vizsgalata volt. A termék valasztdsom hatterében az emlitett
¢lelmiszerek egészségiigyi elénye miatti gyakori fogyasztasuk allt. A kutatas inditékat pedig a
napjainkban nagy szerepet kapott antibiotikum-rezisztencia problémdja adta, mivel az
antimikrobas szerek helytelen és talzott mértékli alkalmazasa vilagszerte hozzajarul a rezisztens
baktériumtdrzsek megjelenéséhez. Ez a probléma az ¢élelmiszer-lancon keresztiil is
megjelenhet. F6 célom, tehat az volt, hogy megvizsgaljam kiilonféle fermentalt tejtermékekben
jelen 1év6 mikroorganizmusok kiilonbdzd antibiotikumokkal szembeni rezisztencidjat.

Az emlitett kisérleti 1épés felvezetése érdekében a mintdkbdl izolalni, majd pedig
azonositani kellett a benniik jelen 1évé mikroorganizmusokat. A baktériumok kozott dontd
tobbségben a tejsavbaktériumok szerepeltek. A fermentacids folyamatban kulcsszerepet jatszo
mikrobék potencidlisan antibiotikum rezisztencia géneket hordozhatnak.

Els6 1épésben a termékekbdl kiilonféle taptalajokat alkalmazva tenyésztéses modszerrel
izolaltam a benniik megtalalhatdé dominans mikroorganizmusokat. A makromorfoldgiai
jellemz6ik alapjan kiilonbozonek itélt telepeket mikroszkopos vizsgalatoknak is alavetettem,
mellyel mar elézetesen sikeriilt elkiilonitenem az élesztd és baktérium telepeket. Mivel
kutatdsom sordn csak a baktériumokra szerettem volna koncentralni, ezekkel a 1épésekkel
lehetévé valt a gombak kizdrasa a potencidlisan analizdlanddé mikrobdk koziil. A szelektiv
tapkozegek segitségével nyert izolatumok MALDI-TOF MS technikaval faj szinten
azonositasra keriiltek, mely egy gyors és megbizhaté mikroba identifikdcios mddszerként
ismert. Az azonositott torzsekkel elvégeztem a fenotipusos antibiotikum-rezisztencia
vizsgalatot korongdiffuizios modszer segitségével. A tizenkét féle antibiotikum korongra adott
érz¢kenységi/rezisztencia valaszok valtozoak voltak, amely a vizsgélt élelmiszercsoportban
eléforduld mikrobak sokféleségét tiikrozi. Megallapithatd, hogy az altalam vizsgalt fermentalt
termékekbdl szarmazo tejsavbaktériumok bar tobbféle antibiotikummal szemben rezisztenciat
mutattak, a legtobb koziilik intrinszik rezisztencia, amely nem adhatdé at horizontalis
géntranszfer Utjdn mas baktériumoknak, igy kevés veszélyt hordoz magéban ezen
tejsavbaktériumok jelenléte €s el6fordulasa a tejtermékekben. A RAPD-PCR vizsgalattal kapott
eredmények megerdsitették az izolatumok genetikai variabilitasat, igy tehat Osszefliggés
mutatkozott a geno- és fenotipusos tulajdonsagok kozott. A kisérelt soran alkalmazott

modszerek megbizhatdak voltak, mivel a kapott eredmények nagyrészt Gsszhangban voltak
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szakirodalomban k6zolt adatokkal. A rezisztencia gének atadasanak vizsgélatira a
transzkonjugécios kisérleti modszer potencidlis kdvetkezd 1épés lehet.

A kutatdsom témajaban kapott eredmények aldtdmasztjak, hogy a fogyasztok korében
nagy népszeriiséggel rendelkezd fermentalt tejtermékekben eléforduld baktériumok vizsgalata
kiemelten fontos szerepet kell, hogy kapjon az antibiotikumok témakoréhez tartozé élelmiszer-

biztonsagi kockazatok felderitésében.
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Amennyiben az adott tantdrgy oktatdja vagy témavezetSje az Ml-eszkdzék haszndlatdra
vonatkozdan kiilon szabalyokat vagy elvarasokat hatarozott meg, kérjiik, az alabbi mez&ben
foglalja 6ssze ezeket:

Pl. az MI haszndlaténak tilalma bizonyos feladattipusokra; csak konkrét eszkéz haszndlata
engedélyezett; eltérd hivatkozdsi elvarasok; dokumentdcios forma stbh.

Oktatd vagy témavezetd altal elirt szabalyok:

...............................................................................................................
...............................................................................................................

4. Minden hallgatéra vonatkozé nyilatkozat:

Kijelentem, hogy az MI aital esetlegesen generadlt tartalmakat minden esetben kritikailag
felllvizsgaltam, szerkesztettem és a munkaba illesztettem. A leadott munka minden eleméért,
annak eredetiségéért és tudomanyos helytallosagaért teljes kor(i felelGsséget vallalok.
Tudomdsul veszem, hogy a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem a benyujtott munkat
mesterséges intelligencia detektorral ellendrizheti, és eljarast kezdeményezhet, amennyiben
a nyilatkozatom valdtlan vagy hianyos.

Kelt: Budapest, 2025. oktéber hé 28. nap

Hallgaté aldirdsa |
i




NYILATKOZAT

Kocsis Virag (hallgaté Neptun azonositdja: ZWKMMP )
konzulenseként nyilatkozom arrél, hogy a
zarddolgozatot/szakdolgozatot/diplomadolgozatot/portféliott attekintettem, a hallgatot az
irodalmi forrdsok korrekt kezelésének kovetelményeirél, jogi és etikai szabdlyairdl
tajékoztattam.

A zarédolgozatot/szakdolgozatot/diplomadolgozatot/portféliét a zardvizsgan torténd
védésre javaslom / nem javaslom?.

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

Kelt: __Budapest, 2025 év ___ oktdber hé 28 nap

L__" Q_,Q_ %u{kf:—«?_/[(f_‘)x_d_

U
Dr. Kiskdé Gabriella, konzulens

! A megfelel6 dolgozattipus meghagyasa mellett a tbbi tipus torlendd.
2 A megfeleld alahizandd.
3 A megfeleld aldhizandd.



NYILATKOZAT

Kocsis Virag (hallgaté Neptun azonositdja: ZWKMMP )
konzulenseként nyilatkozom arrél, hogy a
zarédolgozatot/szakdolgozatot/diplomadolgozatot/portféliét! dttekintettem, a hallgatét az
irodalmi forrasok korrekt kezelésének kovetelményeirdl, jogi és etikai szabalyairdl
tajékoztattam.

A zérddolgozatot/szakdolgozatot/diplomadolgozatot/portféliét a zarévizsgan térténé
védésre javaslom / nem javaslom?.

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

Kelt: __Budapest, 2025 év__ oktober___ho __ 28  nap

i (Lf

Dr. BeIékL'A% es, konzulens
\
\

1 A megfelel§ dolgozattipus meghagyasa mellett a tébbi tipus térlends.
2 A megfeleld aldhizandé.
* A megfelel§ aldhiuzando.
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MATE Szervezeti és Miikddési Szabalyzat

11l. Hallgatéi Kévetelményrendszer

11l.1. Tanulmanyi és Vizsgaszabalyzat

6.13. sz. fiiggeléke: A MATE egységes szakdolgozat /

diplomadolgozat / zarédolgozat / portfélié készitési itmutatéja

4.2. sz. melléklete: Nyilatkozat a zdrédolgozat/szakdolgozat/diplomadolgozat/portfélié nyilvanos
hozzéaférésérél és eredetiségérél (mbédositva: 2025. oktéber 16.)

NYILATKOZAT

a diplomadolgozat! nyilvanos hozzaférésérdl és
eredetiségérdl

A hallgaté neve: Kocsis Virag

A Hallgaté Neptun kddja: ZWKMMP

A dolgozat cime: Tejtermékekbdl izolalt baktériumok antibiotikum
rezisztenciajanak feltérképezése

A megjelenés éve: 2025

A konzulens intézetének neve: Budai Campus, Elelmiszertudomanyi és Technoldgiai Intézet

A konzulens tanszékének a neve: Elelmiszer-mikrobioldgia, -higiénia és -biztonsag Tanszék

Kijelentem, hogy az éltalam benyljtott diplomadolgozat? egyéni, eredeti jellegli, sajat szellemi
alkotdsom. Azon részeket, melyeket mds szerz6k munkdjibdl vettem at, egyértelmlien megjeldltem,
és az irodalomjegyzékben szerepeltettem. Tovabba kijelentem, hogy a dolgozat elkészitése soran
alkalmazott mesterséges intelligencia-eszkozok (pl. szoveggenerdlds, nyelvi javitds, forditds,
adatelemzés) hasznalata nem helyettesitette a sajat kutatasi és alkotéi munkamat, azok alkalmazasat
a forrdsok kozott vagy a mddszertani részben feltliintettem, és a szakmai-etikai elvdrasoknak
megfelelGen jartam el.

Ha a fenti nyilatkozattal valdtlant &llitottam, tudomdsul veszem, hogy a zdrdvizsga-bizottsag a
zardvizsgabdl kizar és a zardvizsgat csak Uj dolgozat készitése utan tehetek.

A leadott dolgozat, mely PDF dokumentum, szerkesztését nem, megtekintését és nyomtatasat
engedélyezem.

Tudomadsul veszem, hogy az éltalam készitett dolgozatra, mint szellemi alkotéds felhasznaldsdra,
hasznositdsara a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem mindenkori szellemitulajdon-kezelési
szabalyzataban megfogalmazottak érvényesek.

Tudomasul veszem, hogy dolgozatom elektronikus valtozata feltoltésre keriil a Magyar Agrér- és
Elettudomanyi Egyetem kdnyvtari repozitori rendszerébe. Tudomasul veszem, hogy a megvédett és

- nem titkositott dolgozat a védést kdvetben

- titkositdsra engedélyezett dolgozat a benyujtasatdl szamitott 5 év eltelte utdn
nyilvdnosan elérhet§ és kereshetd lesz az Egyetem kdnyvari repozitori rendszerében.

Kelt: Budapest, 2025 év 11. hé 03. nap \

Uorcg Ve

Hallgato dlkirasa

1 A megfelel§ dolgozattipus meghagydsa mellett a tobbi tipus térlendd.
2 A megfelel§ dolgozattipus meghagyasa mellett a tobbi tipus torlendd.






Hallgatok, doktoranduszok nyilatkozata mesterséges intelligencia (M)
alkalmazasarol

1. Altaldnos adatok

Hallgaté neve: - Kocsis Virag

Neptun-kédja: ZWKMMP

Képzési szint (a megfelel6t jeldlje X-szel): : BSC,/ A mwisciMa L Dewtart (PhD)
IR 7=3V7=1 s L

Tantargy neve/kédja*: Diplomamunka 1./ELTUD042N

Tejtermékekbgl izolalt baktériumok
A munka cime: antibiotikum rezisztenciajanak
feltérképezése

* doktori értekezés esetén nem kitdltendd

2. Nyilatkozat az M| hasznalataroél

Alulirott, etikai felel&sségem teljes tudataban az alabbi nyilatkozatot teszem:

(Kérjiik, valasszon egyet az aldbbi lehetdségek kézil!)
[0 A) Nem alkalmaztam mesterséges intelligencia rendszert vagy szolgaltatast.
(Amennyiben ezt jel6lte, a tovabbi tdblazatok kitltése nem sziikséges.)
X B) Alkalmaztam mesterséges intelligencia rendszert vagy szolgaltatést.

(Kérjlik, toltse ki a vonatkoz tablazatokat!)

3. A mesterséges intelligencia hasznalatanak részletezése

I. TABLAZAT: Asszisztensi vagy kisebb mérték(i felhasznalds (pl. forditas, nyelvi korrektura,
otletelés stb.)

(Ezen felhaszndldsok esetében a konkrét promptok és vdlaszok csatoldsa nem sziikséges.)

A felhaszndlds célja " Alkalmazott Mi-eszkdz neve | Erintett rész (ha nem a
és verzidja szoveg egészére vonatkozik])
forditds, otletelés chatGPT 5

ll. TABLAZAT: Jelent8s tartalmi hozzdjérulds (pl. egy teljes abra vagy egy hosszabb
szOvegrész generaldsa)

(Ezekben az esetekben a felhaszndlt kulcsfontossdgu promptok és az Ml dltal adott nyers
vdlaszok dokumentdldsa és @ munka mellékletében vald csatoldsa sziikséges.)






| - A -naplét |
Alkalmazott Ml Az Erintett fefezet / prompt-naplét

visene eszkdz neve, |, . tartalmazo melléklet
A felhasznalas célja e ' dbra / tablazat . e
verzidja, X bejegyzésének
i - pontos sorszama ,
elérhetbsége sorszama

s0r

3/A. Oktatd altal elirt kiegészitd szabalyok (ha vannak)

Amennyiben az adott tantdrgy oktatdja vagy témavezetSje az Ml-eszkdzék haszndlatdra
vonatkozdan kiilon szabalyokat vagy elvarasokat hatarozott meg, kérjiik, az alabbi mez&ben
foglalja 6ssze ezeket:

Pl. az MI haszndlaténak tilalma bizonyos feladattipusokra; csak konkrét eszkéz haszndlata
engedélyezett; eltérd hivatkozdsi elvarasok; dokumentdcios forma stbh.

Oktatd vagy témavezetd altal elirt szabalyok:

...............................................................................................................
...............................................................................................................

4. Minden hallgatéra vonatkozé nyilatkozat:

Kijelentem, hogy az MI aital esetlegesen generadlt tartalmakat minden esetben kritikailag
felllvizsgaltam, szerkesztettem és a munkaba illesztettem. A leadott munka minden eleméért,
annak eredetiségéért és tudomanyos helytallosagaért teljes kor(i felelGsséget vallalok.
Tudomdsul veszem, hogy a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem a benyujtott munkat
mesterséges intelligencia detektorral ellendrizheti, és eljarast kezdeményezhet, amennyiben
a nyilatkozatom valdtlan vagy hianyos.

Kelt: Budapest, 2025. oktéber hé 28. nap

Hallgaté aldirdsa |
i






NYILATKOZAT

Kocsis Virag (hallgaté Neptun azonositdja: ZWKMMP )
konzulenseként nyilatkozom arrél, hogy a
zarddolgozatot/szakdolgozatot/diplomadolgozatot/portféliott attekintettem, a hallgatot az
irodalmi forrdsok korrekt kezelésének kovetelményeirél, jogi és etikai szabdlyairdl
tajékoztattam.

A zarédolgozatot/szakdolgozatot/diplomadolgozatot/portféliét a zardvizsgan torténd
védésre javaslom / nem javaslom?.

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

Kelt: __Budapest, 2025 év ___ oktdber hé 28 nap

L__" Q_,Q_ %u{kf:—«?_/[(f_‘)x_d_

U
Dr. Kiskdé Gabriella, konzulens

! A megfelel6 dolgozattipus meghagyasa mellett a tbbi tipus torlendd.
2 A megfeleld alahizandd.
3 A megfeleld aldhizandd.





NYILATKOZAT

Kocsis Virag (hallgaté Neptun azonositdja: ZWKMMP )
konzulenseként nyilatkozom arrél, hogy a
zarédolgozatot/szakdolgozatot/diplomadolgozatot/portféliét! dttekintettem, a hallgatét az
irodalmi forrasok korrekt kezelésének kovetelményeirdl, jogi és etikai szabalyairdl
tajékoztattam.

A zérddolgozatot/szakdolgozatot/diplomadolgozatot/portféliét a zarévizsgan térténé
védésre javaslom / nem javaslom?.

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

Kelt: __Budapest, 2025 év__ oktober___ho __ 28  nap

i (Lf

Dr. BeIékL'A% es, konzulens
\
\

1 A megfelel§ dolgozattipus meghagyasa mellett a tébbi tipus térlends.
2 A megfeleld aldhizandé.
* A megfelel§ aldhiuzando.
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