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ELOSZO

Az élelmiszer-mikrobiolégia az élelmiszer-tudomany gyakorlati jellegti és folya-
matosan fejl6dé dga. Az élelmiszer-mikrobioldgiai ismeretek, a megfelelé6 mikrobi-
olégiai szemlélet kialakuldsa nélkiilozhetetlen azon jovébeli szakemberek szamara,
akik tevékenységiik altal a j6 mindségi, romlasmentes és biztonsagos élelmiszerek
eléallitasan dolgoznak.

Az Elelmiszer-mikrobiol6gia laborgyakorlatok jegyzet célja az élelmiszer-mikro-
biolégiai ismeretek bovitése és elmélyitése, a mikrobiolégia laboratériumi munkaval
kapcsolatos gyakorlati készségek fejlesztése. Egy atlathato, 1épésrdl 1épésre halado
atmutaté, amely az elméleti hattér bemutatasaval kezdve, a gyakorlati munka rész-
letes leirasan keresztiil vezet el az eredmények kiértékeléséig. A gyakorlatok nem
csak bemutaté jellegtiek, hanem teljes mértékben kivitelezheték a hallgatok éltal, az
eredmények feldolgozasaval és kiértékelésével egytitt.

A jegyzet a bevezet6ben tartalmazza a mikrobioldgia laboratériumban betartan-
dé munkavédelmi rendszabalyokat és az élelmiszerek mikrobiolégiai vizsgélatanak
eredményességéhez sziikséges mintavételre és elGkészitésre vonatkozo elvardsokat.
Ezt koveti a kornyezetiinkben eléfordulé mikroorganizmusok kimutatésa, melynek
jelentésége abban nyilvanul meg, hogy felhivja a figyelmet az el6vigyazatossagra
a laboratériumi munka és az élelmiszer-el6allitas sordn egyarant. A jegyzet tartal-
mazza azokat a laborgyakorlatokat, amelyek az élelmiszerek szempontjabél jelentds
mikroorganizmusok (baktériumok, élesztégombék, penészgombak) tulajdonsagainak
a vizsgalatat teszik lehet6vé mikroszkdpi technikékkal, kimutatdsukat tenyésztési
eljarasokkal, valamint az alapvet6 él6sejtszam-meghatarozasi médszereket. A mikro-
organizmusok életét befolyasolo kiillonbozé tényezék koziil a hémérséklet, a vizaktivi-
tas, az antibiotikumok és a kiillonféle névényi eredetli anyagok hatasanak vizsgélatat
bemutat6 gyakorlatok emlithet6k meg. A laborgyakorlat Gtmutat6 kiemelt jelentéségt
része a kilonféle élelmiszerek: friss zoldségek és gytimolcsok, tej és tejtermékek,
stitéipari termékek, hiis és haskészitmények, konzervek és az ivoviz mikrobiol6giai
mindségének vizsgalatara vonatkoz6 modszerek leirasa. Az utolsé fejezet az élelmi-
szerekbdl izolalt baktériumok beazonositdsdhoz felhasznélhaté biokémiai megerdsité
vizsgalatokat tartalmazza.

A jegyzet elsGsorban az élelmiszeripari mérnok szakos egyetemi hallgatok gya-
korlati képzését szolgalja, de jol hasznélhaté mas alap- és mesterszakos hallgatok altal
is, akik élelmiszerekkel kapcsolatos mikroorganizmusokrdl és azok élettevékenysége-
irél, jelentéségérdl tanulnak. A kiillonféle mintdk és mikroorganizmusok vizsgélatat
leir6 gyakorlatok, kisérletek megalapozhatjak a hallgatok tudomanyos kutatas iranti
érdeklodését is.

Csikszereda, 2020. jalius 6. A szerzd






1. A MIKROBIOIOGIA LABORATORIUMBAN

BETARTANDO MUNKAVEDELMI
RENDSZABALYOK

A mikrobiolégia gyakorlatok soran a vegyszerek (savak, lagok, mérgez6
anyagok), az elektromos és gazkésziilékek kezelésével, a ttizvédelemmel kapcso-
latos rendszabélyokon ttl a mikrobiolégiai fertézésveszély miatt egyéb évintéz-
kedéseket, rendszabélyokat is szigortian be kell tartani. A gyakorlatokon tartsuk
be a gyakorlatvezetd oktaté utasitésait.

1.

10.

11.
12.

13.
14.

A mikrobioldgiai gyakorlatokon védékopenyt kell viselni. A kopeny legyen
megfeleléen hosszu és tiszta!

. A laboratériumba vald érkezéskor, illetve tdvozés el6tt kezet kell mosni

fert6tlenits folyadékkal!

A gyakorlat alatt kotelezé a hosszt haj felttizése, mivel balesetveszélyes
(gazlangnal meggytulhat, mikrobatenyészetekbe belel6ghat)!

A laboratériumban étkezni, dohdnyozni vagy a laboratériumi eszkozoket,
berendezéseket egyéb célra hasznalni tilos!

Minden mikrobatenyészetet kérokozo tenyészetként kell kezelni, annak
ellenére, hogy a laborgyakorlatokon fert6zé mikroorganizmusokkal nem
dolgozunk! Az &ltalunk hasznalt mikroorganizmusok mellett a tenyé-
szetbe bekeriilhetnek és elszaporodhatnak ismeretlen, esetleg kérokozo
mikrobak is.

El6 mikrobatenyészet kiomlése esetén fert6tleniteni kell a szennyezdott
feltiletet! Az esetrdl értesiteni kell a gyakorlatvezeté oktatét.

El6 mikrobatenyészeteket tilos a lefolyéba énteni! Elpusztitasuk hével
vagy vegyszerrel torténik.

Tenyészetet tilos elvinni a laboratériumbal!

Csak autoklavozassal sterilizalt vagy vegyszerekkel fert6tlenitett edénye-
ket, eszkozoket szabad elmosogatnil!

Ne ontsiink a lefolyéba agart tartalmazé taptalajt, mert a hirtelen lehtilé
és megszilardulo agar elzarhatja a cs6rendszert!

Az oltokacsot megfeleld technikaval kell leégetni!

Mikrobék atoltasa sordn a lang kozelében dolgozzunk, ne beszéljunk, ne
jarkaljunk, és tilos ilyenkor a szelléztetés!

Nem tartunk vagy dolgozunk gytlékony folyadékokkal gézégé kozelében!
Veszélyes vegyszerek, é16 mikroorganizmus tenyészetek széjjal valé pi-
pettézasa tilos! Alkalmasak erre a célra az automata pipettak, viszont ha
ezek nem éllnak rendelkezésiinkre, pipettazéskor hasznaljunk gumilabdat
vagy mechanikus pipettazo6 késziiléket (Gn. Pipetust).
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15.

16.

17.

18.

Csak kifogéastalan allapotban levé eszkozoket, berendezéseket hasznél-
junk! Tilos a sériilt, torott ivegeszkozok hasznélata!

Az UV (germicid) lampét a laboratériumban val6 tart6zkodas idején kap-
csoljuk ki, mert stlyos szem- vagy bérkarosodasokat okozhat!

Az esetleges személyi baleseteket azonnal jelenteni kell a gyakorlatvezetd
oktaténak!

A munka végeztével az asztalon rendet kell hagyni és fert6tlenits oldattal
le kell torolni.



2. MINTAVETEL ES ELOKESZITES
AZ ELELMISZEREK MIKROBIOILOGIAI
VIZSGALATA SORAN

Az élelmiszer-vizsgalatok maodjat tobb tényezé hatdrozza meg, ezek a ko-
vetkezdk: az élelmiszer éllaga (szilard vagy folyékony), a feldolgozas techno-
logidja (nyers allapotu, konzerv, stiritmény, hitott, fagyasztott vagy poritott ter-
mék), a vizsgélatok célja (alapanyagok, segédanyagok, félkész- és késztermékek
mikrobiol6giai mindsitése, korokozé és romlast okozé mikroorganizmusok vizs-
galata, higiénias allapot szerinti mindsités).

Az élelmiszerek sikeres mikrobiol6giai vizsgalatanak feltétele és legfontosabb
lépése a mintavétel, majd ezt kovetéen a minta el6készitése és elemzése. A min-
tdnak megfelel6en kell képviselnie az egész anyagot, amelybdl szarmazik, és a
szennyezédésnek leginkabb kitett részekbdl is kell tartalmaznia. A mikrobiolégiai
vizsgalatokhoz a mintakat steril eszkozokkel (kanal, csipesz, pipetta stb.) kell
venni oly médon, hogy utészennyezddés révén olyan mikroorganizmusok ne ke-
riillhessenek a mintéba, amelyek eredetileg nem voltak benne. Csomagolas nélkiili
anyagok mintavételéhez csak olyan szaraz, tiszta, sima feliiletd, jol sterilezhet6
edények és eszkozok hasznédlhaték, amelyek a minta eredeti mikrobiolégiai alla-
potat nem befolyésoljak. Nem ajanlott az tivegpalackok hasznélata az esetleges
torés altali anyagveszteség és iivegdarabokkal val6 kornyezeti szennyez&dés miatt.

A mintat a lehet6 legrovidebb id6 alatt a laboratériumba kell szallitani, &l-
taldban htitve, hogy elkeriiljitk a mikroorganizmusok szaporodésat. Fagypont ala
htiteni sem a széllitas, sem az atmeneti tarolés alatt nem szabad (kivéve a fagyasz-
tott élelmiszereket). A kereskedelmileg steril élelmiszerek normal koriilmények
kozott széllithatok és szobahdmeérsékleten tarolhatok. Ha termofil baktériumokkal
val6 romlés gyantja all fenn, akkor nem ajénlott a htités, mivel a vegetativ sejtek
elhalédsat okozhatja.

A vizsgalatokhoz a mintakbol kisebb mennyiségeket, 1, 5, 10, 25 g-bdl allé
almintéakat kell venni, majd ezeket altaldban folyadékba kell szuszpendalni és
homogenizalni. Mennyiségi vizsgalatoknal az alapszuszpenzié higitasa altaldban
1:10 aranyu.

A termék feltletén vagy belsejében levé mikrobédk vizsgalatahoz a szilard
halmazallapota élelmiszereket alkalmassé kell tenni higitasok készitésére. A folya-
matot homogénezésnek vagy egynemtsitésnek nevezziik, és erre a célra leggyak-
rabban homogénez6 késziiléket haszndlunk (1. abra). A folyékony élelmiszerek
egyszerl Gsszerdazassal homogénezheték, példaul vortex keverd segitségével.
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1. abra. Mikrobiolégiai homogénezd késziilék

(https://hu.vwr.com/store/product/11702611/mikrobiologiai-
homogenizator-stomacher-400-circulator)

Szaritmanyok esetében 10 g mintat mériink ki 90 ml steril higit6folyadékba
(fiziol6gias s6oldat vagy 0,1%-0s peptonoldat), 6sszerdzzuk, és 25-30 percig szo-
bahémérsékleten 4llni hagyjuk visszanedvesités céljabél, majd ezt kbvetéen Gjbél
alaposan homogénezziik.

Feltileten talalhat6 mikrobakat altaldban hiitve tarolt gytimolcs- és zoldség-
féléken vizsgalunk, a mélyhttott termékek esetében csak azoknal, ahol a termék
belsejében nem vérhaté mikroorganizmus. Ebben az esetben a vizsgaland¢ ter-
mékbdl 200-500 g-ot mértink, és 500 ml higit6folyadékkal jol 6sszerdzzuk. Az igy
nyert folyadékbél készitjiik a higitasi sort.

A mintaban taldlhaté mikroorganizmusokat megfelel§ tapkozegben, kedvezé
kornyezeti korilmények kozott elszaporitva tenyésztéssel mutatjuk ki.

Az élelmiszer-mikrobiolégia laboratérium f6 feladata az élelmiszerekben je-
len 1év6é mikroorganizmusok mennyiségi és mindségi kimutatasa. A mintavétel
modjét, kezelését szabvany irja elé.



3. A KORNYEZETUNKBEN ELOFORDUILO
MIKROORGANIZMUSOK KIMUTATASA

A laborgyakorlat célja:

A mikroorganizmusok széles kort elterjedésének kimutatésa, valamint a fi-
gyelem arra valé rairdnyitasa, hogy a nem megfelel§ laboratériumi miiveletek
milyen kénnyen veszélyeztethetik a mikrobiol6giai munkavégzés tisztasagat,
és milyen mértékben befolyasoljik a vizsgélatok sordn kapott eredményeket.

Elméleti hattér:

A mikroorganizmusok minden életteret benépesitenek (levegd, talaj, viz,
iiledékek, a foldkéreg mély rétegei, €16 szervezetek), jelentds résziik igen hasz-
nos, s6t nélkalozhetetlen funkciékat toltenek be, mint példéul a biogén elemek
korforgasaban részt vevé mikroorganizmusok.

A mikroorganizmusok tobbségénél a sejtek mérete a mikrométeres (1 um =
10°m) nagysagrendbe esik, ezért az egyedi sejtek vizsgélata korlatozott. A vizsga-
latok ttlnyomé tobbsége mikrobapopulédcidkkal torténik, amelyek a sejtek milligit
tartalmazzak. Ezek a populdciok a mikroorganizmusok elszaporodéasaval jonnek
létre, természetes kozegekben vagy mesterséges, laboratériumi taptalajokon. A te-
lep (kolénia) altalaban egymassal kapcsolatban all6 individuélis sejtekbdl all, de
bizonyos baktériumok, példaul a Streptomyces fajok fonalképzdk, igy micélialis
telepeket alakitanak ki. A laboratériumban alkalmazott tenyésztési eljarasok sordn
a telep szilard taptalajon vagy annak belsejében alakul ki, rendszerint egyetlen
sejthdl vagy telepképzé egységbdl fejlédé kiilon allo sejttomeg. A teleptipusok
vizsgélatanal figyelembe kell venni a telepek alakjat, szegélyét, kiemelkedését.

A kornyezetbdl a legtobb élelmiszer szennyezddik mikroorganizmusokkal,
amelyek koziil csak azok szaporodhatnak el és vélnak a termék specifikus mik-
robatarsuldsanak részévé, majd alakitjak ki a romlési tarsulast, amelyek élettani
tulajdonséagai megfelelnek a kornyezeti tényezdk adta lehet6ségeknek. Az alloch-
ton mikroorganizmusok kozott élelmiszerrel terjedé megbetegedést okozok is el6-
fordulhatnak. Az élelmiszereket szennyezé mikroorganizmusok szdrmazhatnak a
talajbdl, a vizbdl, a leveg6bdl, a romlott hulladékokbdl, a nem megfeleléen tiszta
sz&llit6- és feldolgozbeszkozokrél, a berendezésekrdl, az élelmiszerrel foglalkozd
emberekrdl vagy mas specifikus forrasokbol.

A mikrobiolégiai mintavételezés soran gyakran kertil sor az eszkdzok, beren-
dezések feluiletének vizsgélatara. Ez esetben meg kell hatarozni, hogy a mintazas
mekkora feliiletre vonatkozzék és milyen modon torténjék. A feliiletet steril, ned-
ves vattatamponnal lemosva vagy az adott feliiletre szilérd taptalajt kozvetleniil
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ranyomva lehet mintdzni. Megfelel$ ragtapaszt is lehet alkalmazni, amelyet bi-
zonyos idé6 elteltével a feliiletrél lehtizva téaptalajra helyeznek.

A leveg0 vizsgélatanak legegyszeriibb modja, ha egy taptalajt tartalmazé Petri-
csésze fedelét eltavolitva bizonyos ideig (10-30 percig) szabaddé tesziink a leve-
g6bdl rahull6 mikrobasejtek, spérak, konidiumok szdmara. A levegbvizsgalatra
alkalmas berendezés hasznalata esetén ismert mennyiségl leveg6t atszivatva a
mikrobas szennyezédést membran segitségével sztirjik ki vagy tapagarlemez fel-
szinével titkoztetve fogjuk fel.

A gyakorlat menete:

3.1. A levegében levé csirak kitenyésztése
szedimentacios modszerrel

Steril Petri-csészékbe a baktériumok kimutatésa céljabol Nutrient taptalajt, a
mikroszkopikus penészgombak szdmara Czapek Dox téptalajt toltiink. Miutan a
taptalaj megszilardult, a Petri-csészéket fedetleniil kihelyezziik 10, illetve 30 per-
cig a laboratérium, valamint az intézmény kilénbo6zé helyiségeiben (példaul
folyoso, étkezde, konyvtér stb.), de akar az épiileten kiviil is. Ez id6 alatt a leve-
gbben eléfordul6 mikrobédk rakeriilnek a taptalaj feluletére, és az inkubalési id6
alatt a taptalaj feliiletén elszaporodva telepeket hoznak létre (2. dbra). Az inkuba-
las a baktériumok kimutatédsa esetén 48 6raig tart 37 °C-on, mig a mikroszkopikus
penészgombak esetében 5 napig 28 °C-on.

2. abra. A mikrobiolégia laboratérium levegdjébdl szarmazé mikroorganizmusok
telepei
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3.2. Laboratériumi asztalfeliiletek, fal, ruhazat
fertézottségének tesztelése

Steril mintavevé (példaul vattatampon) segitségével kiilonféle feliiletekrél (ba-
torzat, fal, kopeny, ev6eszkoz, irészer stb.) vesztink mintat (3., 4., 5., 6. bra). A steril
vattatampont a vizsgalandé feliileten végightizzuk, majd inokuléljuk az el6zetesen
Petri-csészékben kitoltott taptalajokat (Nutrient taptalaj, Czapek Dox taptalaj). Ezt
kovetden a Petri-csészéket inkubétorba helyezziik 48 ordig 37 °C-ra, illetve 5 napig
28 °C-ra.

3. abra. A laboratériumi asztalfeliiletrdl szarmazoé baktériumok telepei Nutrient
taptalajon

4. abra. A laboratériumi fali csempe feliiletérdl vett mintavétel sordn kifejlédott
mikroorganizmusok Nutrient taptalajon
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6. abra. Laboratériumi kopeny feliiletérdl szarmazé baktériumok

3.3. Borfeliilet mikrobas szennyezettségének vizsgalata

Kézmosas el6tt ujjainkat hozzéaérintjiik a Petri-csészékbe el6zetesen kitoltott
és megszilardult Nutrient taptalaj felszinéhez. Ezt megismételjuk szappanos kéz-

mosast kovetben is (7. dbra). A Petri-csészéket inkubatorba helyezziik 48 éraig
37 °C hémérsékletre.
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7. abra. A kézfeliileten el6fordulé baktériumok telepei kézmosds eldtt és
kézmosds utdn

A gyakorlat értékelése tulajdonképpen a kifejl6dott baktérium- és penészgom-
batelepek megfigyelése és szamlalasa. A baktériumtelepek morfolégiai sajatossa-
gainak vizsgalata sordn a kovetkezd jellemzoéket értékeljiik: a telep mérete (atméré
mm-ben), alakja (pontszerd, kor, szabalytalan, fonélszer(, rizoid, orso), a telep
kiemelkedése (lapos, dombort, parnaszertien feldomborodd, cstcsos, bemélye-
dé), szegélye (ép, hullamos, lebenyes-karéjos, csipkézett, fonalas), szine (8. dbra).
A telep feliilete, denzitasa és konzisztencidja szintén értékelhetd jellemzok.
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8. abra. A baktériumtelepek morfoldgiai tulajdonsdgai (Téth et al. 2019)

Alak: (a) pontszert, (b) kor alaki, (c) szabdlytalan, (d) fondlszert, (e) rizoid, (f) orsé alaki.
Telepkiemelkedés: (g) lapos, (k) lapos kiemelkedd, (i) dombord,
(j) parnaszeriien feldomborodd, (k) csticsos, (I) bemélyedd.
Telepszegély: (m) ép, (n) hulldmos, (o) karélyos, (p) fonalas



4. ELELMISZEREK SZEMPONTJABOL JELENTOS
BAKTERIUMOK MIKROSZKOPI VIZSGALATA

4.1. Baktériumok vizsgalata osszetett festéssel.
Gram-festés

A laborgyakorlat célja:

A mikrobiolégidban a baktériumok rendszerezése soran elsé lépésként al-
kalmazott és diagnosztikai jelentéségt festési eljaras alkalmazasa az élelmisze-
rekkel terjed6 megbetegedést okozd baktériumok vizsgalata és kimutatésa soran.

Elméleti hattér:

A Gram-festés a mikroorganizmusok vizsgélatara alkalmas kettds festési
modszer. Hans Christian Gram dan tudés dolgozta ki 1884-ben a kérokozé bak-
tériumok szovetekben valé kimutatdsara. A Gram-festés alapjan a baktériumok
két csoportra oszthatdk aszerint, hogy megtartjak-e a festési modszernél els6ként
hasznalt festék kékes-ibolya szinét (Gram-pozitiv baktériumok) (9A é&bra), vagy
elveszitik azt és a mésodik festésnél rézsasziniire szinez6dnek (Gram-negativ
baktériumok) (9B édbra). Bar akkor az eltérd fest6dés oka ismeretlen volt, késébb
kidertilt, hogy a fest6dés hatterében a baktériumok sejtfalszerkezetének alapvetd
kilonbsége 4ll.

A sejtfal rigid (merev) szerkezet, meghatdrozza a sejt alakjat és meg6rzi annak
integritasét a valtozé kornyezeti ozmotikus viszonyok kozott. A baktériumsejtfal
ezen jellegzetességeit az alkotasaban részt vevd peptidoglikannak koszonheti,
amely egy rugalmas racsszerkezetet képez, ugyanakkor elég merev a baktérium
alaktartasdhoz. A peptidoglikdn egy olyan térhalés éridsmolekula, amely alternalé
N-acetil-gltik6zamin és N-acetil-muraminsavbél felépiils glitkanbdl és a gliikan-
lancok kozott keresztkotéseket létrehozo rovid peptidekbdl épiil fel. A keresztko-
t6 peptidek szerkezete az egyes baktériumcsoportokban eltéré. A Gram-negativ
baktériumok sejtfalaban a poliszacharid-lancokat tetrapeptid-hidak kotik 6ssze, a
Gram-pozitiv baktériumok esetében a tetrapeptid-hidakat is egy vagy tobb amino-
sav kapcsolja 0ssze, igy példaul a Staphylococcus aureus esetén 5 glicin-molekula.

A Gram-pozitiv baktériumok sejtfaldban a peptidoglikan tobbrétegt (a rétegek
szama akar 40 is lehet) és a peptidrésze bonyolultabb. A Gram-negativ baktériu-
mok sejtfalat kivil egy kiills6 membrén és ez alatt egy vékony peptidoglikan réteg
alkotja. A kiils6 membran lipoproteineket, lipopoliszacharidokat és fehérjéket
tartalmaz.

A Gram-festési eljaras sordn egymast kovetéen kristalyibolya és kalium-
jodidos jodoldattal torténd festés, alkoholos mosas, majd szafraninnal torténé
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festés koveti egymast. A kristalyibolya (hexametil-pararozanilin) vizes oldatban
kristalyibolya- (CV™) és klor- (Cl7) ionokra disszocidl. Ezek az ionok behatolnak
a Gram-pozitiv és a Gram-negativ baktériumok sejtfalaba. A kristalyibolya-ionok
a baktériumsejt negativ toltésti komponenseivel kertilnek kolcsénhatasba és a sej-
tet lilara szinezik. A kdlium-jodidos jédoldat a kristalyibolyaval nagy kristalyokat
képez, amelyek a peptidoglikdn térhdléban megrekednek. Mivel a peptidoglikdn
térracs a Gram-pozitiv sejtek faldaban vastagabb, ezért ezek fest6dése intenzivebb.
A Gram-negativ baktériumok esetében az alkoholos mosas a kiils6 membran li-
pidjeinek kiold4sa utdn a vékony peptidoglikanrétegh6l konnyebben kioldja a
festéket. Mivel ez utan a lépés utan a Gram-negativ sejtek szintelenek, a konnyebb
felismerés céljabol alkalmazzuk a méasodik festést szafraninnal. A festés utan a
Gram-pozitiv sejtek sotétlila szintiek, a Gram-negativ sejtek pedig pirosak lesznek.

A

9. abra. Gram-pozitiv baktérium — Bacillus cereus (A),
Gram-negativ baktérium — Escherichia coli (B)

A Gram-jelleg a tenyészetek kora szerint valtozik, ezért igen fontos, hogy a
festést mindig 24 6ras tenyészeten végezziik.

A gyakorlat menete:

A gyakorlat soran a kovetkezé baktériumok tenyészeteibdl készitiink mik-
roszkopi preparatumot a Gram-festési eljarast alkalmazva: Escherichia coli, Sal-
monella sp., Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Listeria monocytogenes.

A preparatumkészités lépései:

* Kenetkészités a vizsgalt baktérium szuszpenzi6jabol;

e Széritas levegdn;

* Rogzités langnal;

* Festés 4 szakaszban:



30 4. ELELMISZEREK SZEMPONTJABOL JELENTOS BAKTERIUMOK...

1. kristaly-ibolya 1-2 perc, majd 6blités vizzel;

2. kezelés Lugol-oldattal — kétszer megismételve:
a) 3-5 masodpercig,
b) 3-5 percig;

3. differencidlas alkohol-acetonnal, ezt a mtiveletet mindaddig végezziik,
mig nem jut festék a szintelenité oldatba;
oblités vizzel;

4. Gjrafestés szafraninnal 1-2 perc, 6blités vizzel, szarités.

Ezt kovet6en az igy elkészitett preparatumot mikroszkopos vizsgalatnak
vetjiik ala.

Ertékelés:

A mikroszkoépi képen megfigyelhet6 sejtek festédése alapjan a baktériumo-
kat a megfelel6 Gram-csoportba soroljuk. A fiizetinkbe rajzot készitiink a sejtek
alakjardl és elrendez6désérdl.

4.2. A baktériumspoéra kimutatasa
Schaeffer—Fulton festési moédszerrel

A laborgyakorlat célja:

Az endosporaképzd, élelmiszeripari jelentségli Bacillus cereus baktérium
sporainak kimutatasa és a vegetativ sejtektdl valo elkiilonitése az tin. Schaeffer—
Fulton festési technikaval.

Elméleti alapok:
1. Sporaképzddés a baktériumokndl

A baktériumspoérak olyan szerkezetek, amelyek ellenall6k a magas hémér-
séklettel, sugarzasokkal, kiszaradassal és kémiai tényezdékkel (pl. fert6tlenits-
szerekkel) szemben. A sporak nyugalmi allapotban még akér tobb ezer évig is
fennmaradhatnak (2-3000 éves régészeti leletekbdl is sikertilt életképes sporakat
izolalni).

Az endospérakat tobb baktérium nemzetségnél is kimutattdk, mint példa-
ul: Bacillus, Clostridium, Desulfotomaculum, Sporosarcina, Sporolactobacillus
nemzetségeknél. Morfoldgiai szempontbél az ezekbe a nemzetségekbe tartozo
fajok nagy része bacilus (kivétel a Sporosarcina nemzetség, amelyet kokkuszok
képviselnek).

A Rhodomicrobium vannielli fotoszintetizal6 biborszind nem-kénbaktérium-
nél, valamint a Methylosinus nemzetségbe tartozo fajoknél exosporakat mutattak



4.2. A BAKTERIUMSPORA KIMUTATASA SCHAEFFER-FULTON FESTESL... 31

ki, amelyek ellenall6k a meleggel és a szarazsdggal szemben, de kiilonboznek az
endospoéraktdl kémiai osszetételiik, szerkezeti jellegzetességeik és a képzbdés
modja szempontjabol.

A baktériumok spéraképzése egy tilélési mechanizmus kedvezé6tlen kor-
nyezeti feltételek kozott. A sporaképzés a baktériumoknél nem egy szaporodasi
forma, mint a névényeknél és a gombaknal, mert mindegyik baktériumsejt csak
egy sporat képez, amely kicsirazva végiil egy vegetativ sejtet hoz létre.

Az endospora képzddése sejtosztédasként indul, megkett6z6dik a DNS, de a
sejt kettéosztédasa nem torténik meg. A sejtmembréan betiiremkedik és kérbezarja
a DNS-t, és igy az anyasejten beliil elkiiloniil a spéra protoplasztja, amely koriil
kialakul egy tobbréteg(i, nagyon ellenall6 spérafal.

A spérak alakja és elhelyezkedése a vegetativ sejt belsejében nagy jelentésé-
gl a mikroorganizmusok meghatdrozasa és osztalyozasa szempontjabdl. A spéra
lehet gomb vagy tojasdad alakd, lehet kozponti, terminalis és szubterminalis
helyzetd.

A spoéra atméroéje lehet kisebb vagy nagyobb, mint a baktériumsejt keresztmet-
szeti atmérdje. Ennek alapjan vannak olyan spérak, amelyek nem valtoztatjak meg
a sejt alakjat, mivel keresztmetszeti 4tmérdjitk nem nagyobb, mint a sejt &tmérdje.
Ez jellemz6 a Bacillus nemzetségre, ahol a spéra lehet kozponti (Bacillus anthra-
cis), szubterminalis (Bacillus cereus) és terminélis helyzetd (Bacillus subtilis).
A Bacillus subtilis esetében a spora mindharom helyzete el6fordul.

Mas sporaknak nagyobb az atmérdGjiik, mint a sejt 4tmérdje, és ennek ko-
vetkeztében a baktériumsejt deformalédik. Ez pedig a Clostridium nemzetségre
jellemz6, ahol a spora lehet kozponti (Clostridium pasteurianum), szubterminalis
(Clostridium sporogenes) és terminélis helyzetii (Clostridium tetani).

A spoéraképzé baktériumok kozott vannak patogének is, amelyek toxinter-
melésiik miatt stilyos betegségeket okozhatnak, mint példaul: Bacillus anthracis
(a lépfene vagy anthrax kérokozoéja), Bacillus cereus (hasmenéssel vagy hanyassal
jar6 élelmiszer-megbetegedést okoz), Clostridium botulinum (a kolbadszmérgezés
vagy botulizmus kivaltéja), Clostridium perfringens (hasmenéssel jar6 bélgyulla-
das, gazgangréna), Clostridium tetani (merevgorcs vagy tetanusz okozdja).

2. Sporafestés

A Schaeffer és Fulton altal 1933-ban leirt festési eljarast az endosporak ki-
mutataséra és a vegetativ sejtektdl valo elkiilonitésiikre hasznaljak. A kettés fes-
tés soran els6ként malachitzolddel, majd ezt kovet6en szafraninnal torténik a
festés. A vegyi tton eléallitott malachitzold festék nevét onnan kapta, hogy szine
hasonlit a szép zo6ld szin(, réztartalmu, féldragakéként ismert malachit asvany-
hoz. Kémiai képlete (IUPAC): C,,H, CIN,, 4-[(4-dimetilaminofenil)-fenil-metil]-
N,N-dimetil-anilin. Hig vizes oldatat akvéariumi fert6tlenit6szerként is hasznal-
jak a halak és ikraik parazitas, gombas és bakterialis megbetegedései ellen.
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A spérafestés els6 1épéseként malachitzoldet hasznélnak. Mivel az endosp6-
rat kortilvevé spérafalnak van egy keratinszer(i fehérjébdl allo, festésallo rétege,
a malachitzold bejuttatasa a spéra belsejébe forralassal torténik (agressziv festési
eljaras). A bazikus szinez6anyagokhoz tartoz6 malachitzold szines, Gn. kromofér
csoportja pozitiv toltést (kation jellegti), igy az endospéraba bejutva a malachit-
z06ld a spéra savas jellegii alkotérészeihez, a nukleinsavakhoz és fehérjékhez ko-
tédik, egyenletesen megfestve a sporat. A festést kovetd, vizzel torténé oblitéskor
a malachitzold nem mosddik ki a spérdbol. A malachitzold az endospéraval nem
rendelkezd vegetativ sejtet is megfesti, de a z6ld festék az oblités sordn kimosédik,
igy a vegetativ sejtek elszintelenednek.

A mésodik, szafraninnal torténé festés szerepe, hogy a vegetativ sejtek ro-
zsaszintre fest6djenek és ezaltal lathatéva valjanak. A szafranin (akércsak a ma-
lachitzold) a bazikus szinezéanyagokhoz tartozik, és a nukleinsavakhoz és fehér-
jékhez kotédve egyenletesen megfesti a vegetativ sejtet. A szobahémérsékleten
alkalmazott szafranin festék nincs hatassal az endosporakra, mivel nem jut be
ezek belsejébe, igy azok tovabbra is megdrzik kordbbi zold sziniiket.

A gyakorlat menete:

A gyakorlat soran vizsgélt baktérium az élelmiszer-mérgezést okozé Bacillus
cereus. Elvégzendd feladatok:

* kenetkészités;

e szaritas levegdn;

* rogzités langnal;

* festés két 1épésben:

1. 1épés: festés malachitzslddel

— a kenetre vékony szlir6papircsikot tesziink, majd malachitzold oldatot cse-
pegtetiink ra;

— a targylemezt alulrdl gazégé langjaval 1-2 percig melegitjik, mig 3-4 alka-
lommal g6zt bocsat ki; ha sziikséges, a festékoldatot pétolni kell;

— a kenetet hagyjuk kihtlni;

— lemosas csapvizzel;

2. 1épés: festés szafraninnal vagy fukszinnal 1 percig
— lemosas csapvizzel;
— szaritas levegén;

* mikroszképos vizsgalat (100x objektivvel).

Ertékelés:

A mikroszkdpi vizsgalat sordn megfigyelhetd, hogy a vegetativ sejtek vo-
rosre, a kiilonallé spordk pedig zoldre fest6dnek (10. 4dbra). Talalhatunk olyan
vegetativ sejteket is, amelyekben benne van a spora.
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10. abra. Mikroszkdpi preparatum vegetativ sejlekkel és spordakkal



5. ELOSEJTSZAM-MEGHATAROZAS
TENYESZTESES MODSZEREKKEL

A laborgyakorlat célja:
Az élelmiszer-mikrobiol6gidban a vizsgélt élelmiszerminték él6csiraszam-
meghatarozasa céljabél alkalmazott szabvanyos mddszerek elsajatitasa.

Elméleti hattér:

A gyakorlatban legtobbszor a tenyésztéses él6csiraszam-meghatarozasi mod-
szereket alkalmazzak, mivel elsGsorban az é16, szaporodni képes (hasznos vagy
karos valtozast el6idéz6) mikroorganizmusok szamanak a kimutatédsa a fontos.
Az erre a célra altaldnosan hasznalt mdédszerek a hatarhigitasos, a lemezontéses
és a szélesztéses élGsejtszam-meghatarozasok.

A hatérhigitasos m6dszer esetében a sejtszamot nem kozvetleniil olvassuk le,
hanem statisztikai alapon szamitjuk ki, és a tenyésztést folyékony tapkozegben
végezzilk. Lemezontés és szélesztés esetén a tenyésztés szilard taptalajon vagy
taptalajban torténik, a kifejl6d6é mikroorganizmus-telepek kozvetleniil megszdm-
lalhaték. Mivel szilard taptalajon akkor is egyetlen telep fejlédik ki, ha tobb sejt
Osszetapad, vagy a sejtek lancot vagy sejthalmazokat képeznek, ezért a kinétt
telepek szdma nem mindig egyezik meg a taptalajra leoltott szuszpenzio sejtsza-
maval. Ezt fejezi ki a telepképzé egység (TKE) elnevezés.

A vizsgalandé anyagbdl szuszpenzidt készittink, amit fokozatosan addig
higitunk, amig az é16 sejtek szdma a tenyésztés utan értékelhet6vé valik. A hi-
gitasi sor elsé tagja az alaphigitas (torzsszuszpenzio). Folyékony élelmiszerek
(pl. viz, must, bor, tej, gyimolcslé) esetén ennek elkészitése nem sziikséges:
a vizsgaland6 anyag megfelel6 mennyiségl és aszeptikus koriilmények kozott
vett mintaja szolgdl a higitasi sor elsé tagjaul. Vizzel elegyedd vagy vizben ol-
d6dé anyagok mintdib6l ismert mennyiséget mérhetiink higitéfolyadékba az
alaphigités elkészitése céljabol. Szilard anyagokat apritani és egynemiisiteni kell
a szuszpenzio elkészitéséhez. Az egynemisitéshez legcélszertibb homogenizalé
késztiléket hasznélni.

A higitéfolyadék steril élettani (fiziol6gids) s6oldat (0,9% NaCl) vagy pep-
tonviz (0,1% pepton, pH=7,0) lehet. Leggyakrabban 10 ml (vagy gramm) mintat
adunk 90 ml higit6folyadékhoz.

Az alaphigitasbél tobbnyire tizszeres higitasi léptékkel készitjiikk a higi-
tasi sor tovabbi tagjait. A higitasok elkészitésekor minden 1épésnél 1j, steril
pipettahegyet hasznalunk. Ugyelni kell a pipettazas pontossagara, tovabba az
aszeptikus munkara.
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A mezofil aerob mikrobédk szdma adja az egyik leghasznosabb tajékoztatast
az élelmiszer mikrobioldgiai allapotarél. Ebben a mikrobaszamban tiikrozédik
a nyersanyag, a feldolgozasi méd vagy a késztermék mikrobiolégiai-higiéniai
mindsége.

A nagy élésejtszam gyakran azt jelzi, hogy a nyersanyag mar nem friss,
erésen szennyezett volt, vagy a technolégiaban nem tartottdk be az el6irt hé-
mérséklet, id6- és mas értékeket, vagy a feldolgozas elhanyagolt higiéniai ko-
rilmények kozott folyt. A mezofil aerob mikrobaszam bizonyos esetekben az
egészségligyi mindség megitélésére is alkalmas, féleg olyan élelmiszereknél,
amelyekben normaélis tarolasi kortilmények kozott a mikroorganizmusok nem
szaporodhatnak (pl. szaritmanyok, fagyasztott termék).

5.1. Hatarhigitasos élésejtszam-meghatarozas
(MPN-médszer)

Elméleti hattér:

A moédszerrel a milliliterenkénti legvalészintibb éldcsiraszamot (Most Pro-
bable Number, MPN) hatarozzuk meg. A vizsgélt anyag alapszuszpenziéjat addig
higitjuk, mig az utolsé higitds 1 ml-ében mar feltehet6en nincs é16 sejt. A higi-
tdsokbol t6bb parhuzamos leoltast végziink folyékony tapoldatba, és a szapo-
rodast mutaté kémcsovek szamabdl matematikai (statisztikai) alapon késziult
tablazatok (Hoskins-féle tablazat) segitségével meghatarozzuk a legval6szintibb
él6sejtszamot.

A megkivant pontosséagtél fiiggéen higitasonként 3-3, 4-4 vagy 5-5 parhuza-
mos leoltast végziink. Altaldban 1 ml-t oltunk be folyékony taptalajba. Az eléirt
tenyésztési id6 eltelte utan a szaporodést mutaté kémcsovek szdménak és higita-
si szintjének ismeretében a Hoskins-féle tdblazatokbdl a kulcsszam segitségével
meghatarozzuk a legvaldszintibb éldsejtszamot (1. tablazat).

A kulcsszam az a haromjegyti szam, amelynek els6 szamjegye azt mutatja,
hogy hdny kémcs6 pozitiv abban a legnagyobb higitdsban, amely még maxima-
lis szam1 pozitiv kémcsovet eredményezett (példdul ha 3 parhuzamos leoltést
végeztiink, akkor lehetéleg 3). A méasodik szamjegy az ezutdn kovetkezd higitdsi
lépcsében talalt pozitiv kémcsovek szaméat adja meg. A harmadik szamjegy pedig
a kovetkez6 nagyobb higitas pozitiv kémcsoveinek szamara utal. A legvaldszi-
nibb élécsiraszamot a tablazatbél a kulcsszam alapjan kikereshetd alapérték
segitségével tgy kapjuk meg, hogy az alapérték szdmjegyét megszorozzuk a
kulcsszdm elsé szamjegyéhez tartozoé higitasi fokkal. A leggyakrabban alkalma-
zott a higitasonkénti 3-3 parhuzamos leoltas.
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1. tablazat. Hoskins-féle tablazat a milliliterenkénti legvaldsziniibb él6sejtszam
meghatdrozasahoz, higitdsonként 3-3 leoltds esetén

Kulcsszam Kulcsszamnak meg- Kulcsszam Kulcsszamnak meg-
felel alapérték felel6 alapérték
000 - 200 0,91
001 0,3 201 1,4
002 0,6 202 2,0
003 0,9 203 2,6
010 0,3 210 1,5
011 0,61 211 2,0
012 0,92 212 2,7
013 1,2 213 3,4
020 0,62 220 2,1
021 0,93 221 2,8
022 1,2 222 3,5
023 1,6 223 4,2
030 0,94 230 2,9
031 1,3 231 3,6
032 1,6 232 4,4
033 1,9 233 5,3
100 0,36 300 2,3
101 0,72 301 3,9
102 1,1 302 6,4
103 1,5 303 9,5
110 0,73 310 4,3
111 1,1 311 7,5
112 1,5 312 12,0
113 1,9 313 16,0
120 1,1 320 9,3
121 1,5 321 15,0
122 2,0 322 21,0
123 2,4 323 29,0
130 1,6 330 24,0
131 2,0 331 46,0
132 2,4 332 110,0

133 2,9 333 -
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5.1.1. Fagyasztott zoldség mezofil aerob sejtszamanak
a meghatarozdsa MPN-modszerrel

A gyakorlat menete:

Sterilen kimériink 10 g-ot a vizsgélt fagyasztott zoldségmintabél és 90 ml
higit6folyadékba helyezzik, majd megfeleléen homogénezzik. Ezt kovetéen hi-
gitasi sort készitiink 10° higitasig. Minden higitdsbél 3-3 parhuzamban, 1-1 ml-t
oltunk pipettdval 9 ml Nutrient tapoldatot tartalmazé kémcsovekbe. Inkubalas
37 °C-on 48 6raig torténik.

Ertékelés:

Figyeljiitk meg az egyes higitdsok esetében a szaporodast mutato és a steri-
len maradt kémcsoveket. A kapott eredmények alapjan megadjuk a kulcsszamot,
a Hoskins-féle tablazatbol kikeressiik a kulcsszamnak megfelel$ alapértéket, és
végiil meghatarozzuk az 1 ml-ben 1év6 sejtszdmot.

5.2. Lemezontéses élosejtszam-meghatarozas
Elméleti hattér:

A vizsgaland6 anyaghol alapszuszpenzi6t, illetve higitasi sort készitiink. A meg-
felel6 higitasokbdl az el6re el6készitett és feliratozott Petri-csészékbe 1-1 ml-t pipetté-

a mintabdl készitett
alapszuszpenzio

higitas —s-
1ml 1ml 1

1ml ml 1mi
apleves

10 10? 10°  10* 10° 10°

lemezontés 1 ml-es mintakkal

Foboob b
osv0

sok telep telepek szama

11. abra. A lemezontéses éldsejtszam-meghatdrozas vazlatos dbrazoldsa

(https://www.tankonyvtar.hu/hu/tartalom/tamop425/2011_0001_521
Elelmiszer-mikrobiologia/ch10.html)
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zunk. Ezutan a sterilezett, majd 45-50 "C-ra visszahtit6tt agaros téptalajbél 15-15 ml-t
ontiink minden Petri-csészébe. Ezt a hémérsékletet a mikroorganizmusok par percen
keresztiil még karosodas nélkiil elviselik. Ovatos kérkoros mozgatassal elkeverjiik az
1 ml-nyi inokulumot a taptalajban, majd hagyjuk megszilardulni. Megszilarduléas utan
a Petri-csészét felforditjuk, ezutdn inkubétorba helyezziik, és az el6irt h6mérsékleten
és ideig kitenyésztjikk a mikrobakat. Ertékelésnél lehetsleg azokat a Petri-csészéket
vegyiik figyelembe, amelyeken a telepszam 30 és 300 kozé esik (30 alatt a relativ hiba
erésen megnd, amig 300 felett nagyon nehéz a szamlalas) (11. dbra).

5.2.1. Fliszerpaprika mezofil aerob mikrobaszamanak
a meghatdrozasa lemezontéssel

A gyakorlat menete:

Kimériink 10 g fliszerpaprikat a frissen felnyitott tasakbol, 90 ml higit6folya-
dékot tartalmazé lombikba ontjik és megfeleléen homogénezziik. Higitasi sort
készitink (10°-ig) (12. 4bra). Steril pipettaval a legnagyobb higitas felél indulva
1-1 ml mennyiségeket mériink két pairhuzamban Petri-csészékbe. 15-15 ml 45 °C-
ra visszahtitott Nutrient taptalajt toltiink a Petri-csészékbe, majd alaposan elke-
verjik. Megszilardulas utén felforditott 4llapotban 48 6réig inkubéljuk 37 °C-on.

12. abra. Fiiszerpaprika-mintabdl készitett alapszuszpenzié és higitasi sor

Eredmények és értékelés:

Az azonos higitédshoz tartozo, 30-300 kozotti szamban telepet tartalmazé Petri-
csészékben megszdmoljuk a telepképzik szamat, atlagoljuk, és a higitasi fok figye-
lembevételével megadjuk a paprikadrlemény mezofil aerob sejtszamat (db/g vagy
TKE/g).
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5.3. El6sejtszam-meghatéarozas szélesztéssel

Elméleti hattér:

Az elkészitett taptalajt steril Petri-csészékbe ontjitk és hagyjuk megszilar-
dulni. A vizsgaland6 anyaghdl torzsszuszpenziot, majd higitési sort készitiink
10* higitasig. Minden higitasbdl 2-2 parhuzamban 0,1 ml-nyi mennyiségeket
pipettdzunk a Petri-csészékben levé taptalajok feliiletére. Ez tovabbi 10-szeres
higitast jelent, mert a sejtszamot 1 ml-re szoktuk megadni. A szuszpenzi6t steril
hajlitott tivegbottal (széleszt6bot) egyenletesen elkenjiik a taptalaj feliiletén. Ezt
koveti az inkubalas az el6irt h6mérsékleten és megfeleld ideig. Inkubélas utan
a telepszamok alapjan kiszamitjuk az eredeti minta milliliterenkénti élésejtsza-
mat.

Ertékelés:

Megszamoljuk a telepeket azokon a lemezeken, ahol mar kiilon 4ll6 telepek
fejlédtek, és meghatarozzuk az 1 ml mintdnak megfelel6 élésejtszamot, figyelem-
be véve a higitast és azt, hogy a taptalaj feliiletére 0,1 ml mintét szélesztettiink.

5.3.1. Fliszerbors mezofil aerob mikrobaszamanak
a meghatarozasa szélesztéssel

A gyakorlat menete:

Kimériink 10 g fliszerborsmintat, és 90 ml steril higit6folyadékot tartalmazo
lombikba tessziik. Alapos Gsszerdzéas utan higitasi sort készitiink (10%*-ig). A hi-
gitasokbdl 2-2 parhuzamban 0,1 ml-t pipettazunk a tdpagarlemezekre, és alko-
holba martott, leégetett, majd visszahtitott szélesztébottal egyenletesen elszé-
lesztjik. Nagyon fontos az egyenletes szétkenés, mert a szdmlélhat6sag ettél fiigg
a késébbiekben. Az inkubalés 48 oraig tart 37 °C-on.

Eredmények és értékelés:

Az azonos higitashoz tartozé, 30-300 kozotti szamban telepet képezett Petri-
csészékben megszamoljuk a telepképzok szamat, atlagoljuk, és a higitési fok, va-
lamint a 0,1 ml bemérésébdl eredé 10-es szorzéfaktor figyelembevételével meg-
adjuk a fliszerbors mezofil aerob sejtszamaét (db/g vagy TKE/g).



6. SPORAS BAKTERIUMOK SZAMANAK
MEGHATAROZASA

6.1. Szaritmanyok aerob spéras baktériumszamanak
a meghatarozasa. A Bacillus cereus jelenlétének
kimutatasa szelektiv taptalajon

A laborgyakorlat célja:

Az aerob és anaerob spoéras baktériumok élelmiszerekben val6 el6fordulési
kovetkezményeinek megértése, a szennyezédési forrdsok megismerése és a ki-
mutatasi modszerek alkalmazasa.

Elméleti hattér:

A konzervek gyartasanal, gyiimolcs- és zoldségszaritmanyok készitésénél
alkalmazott kiilonboz6 hékezelési eljarasok (pl. sterilezés, pasztérozés, szaritas)
hatasara a vegetativ baktériumsejtek jelentds része éltaldban elpusztul, a spéras
baktériumok azonban megérizhetik életképességiiket. Az aerob mezofil spéra-
szdm felvilagositast ad a hékezelés elégtelenségérdl, vagy f6zott, pasztérozott
termékeknél a varhaté romlasrdl. Az aerob spérés baktériumok az altalanos
szennyezettséget jelz6 indikator mikroorganizmusok csoportjaba tartoznak.

A spéras baktériumok kimutatasanak elve azon alapszik, hogy a vizsgélt
terméket 10-15 percig 80 °C-on kezeljiik, melynek hatasara elpusztulnak a vege-
tativ sejtek, majd a spéras baktériumokat optimalis kortilmények kozé helyezve
(tapkozeg, hémérséklet) kitenyésztjiik, és szamukat az él6sejtszam-meghatarozasi
modszerek valamelyikével meghatarozzuk.

Elelmiszeripari szempontb6l a spéras baktériumok elsésorban a hékezeléssel
tartositott készitményekben mint romlést okozok jonnek tekintetbe. A mezofil Bacillus
fajok tobbsége 20-40 °C hémeérsékleten, valamint pH = 5-9 kozott jol szaporodik.
A Bacillusok elsédleges él6helye a talaj, ahonnan a spérak a leveg6be kertilve szét-
terjednek, és kornyezetiinkben mindenhol eléfordulnak. Gyakran megtalalhatok
a kulonféle élelmiszerekben: zoldségeken, gabonén, szaritményokon, fiszereken,
tejporban. A nagy mezofil aerob spéraszamu fliszerek és adalékanyagok romlast
okozhatnak az enyhén hékezelt késztermékekben (példaul huskészitményekben)
is. Ritkan konzervek romlasat is okozzédk, ha a pH 4,5-nél nagyobb.

A Bacillus cereus baktérium talajlaké, sporai élelmiszerekben és adalékanya-
gokban kis szdmban gyakran megtaldlhatok (13. dbra). El6fordul gabonaféléken,
széritmanyokban, fliszerekben, tejtermékekben (tiléli a pasztérozést), keményi-
t6tartalmia termékekben. Feltételesen kérokozod, az infektiv dézis 10° sejt vagy
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spora/g. Elelmiszer-mérgezést okoz, hanyéasos vagy hasmenéses tipust tiinetekkel.
El6fordulhat, hogy a Bacillus cereus torzs mindkét enterotoxint termeli, és el-
arasztja vele az élelmiszert. Ez esetben erés hanyas és gyenge hasmenés egytittesen
jelentkezhet. Kiillonféle gabonék és rizs feliiletes konyhatechnikai feldolgozasa és
szobahémérsékleten valo tarolasa, akar koretként vagy toltelékként, lehetGséget
nyujt a B. cereus sporédk kicsirdzasara, a baktériumok elszaporodésara és az en-
terotoxinok nagy mennyiségl kivélasztésara az ételbe. A Bacillus cereus, mivel
obligat aerob baktérium, a bélcsatorndban nem szaporodik, itt mar nem termel
enterotoxinokat. Etelmérgezést a taplalékban mar benne 16v6, korabban termelt
enterotoxinjaival okoz.

13. abra. A Bacillus cereus baktérium mikroszkdpi képe

A zoldségszaritmanyok gyértdsa soran alkalmazott el6f6zés célja elsésorban
az enzimek inaktivalasa, valamint jelentés sejtszamcsokkenté hatasa is lehet. Az
el6f6zés nem pusztitja el a spérakat, ezért Bacillusok, termofil sporaképzsk és
szulfitredukalé Clostridiumok gyakran kimutathaték a zoldségszaritmanyokbdl.
A zo6ldségféléket édltalaban forré levegével szaritjak. A viz parolgédsa kovetkezté-
ben a termék belsejének hédmérséklete 45 °C alatt marad, annak ellenére, hogy a
szaritélevegd hémérséklete 80-100 °C-os. Ezért a szdritas alatt nem kovetkezik be
jelentés mikrobaszdm-csokkenés. A termék nem megfelelé (egyenetlen) elhelye-
zése a szaritotalcakon vagy a széllitdszalagon helyenként nedvesebb zénakat hoz
létre, ami szintén kedvez a mikroorganizmusok szaporodasanak.

A zoldségszaritmanyok kis vizaktivitdsuknak koszonhetéen romlasmentesen
eltarthaté termékeknek tekintheték. Tarolds kozben a hémérséklet-ingadozas ha-
tdsara a csomagolt termékben vizvandorlas és kondenzvizképzidés kovetkezhet
be, ami a ttlélé mikrobédk szaméra kedvezd életfeltételt jelenthet. A szaritmanyok
visszanedvesitése vagy nagy vizaktivitasa készételekhez val6 felhasznéldsa mik-
robiolégiai szempontbél kedvezétlen. A szaritmanyok maradék mikrobidtaja féleg
baktériumsporakboél és penészgombaspérakbol all. Viszonylag kis nedvességtar-
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talomnal (0,85-0,93 a_értéknél) a penészgombak szaporodnak el, a jobban visz-

szanedvesitett (a, > 0,96) szaritményokban a baktériumspérék is kicsirdzhatnak.
A Bacillus cereus, a Clostridium botulinum és a C. perfringens baktériumok

sporainak jelenléte talaj eredet(i szennyezédésként lehetnek jelen a terméken.

A gyakorlat menete:

Kimériink 1 g zoldségszaritmanyt és 9 ml higit6folyadékot tartalmazé kém-
cs6be ontjik. Ezutan 4-5 percig kémcsbkever6 segitségével szuszpendaljuk. Uta-
na 80 °C-os vizfiird6be helyezziik 15 percre. H6kezelés utdn 6vatosan hiitsitk
le csapvizzel, majd készitstink higitasi sort (10%-ig), amelyekbdl higitdsonként
2 parhuzamban 1-1 ml-t pipettazunk a steril Petri-csészékbe. Ezt koveti a lemez-
ontés Nutrient taptalajjal, majd a taptalaj megszilarduldsa utan a 48 o6raig tarté
inkubélas 37 °C-on.

A hékezelt alapszuszpenziébdl és az abbdl késziilt higitdsokbdl 0,1 ml-t pipet-
tazunk Bacillus cereus kimutatasara alkalmas szelektiv taptalajt tartalmazé Petri-
csészékbe, és steril széleszt6bot segitségével szétszélesztjiik a taptalaj feliiletére.
Ezt koveti az inkubélés 48 6raig 37 °C-on.

Eredmények és értékelés:

A szélesztés esetén alkalmazhaté telepszamlalasi szabalyokat figyelembe
véve meghatarozzuk a vizsgélt szaritményban kimutathaté mezofil aerob spdras
baktériumok szamat.

Az alkalmazott szelektiv tdptalajnak megfelel6en megfigyeljitk a Bacillus ce-
reus baktériumra jellemz6 telepeket, majd meghatarozzuk a telepképzé egységek
szdmét a szélesztésnek megfelels élGsejtszam-meghatarozéssal. Példaul a Chro-
moBio Cereus Base szelektiv tdptalaj esetében a B. cereus baktériumtelepek kék
szintiek attetsz6 széllel (14. dbra). Ezen a téptalajon kifejlédhetnek a B. subtilis
baktérium telepei is, melyek szintén kék szintiek, de a telep széle nem é&ttetszé.

14. abra. Aerob spdrds baktériumok telepei szelektiv taptalajon
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A kapott eredmények alapjan kovetkeztetéseket vonunk le a vizsgélt termék
mindségére vonatkozodan, a romlast okozo vagy az esetleges feltételesen korokozo
baktériumok jelenléte vagy hianya alapjan.

6.2. Anaerob spéras baktériumok szamanak
a meghatarozasa 6rolt borsbél és fiiszerpaprikabol

A laborgyakorlat célja:

Az adalékanyagok a huskészitmények szennyezd mikrobiotajanak gyakori
forrasai. A gyakorlat soran ftiszerekben (bors, paprika) taldlhat6 anaerob spéras
baktériumok szamat hatarozzuk meg.

Elméleti hattér:

A Clostridiumok igen elterjedtek a természetben, talajban, vizi tilledékek-
ben. Spéréik talélik az oxigén hatdsét, a kiszaradéast és a magas hémérsékletet,
majd kedvezé feltételek kozott, alkalmas tdpanyagok jelenlétében kicsirdznak
és elszaporodnak. Vannak koztiik szénhidratbonték, fehérjebontok, szénhidrat-
és fehérjebontdk, valamint specializalt tdpanyag-hasznositék. Eléfordulnak ter-
mofil és pszichrofil képvisel6k is. Ezen tulajdonsagaik alapjan ezek az anaerob
sporas baktériumok, ellenallva a feldolgozo és tartdsité miiveleteknek, az élelmi-
szerek jelentds romlast okozé tényez6i. Szamos Clostridium patogén, amelyek a
termelt toxinok altal kiillénféle megbetegedéseket okoznak. Ezek koziil a legjelen-
tésebb fajok a Clostridium botulinum és a C. perfringens. A fekalis szennyez&dés
altal el6fordulhatnak zoldségeken, fliszereken, a htisban és a tejben, valamint az
ezekbdl késziilt termékekben.

A mezofil Clostridiumok szaporodasdnak hémérsékleti tartomanya 10-50 °C,
pH-tartoménya 5-9 kozotti. Romlést okozo, f6ként rothaszté anaerob baktériu-
mok. A fehérjék, peptidek, aminosavak erjesztésével kellemetlen szagti termékeket
(merkaptéan, putreszcin, kadaverin) és gdzokat (H,S, NH,, CO,, H,) képeznek. Ilyen
fajok példaul a Clostridium bifermentans, C. putrefaciens, C. histolyticum.

Az anaerob mezofil baktériumszam kimutatédsaval az ételmérgezést okozo
anaerob Clostridiumok szamara, illetve jelenlétére kovetkeztethetiink.

A gyakorlat menete:

A vizsgaland¢ fiiszerb6l kimériink 10 g-ot és hozzaadjuk 90 ml higitéfolya-
dékhoz. Alapos 6sszerdzas utan ebbdl az elsd higitasbol tovabbi higitdsokat ké-
szitiink a 9 ml higitéfolyadékot tartalmazé kémcsovekben, a 6. higitdsi szintig.
Minden higitasbél 1-1 ml-t pipettdzunk 3 parhuzamban a tioglikolatos tapfolya-
dékot és paraffint tartalmazé kémcsovekbe. A kémcsoveket 15 percre 80 °C-os
vizfiird6be allitjuk. Ez id6 alatt a paraffinréteg megolvad és a felszinre emelke-
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dik. A vegetativ sejtek elpusztulnak. Hékezelés utan a kémcsoveket hideg vizben
gyorsan visszahttjiik, ekkor a paraffinréteg megdermed és elzarja az oxigén be-
diffundélasédnak a lehet6ségét. A kémcsoveket 3-4 napra 37 °C-os hédmérsékletre
beallitott termosztatba helyezziik.

Az anaerob sporés baktériumok szdmanak meghatarozasat végezhetjtik szélesz-
téssel is, amikor a megfelel6 higitdsokbdl 0,1 ml-t szélesztiink tioglikol4tos taptalaj
feltiletére steril széleszt6bot segitségével. Az inkubalas ez esetben anaerob koriil-
ményeket biztosité dobozban torténik 3-4 napig 37 °C hémérsékleten (15. abra).

15. abra. Baktériumok tenyésztése anaerob dobozban

Eredmények és értékelés:

A pozitiv eredményt mutaté kémecsovek (zavarosodas és gaztermelés, amit
a paraffindugdé felemelkedése jelez) szdma alapjan Hoskins-tdblazat segitségével
hatarozzuk meg a fliszer 1 g-jdban levé anaerob spdras baktériumok legvalszi-
n(ibb sejtszamat.

Szilard téptalajon torténd tenyésztés esetén a szélesztéssel torténd élbsejt-
szdm-meghatarozasos modszernek megfelel6en adjuk meg a csiraszdmot.



7. MIKROSZKOPIKUS GOMBAK KIMUTATASA ES
VIZSGALATA KULONFELE ELELMISZEREKBOL

7.1. Eleszt6gombak kimutatasa és vizsgalata

A laborgyakorlat célja:

Az élelmiszeripari szempontbol jelentds élesztégombak vizsgalata mikrosz-
képi preparatumok segitségével, izoldldsuk kiilonféle névényi anyagokrol, vala-
mint a higiéniai indikatorok és romlast okozdk jelenlétének a kimutatésa.

Elméleti hattér:

Az élesztégombak egysejtli eukari6ta szervezetek. Az éleszt6knek koszonhe-
t6 a kenyér kelesztése, a sor és a bor erjesztése és sok mas anyagcseretermék ipari
termelése. Az éleszték a természetben elterjedtek, f6ként a névényeken, néhany
faj a talajban fordul eld, masok az allati szervezetekben vagy rovarokkal tarsulva
él. Kevés korokozé fajuk ismert. Vegetativ szaporodasuk éltalaban sarjadzassal
torténik, mely folyamat soran szdmtart6 osztédéssal a sejtmag kettéosztédik, és
egyik fele, a citoplazma és egyes sejtalkotok egy kis részével egyitt, az anyasejt-
b6l kidudorodé sarjsejtbe vandorol. A sarjsejt leftizédik, és a populécié egyede-
ként 6nallé életet kezd. Az élesztdsejtek alakja tobbnyire gomb, ovélis vagy hen-
geres, de a sejtek meg is nytlhatnak és alhifak képzédését mutatjak. A fonalas
és sarjadzoé sejtes alakot véltogatni képes gombékat dimorf gombaknak nevezik.
A sejtalak megvaltozasat 4ltaldban a kornyezet oxigén és/vagy szén-dioxid-tartal-
ma, a hasznosithaté szénhidrattartalom és més kornyezeti tényezdék valtjak ki.

Az éleszt6gombék heterotréf aerob szervezetek, a fakultativ anaerob fajok
jellegzetes alkoholos erjesztést végeznek. A glikolizis ttjan képz6dott piroszélésav
acetaldehiddé dekarboxilezddik, majd etilalkoholla redukalédik. Elelmiszerekben
altalanosan el6fordulnak, kiilonosen a cukortartalmi termékekben és olyan élel-
miszerekben, amelyek a baktériumok szaporodasdnak nem kedveznek. Tejtermé-
kekben és huiskészitményekben is taldlhaté néhény éleszt6gomba faj.

A Saccharomyces az egyik legismertebb és gyakorlati szempontbdl legfonto-
sabb nemzetség. Idetartoznak az erjedési iparokban és a siit6élesztéként alkalma-
zott fajok (pl. S. cerevisiae, S. bayanus, S. pastorianus).

A Dekkera, a Debaromyces és a Zygosaccharomyces fajok leggyakrabban
spontén erjedésekbdl izolalhatok. Egyes Zygosaccharomyces fajok (pl. Z. rouxii,
7. bailii, Z. lentus) ozmotolerancidjuk, savakkal és tartésitészerekkel szembeni
ellenallasuk miatt élelmiszerromlést okozo élesztégombak.
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A Candida fajok kozul egyesek humanpatogének, példaul a Candida albicans,
masok élelmiszerromléast okozhatnak. Vannak fajok, amelyek a must spontan er-
jesztésében vesznek részt 1-2% alkoholtartalmu kozegben.

A gytumolcsalapt uditSitalokban gyakran el6fordulnak éleszt6gombak.
A gyart6 tizemben az alap- és segédanyagokban, berendezésekben, tartdlyokban,
palackokban szamolni kell a jelenlétiikkel. A rovarok az élesztégombak kozvetit6i
lehetnek. A legtobb éleszt6 nem tud szaporodni a gyiimolcslevekben, ezért higi-
éniai indikatornak tekinthet6k. Az élesztésejtek hGérzékenyek, és csak kevés éli
tal a 1ékoncentralast vagy a paszt6rozést. Az élesztégomba aszkospérai azonban
10 °C-kal is nagyobb hémeérsékletet is képesek tlélni, mint a vegetativ sejtek. Az
élesztk okozta mikrobioldgiai romlés megnyilvanulhat gdzképzéssel, zavarossag-
gal, hartya vagy tiledék képzidésével, idegen iz kialakulésaval.

Uditéitalok készitésekor a stiritmények, szérpok felhigitasakor a kozeg sok
tényezdje optimalissa valik az éleszt6gombdk szdméra (pl. konnyen asszimilal-
haté szénhidrétok, sziikséges nitrogén- és foszfortartalmi vegytiletek jelenléte, a
pH-érték). A CO,-nyomas tidit6italokban alkalmazott nagysigban altaldban nem
okoz szamottevé gétlast a fermentativ anyagcserét folytaté éleszt6gombaknél. Az
uditditalok romlasanak 90%-at élesztégombak okozzak.

A borkészitésben hasznos szerepet jatsz6 boréleszték elsGsorban a Saccha-
romyeces cerevisiae, masodsorban a S. uvarum fajhoz tartoznak, annak kiilonb6z6
fiziologiai valtozatat alkotjak. A Zygosaccharomyces és a Torulaspora nemzetség-
hez tartozo fajok a palackos borok gyakori romldsokozéi.

A gyakorlat menete és értékelése:

7.1.1. Az élesztégombék vizsgalata nativ preparatum segitségével

Nativ mikroszképi preparatum segitségével megfigyelhetjiik az é16 éleszt6gom-
olyan élelmiszerekbdl, melyek az élesztégombak okozta romlés jeleit mutatjdk, mint
példaul dzsemekbdl, bef6ttekbdl, gyiimolcslevekbdl. Egy csepp mintat cseppentiink
a targylemezre és fed6lemezzel lefedjiik. Mikroszkép alatt 40x-es nagyitasi objektiv-
vel megvizsgaljuk a preparatumot, és megfigyeljik az élesztGgombékat.

7.1.2. Elesztégombak vizsgalata é16 festett készitményekkel
(vitalis festés)

El6 sejtek festésére azok a kis koncentraciéju festékoldatok alkalmasak, ame-
lyek a sejtek membrénjan athatolnak. Bejutva a citoplazméba és a killonb6z6 sejt-
szervecskékbe, megfestik azokat anélkil, hogy a sejtek szerkezetét kérositanak.
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A metilénkék festékoldattal torténé vitalis festés esetén az élettelen és él6 sejtek
megkiilonboztetését az teszi lehet6vé, hogy az él16 sejt citoplazmajéba kevés meti-
lénkék tud behatolni, és a dehidrogenaz enzim hatésara az is szintelen leuko-me-
tilénkékké redukélédik. Az elhalt sejtek membranja azonban fokozott mértékben
atereszt6vé valik a festékkel szemben, ezért a sejtek rovid id6 alatt kékre szinez6d-
nek (16. dbra). Az él6 és elhalt sejtek aranya alapjan gyorsan és egyszertien képet
kaphatunk arrél, hogy a tenyésztés vagy bizonyos folyamatok (példaul fermenté-
ci6) soran hogyan valtozik a mikroorganizmusok életképessége.

16. abra. Saccharomyces cerevisiae szuszpenzioé mikroszkopi képe vitalis festés utan

A vitélis festést két kiillonboz6 esetben alkalmazzuk. Az egyik esetben kii-
lonféle, kereskedelemben forgalmazott siit6élesztékbél készitiink szuszpenziét
fiziologias sdoldatban, és meghatarozzuk az é16 és elhalt sejtek aranyat. A masik
esetben pedig kiillonb6z6 erjed6 sz6lémustbdl vesziink mintét, és elvégezve a
vitélis festést kimutathatova valik az életképes élesztégombasejtek ardanya.

Egy csepp szuszpenziét (mintat) cseppentiink a targylemezre, és fedélemezzel
fedjiik le. A fed6lemez egyik széléhez helyezziink sztir6papircsikot, az atellenes ol-
dalra pedig kis csepp metilénkék festéket tegytink. Mikozben a sztir6papir szivja a
szuszpendal6 vizet, helyére metilénkék oldat aramlik a fed6lemez ala. Mikroszkép
alatt 40x-es nagyitasu objektivvel megvizsgéljuk a preparatumot. Megfigyeljiik a mik-
roszkopi képen lathat6 sarjadzo6 és nem sarjadzé élesztGgombasejteket, meghatérozzuk
10 latotérben az €16 és az elhalt sejtek szamat, és megadjuk ezek ardnyat szazalékban.

7.1.3. Eleszt6gombak izolalasa szelektiv taptalajon
Kilonféle friss gytimolesok (pl. alma, szilva, sz616) és zoldségek (pl. salata, pa-

radicsom, uborka) feliiletérél szarmazo 10 g mintat adjunk hozza 90 ml steril higité-
folyadékhoz, és alaposan keverjiik 6ssze. Az igy kapott alapszuszpenziobol 0,1 ml-t
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szélesztink kiilonféle, a mikroszkopikus gombék kimutatéséra alkalmas szelektiv
téptalajok feliiletére (Hefe-Glucose agar, Rose Bengal agar, komplex téptalaj). Ezt ko-
veti az inkubélas 30 °C-on 3-5 napig. Az inkubalast kovet6en megfigyeljiik a kifejl-
dott, az éleszt6gombakra jellegzetes vajkonzisztencidju telepeket, és meghatérozzuk
a telepképz6 egységek szamat. Nativ mikroszkopi preparatum segitségével megfi-

Az izolalt éleszt6gombakbol tiszta tenyészeteket készitiink, amelyek felhasz-
nélhatok tovabbi vizsgalatokhoz (példaul az izolalt élesztégombak alkoholtoleran-
cidjanak a kimutatdsahoz; a h6mérséklet, pH, ozmotikus nyomas, tartésitészerek-
kel szembeni tir6képesség vizsgélatahoz).

17. abra. Levelek feliiletérdl izolalt élesztégombak mikroszkdpi képe

7.1.4. Elesztégombak szdméanak meghatarozasa iiditéitalokbél

Kiilonféle gytimolcsalapu tiditditalokbdl 10x-es és 100x-os higitasokat vég-
ziink steril fiziol6gias s6oldat segitségével, majd ezt kovetSen kioltunk szélesz-
téssel komplex téptalaj feliiletére a mintakboél, valamint a higitasokbol. Ezt koveti
az inkubalés 30 °C-on 3 napig.

Az inkubalast kovetéen a kifejlédott éleszt6gomba-telepek szdma alapjan
megadjuk az élesztégombak szdmat, az eredményt 1 liter uditital-mennyiség-
re vonatkoztatva. A kapott eredmények alapjan kovetkeztetéseket vonhatunk le
a vizsgalt udit6ital mindségére vonatkozdan. A magas élesztégombaszam jelzi a
nyersanyag gyenge mindségét, valamint a gyartastechnolégia soran eléforduld
hidnyossagokat. Az éleszt6gombaszam meghatédrozésa elvégezhet§ membransziiré
berendezés segitségével is.
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7.2. A mikroszkopikus penészgombak kimutatasa
és vizsgalata

A laborgyakorlat célja:

Elelmiszereken el6fordulé penészgombak kimutatasa és mikroszképi vizs-
galata, amely fontos az esetleges mikotoxinogén penészgombak beazonositasa
szempontjabol.

Elméleti hattér:

A mikroszkopikus gombak sejt- és telepmorfologidjukat tekintve igen val-
tozatos élélénycsoportot képviselnek. A legtobb mikroszkopikus gomba telepet
alkot. A gombatelep altalaban hifakbol 4ll, a gombakra jellemzd, fonalas, cs6sze-
ri képzédményekbdl. A hifak gyakran elagaznak, egymassal 6sszekottetéseket
létesithetnek, és igy bonyolult halézatot formalnak, amelyet micéliumnak ne-
veziink. Mind az ivartalan, mind pedig az ivaros szaporodédsuk valtozatos sejtti-
pusokat foglal magaba, és az egyes gombacsoportok morfolégiailag és geneti-
kailag jol jellemezhetd életciklussal rendelkeznek. A spéraképzbédést kornyezeti
tényez6ék indukaljak (példdul a tapanyagforrasok kimeriilése, a hémérséklet, a
szén-dioxid- és a paratartalom valtozasai). A penészgombak konidiumai, spérai
a levegdvel terjednek, igy konnyen szennyezhetik az élelmiszerek nyersanyagait
és a csomagolatlan késztermékeket.

A penészgombék altaldban aerob, heterotréf szervezetek. Szénforrasként
ktilonbozé szerves vegytileteket tudnak hasznositani, koztiik a cellulézt és mas
Osszetett szénhidratokat, valamint a fehérjéket is, mivel sokféle extracellularis en-
zimet termelnek. A kornyezeti tényezék széles hatarai kozott tudnak szaporodni.
Az oxigénen kiviil leginkdbb a nedvességet igénylik, de tobbségiiknek a szubszt-
ratum néhany szazalékos viztartalma, a leveg6 szokasos paratartalma elegendd.
A penészgombak kozé szamos, igen kis vizaktivitast elviseld faj tartozik (példaul
a Monascus bisporus, Aspergillus glaucus). A hémérsékleti igény szerint altala-
ban mezofilek, de vannak koztiik pszichrofilek is, amelyek a hiit6hdzban tarolt
élelmiszereinken is elszaporodnak (példaul a Penicillium expansum). Kedvelik a
savas pH-t, de széles pH-tartomédnyban tudnak szaporodni.

Anyagcsere- és élettani tulajdonsagaik alkalmassé teszik a penészgombéakat
arra, hogy kozilik kertiljenek ki a térolt élelmiszeripari nyersanyagok és a rakta-
rozott ipari termékek leghatékonyabb karositéi. ElsGsorban gytimolesok, stitéipari
termékek, fliszerek, szaritméanyok, szaritott gyiimolcsok, liszt, cerealiak, dzsemek,
mogyoro, egyes tejtermékek és hiiskészitmények penészedését valtjak ki. Az élel-
miszerek romlasédban f6leg harom élettani csoport jatszik szerepet: a szérazsagtiro,
a hidegtlir6 és a h6tlir6 penészgombék.

Egyes penészgombékat felhasznalnak az erjesztett, keményité alapu élelmi-
szerek, valamint his- és tejtermékek el6allitasanal. Penészgombék fermentécidja-
val antibiotikumokat, egyéb gy6gyaszati termékeket és szerves savakat, valamint
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enzimeket éllitanak el6. A penészgombék tevékenysége élelmiszereinken tobb-
nyire kéros folyamatként, romlasként jelentkezik.

A jelentds gazdasagi veszteségen tl szamos penészgomba élelmiszer-egészség-
ugyi veszélyt is jelent, toxikus anyagcseretermékeik, a mikotoxinok képzése miatt.
A mikotoxinok masodlagos anyagcseretermékek, nincs szerepitk a gombak normal
anyagcseréjében, azonban szerepet jatszanak a gombafajok egymas kozti és a baktéri-
umokkal szembeni vetélkedésében. Ezek a masodlagos anyagcseretermékek altaldban
sejtmérgek (citotoxikumok), amelyek az egyes sejtalkotékra (példaul membranokra)
vagy sejtfunkcidkra (példaul fehérje- vagy nukleinsav-szintézis) hatnak.

Az ember a mikotoxinokkal t6bbnyire nem kozvetleniil, hanem a névényi
vagy allati eredet(i taplalék szennyezettsége révén talalkozik. Az ember egészségé-
re hato leggyakoribb tényez6k kozott a rakkeltd, a fejlédési rendellenességet okozd,
a szaporoddképességet csokkentd, az immunszuppressziv és az idegrendszert ka-
rosité hatasok emlithet6k. A mikotoxinok (péld4ul aflatoxin, ochratoxin) kiill6nos
veszélyessége annak tulajdonithatd, hogy rendkiviil hatékony méreganyagok, igen
kis koncentraciokban hatnak, és a kis dézisok hatdsa kumulalodik. Fontos miko-
toxintermel6 gombafajok példaul az Aspergillus flavus, A. ochraceus, Penicillium
verrucosum, P expansum, Fusarium graminearum és a F. poae. Az Aspergillus fajok
altalaban tarolt termékeken fordulnak el8, példaul gabonaféléken, magvakon és
fliszereken. A Penicillium verrucosum xerofil penészgomba elsésorban a mérsé-
kelt égovben termesztett gabonédkon taladlhat6, de hustermékekbdl is izolaltak.
A pszichrotrof P expansum 6 forrdsa a romlasban 1évé alma és korte. A Fusarium
graminearum egyike a leggyakoribb névénypatogén penészgombaknak. A Fusa-
rium poae elterjedt biizan, kukorican és arpan. Az élelmiszerekben mas toxikus
gombadk is elterjedtek, mint példaul a Cladosporium, a Mucor és a Stachybotrys.

A gyakorlat menete és az eredmények értékelése:

7.2.1. Penészgombak kimutatasa ftiszerekbdl és lisztbél

A frissen kinyitott tasakbol leldngolt vegyszerkanallal kimériink 10 g-ot a
vizsgélt fliszerbdl (példaul fiszerpaprika) és 90 ml higit6folyadékba helyezziik,
majd alaposan 6sszekeverjiitk. Higitasi sort készitiink 10 higitasig, amelybél hi-
gitasonként 2 parhuzamban 0,1 ml mennyiséget pipettazunk Czapek Dox téptalaj
felilletére, majd alkoholba martott, leégetett és lehtitott tiveg szélesztébot segitsé-
gével egyenletesen szétkenjiik a taptalaj feliiletén. Inkubéalas 28 °C-on 3-5 napig.
Ezt a munkamenetet megismételjiik a vizsgalt lisztmintak esetében is.

Az inkubdélast kovetéen a szelektiv taptalajon konnyen felismerheték a jel-
legzetes penészgomba telepek és egyszertien megallapithat6 az 1 g mintédban levé
szdmuk (18. dbra, 19. dbra). A penészgombaszam meghatdrozasanal ne feledjik
figyelembe venni, hogy a higitdsokb6l 0,1 ml-eket szélesztettiink.
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19. abra. Provence fiiszerkeverékbdl kifejléditt penészgombdk
Czapek Dox taptalajon

7.2.2. A penészgombak mikroszképos vizsgalata

A vizsgalt mintédkbdl kifejlédott penészgombatelepekbél nativ mikroszké-
pi preparatumokat készitiink és megvizsgaljuk mikroszképpal. A sejt- és telep-
morfoldgiai tulajdonsdgok, valamint a konidiumok elhelyezkedése (20. dbra),
elrendezddése alapjan hatarozokonyv segitségével megprébéljuk megallapitani
a vizsgélt penészgomba rendszertani besorolasat (21. dbra, 22. abra, 23. dbra).
A kapott eredmény alapjan kovetkeztethetiink a termék esetleges mikotoxinnal
val6 szennyezdédésére is.
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20. abra. A Penicillium és az Aspergillus nemzetségbe tartozé penészgombdk
jellegzetes konidiumfejének szerkezete

A) Penicillium chrysogenum (t6bbszorosen eldgazoé ecset),
B) Aspergillus parasiticus (egysoros fej), C) Aspergillus niger (kétsoros fej)
(https://www.tankonyvtar.hu/hu/tartalom/tamop425/2011_0001_521_
Elelmiszer-mikrobiologia/ch03s03.html)

21. abra. Aspergillus niger mikroszkopi képe
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22. abra. Penicillium nemzetségbe tartozé penészgomba mikroszkopi képe

23. abra. Az Alternaria és a Fusarium nemzetségbe tartozé penészgombdk
jellegzetes konidiumainak mikroszkopi képe



8. ELELMISZER-EREDETU MEGBETEGEDEST
OKOZO BAKTERIUMOK IZOLALASA
SZELEKTIV TAPTALAJOKON

A laborgyakorlat célja:

Az élelmiszer-biztonsagi szempontbdl jelentds baktériumok izolélaséra al-
kalmas szelektiv taptalajok megismerése és alkalmazasa a laboratériumi gyakor-
latban kiilonféle élelmiszermintdk mikrobiol6giai vizsgalata soran.

Elméleti hattér:

A taptalajok a mikroorganizmusok tenyésztésére szolgald, meghatarozott
Osszetételd, szilard vagy folyékony kozegek, amelyek a mikroszervezetek élet-
miikodéséhez sziikséges tapanyagokat felveheté forméaban tartalmazzéak. Ossze-
tételiik szerint lehetnek természetes eredetiiek vagy szintetikusak. A természetes
eredetti taptalajok valamilyen természetes anyagot vagy kivonatot tartalmaznak
(pl. burgonya, élesztd, pepton), amelynek ¢sszetev6i pontosan nem ismertek.
A szintetikus taptalajok kémiai 6sszetevéi pontosan meghatarozottak.

Alkalmazas szerint a tdpkozeg szolgédlhat altalanos, szelektiv vagy differen-
cialé tenyésztésre, és szolgdlhat valamely mikroba dusitaséra is. Az alaptaptalaj
sokféle mikroorganizmus tenyésztésére alkalmas, a mikrobak szaporodasahoz
szlikséges alapanyagokon kiviil speciélis anyagokat nem tartalmaz. A szelektiv
taptalajok olyan tapkozegek, amelyek egy vagy csak néhdany mikrobafaj szaporo-
dasét tgy biztositjak, hogy mas mikroorganizmusok szaporodésat lassitjak vagy
megakadalyozzak. A gatlast elérhetjiik gatléanyagok, antibiotikumok adagolasaval
vagy alacsony pH-értékek kivélasztédsaval. A differencialé taptalajok a mikroor-
ganizmusok egyes anyagcseretermékeinek kimutatésara alkalmas adalékanyagot
tartalmazoé tapkozegek.

A MacConkey agar neutral voroset, kristalyibolyéat és epesokat tartalmaz. Ga-
tolja a Gram-pozitiv baktériumokat (a kristalyibolyanak koszonhetGen), és serkenti
a Gram-negativ baktériumok fejl6dését. Az Escherichia coli baktérium rézsaszint/
piros telepeket képez a taptalaj feliiletén (24. abra).

A TBX Chromo agar olyan szelektiv taptalaj, amely az E. coli élelmiszer-
mintakbdl valé izolalasara alkalmas. Osszetételében megtalalhaté kazein-pepton,
epesok, X-B-D-gliikuronid. A taptalajon kifejlédé E. coli telepek turkizkék szintiek
(24. abra).

Az XLD téptalaj a Salmonella és a Shigella baktériumok kimutataséra egya-
rant alkalmas élelmiszer- és klinikai mintakbdl. A taptalajon kifejlédott Salmo-
nella-telepek piros szintiek, esetenként a telep kozepe megfeketedik, mivel a tio-
szulfatok metabolizalasa soran kén-hidrogén képzdédik (25. abra).
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A CHROMagar™Salmonella szelektiv taptalaj segitségével elkiillonithet6k
az élelmiszermintdkbdl szarmaz6 jellegzetesen lilara szinez6dé Salmonella bak-
tériumtelepek. Osszetételében a taptalaj peptont, élesztékivonatot, kromogén és
szelektiv szubsztrétot tartalmaz (25. 4bra).

N\ =

24. abra. Escherichia coli baktériumtelepek MacConkey és TBX Chromo agar
szelektiv taptalajokon

(https://www.researchgate.net/figure/E-coli-colony-morphology-on-MacConkey-agar-
plate-Presumptive-identification-of-E-coli_fig2 319130632, https:/www.fiers.be/
fr/produits/life-science/microbiologie/chromogenic-agars/tbx-chromo-agar-1)

25. abra. Salmonella baktériumtelepek XLD és CHROMagar™Salmonella
taptalajokon

(https://www.researchgate.net/figure/Salmonella-spp-on-XLD-Agar
fig2 274080438, http://www.chromagar.com/clinical-microbiology-chromagar-
salmonella-focus-on-salmonella-species-27.html#.XfVGqWQzbIU)
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A Mannitol Salt Agar szelektiv taptalaj a Staphylococcus aureus baktéri-
um kimutatasara és izolalasara alkalmas. Osszetevéi kozott kiemelt jelentésége
van a 7,5% NaCl-tartalménak, amely egy szelektiv tényez6t képvisel, ugyanis a
Staphylococcus baktériumokon kivil a tobbinek a fejlédését &ltaldban gatolja.
Tartalmaz még mannitolt és fenolvoros indikatort. A S. aureus képes fermentalni
a mannitolt, a pH-véltozéas kovetkeztében a taptalaj szine sargara véltozik a kis
sérga szinl baktériumtelepek koral (26. abra).

A Bacillus cereus baktérium kimutatdsara hasznalhaté szelektiv tapkozeg
példéul a ChromoBio® Cereus Base téptalaj. A tdptalajon kifejl6dé B. cereus te-
lepek kék szintiek fehér opélos széllel, a B. subtilis telepek szintén kék szinfiek,
viszont fehér opélos szél nélkil.

26. abra. Staphylococcus aureus telepek Mannitol Salt Agar tdptalajon
(https://www.fishersci.com/shop/products/mannitol-salt-agar-15-pk/r01581)

A gyakorlat menete és értékelése:

Els6 1épésben elkészitjiik a kivalasztott vizsgalt baktériumok (Escherichia
coli, Salmonella sp., Staphylococcus aureus, Bacillus cereus) izolélasara alkalmas
szelektiv taptalajokat és steril Petri-csészékbe toltjiik. A tdptalajok megszilardulasa
utdn oltokacs segitségével a baktériumtenyészetekbdl szélesztéssel leoltunk a meg-
felel szelektiv taptalaj feltiletére a szintenyészet készités mdodszerét alkalmazva
négy szektorba (27. abra).

Ha a szélesztést megfeleléen végeztiik, akkor az utols6 szektorban kiilon
allo telepek fejlédnek ki, és ezaltal megfigyelheték a jellegzetes telepmorfolégiai
tulajdonsagok az adott szelektiv tdptalajon.

A 37 °C-on 48 6réig tart6 inkubélast kovet6en megfigyeljuk a vizsgalt bakté-
rium esetében a kifejl6dott telep alakjat, szinét, esetenként a taptalaj szinének a
valtozésat (pl. a szénhidréatok fermentacidja soran).
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27. abra. Szintenyészet létrehozdsa négy mezdben torténd szélesztéssel
(Lukacsovics, 2002)



9. A SZAPORODAS HOMERSEKLET-IGENYENEK
A MEGHATAROZASA

A laborgyakorlat célja:
A baktériumok szaporodasanak vizsgalata eltéré hémérsékleti értékek mellett,
valamint az alacsony és a magas hémérséklet bakteriosztatikus hatdsdnak kévetése.

Elméleti hattér:

A mikroorganizmusok szaporodasat és élettevékenységét meghatarozo leg-
fontosabb kornyezeti tényez6 a hémérséklet. A hémérséklet valtozasa befolya-
solja a szaporodasi sebességet, a végso sejtszamot, a sejt kémiai dsszetételét stb.
A maximaélis hémérséklet felett a mikroorganizmusok elpusztulnak, mig a mini-
maélis hémérséklet alatt talélhetnek ugyan, de szaporodasuk megall.

A hémérséklet-minimum az a hémérséklet, amely alatt a mikroorganizmus
nem képes szaporodni (életjelenségek, bizonyos mértéki anyagcsere azonban még
lehetséges). A hdmérséklet-optimum az a hdmérséklet, ahol maximalis sebességii
a szaporodas (az egyes anyagcserelépések, termékképzés sth. optimuma azonban
nem feltétleniil esik egybe a szaporodés optimalis hdmérsékletével). A hdmérsék-
let-maximum az a h6mérséklet, amely felett mar szaporodést nem tapasztalunk
(az anyagcsere azonban még nem feltétleniil all le).

A legtobb mikroba a mezofilek kozé tartozik (optimalis hémérséklet: 30—
40 °C), koztiik talaljuk az élelmiszerekben el6fordulé kérokozoékat is. A konzerv-
iparban kiilonos jelent6ségtiek a nagy hémérsékleti optimum termofil baktériu-
mok. A termofilek legfontosabb képvisel6i a Bacillus és a Clostridium fajok. A ko-
zepes hémérsékleten és a viz fagypontja kozelében is j6l szaporodé pszichrotrof
mikrobédk kozé szdmos romlast okozo6 baktérium (Enterobacter, Serratia, Vibrio,
Aeromonas), éleszté- és penészgomba tartozik (példaul a Candida, Rhodotorula,
Cryptococcus, Mucor, Rhyzopus, Penicillium nemzetségekhez tartozo egyes fajok).
A valédi hidegkedveld, pszichrofil mikroorganizmusok maximaélis szaporodasi
hémérséklete nem haladja meg a 20 °C-ot. A pszichrofil baktériumok nagy része
Gram-negativ, aerob faj. Elelmiszerekben gyakoriak a Pseudomonas és rokon nem-
zetségek képvisel6i, az Alcaligenes, Acinetobacter, Flavobacter fajok. A talajbél
nagy szamban keriilhetnek élelmiszerekre pszichrofil Gram-pozitiv baktériumok
is (Arthrobacter, korineformok, sporaképzék). A korokozé baktériumok tobbsége
nem szaporodik 5 °C-nél kisebb hémérsékleten, kivétel a Listeria monocytogenes,
a Yersinia enterocolitica és a Clostridium botulinum E tipusa. Ha egy mikroba képes
is szaporodasnak indulni alacsony hémérsékleten, a lappangasi id6 tobb napra is
megnyulik, a generaciés id6 is érakkal meghosszabbodik.



9. A SZAPORODAS HOMERSEKLET-IGENYENEK A MEGHATAROZASA 59

A szaporodas minimaélis és maximalis hémérsékleti hatarait azonban csak
kozelit6leg lehet megadni, mert azok nemcsak fajonként, hanem azonos térzsnél
is véaltoznak az egyéb kornyezeti tényezdk (pl. pH) hatasara.

A gyakorlat menete:

A vizsgalt mikroorganizmust vonaskultdra formajaban oltjuk a Petri-csé-
székben 1év6 szilard taptalaj feltiletére. Ha egy Petri-csészébe a téptalaj feliileté-
re egymas mellé, kiilonb6z6 szektorokba, tobbféle mikrobat oltunk, tigyelni kell
arra, hogy egymaéssal ne érintkezzenek, és a Petri-csészék aljan megfelelen fel
legyen tiintetve a neviik.

A baktériumok esetében Nutrient taptalajt, a mikroszkopikus gombéak eseté-
ben komplex taptalajt (pepton 10 g, glikéz 40 g, élesztSkivonat 10 g, agar 20 g,
desztillalt viz 1000 ml) haszndlunk. A Petri-csészék tetejére felirjuk a tenyésztési
hémérsékletet (5, 20, 37, 55 °C), és 48 o6raig (a mikroszkopikus gombék esetében
5 napig) a megfelel6 hémérsékleten inkubaljuk.

A vizsgalathoz elsGsorban az élelmiszerek szempontjabél jelentds mikro-
organizmusokat vélasztunk ki, példaul Pseudomonas fajokat, Escherichia coli,
Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus
niger, Penicillium sp.

Eredmények és értékelés:

Az inkubalasi id6 elteltével a termosztatbol kivessziik a tenyészeteket, és
megfigyeljiik a szaporodds mértékét a hémérséklet fiiggvényében (28. dbra). Az
eredményeket a 2. tdblazatban foglaljuk 6ssze. A szaporodast + jellel, az igen j6
szaporodast ++ + jellel, a szaporodés hianyét — jellel rogzitsiik a tdblazatban.

28. abra. Szaporodas eltéré hémérsékleteken
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2. tablazat. Mikroorganizmusok szaporoddsa a hémérséklet fiiggvényében

Vizsgalt mikroorganizmus 5°C 20 °C 37°C 55 °C

Pseudomonas fluorescens

Escherichia coli

Bacillus cereus

Staphylococcus aureus

Saccharomyces cerevisiae

Aspergillus niger

Penicillium sp.




10. FAGYASZTOTT ELELMISZEREK
MIKROBIOLOGIAI VIZSGALATA

A laborgyakorlat célja:

A fagyasztast tulélé baktériumok kimutatdsa, amelyek a gyorsfagyasztott
termékek helytelen tarolédsa, a hlit6ldnc megszakadésa esetén a termék romla-
sét okozhatjak, vagy mint kérokozok lehetnek jelen.

Elméleti hattér:

A gyorsfagyasztott termékek megfeleléen fagyott dllapotban mikrobiolégiai
romlas nélkil gyakorlatilag korlatlan ideig eltarthat6k. Ennek feltétele a folyama-
tos és megszakitas nélkili hiit6lanc. A fagyasztas, majd az azt kovetd mélyhttés
alatt a mikroorganizmusok csak részben pusztulnak el. A fagyott élelmiszerben
csak azok a mikrobédk tudnak szaporodni, amelyek minimalis hémérséklete elég
kicsi, és amelyek egyidejtileg elviselik a kis vizaktivitast is, pszichrofilek és xero-
toleransok egyszerre. Ezek a mikroorganizmusok (példaul a Pseudomonas fluores-
cens, Acinetobacter anitratus, Bacillus insolitus) képesek szaporodni -5-10 °C-on
is, ha az élelmiszerben még folyékony allapott viz marad. A szaporodas azonban
lasst, a generacios idé 2-10 nap.

A mikroorganizmusok fagyasztassal szembeni ellenéllé képessége kiilonbo-
z6. Egyesek gyorsan elpusztulnak, masok a fagyasztasi folyamat alatt sejtkaroso-
dast szenvednek, és késébb a fagyott tarolas alatt pusztulnak el, megint méasok
viszont a fagyasztast kdrosodés nélkil talélik (baktériumspoérédk, Gram-pozitiv
kokkuszok). A Gram-negativ baktériumok érzékenyebbek a fagyasztasra.

A pusztulas kivéalté oka a jégkristdlyok képzbdése és a vizaktivitds csok-
kenése. Lasst felengedtetés alatt lehetéség nyilik a mikrobaszaporodas megin-
dulasara. A mikrobék kiilonb6z6 érzékenysége miatt a mikrobiota 6sszetétele a
fagyasztas utan jelentésen kiilonbozhet a fagyasztas el6ttihez képest. Altalaban
jellemz6 a Gram-pozitiv baktériumok feldasulasa. A pusztuldas mértékét az élel-
miszerek 6sszetevéi mint védGanyagok csokkenthetik.

A felengedtetett termékben mindig taldlhaték mikroorganizmusok, amelyek
romlast okoznak, valamint szdmolni kell a korokozdk tilélésével is. A termék
tipusatol, a nyersanyag minéségétél, a technologiatol, a higiéniai viszonyoktél
faggben a gyorsfagyasztott élelmiszereken valtozatos Gsszetételii és altalaban
jelent6s nagysdgt (10°-10° TKE/g) mikrobiota marad, amely a felengedtetést
kovet6en a termék gyors romlésat okozza.

A fagyasztva tarolt élelmiszerek érzékszervi, tdplalkozastani és mikrobiol6-
giai tulajdonsagait tobb tényezd befolyasolja, ezek a kovetkezék: a nyersanyagok
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mindsége, a nyersanyagok feldolgozasa a fagyasztés elé6tt, a fagyasztas sebessége
és modja, a tarolasi paraméterek (a hémérséklet és a relativ nedvességtartalom),
a fagyasztva tarolas idGtartama, a csomagolas mindsége.

A fagyasztott zoldségfélék esetében a fagyasztas el6tt rendszerint el6f6zést
alkalmaznak, a blansirozas 90-100 °C-on, néhény percig tart, ami 2-3 nagysag-
renddel csokkentheti a mikrobés szennyezettséget. Az el6f6zés utan a lehet6
legrovidebb id6 alatt le kell hiiteni és fagyasztani a terméket. Fagyasztott zoldsé-
gekrol gyakran izolalhatok Enterobacter, Pseudomonas, Bacillus fajok, mikrokok-
kuszok és tejsavbaktériumok. A patogén baktériumok (Staphylococcus aureus,
Salmonella enterica, Escherichia coli, Listeria monocytogenes) jelenléte silyos
higiéniai hidnyossdgokra vagy az el6f6zés elégtelenségére utal.

A gyiimolcsoket dltalaban nyersen fagyasztjdk, mert az el6f6zés megvaltoz-
tatnd az allagat. Kivételt képeznek a siitéipari termékekhez hasznélt fagyasztott
gyumolcsok. A gyorsfagyasztott gyimolcsok dltaldban penészgombaspoéréakat,
éleszt6gombékat és tejsavbaktériumokat tartalmaznak.

A megfeleléen fagyasztott htis mikrobasan nem romlik meg. A mikroor-
ganizmusok fokozatosan kihalnak a fagyasztasi hémérsékleten, de enzimjeik
(lipazok, lipoxidazok) rezisztensek és aktivak maradnak -30 °C-ig. -5 és -10 °C
kozotti tarolasi h6meérsékleten bizonyos élesztégombak (Leucosporidium scotti)
és penészgombéak (Cladosporium herbarum) képesek szaporodni, kis foltokat
alkotnak a husok feliletén.

A gyakorlat menete:

A gyakorlat soran kiilonféle gyorsfagyasztott élelmiszereket (fagyasztott
z0ldségek és gyiimolcsok, fagyasztott htiskészitmények, fagyasztott stitemény-
alapanyagok) vizsgalunk, és meghatarozzuk az élésejtszamot lemezontéssel.

A gyorsfagyasztott élelmiszerbdl felengedtetés utdan 10 g mintat mériink egy
90 ml steril higit6folyadékot tartalmazo6 lombikba, amelyben tébbszor felrazva és
osszekeverve 20 percig tartjuk. Ezt kovet6en higitasi sort készitiink (10° higita-
sig). A megfeleld higitdsokbdl két parhuzamban 1-1 ml mennyiségeket mériink
Petri-csészékbe. Ezt kovetben 15-15 ml 45 °C-ra visszahtitott Nutrient taptalajt
toltiink a Petri-csészékbe, majd alaposan elkeverjiik. Megszilardulds utan fel-
forditott 4llapotban 48 6raig inkubéaljuk 37 °C-on.

A mikrobiolégiai vizsgalatok soran elvégezzik a Listeria monocytogenes
baktérium kimutatésat is, mivel ez a baktérium &ltalaban kimutathat6 fagyasztott
z0ldségfélékbbl. Az alapszuszpenziobdl, valamint a 10, 102 és 10°-as higitdsok-
b6l leoltunk két parhuzamban 0,1-0,1 ml-t szélesztéssel Listeria monocytogenes
kimutatésara alkalmas szelektiv tdptalajra (példaul Listeria mono Differential
Agar taptalaj). Ezt koveti az inkubélas 37 °C-on 48 édraig.
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Eredmények és értékelés:

Az azonos higitdshoz tartoz6, 30-300 kozotti szamban telepet tartalmazoé
Petri-csészékben megszamoljuk a telepek szamat, atlagoljuk, és a higitéasi fok
figyelembevételével megadjuk a vizsgalt gyorsfagyasztott élelmiszer mikroba-
szamat (TKE/g).

A szelektiv taptalaj feliilletén kifejl6dott, a Listeria monocytogenes baktéri-
umra jellemz6 alaka és szint telepeket is megszdmlaljuk, és a szélesztéses te-
nyésztési eljarasnak megfelel6en meghatarozzuk a baktériumok szamat (TKE/g).



11. 0ZMOZIS-HATASOK VIZSGALATA
MIKROORGANIZMUSOKON

A laborgyakorlat célja:

A cukrozéssal és s6zéssal megvaldsithaté vizelvonasos tartositas antimikro-
bialis hatasanak vizsgalata kiilonféle élelmiszeripari szempontbél jelentés mik-
roorganizmusok esetében.

Elméleti hattér:

Ha a mikroorganizmus sejtmembranjdnak két oldalan az oldatok téménysége
kiilénbozik, akkor a membranra haté nyomas is kiilénb6zé lehet. Az ozmézisnyo-
mas nagysaga fligg az oldott anyag koncentréaci6jatol és kémiai minéségétsl. A kon-
centraci6tol fliggéen a kémiai anyagok hatasa lehet pozitiv (serkenti a baktériumok
novekedését) vagy negativ (baktericid) hatés, illetve kozombos. Példaul a gliikoz
0,5-2%-ban értékes tapanyag a heterotréf baktériumok szaméra, magas koncentracio
(20-40%) esetén plazmolizalé hatést vélt ki.

A kilonbozé oldatok, tapkozegek ozmozisnyomésa hatast gyakorolhat a
mikroorganizmusok élettevékenységére. A cukroknal a kisebb molekulasilytaak
a gatlobbak, a sk a novekedd vegyértékkel és molekulasillyal a toxikusabbak.
A mikroorganizmusok nagy része a s6tartalmat lényegesen kisebb koncentracié-
ban viseli el, mint az oldott szerves vegyiileteket (pl. cukrokat). Amig cukorbdl a
60-65 stlyszazalékos oldatban is torténhet szaporodas, addig oldott s6kbdl ma-
ximalisan 20%-osban, és az elviselés hatara 26% (a Halobacterium esetében).
Halofil baktériumok példaul a Micrococcus varians, a Staphylococcus carnosus,
a Paracoccus denitrificans, a Serratia marcescens. Egyes ozmofil éleszt6gombak
80%:-o0s cukorkoncentraciot is képesek elviselni. A Zygosaccharomyces lentus 60%
cukortartalom mellett is képes szaporodni és romlast okozni.

A vizelvonasos tartésitas megvalosithaté a szabad viztartalom lekotésével,
cukrozassal, s6zdassal is. Féként cukrozassal készitheték tartds, kozvetleniil fo-
gyaszthat6 termékek (példaul dzsemek, szorpok, gytimolcszselék, lekvarok). Az
ilyen termékek mikrobioldgiai biztonsagat tovabbi tényezék — példaul alacsony
pH, aszeptikus csomagolas — segitik el4. S6zassal halak, hasok, zoldségek tar-
tésithatok. A nagy soétartalom miatt ezek kozvetleniil nem, csak kidztatas utan
fogyaszthaték.

A s6 konzervél6 hatdsanak megnyilvdnulasai a kovetkezok:

— a sejtnedvek ozmotikus nyomasanak novelése kovetkeztében a romlast
okoz6 mikrobdk elveszitik vitalitasukat;
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— a termék dehidratdldasa, a mikrobédk aktivitdsdhoz rendelkezésre allé viz
mennyiségének csokkentése;

—az oxigén oldékonysagénak csokkentése a paclében (az aerob romlést okoz6
mikrobak gatlasa).

A munka menete:

A vizsgalt mikroorganizmus-tenyészetekbdl sejtszuszpenziét készitiink. Mi-
utan steril kémcsovekbe kipipettaztuk a megfelelé konyhasé-, illetve cukortar-
talmu tdpoldatokat (10 ml/kémcsé), a kiilonboz6 koncentraciéju tdpoldatokba
0,1 ml mikroorganizmus-szuszpenziét oltunk le.

Vizsgélt mikroorganizmusok: Escherichia coli, Micrococcus luteus, Staphylo-
coccus aureus, Serratia marcescens, Bacillus cereus, Pseudomonas fluorescens,
Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus niger.

Eredmények és értékelés:

A 3. tdblazat felhasznalasaval értékeljiik a vizsgalt mikroorganizmusok szapo-
rodasat, illetve annak elmaradasét. A penészgombék a feltilleten képeznek telepet.
A szaporodas egyéb forméi: zavarosodas, tiledékképzidés stb.

3. tablazat. Mikroorganizmusok tenyésztése kiilonbézé NaCl-
és szacharéztartalmii taplevesekben

Vizsgalt mikroba Konyhasétartalom, % Cukortartalom, %
2 4 6 10 20 5 10 20 30 40

Escherichia coli

Micrococcus luteus

Staphylococcus aureus

Serratia marcescens

Bacillus cereus

Pseudomonas fluorescens

Saccharomyces cerevisiae

Aspergillus niger

Jelolések: — nincs szaporodds, + gyenge szaporodas, ++ kozepes szaporodas, +++ erds szaporodas.



12. ANTIBIOTIKUMOK HATASANAK
VIZSGALATA ANTIBIOTIKUMKORONGOK
SEGITSEGEVEL

A laborgyakorlat célja:
A kiilonféle antibiotikumok antimikrobés hatasdnak vizsgélata kiillonb6zé
baktériumok esetében.

Elméleti hattér:

Alexander Fleming 1928-ban megfigyelte, hogy a Staphylococcus aureus
baktérium szaporodasa gatolt a Penicillium notatum penészgombatelepek kor-
nyékén. Bebizonyitotta, hogy a gombatenyészet fermentlevének hatéanyaga, a
penicillin okozza a baktériumok pusztuldsat. Az antibiotikumok baktériumok,
illetve gombdk anyagcseréje soran termel6dott olyan vegyiiletek, amelyek kis
koncentraciéban hatésos és specifikus anyagcseregétl6 szerek, amelyek ezéltal
més mikrobékat elpusztitanak vagy szaporodédsukat korlatozzak. A legismertebb
antibiotikumtermel$ baktériumok a Streptomyces és a Bacillus nemzetségbe, a
gombak koziil pedig a Penicillium nemzetségbe tartoznak.

Az antibakteridlis hatds spektruma szerint sziik és széles spektrumu antibi-
otikumok léteznek. A sz(ik spektrumu antibiotikumok a baktériumoknak csak bi-
zonyos csoportjara (pl. csak a Gram-pozitivokra) hatnak. Féleg akkor alkalmazzak,
ha nagy valészintiséggel lehet tudni, hogy melyik baktériumtorzs okozta az adott
fert6zést. A széles spektrumi antibiotikumok szamos, egymastdl rendszertanilag
tavol allé baktériumfajra is hatasosak.

A baktériumokra gyakorolt hatas szerint bakteriosztatikus és baktericid anti-
biotikumokat kiilonboztetiink meg. A bakteriosztatikus antibiotikumok (példaul
a kloramfenikol, az eritromicin) csak gatoljak a baktériumok szaporodasét, de
nem pusztitjak el azokat. A minimalis gatl6 koncentrécié (MIC) az a legkisebb
antibiotikum koncentracié mg/l-ben kifejezve, ami a baktériumok szaporodasat
gétolja. A baktericid hatast antibiotikumok (példdul a vankomicin, a rifampin)
adott koncentradciéban a baktériumpopulacié pusztulasat okozzak. A minimaélis
baktericid koncentrécié (MBC) az a legkisebb antibiotikum koncentracié mg/l-ben
kifejezve, ami a baktériumokat elpusztitja. Az antibiotikumok azéltal fejtik ki ha-
tasukat, hogy karositjak a baktériumok életfontossagu strukturait vagy funkcioit,
példéul a sejtfalszintézist, a sejtmembrant, a DNS-, az RNS- és a fehérjeszintézist.

A rezisztens fajok és torzsek egyre nehezebbé teszik egyes régebben jol kezel-
heté betegségek gyogyitasat. A rezisztencia kialakuldsanak okai lehetnek: a bakte-
ridlis enzimek lebontjak az antibiotikumot, mutécié Gtjdn megvaltozik a sejt azon
célmolekuldja, ahol az antibiotikum kifejti hatasét, a baktérium sejtfal-permea-
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bilitasdnak megvaltozasa. Az atviteli rezisztencia a legjelentésebb rezisztencia-
mechanizmus, ami megvalésulhat konjugécid, transzdukcié vagy transzformacio6
altal. Az R-plazmid dtaddsa Gram-negativ baktériumfajokon belil a torzsek kozott
altalanos, de bekovetkezhet fajok kozott is. Igy keriilhet at polirezisztens plazmid
Salmonella fajokbdl Escherichia coli torzsekre.

Az antibiotikumokat mindig megfelelé dézisban és ideig szabad alkalmaz-
ni. Keriilni kell az antibiotikumok felesleges kombinéci6jat, a sziitkségteleniil
hosszu kezelést.

A gyakorlat menete:

A vizsgalat sordn a korongdiffiziés médszert alkalmazzuk. Nutrient vagy
Miller-Hinton téptalajt tartalmaz6 Petri-csészékbe szélesztéssel leoltjuk a teszt-
mikrobakat az el6z6leg elkészitett megfeleld stirtiségli szuszpenziébdl, majd a
beoltott lemezekre steril csipesz segitségével kereskedelemben kaphat6 antibioti-
kum tartalmu korongokat (Streptomycin 10 ug, Ofloxacin 5 ug, Amikacin 30 mg,
Ampicillin 10 pg, Erythromycin 15 ug, Gentamicin 10 ug, Vancomycin 30 ug,
Rifampicin 5 ug, Tobramycin 10 ug, Cefoxitin 30 ug) helyeziink és 15 percig szo-
bahémeérsékleten tartjuk. Ezt koveti az inkubalas 24-48 6raig, a vizsgélt baktérium
szamara optimalis szaporodasi hdmérsékleten.

A korongra felvitt anyag a taptalajba diffundél, és a diffazié gyorsaségatél, a
hatéanyag mennyiségétdl és a mikroba érzékenységétdl fiiggéen kisebb-nagyobb
gatlasi zonat hoz létre.

Eredmények és értékelés:

Lemérjik a gatldsi zonak atméréjét (mm) az egyes antibiotikumok és vizsgélt
baktériumok esetében (29., illetve 30. dbra). Kévetkeztetéseket fogalmazunk meg
az egyes antibiotikumok hatasanak mértékérdl és a mikrobédk érzékenységével,
rezisztencidjaval kapcsolatban.

29. abra. Az ampicillin antibakteridlis hatdsa kévetkeztében kialakult gatldsi
z6nak a Bacillus subtilis esetében
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30. abra. A sztreptomicin és a gentamicin antibiotikumok hatdsa
az Escherichia coli baktériumra



13. NOVENYI ANTIMIKROBIALIS ANYAGOK
HATASANAK VIZSGALATA

A laborgyakorlat célja:

Novényi eredeti anyagok, kivonatok antimikrobiédlis hatasdnak vizsgalata
és annak kimutatasa, hogy az alkalmazott koncentracié és a gatlas mértékének
fiiggvényében ezek a novényi anyagok felhasznalhaték vagy nem mint természetes
tartésitoszerek.

Elméleti hattér:

A fiiszerek illat- és izanyagokat tartalmaz6 novényi részek (magvak, termések,
viragok, levelek, gyokér, héj), amelyek kis mennyiségben is novelik az élelmiszer
élvezeti értékét. Szdmos fliszer antimikrobialis hatdst vegyiileteket tartalmaz,
amelyeket gytijténéven fitoncidoknak neveziink. A fitoncidok a névények biolégi-
ai védelmét szolgaljak. Ezek kémiailag igen sokfélék, eltérd szerkezettiek, gyakran
ill6olajok, terpének, glikozidok stb. Mikrobiolégiai szempontbél lehetnek altala-
nos mikrobagatlok (pl. benzoesav a fahéjban, szegfliszegben, anizsban, allicin a
fokhagymaban) vagy csak baktériumok, illetve gombék ellen hatasosak (példaul
az eugenol bakteriosztatikus, a mustérolaj pedig éleszt6gombak ellen hat). A fi-
szerek kifejezett ize, illata miatt azonban csak olyan kis mennyiségben adhatok
az élelmiszerekhez, hogy mikrobaellenes hatdsuk nem szamottevd. A fiiszerként
felhasznalt novényfajok szama tébb szazra tehetd. Népszertiségiuk egyrészt az élel-
miszerek izesitésének fokozaséra val6 képességiikkel, mésrészt azok egészségiigyi
elényeivel (példaul az antimikrobialis hatassal) kapcsolatos.

Az ill6olajokat régota hasznaljak az élelmiszeriparban, elsGsorban aroma-
anyagokként, a fogyaszték pedig altalaban elfogadjak a hasznalatukat. Felhasz-
nédlasuknak altalaban egy akadélya van: a nagyon erds aroméjuk, amely az élel-
miszer organoleptikus tulajdonségainak a megvaltozasahoz vezet, ha tdl nagy
koncentraciéban alkalmazzak. A novényi ill6olajok antimikrobialis, antioxidans
és rékellenes hatédsa mellett fontos kiemelni napjainkban az aktiv csomagolas
teriiletén val6 alkalmazasi lehetdségiiket is.

Az illéolajok baktériumellenes hatasdnak fébb helyszinei és mechanizmusai
a kovetkez6k: membrandestabilizacié és -kérositds, a membranlokalizalt meta-
bolikus folyamatok gatlasa, a membranfehérjék karositasa, citoplazmatikus 6sz-
szetevik, anyagcseretermékek és ionok szivargasa. Azok az illéolajok (példaul
kakukkfi-, oregano-illéolaj), amelyek nagy szédzalékban tartalmaznak fenolos ve-
gyltleteket, a legerdsebb antibakteriélis tulajdonsdgokkal rendelkeznek.
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A gyakorlat menete:

A gyakorlat soran kiillonféle fliszernovények (példaul hagyma, fokhagyma,
gyombér) és novényi illéolajok (kakukkfii, oregand, menta, citromf, boréka, zsé-
lya, komény) antimikrobialis hatédsat vizsgéljuk agardiffiiziés médszerrel. A vizs-
gélatokat kiilonféle élelmiszer-biztonsagi szempontbdl jelentés baktérium eseté-
ben végezzik el, mint az Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Salmonella sp., Listeria monocytogenes, Pseudomonas fluorescens.

A kivélasztott baktériumszuszpenziébél 0,1 ml-t Nutrient taptalaj feliiletére
oltunk szélesztéssel. A téptalaj kozepébe steril eszkozzel (példaul steril tivegesé
vagy mianyag pipettahegy segitségével) 10 mm atmérdjti lyukat vagunk, majd
ide 0,1 ml illéolajat pipettazunk vagy steril mozsarban ésszetort fliszernovény-
tormeléket helyeziink. Ezt koveti az inkubalés 24-48 6raig 37 °C-on.

Erds antimikrobidlis hatassal rendelkez6 ill6olajok esetében higitasokat vég-
ziink és meghatarozzuk a minimélis gatl6 koncentraciot (31. dbra). A higitéfolya-
dék (pl. etanol) antibakterialis hatasét is tesztelni kell.

31. abra. A kakukkfii-illéolaj hatdsdra kialakult gatlasi zéndk az alkalmazott
koncentracick (100%, 25%, 4%) fiiggvényében a Listeria monocytogenes
baktérium esetében
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Eredmények és értékelés:

Teljes gatlas esetén a taptalaj feliiletén nem fejlédnek ki a baktériumtelepek.
Ez esetben az adott novényi anyag vagy illdolaj baktericid hatassal rendelkezik.

Részleges gatlés esetén az illdolaj-tartalma lyuk koriil inhibicids (gatlasi) zéna
alakul ki, ez esetben altalaban bakteriosztatikus hatasrél beszélhetiink (32. dbra).

32. abra. Oregdno-illéolaj hatdsa a Bacillus cereus baktériumra

Ellenall6 baktériumok esetében nem alakul ki gatlasi zéna.

A minimaélis gatl6 koncentracié meghatarozasa esetén is értékeljitk a kapott
eredményeket. Minél kisebb ez az érték, annal nagyobb a lehetsége az adott
ill6olaj gyakorlatban val6 alkalmazasénak.



14. TEJ MIKROBIOLOGIAI VIZSGALATA
REDUKCIOS PROBAKKAL

A laborgyakorlat célja:
A tej mikrobiolégiai minéségének kimutatasara alkalmas gyors médszerek
megismerése és a kapott eredmény helyes értelmezése.

Elméleti alapok:

A redukciés probak révén a tejben 16vé mikroorganizmusok szdma kozvetett
aton, gyorsan meghatarozhaté. A csiraszamra a benne 1évé mikroorganizmusok
biokémiai (oxidoredukcios) aktivitasabél lehet kovetkeztetni. Mivel a tejben 1évé
mikroorganizmusok a tej minéségét alapveten befolyasoljak, a proba eredménye
alapjan mindsitik (osztalyokba soroljak) a tejet.

A redukciés aktivitas méréséhez olyan festékeket hasznalnak, amelyek redu-
kalt és oxidalt formaja eltérd szind (tn. redox-indikatorok). A legelterjedtebb ilyen
festékek a metilénkék és a rezazurin. Minél nagyobb a baktériumok szama, annal
intenzivebb a biokémiai aktivitasuk, és az elszintelenedés hamarabb bekovetkezik.

A metilénkék- és a rezazurinprébak eredményét sok tényezd befolyasolja,
ezért a mikrobaszam és a préba eredménye kozott nincs szoros Gsszefiiggés.
A préba azonban alkalmas a nem higiénikusan kezelt (10° sejt/cm’ -nél nagyobb
csiraszamu) nyerstej minésitésére, illetve kivalasztasara. A tapasztalatok szerint
a kis csiraszdm tejek vizsgélatara a metilénkék alkalmasabb, a rezazurin reduk-
cids proba viszont gyorsabb és a gyengébben redukélé hatast baktériumokra
érzékenyebb.

A tej kivalo taptalaj sok mikroorganizmus szdmara, ami a nagy vizaktivitas-
nak, a semleges pH-nak és a gazdag tapanyagtartalomnak tulajdonithatd. A tej
mikrobatartalma és a mikrobiota Gsszetétele nagyon fontos mindségi jellemzé.
A frissen fejt tej — ha kis szdmban is — tartalmaz mikroorganizmusokat (példéul
Pseudomonas, Flavobacterium, Alcaligenes, Bacillus, Micrococcus, Aerococcus,
Staphylococcus fajok). A tejsavbaktériumok a szarvasmarha bérének és tégyének
normal biotdjdhoz tartoznak, igy minden nyers tejben, ha kis szamban is, de
el6fordulnak tejsavbaktériumok. A nyers tej patogén mikroorganizmusokat is
tartalmazhat, mint példaul Salmonella enterica, Campylobacter jejuni, Listeria
monocytogenes, Escherichia coli, Yersinia enterocolitica. A szennyez6 mikroorga-
nizmusok tejben valé el6forduldsanak okai: nem higiénikus fejés, hasznalt edé-
nyek, eszkozok nem megfeleld tisztasdga, rossz helyiség- és személyi higiénia,
fert6tlenités hidnya, rossz hiités.

A feldolgozandé tej 6sszetétele befolyésolja a bel6le késziult tejtermék mi-
ndségét. A tej dsszetétele, az alkotérészek ardnya szdmos tényez6tdl fiigg, mint
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példaul az allat egészségétdl, a tartastol, a takarményozéstol, az évszaktél. Minél
tisztdbban nyerik a tejet, annal konnyebben elkeriilheté a termelési hiba. Bar a
tejet sohasem lehet csiramentesen kifejni, a terhelés mértékét csokkenthetjilk a
tiszta, higiénikus kortilmények megteremtésével. A friss tejet minél elébb fel kell
dolgozni, hosszabb tarolas esetén azonnal htités alkalmazasa sziikséges. A feldol-
gozas higiéniajadhoz a terem- és személyi higiénia, illetve a megfelel tisztitas és
fert6tlenités is hozzatartozik.

14.1. Metilénkék redukcios proba

A legelterjedtebb redukciés préba. Metilénkék alkalmazasakor a tej szennye-
zettségének mértékét a tejhez adott metilénkék elszintelenedésének gyorsasdgan
mérik le. A tejet az id6tartam alapjdn mindsitik. A metilénkék indikator szine
oxidalt 4llapotban kék, redukélva szintelen. A szinatvéltas 0,06-0,01 V redoxpo-
tencial-értéknél kovetkezik be. A redukalt metilénkéket a leveg6 oxigénje vissza-
oxidalja, ezért a probaknal a felszini rétegeket figyelmen kiviil szoktak hagyni.

A gyakorlat menete:

Egy steril kémcsébe 0,5 ml metilénkék frissen el6készitett festékoldatot (5 ml
telitett metilénkék alkoholos oldat, amihez 195 ml desztill4lt vizet adagolunk) és
20 ml 37-40 °C-ra melegitett tejet tesziink, majd a dugoval ellatott kémcsovet ter-
mosztatba vagy vizfiirdébe helyezziik 37 °C-ra. Megfelel6 id6kozonként (20 perc
utan, 2 éra és 5 V% 6ra mulva) figyeljuk az elszintelenedés mértékét (33. abra).

-

33. abra. Tejmintdk szine metilénkék redukcios prébdval
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Eredmények és értékelés:
Az elszintelenedési id6 ismeretében megadjuk a csiraszamot, és ennek alap-
jan meghatérozzuk a tej minéségét (4. tablazat).

4. tablazat. A tej mindsitése metilénkék redukcidés prébaval

Az elszintelene- A tej mindsége Osztaly A val6szinii csiraszam
dési idGtartam 1 ml tejben
5 1/2 6ranél tobb Jo L 500 000 alatt
5 1/2 6ra és 2 6ra kozott Megfelels II. 500 000—4 000 000
2 6ra és 20 perc kozott Gyenge III. 4 000 000-20 millio
20 percnél kevesebb ~ Nagyon gyenge V. 20 milliénal nagyobb

14.2. Rezazurinos préba

Arezazurin (C,,H/NNaO,) indikétor pasztellkék szinti oxidalt forméja 0,2 V és
0 V redoxpotencialnal két 1épésben redukalédik. Szine a redukcié fokatdl fiiggéen
el6bb lila, majd rézsaszinti, késébb teljesen szintelenné vélik.

A gyakorlat menete:

Egy steril kémcsébe 1 ml 0,05%-0s rezazurin festékoldatot és 10 ml tejet
tesziink, dugoval ellatjuk, homogenizéljuk és 1 éraig 37 °C-ra termosztatba he-
lyezziik. Az inkubélas utan a prébét Gjbél homogenizaljuk, és a szin alapjan meg-
hatarozzuk a tej mindségét (5. tablazat, 34. dbra).

5. tablazat. A tej mindsitése rezazurinos probaval

Szinvaltozat A tej mingsége Osztaly
Kék 76 I.
Lila Megfelelé II.

Rézsaszin Gyenge II1.

Fehér Nagyon gyenge V.
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34. abra. Tejmintdk vizsgdlata rezazurinos probaval



15. TEJSAVBAKTERIUMOK SZAMANAK
MEGHATAROZASA BREED-MODSZERREL

A laborgyakorlat célja:

Sejtszam-meghatarozds mikroszkopi prepardtum segitségével, valamint a
vizsgalt joghurtminta minéségének meghatarozésa a kapott tejsavbaktériumok
csiraszdmanak és az egyes fajok kozti ardnynak megfelelGen.

Elméleti alapok:

A sejtszam festett készitménnyel torténd meghatarozasara alkalmazott legel-
terjedtebb mddszer a Breed-féle eljaras, amelyet eredetileg nyers tej gyors vizsgé-
latahoz fejlesztettek ki, de barmely mas folyékony anyag esetében is hasznalhato,
ha a milliliterenkénti sejtszam 5 X 10°-nél nagyobb. A szdmlalékamras eljarasok
tobbségével szemben a mdédszer baktériumok szamlaldséra is alkalmas.

A tejtermékek eldallitdsanal, mivel a tej kival6 taptalaj a baktériumok sza-
mara, pasztérozott tejet hasznéalnak, melyet tejsavbaktériumok szintenyészeteivel
oltanak be. A joghurt gyértdsa sordn a tejet Streptococcus thermophilus és Lac-
tobacillus bulgaricus tenyészetek 1:1 aranyu elegyével oltjak be, melyek kozil a
Streptococcus a savtermelésért, a Lactobacillus pedig a zamatanyagok termeléséért
felels. A fermentéacié végén a friss joghurt 1 grammja kb. 10° baktériumsejtet
tartalmaz. A joghurtban a tej laktéztartalmanak egy része tejsavva alakul, fehér-
jetartalma pedig az alacsony pH-n kicsapddik, ami a tapértékét nem csokkenti,
ugyanakkor az emészthetéségét javitja. A Streptococcus thermophilus kokkuszok-
bol allé lancot alkot, mig a Lactobacillus bulgaricus palcika alaku sejtekbdl allo
lancokat képez (35. abra).

35. abra. A joghurtbdl késziilt preparatumon megfigyelhetd tejsavbaktériumok
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A gyakorlat menete:

— A kereskedelemben vasarolt joghurtot 6vatosan kinyitjuk, majd steril tiveg-
bottal alaposan 6sszekeverjiik. Steril pipettaval 0,5 ml-t felszivunk, kivilrél tiszta
szlr6papirral letoroljik, és ezutan bevissziik a 0,5 ml-nyi mennyiséget 9,5 ml
higitéfolyadékba, vigyazva, hogy minden csepp folyadékba keriiljon. Ha az anyag
tal viszkézus, enyhén kifajjuk a pipettdbo6l. A higitott anyagot ezutan nagyon
alaposan homogenizéljuk.

— A zsirtalanitott targylemezre sablon segitségével 1 cm élhossziisdgu négy-
zeteket rajzolunk.

— A homogenizalt mintab6l mikropipettaval vagy kalibralt kaccsal 0,01 ml-
nyi anyagot cseppentiink a targylemezre, és az 1 cm?-nyi felilleten elszélesztjiik
oltékacs segitségével (4ltalaban egy targylemezen 3 négyzetre szélesztiink mintat).

— A szélesztett mintat levegén megszaritjuk, majd langnal rogzitjiik.

— A kenetre alkoholt cseppentiink (alkoholos mosas) zsirtalanitas céljabél és
hagyjuk lefolyni.

— Festés 1%-o0s metilénkék festékoldattal 1,5-2 percig.

— Oblités desztillalt vizzel.

— Mikroszképos vizsgélat: immerzids objektiv alatt megszamoljuk a palcika
alaka baktériumokat. Minden négyzetben azonos szamu (kb. 5) latomez6t olvas-
sunk le, egytittesen annyit, hogy az 6sszes egyedek szama kb. 300-500 legyen, mert
arelativ hiba igy csokkenthet6 20% ald. A Breed-féle mikrobaszam-meghatarozas
elényét a gyors és egyszerti kivitelezhetéség jelenti. Hatranya, hogy nagy pontos-
sdg nem érhetd el vele, mert a kis mintamennyiség felvitele, az egyenletes réteg-
vastagsag és pontos feliilletnagysag kialakitdsa sok hibalehet6séget rejt magaban.

— A megfestett kenetet immerzids objektivvel vizsgalva megallapithatjuk a
latémezénkénti atlagos sejtszamot (x_ ). Ebb6l a mikroszképfaktor (f) ismeretében

sejt

kiszamithatjuk a milliliterenkénti sejtszamot:

sejt f gt
ml Tsens
Ahol: T .—a latémez4 teriilete.

latomezé

-d? g e A s
=9 d-alatotér atmérdje (mm);

latémezé —

f-amikroszképfaktor: f = 400
7Z' .

d’ -4

il

A —az 1 cm?-nyi feliiletre felvitt minta (ml).
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Eredmények és értékelés:

Kiszamitjuk a mikroszkopfaktort, a latomezénkénti atlagos sejtszdmot, a mil-
liliterenkénti sejtszamot (figyelembe véve az eredeti 20 X -o0s higitést is). A kapott
eredmények alapjan kovetkeztetést vonunk le a vizsgélt joghurt minéségére vo-
natkozo6an, megadjuk a két tejsavbaktérium megkozelité ardnyét is.



16. FERMENTALT TEJTERMEKEK
MIKROBIOLOGIAI MINOSEGENEK VIZSGALATA

A gyakorlat célja:
A tejtermékekben el6fordulé allochton mikroorganizmusok kimutatasa te-
nyésztéses mikrobioldgiai eljarasokkal.

Elméleti hattér:

A fermentalt tejtermékek Gsszetétele és gyartastechnolégiaja rendkiviil vélto-
zatos. A termékek tobbsége tejsavbaktériumokat tartalmazé starterkultarak beol-
tasaval késziil, és érlelésiikben mas mikroorganizmusok is részt vesznek.

A sajtgyartas egyik fontos lépése a starterkultira megvalasztasa és hozzaada-
sa. A starterkultiira mikroorganizmusai meghatérozzak a termék jellegét, allagét
és aromajat. A pH-csokkenés altal inhibaljék, illetve elpusztitjak a patogén és
romlast okoz6 baktériumokat. Az elsédlegesen alkalmazott starterkultarak mik-
robiotajanak tagjai: Lactococcus lactis, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus
helveticus és Lactobacillus delbrueckii.

A sajtok feliiletén szamos mikrobafaj fordulhat el6, belsejikben altalaban
kevesebb. Mind patogén, mind romlast okozé baktériumok izolalhaték esetenként
a sajtokbdl, amelyek kiillonb6z6 sajthibakat okoznak. A baktériumok mellett kiilon-
féle penészgombak és élesztégombék is megtaldlhaték. Ezek a mikroorganizmusok
gyakran szarmazhatnak a sajtgyartas eszkozeirél, a porbdl, a leveg6bdl, illetve a
higiénia hianya is okozhatja jelenlétiiket.

A romlast okoz6 baktériumok jelenléte meghatarozhaté hatassal van az adott
sajt 4llagara és izére, vagy bizonyos feliileti elvéaltozdsokat okoznak. Néhény tej-
savbaktérium iz- és dlloményhibat okoz. Rézsaszint elszinezédést a propionsav-
baktériumok, korai puffadast a koliform baktériumok okoznak a sajtokban. A kés6i
puffadast kivaltéi a sporas baktériumok (példaul a Clostridium tyrobutyricum)
(36. abra).

Az érvényben 1év6 szabvényok alapjan a gyartéasi folyamat azon id6pontjaban,
amikor a Staphylococcusok szdma véarhatéan a legnagyobb, a megengedett inter-
vallum 10*10° TKE/g, mig a Salmonella a forgalomba hozott termékek esetén az
eltarthat6ségi id6 alatt nem lehet jelen (2073/2005/EK; 1441/2007/EK).

A leggyakoribb izhibdk okozdi a Pseudomonas nemzetségbe tartozé bakté-
riumok (P, fragi, P putida, P. fluorescens). A pszichrotréf baktériumok altalaban
proteolitikus romlast véaltanak ki. A tejtermékekben tapasztalhaté izhibak koziil
a keserti vagy rothadt iz a proteolizis kovetkezménye, az avas vagy gyiimolcsos
iz a lipolizis eredménye. A gyiimolcsos iz kialakulaséat példédul a Pseudomonas
fragi okozza. A folyékony tejtermékek romlasa leggyakrabban kellemetlen iz
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36. abra. A sajt Clostridium okozta késdi puffaddsa
(https://cultivationofacheesemonger.wordpress.com/2016/03/07/lysozyme/)

savanyodas, amit kis mennyiségii propionsav és ecetsav képzddése valt ki. Egyes
tejsavbaktériumok nytlésodast okoznak az extracellularis poliszacharidok kép-
zOdése altal, novelve ezzel a termék viszkozitasat.

A fermentalt tejtermékek romlasat okozhatja a vad tejsavbaktériumok tevékeny-
sége, és ennek eredménye a nem kivénatos gdzképzddés, mellékiz és dllagvaltozas.

A tejtermékekben tejsav- és laktézbontéasra képes, nagy sotartalmat elvisel
élesztégombak is el6fordulnak. A mikroszkopikus penészgombak koziil kiemelt
jelentéséggel a mikotoxintermeld fajok (példaul az Aspergillus flavus) birnak.

A gyakorlat menete:

A gyakorlat sorédn kiilonféle sajtok és vaj mikrobiolégiai vizsgéalatat végezziik.
A romléast okozé mikroorganizmusok koziil a Pseudomonas baktériumok, a kolifor-
mok, az élesztégombak és a mikroszkopikus penészgombak kimutatasat végezzitk
szélesztéssel a megfeleld szelektiv taptalajokon (Pseudomonas Isolation Agar Base
+ Glycerol supplement, ChromoBio Coliform téptalaj, Czapek Dox téptalaj). Az
élelmiszer eredet megbetegedést okozd baktériumok kozil pedig a Staphylo-
coccus aureus, a Bacillus cereus, az Escherihia coli és a Clostridium perfringens
jelenlétének a kimutatasat végezziik el. Alkalmazott szelektiv tdptalajok: Mannitol
Salt Agar, ChromoBio®Cereus Base + Cereus selective supplement, TBX Chromo
Agar, Clostridial Differential Broth.

A Bacillus cereus kimutatésa esetén az alapszuszpenziét hékezeljik 80 °C-
on 10 percig. A Clostridium perfringens kimutatasa sordn a kémcsévekbe 10 ml
szelektiv taplevest, 1 ml alapszuszpenziét pipettdzunk és paraffint tesziink. Ezt
koveti a hékezelés 80 °C-on 10 percig vizfirdében, majd a gyors hiités a paraffin
megszilarduldsa és az anaerob koralmények biztositasa céljabél. Az inkubalas
44 °C-on 48 o6réaig tart.



16. FERMENTALT TEJTERMEKEK MIKROBIOLOGIAI MINOSEGENEK.... 81

A tobbi vizsgalt baktérium esetében az alapszuszpenzi6bdl (feltételezett
magas csiraszamu mintdk esetében a higitasokbdl is) 0,1-0,1 ml-t szélesztiink a
megfeleld szelektiv taptalajok feliiletére, és ezt kovetéen a Petri-csészéket inkuba-
torba helyezziik 48 6raig 37 °C-ra. Az élesztégombék és penészgombék esetében
az inkubaldsi hémérséklet 30 °C, id6tartama 3-5 nap.

Eredmények és értékelés:

Az inkubalast kovetéen megfigyeljiik a szelektiv taptalajon adott mikrobéra
jellemz6 jellegzetes telepeket (37. abra, 38. abra), és meghatéarozzuk a telepképz6
egységek szdmét. A Clostridium perfringens szaporodasa esetén a folyékony te-
nyészet feketére szinezddik, és a paraffindugé megemelkedése géaztermelésre utal

37. abra. Sajtmintabdl izolalt jellegzetes Staphylococcus aureus telepek

38. abra. Sajtmintabdl szarmazé Bacillus subtilis (kék) és Bacillus cereus
baktériumtelepek (kék telep fehér opdlos széllel)
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(39. abra). A mikroszkopikus penészgombak (40. 4bra) esetében nativ mikroszképi
preparatumot is készitiink a mikotoxinogén penészgombak beazonositasa céljabol.

A kapott eredmények alapjan értékeljiik a vizsgalt fermentalt tejtermékek
mikrobiolégiai minéségét.

40. abra. Sajtmintabdl kifejlédott penészgomba telepek



17. FRISS ZOLDSEGEK ES GYUMOLCSOK
MIKROBIOLOGIAI VIZSGALATA

A laborgyakorlat célja:
A friss zoldségek és gyiimolcsok feliiletén el6fordulé mikroorganizmusok
izolalasa és vizsgalata, mikrobiol6giai minéségitk meghatérozasa.

Elméleti hattér:

A friss zoldségek fogyasztdsa napjainkban egyre népszertibbé valik, ugyanakkor
a nyersen fogyasztott zoldségekkel kozvetitett megbetegedések szama is novekvd
tendenciit mutat. Rdadasul bizonyos esetekben a kialakult élelmiszer-fert6zésnek
vagy -mérgezésnek letalis kovetkezményei is vannak. Ezzel ellentétben az élelmisze-
rekben el6fordulé mikrobiolégiai szennyezédések mértékére vonatkozo, hatalyban
1év6 rendeletek csak a Salmonella, az Escherichia coli és a penészgombakra vonatkoz6
el6irasokat és hatarértékeket tartalmazzak [4/1998. (XI.11) EiM Rendelet, 1441/2007/
EK Rendelet].

Friss zoldségekrdl izolalt patogén baktériumok: Aeromonas hydrophila, Bacillus
cereus, Campylobacter jejuni, Clostridium botulinum, C. perfringens, Escherichia coli
0157:H7, Listeria monocytogenes, Salmonella enterica szerotipusok, Shigella sonnei,
Yersinia enterocolitica, Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae. A z6ldségek szennye-
z6dhetnek a termesztés, a betakaritas, a széllitas és akar a tovabbi feldolgozas soran.

A fogyasztasra kész friss zoldségek esetében a feldolgozas soran kimutathaté
legjelentdsebb rizikotényezbket — amelyek befolyasoljak a mikrobialis biztonségot — a
hémérséklet, a viz, az eszk6zok és az alkalmazottak képviselik. Az olyan friss zoldség-
félék, amelyek termesztése sordn nem alkalmaznak allati tragyat vagy az ontozéshez
szennyvizet, a talajpan természetes médon el6fordul6 baktériumok kivételével nem
tartalmaznak patogén baktériumokat.

A zoldségek a penészgombék (mikotoxintermel6k is) kivalo taptalajai, a leginkabb
eléforduldk a Penicillium, Alternaria, Fusarium, Phoma, Cladosporium nemzetségekbe
tartozo penészgombak. A zoldségfélék romlasaban elsGsorban baktériumok jatszanak
szerepet, mivel gyorsabban szaporodnak, mint az éleszté- vagy penészgombak, féleg
hiitott kortilmények kozott. Gyakran izoldlhaté baktériumok a Pseudomonas, Flavo-
bacterium, Acinetobacter, Alcaligenes, Xanthomonas, Cromobacterium, Enterobacter,
Klebsiella, Serratia, Micrococcus, Lactobacillus, Corynebacterium, valamint Bacillus
fajok.

A gytimolcsok vizaktivitasa a zoldségekéhez hasonléan nagy. Tobb szénhidrétot
és kevesebb fehérjét, zsirt és 4svanyi anyagot tartalmaznak, mint a zoldségek. A gyii-
molcsok pH-értéke altalaban kisebb, mint ami a baktériumok szaméra kedvez6, ezért
aromlast okozo mikrobék elsGsorban éleszts- és penészgombak. A baktériumok koziil
a tejsav- és az ecetsav-baktériumok jelentések. Patogén baktériumok csak fekélias
eredet(i szennyezddés éltal keriilhetnek a feliiletiikre, mint példédul a Salmonella
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enterica. A penészgombak kozott a gyiimolcsok gyakori kérokozoi és romlast okozéi
az Alternaria, Aspergillus, Fusarium, Monilia, Sclerotinia, Trichotecium fajok.

Szennyvizzel 6ntozott és nyersen fogyasztott zoldségek és gyiimolcsok parazitak
pl. a Giardia lambia, Cryptosporidium parvum) fert6z6 forrasai lehetnek.

A gyakorlat menete:

A friss zoldségek (példaul paradicsom, paprika, uborka, retek, salata) és gytimol-
csok (példaul alma, barack, szilva, sz616, eper) mikrobiolégiai vizsgalata sordn elsé
1épésben meghatéarozzuk a mezofil aerob baktériumok 6sszcsiraszamat lemezontéssel
Nutrient taptalajon. Az inkubéalas 37 °C-on 48 6raig tart.

Ezt kovetden kiilonféle vizsgalt baktériumok izolalasara alkalmas szelektiv tap-
talajokon (TBX Chromo Agar, Salmonella Chromo Agar, ChromoBio®Cereus Base +
Cereus selective supplement, Mannitol Salt Agar, Campylobacter Blood-Free Selective
Agar Base (Modified) CCDA + CCDA selective supplement, Clostridial Differential
Broth) vizsgaljuk a friss z6ldségek feliiletén altalaban eléfordulé, élelmiszer-eredetii
megbetegedést okozd baktériumokat, azaz elvégezziik az Escherichia coli, Salmonella
sp., Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Campylobacter jejuni, Clostridium perfrin-
gens baktériumok kimutatasat.

A romlast okoz6 baktériumok koziil elsésorban a Pseudomonas és a Bacillus
nemzetségbe tartozo baktériumok izolédlasat végezziik el. A Pseudomonas izolalésa
céljabdl a Pseudomonas Isolation Agar Base taptalajt hasznaljuk. A Bacillusok kimu-
tatasa soran az alapszuszpenziét hékezeljitk 80 °C-on 10 percig.

A Clostridium perfringens kimutatésa soran a kémcsévekbe 10 ml szelektiv tap-
levest és 1 ml alapszuszpenzi6t pipettazunk, valamint paraffint tesziink. Ezt koveti
a hékezelés 80 °C-on 10 percig vizfiird6ben, majd gyors lehtités a paraffin megszilar-
dulésa céljabol. Az inkubélas 44 °C-on 48 éréig torténik.

A tobbi vizsgalt baktérium esetében a szélesztést kovetSen a Petri-csészéket in-
kubatorba helyezziik 48 éraig 37 °C-ra (kivétel a Campylobacter jejuni kimutatésa
esetén, amikor az inkubélés 42 °C-on torténik).

Az élesztégombak és penészgombak esetében az inkubalasi hémérséklet 30 °C,
idé6tartama 3-5 nap. A leoltds az alapszuszpenzidbol szélesztéssel torténik Czapek
Dox taptalaj feliiletére.

Eredmények és értékelés:

A tenyésztési idGtartam eltelte utan megfigyeljiik a szelektiv taptalajokon
kifejlédatt jellegzetes alaki telepeket, meghatarozzuk a csiraszamot 1 g z6ldség-
és gytimolcsmintara vonatkozoan (41. dbra, 42. dbra). A Clostridium perfringens
esetében a folyékony tenyészet feketére szinezdédik, és a paraffin megemelkedése
géztermelésre utal.

A kapott eredmények (csiraszdm és a kifejldott baktériumok tipusa) alapjan
értékeljuk a vizsgalt mintdk mikrobiolégiai mindségét. Hatarozzuk meg, hogy melyek
a dominans mikroorganizmusok a zoldségek és a gyiimolesok esetében.
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A mikroszkopikus penészgombak (43. dbra) esetében nativ mikroszképi pre-
paratumot is készitsiink a mikotoxinogén penészgombak beazonositasa céljabol.

41. abra. Kifejlédott Salmonella-telepek szelektiv taptalajon a retekminta esetében

43. abra. Paradicsom mintarél szarmazé penészgombdk Czapek Dox tdptalajon
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A laborgyakorlat célja:
A konzervek mikrobiolégiai minéségének vizsgalata, a romlés tiineteinek
felismerése és a konzervekben el6fordulé mikroorganizmusok kimutatasa.

Elméleti hattér:

A konzervek a legjobban eltarthaté élelmiszerek csoportjaba sorolhatok, még-
sem tekinthet6k teljesen sterilnek, mivel nem teljesen mentesek minden életképes
mikroorganizmust6l. A gyakorlatban a kereskedelmi sterilitisra térekednek az
élelmiszer-el6allitok, ami azt jelenti, hogy a termékben el6fordulhatnak taléls
mikroorganizmusok, amelyek laboratériumi koriillmények kozott kitenyészthe-
ték, a konzervben azonban nem képesek szaporodni. A mikrobiolégiailag stabil
konzerv csak nyugvé allapoti baktérium-endospérakat tartalmazhat. Atlagosan
megengedett hatarérték 100 spora/g élelmiszer. Vegetativ baktériumsejt vagy élesz-
tégomba a kereskedelmileg steril konzervben nem maradhat.

A sterilezés 100 °C-nal magasabb hémérsékleten torténik, a hémérsékleti
értéket pedig gy hatarozzdk meg, hogy a toxintermel$ sporas baktériumok el-
pusztuljanak. Referencidnak a veszélyes toxinképz6 spéras Clostridium botulinum
baktériumot szoktdk venni, melynek az inaktivalasdhoz sziikséges hékezelés:
120 °C, 4-10 percig. Szubletalis hésokk hatdsara a spordk nehezebben csiraznak
ki, a termofil baktériumok viszont jél tudnak fejlédni kisebb hémérsékleteken is,
mint a szdmukra optimalis érték.

A sterilizélt konzervek két csoportba sorolhaték: abszoltt steril konzervek és
kereskedelmileg steril konzervek. Az abszolut steril konzervek esetében a steri-
lezés magas hémérsékleten hosszabb ideig torténik. Az alkalmazott hémérséklet
valtozésokat idéz el6 a termékben, csokkenti annak minéségét. Ezekre a konzer-
vekre jellemz6 a vegetativ formék és a sporak teljes hianya, a mikrobatoxinok
hidnya, a mikrobialis és szoveti enzimek inaktivaldsa. A kereskedelmileg steril
konzervek tartalmazhatnak hérezisztens sporakat, de ezek nem tudnak kicsirazni
a tarolasi hémérsékleten. Ezek a konzervek nagymértékben megtartjak az érzék-
szervi tulajdonsédgaikat és a tapértékiiket, nem tartalmaznak az ember egészsége
szempontjabél karos mikroorganizmusokat és toxinokat, normal térolési koriil-
mények kozott stabilak (a hémérséklet alacsonyabb, mint 25 °C, ami befolyésolja
a mikroorganizmusok fejlédését).

A konzervek romlésa 6sszefiggésben van a termék Osszetételével és a pH-
val. A 4,5-nél nagyobb pH-ju (5,3-7) konzervekben sima-savas romlast okozhat
a Bacillus stearothermophilus, puffadédsos romlast a B. polymixa, a B. cereus, a
B. subtilis és az anaerobok koziil a Clostridium thermosaccharolyticum, a C. spo-
rogenes. A kis savassagt konzervekben el6fordulhat a toxintermeld baktériumok
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(Clostridium botulinum, C. perfringens) fejlédése is. A savas konzervekben (pH <
4,5) sima-savas romlést okozhat a Bacillus coagulans, valamint puffadassal jar6
romlést a C. pasteurianum és a C. nigrificans.

A savas és nem savas konzervek kozotti hatarértéket a pH = 4,5 képviseli,
mivel egyes Clostridium botulinum torzsek képesek fejlédni és toxint termelni
4,6-0s pH-értéken, a Clostridium thermosaccharolyticum képes fejlédni és romlast
okozni a kis savassagu konzervekben (pH = 4,5-5,0).

A konzervek romlasat két gyartdstechnoldgiai hiba okozhatja: a mikrobdk
tulélése elégtelen hékezelés miatt és az utészennyezb6dés tokéletlen zaras mi-
att. A romlas gyakran kiilsé jelek alapjan is felismerhet6: gazképz6dés miatt a
konzerv fedélapja megemelkedik, a dobozok deformal6dnak. Méskor kiilsé el-
valtozas nincs, de a konzerv tartalméaban szag-, szin-, iz- és alloménybeli romlés
jelentkezik. A romlés oka gyakran a zards, a tartaly hibdjaban rejlik és viszonylag
konnyen felismerhet6. Ha a zaras hibéas, beszivaroghat a hiitéviz, ami mikrobas
szennyez6dést hordozhat. Erre a mikrobiota vegyes Osszetételébdl, a vegetativ
baktériumok és élesztégombak jelenlétébdl lehet kovetkeztetni.

A htuskonzervekben hékezeléssel elpusztitjdk a vegetativ sejteket, a Clostri-
dium botulinum sporait és a nala nagyobb hérezisztencidji spérasok egy részét.
A termékeket lezart konzervdobozba, tivegbe, fémf6liaba vagy mtianyagba csoma-
goljak, és a csomagolast kovetéen hékezelik. A sporasok f6 forrdsa dltalaban nem
a higiénikusan kezelt hiis, hanem az adalékanyagok, példdul a fiszerek.

A jol zart és sterilezett konzerv eltarthat6sagat csak spoéras baktériumok veszé-
lyeztethetik, amelyek talélhetik a hékezelést. Idetartoznak a leghéttir6bb termofil
sporasok, példaul a Bacillus stearothermophilus, Clostridium thermosaccharolyti-
cum. El6fordulasuk azért veszélyes, mert a romlas nem mindig jar gdzképz6déssel
(sima savanyodas) és a 37 °C-os tartdssagi proba alatt nem indulnak fejlédésnek,
ezért a romlas felismerése nem konnyt. A termofil spéras baktériumok a konzer-
vekbe keriilhetnek nyersanyaggal vagy a gyartévonal valamely részébél. Leggya-
koribb szennyezési forrasaik a fiiszerek és a cukor.

A munka menete:

A vizsgalat el6tt a doboz felnyitésra keriil6 részét csiratlanitjuk (pl. lelango-
lassal vagy 60%-os etanollal).

Egyszerti gazelemzést is végziink. Atsztrjuk a doboz fedelét, és a nyilashoz
parézslo gyufaszalat tartunk. A kiaraml6 gaztol langra lobban, ha az hidrogénbdl
all. Ez kémiai eredetti romlasbdl is szarmazhat, ilyenkor a fémdoboz fala is kor-
rodélt. A mikrobiélis romlasnal elssorban CO, keletkezik, hidrogén nem mindig
és nem tisztan.

Ha a doboz tomitetlenségének a gyantja meriil fel, akkor a kritikus helyekrél
(fedél és talpszegély, palastvarrat koriili részek) kell mintat venni és mikroszképos
vizsgélatot is lehet végezni. Ha elégtelen hékezelésre gyanakszunk, akkor a doboz
termikus k6zéppontjdbdl vesziink mintat.
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A mikrobiolégiai vizsgéalatok soran els6 1é6pésben meghatérozzuk a mezofil aerob
baktériumok 9sszcsiraszdmat lemezontéssel. Ehhez 1 g mintat dsszekeveriink 9 ml
higit6folyadékkal, és higitasi sort készitiink 102-ig. Az alapszuszpenziébdl és a hi-
gitasokbol 1-1 ml-t pipettazunk steril Petri-csészékbe, majd 40-50 °C-ra visszahttott
Nutrient taptalajt toltiink rajuk és alaposan osszekeverjik. A taptalaj megszilardulésat
kovetben a Petri-csészéket termosztatba helyezziik 37 °C-ra 48 oraig.

Az aerob és anaerob spdras baktériumok kimutatasat szélesztéssel végezziik.
Az alapszuszpenzio6t és a higitdsokat 10 percig 80 °C-ra vizfiird6be helyezziik,
majd ezt kovetden 0,1 ml-t szélesztiink ki bel6liik steril széleszt6bot segitségével
Nutrient taptalajok feltiletére. Az anaerob spdras baktériumok tenyésztése anaerob
dobozban torténik. Az inkubalas 37 °C-on 48 o6raig tart.

A termofil sporés baktériumok kimutatasa céljabdl az alapszuszpenziét 5 per-
cig 100 °C-on hékezeljitk. Ezt kovet6en leoltunk szélesztéssel Nutrient taptalajt
tartalmazé Petri-csészékbe. Az inkubalas 55 °C-on 2 napig tart. Az anaerob sporas
baktériumok tenyésztése ez esetben is az anaerob dobozokban torténik.

Az élesztégombak jelenlétének kimutatdsa soran az alapszuszpenziobol szé-
lesztéssel leoltunk Hefe-glucose agar feltiletére. Ezt koveti az inkubaléds 30 °C-on
3 napig.

Eredmények és értékelés:

Az alkalmazott modszernek megfelel6en meghatarozzuk a mezofil aerob bak-
tériumok, az aerob és anaerob spérés baktériumok, az aerob és anaerob termofil
sporas baktériumok és az élesztégombak szamat. A kapott eredmények alapjan
(a mikrobédk szama és tipusa) értékeljitk a vizsgalt konzerv mikrobiol6giai miné-
ségét, valamint kovetkeztetni lehet a romlas kivaltasanak az okara is (pl. elégtelen
hékezelés, utészennyezddés).
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A laborgyakorlat célja:
A kiilonféle suitéipari termékek mikrobiologiai biztonsaganak a vizsgalata, a
lehetséges allochton mikroorganizmusok kimutatasa.

Elméleti hattér:

A kenyér sok valtozatban készul6 siitGipari termék, kiillonb6z6 gabonafélék
lisztjébdl, adalékanyagok és 1-6% éleszté hozzdadéasaval késziil. A kenyeret a sii-
tés tartésitja. A kenyéren megjelené mikroorganizmusok szama és tipusa fiigg a
gyértasi kornyezet, valamint a hasznalt eszk6zok higiéniai allapotatél. A mikrobak
szarmazhatnak a kiilonféle szennyezédéseket hordozé 6sszetevékbdl is, valamint
kiemelkedd fontossagt a személyzet higiénigja is.

A kenyér betegségei harom f6 kategoriaba csoportosithatok: mikroszkopikus
gombak okozta elvéltozasok, nyalésodas, valamint izhibak. A kenyér romlasat
okoz6 mikroorganizmusok a kovetkezé nemzetségekbe sorolhaték: Aspergillus,
Penicillium, Cladosporium, Claviceps, Rhizopus, Mucor, Candida, Saccharomyces,
Zygosaccharomyeces, Bacillus, Clostridium, Lactobacillus, Leuconostoc. A baktéri-
umsporak a lisztbdl vagy az eszk6zokrél szarmaznak, talélik a stitést és 1-2 napon
beliil kicsiraznak. Ugyanakkor extracellulédris amildzokat és protedzokat termel-
nek, és megvaltoztatjdk a kenyér Gsszetételét, textardjat. A magas nedvességtar-
talom a kenyérbélben, a lasst htités és a pH > 5 kedvez a kenyér romlésanak.
A Bacillus licheniformis, B. pumilus, B. megaterium, B. cereus, B. claussi, B. firmus,
B. amyloliquefaciens nyalésodast okoznak. Magas nedvességtartalma kozegben
tarolt kenyér feliiletén elszaporodhat a Serratia marcescens baktérium, voros te-
lepeket képezve (,véres kenyér”). Iz- és illathibakért felelések a kiilonféle Lacto-
bacillus fajok: L. plantarum, L. curvatus, L. casei, L. farciminis, L. alimentarius,
L. sanfranciscensis, L. fermentum, L. brevis lindneri, L. fructivorans, L. buchneri,
L. acidophilus és mas génuszokba tartoz6 baktériumok: Pediococcus, Carnobac-
terium, Enterococcus, Oenococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus,
Weisella. Elesztégombék elszaporodasa esetén a kenyér felilletén fehér vagy rézsa-
szint foltok figyelhet6k meg. A kenyérbél nagyobb viztartalmaval szemben a héj
csak 16% nedvességet tartalmaz, ez nagyrészt védelmet nytjt a penészedés ellen.
A szeletelt és csomagolt kenyéren a penészgombak mar kénnyebben elszaporod-
nak. Egyes penészgombafajok esetében nagy jelent6séggel bir a mikotoxintermelés.

A toltott stitemények vagy kiilonbozé magvakkal izesitett pékaruk mikro-
biol6giai romlasa gyakoribb. Nagyobb nedvességtartalomnél a Bacillus cereus,
a Staphylococcus aureus vagy Escherichia coli baktériumok okozta élelmiszer-
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mérgezés vagy -fert6zés fordulhat eld, amelyeket elsGsorban a krémmel t61tott
stitemények okozzak. Kiilonos figyelmet igényelnek a tojassal késziilt termékek,
a krémmel, tejszinnel izesitett cukraszsiitemények. Ezeket a rovid eltarthatosagi
id6 alatt is htitve kell tarolni. Ezeknél a stiteményeknél a Salmonella enterica és
a Staphylococcus aureus jelenlétére lehet szamitani.

A gyakorlat menete:

A gyakorlat sordn a kereskedelemben forgalmazott, véletlenszertien kivalasz-
tott killonbo6zé tipusi kenyerek és maés sttdipari termékek, krémes siitemények
mikrobiolégiai vizsgélatat végezzitk. Az alapszuszpenzi6 készitése sordan kimé-
riink 10 g mintat és hozzatesszitk 90 ml higit6folyadékhoz, majd homogénez6
segitségével alaposan 6sszekeverjiik. A kapott alapszuszpenziobdl higitasi sort
készitiink a 10 higitasig, krémes siitemények esetén 10+ig.

Ezt kovet6en lemezontéssel meghatarozzuk a mezofil aerob baktériumok
Osszcsiraszamét Nutrient tdptalajon. Tenyésztéses mikrobiologiai eljarasokkal
mutatjuk ki az aerob spodras baktériumokat (Bacillus cereus), az anaerob szulfit-
redukalé spérés baktériumokat (Clostridium perfringens), az Escherichia colit és a
Staphylococcus aureust (a nem megfelel6 higiéniai koriilmények esetén a kenyérre
és mas stitéipari termékekre rakeriilé baktériumok), valamint a penészgombakat
a megfelels szelektiv taptalajokon.

Krémes stitemények esetén a Salmonella sp. jelenlétének a kimutatasat is
elvégezziik szélesztéssel, XLD taptalajt hasznalva az izolalashoz.

A Bacillus cereus és a Clostridium perfringens kimutatasa soran az alapszusz-
penziot hékezeljtik 80 °C-on 10 percig. Az inkubalés a mezofil aerob baktériumok,
a Bacillus cereus, az Escherichia coli, a Staphylococcus aureus, a Salmonella sp.
esetében 37 °C-on 48 6rdig torténik, a Clostridium perfringens esetében 44 °C-on
48 oraig, a mikroszkopikus gombak esetében 28 °C-on 3-5 napig.

Eredmények és értékelés:

A kifejlédott baktériumok és mikroszkopikus penészgombék tipusa és szdma
alapjan értékeljuk a vizsgalt termékek mikrobiol6giai minéségét, a lehetséges
szennyezOdési forrasokat (44. abra, 45. abra, 46. abra). A mikroszkopikus penész-
gombék esetében nativ preparatumot is készitiink a beazonositas céljabol.
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44. abra. Kenyérmintdakbdl kifejlédott mezofil aerob baktériumok Nutrient
taptalajon
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46. abra. Kenyérmintdkbdl kifejlédett Staphylococcus sp. baktériumok és
Clostridium perfringens pozitiv minta



20. HUSOK ES HUSKESZITMENYEK
MIKROBIOLOGIAI VIZSGALATA

A laborgyakorlat célja:
A kiilonféle hisokon és htiskészitményeken el6fordulé romlést okozo és élel-
miszer-eredeti megbetegedést okozé baktériumok kimutatasa.

Elméleti hattér:

A htisszovet szdmos tapanyagot (példaul glikogén, aminosavak, fémionok stb.)
tartalmaz, ezért idealis tdpkozeg a baktériumok és egyéb mikroorganizmusok szé-
mara. A hison el6fordulé mikroorganizmusok nemcsak romlast okozhatnak, hanem
a fogyasztok egészségét is veszélyeztethetik. Az allochton mikroorganizmusok az
eléallités, feldolgozas és forgalmazas soran szennyezhetik vagy fertézhetik a hist.

A htst szennyez6é mikroorganizmusok elsédleges forrdsai a kiltakaré és a
béltraktus. A kiltakarén féként a Staphylococcus, Micrococcus, Pseudomonas
nemzetségekbe tartozo fajok, éleszts- és penészgombak taldlhatok, melyek mel-
lett még fekélias és talaj eredetti mikroorganizmusok is el6fordulhatnak. Tovabbi
szennyezGdés eredhet a feldolgozdiizemi kornyezetbdl, a feldolgozoeszkozokrol,
edényekrél, a dolgozok kezérdl, ruhédzatardl. A feldolgozott hiistermék eléallitasa
soran hasznalt adalékok (példédul fliszerek, pacs6k) mindsége is befolyasolhatja a
termék mikrobiolégiai mingségét. A husok romlasat okozo6 baktériumok proteoli-
tikus és lipolitikus enzimeket termelnek.

A higiénikusan el6készitett htisban a patogén mikrobak szama nagyon alacsony,
a mikrobiotét els6sorban szaprobionta fajok alkotjak. A legnagyobb szdmban Gram-
negativ pélca alaka baktériumok (Acinetobacter, Alcaligenes, Pseudomonas, Mora-
xella nemzetségek, enterobaktériumok) és Gram-pozitiv kokkuszok (Micrococcus és
Staphylococcus fajok) fordulnak el6. A hiisok mikrobiotdjanak patogén képvisel6i is
lehetnek, példaul a Salmonella enterica, Yersinia enterocolitica, Listeria monocytoge-
nes, Escherichia coli, Campylobacter jejuni, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus,
Clostridium botulinum, C. perfringens, Vibrio cholerae. Hogy a kezdeti mikroorganiz-
musok koziil melyek valnak dominédnssé, a késébbi feldolgozastol és taroléstdl fiigg.

A baromfihts tulajdonsdgainak koszonhetéen szintén megfelel6 taptalaj a
mikroorganizmusok szdmara. Romlésat leggyakrabban a Pseudomonas, Acineto-
bacter, Moraxella fajok és a Schewanella putrefaciens okozza. A romlas féleg a
bér felszinén jellemzd, szag-, nyalkaképzédéssel és elszinez6déssel jar. A barom-
fihtison leggyakrabban el6fordulé patogén baktériumok a Salmonella enterica, a
Campylobacter jejuni és a Listeria monocytogenes.

A nem megfelelen feldolgozott, élelmiszerként fogyasztott vadhis szalmo-
nellézist okozhat és parazitak (tichinella, galandférgek) terjesztéje lehet.
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A halhtson szdmos veszélyes huménpatogén baktérium (Salmonella, E. coli,
C. botulinum, L. monocytogenes) el6fordulhat, de megfelel6 feldolgozas, tarolas
esetén a gyorsan romlandé halhtis sem okoz élelmiszer-eredeti megbetegedést.

A htisok és huiskészitmények tartésitaséra kiilonféle eljarasok léteznek, mint
példéaul hiités, fagyasztas, h6kezelés (f6zés, gbzolés, pasztérozés, sterilezés), sozas,
pécolas, fiistolés, kémiai tartésitas, médositott atmoszféras csomagolas stb.

A hiuskészitmények termékcsoportja az dsszetétel és az eléallitasi techno-
logia kovetkeztében nagyon valtozatos, ezért a mikrobiolégiai tulajdonséagaik is
ktalonbozsk. A voroséaruk és felvagottak esetében a romlés leggyakoribb oka a nem
megfeleld hiit6tarolas, ami a bélben toltott termékeken feliileti nyalkasodast okoz.
A pécolt termékekben a patogén mikroorganizmusokat a s, a nitrit, a pH és az ala-
csony hémérséklet kombinécidja gatolja. Szaritott, pacolt sonkatermékek romlasat
Clostridiumok okozhatjak a csont kozelében. A fermentélt kolbéaszféleségek valto-
zatos Osszetételiik miatt az egyik legszélesebb korti mikrobiotaval rendelkeznek.
A htson kiviil szennyez6 forrast jelenthetnek példaul a fiszerek, izesit6anyagok,
a nem megfelelden tisztitott természetes bél. A csomagolds utdn pasztérozott
termékek (kolbaszok, pastétomok) romlasa a tlélé mikroorganizmusoktél (mik-
rokokkuszok, enterokokkuszok, laktobacilluszok, Brochothrix thermosphacta) és
a tarolasi koriillményektdl fiigg. A pasztérozott htstermékeknél a legjelentGsebb
patogén baktérium, amely el6fordulhat, a Clostridium perfringens.

A gyakorlat menete:

A gyakorlat sordn a kereskedelemben forgalmazott kiilonféle friss htusok (pél-
daul baromfi-, sertés- és szarvasmarhahus) és hiiskészitmények (példaul felvagot-
tak, fermentalt kolbaszok és szalamik, pacolt termékek, pastétomok) mikrobiélis
szennyezettségét vizsgaljuk mikrobiolégiai tenyésztéses modszerekkel.

Els6 1épésben meghatarozzuk a mezofil aerob baktériumok 6sszcsiraszamat
lemezontéssel. A vizsgélt mintdbol alapszuszpenziét (10 g minta + 90 ml hi-
gitéfolyadék), majd az alaposan homogenizélt alapszuszpenziébdl higitasi sort
készitink 10*-es higitasig. A megfelel6 higitdsokbdl az elére el6készitett steril
Petri-csészékbe aszeptikusan 1-1 ml-t pipettazzunk. Ezutan az autoklédvozéssal
sterilizalt, majd 45-50 °C-ra visszahttott Nutrient taptalajbdl 15-15 ml-t toltiink
minden Petri-csészébe, majd 6vatos korkoros mozgatassal elkeverjitk az inoku-
lumot a taptalajban, és hagyjuk megszilardulni. Az inkubalas 37 °C-on torténik
48 oraig.

Ezt kovetéen a vizsgalt friss htsok feliiletén és a hiiskészitményekben el6-
fordul6 élelmiszer-eredetti megbetegedést okoz6 baktériumok (Salmonella sp.,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Campylobacter jejuni)
és a romlést okoz6 baktériumok (Pseudomonas, tejsavbaktériumok) kimutatasat
végezziik szélesztéssel, kiilonféle szelektiv taptalajokon.

A vizsgélatok soran a kovetkezé szelektiv téptalajok hasznalhaték: Brilliance
Salmonella Agar Base, ChromoBio TBX Agar, Mannitol Salt Agar, CromoBio Cereus
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Base, Campylobacter Blood-Free Selective Agar, valamint Pseudomonas Selective
Agar és MRS Agar.

Az inkubdlas 37 °C-on 48 oraig torténik, kivétel a Campylobacter jejuni te-
nyésztése, amely esetében az inkubalasi hémérséklet 42 °C.

Eredmények és értékelés:

Az inkubélast kovet6en megszamléljuk a kifejl6dott baktériumtelepeket, és
az alkalmazott tenyésztési eljarasnak (lemezontés, szélesztés) megfeleléen meg-
hatarozzuk a mezofil aerob baktériumok, valamint az élelmiszer-eredeti megbete-
gedést okozo és a romlést okozé baktériumok szdmat (TKE/g) (47. dbra, 48. abra).

A kapott eredmények alapjan kovetkeztetést vonunk le a vizsgélt hus- és
htskészitménymintak mikrobiolégiai minéségére vonatkozéan. A kifejl6dott
baktériumok tipusa alapjan feltételezhets, hogy milyen szennyezddési forrasbél
szdrmazhatnak a mikroorganizmusok, utészennyez4dés vagy a nem megfelel
tartésitas az oka a baktériumok jelenlétének adott htiskészitményekben.

47. adbra. Csirkecomb mintarol szarmazé mezofil aerob baktériumok és sertés
dardlthusbdl kifejlédett Campylobacter jejuni telepek szelektiv taptalajon

TR

48. abra. Baromfihtisrdl kifejlédétt tejsavbaktériumok MRS taptalajon és
Salmonella baktériumok Brilliance Salmonella Agar Base szelektiv taptalajon
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A laborgyakorlat célja:
Kulonféle vizmintak mikrobiolégiai minéségének vizsgélata, ivévizként
fogyasztasra val6 alkalmassaganak kimutatésa.

Elméleti hattér:

A természetes vizekben talalhat6 baktériumok eredet szerint altalaban harom
csoportba sorolhaték: természetes mikrobiota (példaul Spirillum, Vibrio, Pseudomo-
nas, Flavobacterium, Chromobacterium fajok), talajbaktériumok (példéul Bacillus,
Streptomyces, Aerobacter fajok) és fekélis eredet(i baktériumok (példaul Escheri-
chia coli, Streptoccus faecalis, Clostridium perfringens). A viz eredeti, autochton
mikrobaszama fiigg a forrastdl, a rétegektdl, amelyeken keresztiil a felszinre jut, az
asvanyianyag- és oxigéntartalomtol. A viz mikroorganizmusai altalaban aerobok és
pszichrotréfok, jellemz6 rajuk, hogy a szaporodashoz kevés nitrogént és més szerves
anyagot igényelnek. Ha szennyezdédés nem éri a vizeket, kérokozokt6l mentesek.

Az élelmiszeriparban a gyéartashoz felhasznalt vagy a gyartas sorén a termék-
kel, illetve az alkalmazott edényekkel, eszkézokkel érintkezésbe kertils viznek, az
ivo- és héaztartasi célokra hasznalt viznek, természetes és mesterséges dsvany- és
gyogyviznek, jég elGallitasdhoz felhasznalt viznek ivoviz minéségiinek kell lenni.

Iv6vizeinkben sem kérokozo baktériumok, sem a fekalids szennyez6dés bak-
teriolégiai vagy kémiai nyomai nem lehetnek. A fekalids eredeti szennyezddés,
amelyben baktériumokat, virusokat és parazitdkat egyarant izolaltak, a megbete-
gedések leggyakoribb okozoja az ivévizben.

A mintavételezés steril tivegedényekbe kell torténjen. A minta feldolgozasat
legcélszertibb a mintavétel utdn azonnal elkezdeni. Ha ez nem lehetséges, akkor hii-
tés nélkil 2 éran belil, hiitében tartva 24 6ran belil kell elkezdeni a vizsgalatokat.

Szivattyus kuthél vagy vizvezetéki csapbdl torténd mintavételnél a vizet
elébb 5 percig folyatni kell, majd a kifoly6 csovet denaturélt-szeszes vattatam-
ponnal alaposan lekenni és lelangolni. Ezutan a vizet addig folyatni, amig a csé
le nem hiil. A steril iveget kioblités nélkiill megtoltjiik és steril dugéval bezarjuk.

Az ivéviz mikrobiolégiai jellemzéséhez leggyakrabban alkalmazott vizsgélati
eljarasok: a mezofil baktériumszdm meghatéarozasa, a koliszam meghatarozasa, a
fekalkoli kimutatasa és az anaerob szulfitredukalé baktériumok kimutatasa.

A mikrobiolégiai mindségre vonatkozé elvarasok szerint a palackozott vizek
megengedett mezofil aerob baktériumszama cm?®-enként 20, pszichrotréf baktéri-
umszama pedig 100 lehet (22, illetve 37 °C-os tenyésztés utan). A viz nem tartal-
mazhat koliform baktériumokat, enterokokkuszokat, Pseudomonas aeruginosat,
Escherichia colit vagy mas kérokozokat a viz 250 cm®-ben, szulfitredukélé anaerob
sporas baktériumokat pedig 50 cm?®-ben.
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21.1. Ivéviz mezofil aerob és pszichrotrof
baktériumszamanak meghatarozasa
lemezontéssel

Elméleti hattér:

A 37 °C-on fejl6d6é mezofil mikroorganizmusok szdma az elsé bakteriolégiai
indikator az ivovizek mikrobiolégiai vizsgalata soran. Minél nagyobb ezeknek
a baktériumoknak a szdma, annél inkabb feltételezhetd, hogy koztiik patogén
mikroorganizmusok is el6fordulnak. A 22 °C-on kitenyésztheté pszichrotréfok
csoportja f6leg szaprotréf baktériumokat tartalmaz.

A gyakorlat menete:

A vizsgalt vizmintabol elsé 1épésként higitasi sort készitiink 10 higitésig.
Ezt kovetéen a mintabdl és az egyes higitasokbdl 2-2 pdrhuzamban 1-1 ml-t pi-
pettdzunk steril Petri-csészékbe, majd 15 ml 45-50 °C-ra visszahtitott Nutrient
taptalajjal alaposan elkeverink. Megszilardulds utan a Petri-csészéket forditott
helyzetben az inkubatorba helyezziik 48 draig. Az inkubélasi h6mérséklet a me-
zofil aerob baktériumok szdméra 37 °C, a pszichrotréfok esetében pedig 22 °C.

Eredmények és értékelés:

Az inkubélast kovetden a lemezontéses élésejtszam-meghatiarozas modszeré-
nek megfeleléen meghatarozzuk a vizsgélt baktériumok csiraszamaét, és a szabvéany-
ban el6irtaknak megfelelen értékeljiik a vizsgalt vizminta mindségét (49. abra).

49. abra. Vizmintabdl Nutrient taptalajon kifejlédott
mezofil aerob baktériumok telepei
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21.2. A koliform baktériumok és az Escherichia coli
kimutatasa

Elméleti hattér:

A koliform baktériumok az Enterobacteriaceae csalad tagjai (példaul az Esche-
richia coli, Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae), indikator szervezetek.
A higiénés gyakorlatban azokat a fakultativ anaerob, Gram-negativ, endospérat
nem képezd, palcika alaku baktériumokat nevezziik koliformoknak, amelyek a
lakt6zt 37 °C-on sav- és gazképzés mellett 48 6ran beliil fermentaljak. A kolifor-
mokkal azonos koériilmények koézott tenyészé szaprofita baktériumok kénnyen
elkiilonitheték a biztosan székletbdl szarmazd, Gn. fekélis koliformoktdl, mert
ellentétben az utébbiakkal a lakt6zt 44 °C-on mér nem tudjak fermentalni.

Koliliternek nevezziik azt a legkisebb vizmennyiséget, amelybdl tenyészté-
ses eljarassal koliform szervezetet még kimutathatunk. A koliszdm (koli-index) a
100 ml vizbél kitenyészthetd koliform baktériumok szamat jelzi.

Az Escherichia coli a fekalias szennyez6dés {6 indikatora. Az E. coli fiziol6-
gias koriilmények kozott enterédlis patogenitési tulajdonsaggal nem rendelkezik
a bélben, a bél normal mikrobiotajdnak a tagja. Jellemz6, hogy kromoszomalis
mutéciora rendkivill hajlamos és az intra- és interspecies génétvitel minden
formajara képes, ezért Gj patogén tulajdonsagot nyerhet konjugacioval, transz-
dukcidval és transzformécioval. Az E. coli és egyes patogén torzsei a vizben
hosszu ideig életképesek. A patogén torzseket speciélis csoportokba soroljak
virulenciatulajdonsagaik, patogenitdsuk mechanizmusa, az okozott klinikai tii-
netek alapjan.

A gyakorlat menete:

A vizsgaland6 vizet alaposan dsszerazzuk, és 1 ml-t pipettazunk kémcso-
vekbe (4ltaldban 10 darab kémcsovet hasznélunk egy vizminta esetében), melyek
5 ml laktozlevest és fenolvoros indikatort, valamint Durham-csovet tartalmaz-
nak. 5 darab kémcsovet 37 °C-ra beéllitott inkubatorba helyeziink a koliform
baktériumok kimutatésa céljabol, és 5 kémcsovet 44 °C-ra a fekalis koliformok
meghatarozasara.

A koliform baktériumok kimutatésat elvégezhetjik szilard szelektiv tdptalaj
(példaul ChromoBio koliform taptalaj) feliiletére valé szélesztéssel is, ez esetben
a vizsgalt vizmintabol higitasi sort is készitiink.

A koliszam meghatarozésa torténhet membransziiré technika segitségével.
A 0,45 pm poérusatmér6jii steril membransziirén atszliriitnk 100 ml vizmintat,
majd a sziir6lapot steril csipesz segitségével, a sziir6feliilettel felfelé helyezziik
Petri-csészében 1évé differenciélé taptalaj (Endo- vagy eozin-metilénkék taptalaj)
feltletére. Ezt koveti az inkubélas 37 °C-on 24 éraig.

Az Escherichia coli kimutatasat tobbféle mddon is elvégezhetjik. A pozitiv
eredményt ado, fekalis koliformok jelenlétére utalé tenyészetekbdl kiszélesztiink
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Endo taptalaj feliiletére. Az inkubélés 37 °C-on 24-48 6réaig tart. Méasik eljéras esetén
a vizsgalt vizmintabol és az abbdl késziilt higitdsokbol leoltunk szélesztéssel szelek-
tiv tdptalaj, példaul TBX Chromo agar feliiletére, és inkubéaljuk 37 °C-on 48 éraig.

Az E. coli esetében a megerdsités céljabol elvégezhetdk az IMViC-prébak: in-
dolpréba, metilvorosproba, Voges—Proskauer-préba (AMC = acetil-metil-karbinol
képz6dés) és a citratfelhasznalas-préba. Az indol- és a metilvorospréba pozitiv
az E. coli esetében.

Eredmények és értékelés:

A koliform baktériumok kimutatésa sordn, pozitiv eredmény esetén a 37 °C-
on torténd inkubdlas utdn a savképzddés altal a folyékony tenyészet sargara szine-
z6dik, és a Durham-cs6ben gazképzddés figyelheté meg (50. dbra). Ha a 44 °C-on
inkubalt tenyészetek esetében talalunk pozitiv eredményt (sav- és gazképzddés),
akkor az a fekalis koliform baktériumok jelenlétére utal.

50. abra. Koliform és fekdlis koliform baktériumok kimutatdsa laktézlevesben

Ha a koliform baktériumok kimutatasa szélesztéssel tortént szelektiv tapta-
lajon, akkor megszamléljuk a kifejlédott jellegzetes telepeket, és a modszernek
megfelel6en megadjuk a baktériumok szamét 1 ml vizmintaban.

A membranszlrés technika esetében az inkubaléds utan a koliform baktériu-
mok telepszdménak és a sziirt viz mennyiségének ismeretében hatdrozzuk meg a
100 ml vizmintdban 1év6 koliszamot.

Endo taptalajon az E. coli baktériumra jellemz6 telepek sotétvoros szintek és
fémfénytiek (51. abra). A TBX Chromo agar esetében a telepek tiirkizkék szintiek. Ezen
a taptalajon szélesztést alkalmaztunk, ezért a médszernek megfelelGen a jellegzetes te-
lepek megszamlalasa utdn megadjuk az E. coli baktériumok szdmat 1 ml vizmintaban.

A mennyiségi viszonyoktdl fiiggetleniil kifogasoland6 az ivéviz, ha belSle
fekalis koliform baktériumok vagy E. coli mutathaté ki.
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51. abra. Az Escherichia coli jelenlétének kimutatdsa Endo tdptalajon

21.3. Fekalis eredeti Streptococcusok
(Enterococcusok) kimutatasa

Elméleti hattér:

A vizek fekalids szennyezettségének fontos indikétor-mikroorganizmusai a
fekalis Streptococcusok, amelyek rovidebb-hosszabb lancokat képez6é Gram-po-
zitiv kokkuszok. Egyes fajaik emberi és dllati megbetegedéseket okoznak, de az
egészséges szervezet is hordozhatja 6ket. A Streptococcus faecalis a kiilviladgban
nem szaporodik, a vizben hamar elpusztul, jelenléte a viz friss fekalias szennye-
z6désére utal.

A gyakorlat menete:
A vizsgalt vizmintabdl szélesztéssel leoltunk Petri-csészébe Enterococcus
faecalis szelektiv taptalaj feltiletére. Az inkubaléds 37 °C-on 48 6réig tart.

Eredmények és értékelés:
A fekalis Streptococcusok jelenléte esetén a szelektiv taptalaj feltiletén bordo-
barnas szint telepek fejlédnek ki (52. abra).
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52. abra. Enterococcus faecalis baktériumtelepek szelektiv taptalaj feliiletén

21.4. Anaerob szulfitredukalé baktériumok
(Clostridiumok) kimutatasa

Elméleti hattér:

A Clostridium nemzetség tagjai Gram-pozitiv, endospérat képezd, anaerob
pélca alakt baktériumok. Széles korben elterjedtek, megtaldlhatok a talajban,
felszini vizekben, szennyvizekben, de sok faj él az emberi és allati bélcsatornaban
is a normal mikrobiota tagjaként. A csoport egyik {6 képviselGje a Clostridium
perfringens, sporas, tokkal rendelkez6 nem mozgé baktérium. Az emberi és é4llati
bélcsatorna lakéja, a spéra talajban, vizekben eléfordulhat. Nekrotizal6 és hemo-
lizal6 enterotoxinokat termel, ételmérgezést és gazgangrénat okozhat. A vizben
hosszt ideig életképes marad, ezért jelenléte régi, igen erds, hosszan tarté szeny-
nyezettséget jelez.

A gyakorlat menete:

A szulfitredukal6 anaerob sporas baktériumok kimutatasara parafinnal lezart
Clostridium differencialé taplevest hasznalunk. A taplevest tartalmazé kémcsovekbe
1 ml vizmintét pipettazunk és paraffindarabkakat tesziink, majd vizfiirdébe helyezziik
80 °C-ra 10 percig. Ezt kovetben lehttjitk, majd inkubaljuk 44 °C-on 48 éraig.

Eredmény és értékelés:

Pozitiv eredmény esetén az eredetileg sargas-rézsaszini tapleves megfeke-
tedik, mivel a Clostridiumok a szulfitot fekete szinti vas-szulfidda redukaljak.
A meger6sité vizsgalatban a C. perfringens a tej alvadésat valtja ki (az alvadék
jellegzetes szivacsos megjelenésii) és lecitinazt termel.
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21.5. A Pseudomonas baktériumok kimutatasa

Elméleti hattér:

Az ivoviz higiéniai vizsgalata sordn a Pseudomonasok kimutatésa is nagy
jelentéséggel bir. A Pseudomonas aeruginosa baktérium vizekben, szennyvizekben
és szennyezett ivovizekben kozonségesen megtaldlhat6. Nem jelez friss fekalis
szennyezddést. Cs6vezetékekben és tartdlyokban a P aeruginosa kolonizacibja
és biofilm képzése gyakori szennyezésforras. Opportunista patogén, altalaban az
immungyenge egyéneknél okoz megbetegedést.

A gyakorlat menete:

A vizsgélt vizmintabdl leoltunk szélesztéssel Brolacin téptalajra (laktozt,
peptont, cisztint és bromtimolkéket tartalmaz) vagy szintén a Pseudomonas bak-
tériumok izolalasara alkalmas Pseudomonas Agar Base taptalajra. Inkubélés 37 °C-
on 24 ¢6raig.

Eredmények és értékelés:
Brolacin taptalaj hasznélatakor a taptalaj felszinén nagy, kékes udvari, barnas
kozpont telepek jelennek meg pozitiv eredmény esetén. A Pseudomonas Agar

Base téptalajon nyakos, kékes-zoldes pigmentéciéji, UV hatéasara fluoreszkalo
telepek fejlédnek.

21.6. Ivovizben el6fordulé mikroszkopikus
penészgombak kimutatasa

Elméleti hattér:

Palackozott vizek esetében elvéaras a mikroszkopikus penészgombak hidnya.
A penészgombdk el6fordulasa mikotoxin-termeléssel is tarsulhat, ami karos az
emberi egészség szempontjabol.

A gyakorlat menete:
A vizsgélt vizmintabdl leoltunk szélesztéssel Czapek Dox téptalaj feltiletére,
majd ezt koveti az inkubalas 28 °C-on 3-5 napig.

Eredmények és értékelés:

Az inkubalés utan megfigyeljuk a kifejlédott telepeket, meghatérozzuk a te-
lepek szamat, valamint nativ mikroszképi preparatum segitségével — figyelembe
véve a sejt- és telepmorfolégiai tulajdonsagokat — elvégezzitk a penészgombak
rendszertani beazonositasat hatdrozékonyv segitségével, elsGsorban a mikotoxint
termeld penészgombak szempontjabdl (53. dbra).
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53. abra. Kutvizbdl és csapvizmintabdl kifejlédott penészgomba telepek



22. PALACKOK TISZTASAGANAK
A VIZSGALATA (OBLITESES MODSZER)

A laborgyakorlat célja:
Az élelmiszeripari célokra hasznalt palackok esetében a belsé feliilet mikro-
baterheltségének és az alkalmazott tisztitas hatékonysaganak vizsgélata.

Elméleti hattér:

Mosott palackoknal a moso6- és 6blitégép mosasi hatékonységat, nagyobb
edényeknél (példaul kannak) a mosas-tisztitas utdni maradék mikrobaszamot
hatarozhatjuk meg ezzel a médszerrel.

Az edénybe bemért, ismert mennyiségl steril vizbe rdzzuk az edény falan
maradt mikrobakat, majd higitast és lemezontést végzink. Igy hatarozzuk meg
azt a sejtszamot, amely az edény teljes feltoltése esetén, annak falérol a folyadék
minden ml-ét szennyezné. A steril 6blit6folyadék mennyisége az edény térfoga-
tanak 5-10%-a legyen. A bemoso6 hatas fokozaséara adhatunk az 6blitévizbe 0,2%
steril kvarchomokot.

A gyakorlat menete:

A palackba 50 ml steril vizet toltiink, lelangolt parafadugéval bedugjuk, és
er6teljes razassal 4-5 percen keresztiil razzuk. A palackban 1évé folyadékbél higi-
tast készitiink 10-ig. A folyadékbdl és a higitasokbdl leoltunk Nutrient taptalajra
lemezontéssel a mezofil aerob baktériumok, valamint szélesztéssel Czapek Dox
taptalajra a mikroszkopikus gombak (éleszt- és penészgombak) kimutatasa cél-
jabél. A baktériumok esetében az inkubalas 37 °C-on 48 6réig, a mikroszkopikus
gombak esetében 28 °C-on 3-5 napig tart.

Eredmények és értékelés:

A Nutrient tdptalajon fejlédott telepekbdl a mezofil aerob mikrobaszamot, a
Czapek Dox taptalajon fejl6dott telepekbél pedig az éleszté- és penészgombasza-
mot allapitjuk meg.

A palacktérfogat 1 ml-ére esé szamot a kovetkezéképpen kapjuk meg:

Telepszam atlag x bemért folyadék (ml)
Palacktérfogat (ml)

= mikrobaszam/ml

A palack ml-kénti mikrobaszaméra vonatkozéan éltaldban elfogadott érték:
2-3 db sejt/ml. Ujabban a megengedhetének tartott szdam 500 ml-es palackra vo-
natkoztatva a 6. tdblazat szerint alakul.
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6. tablazat. A tisztitas hatékonysdganak megallapitdasa a mikrobaszam alapjan

Sejtszam Ertékelés
<100 nagyon tiszta
100-500 jol tisztitott
500-1500 kielégitéen tiszta

>1500 nem kielégit6en tiszta




23. ELELMISZEREKBOL IZOLALT BAKTERIUMOK
MEGHATAROZASAHOZ HASZNALT
BIOKEMIAI MEGEROSITO VIZSGALATOK

A baktériumok azonositasakor — a morfologiai és tenyészeti jellegzetességek
mellett — a biokémiai tulajdonségaikat is figyelembe veszik. A biokémiai tesztek
elvégzésekor altalaban speciélis taptalajokat hasznalnak, melyek tartalmazzak az
elbontand6 szubsztratumot. Az alabbiakban az altalanos mikrobiolé6gia laborgya-
korlatokon elsajatitott és az élelmiszer-mikrobiol6gia laborgyakorlatok soran is
alkalmazott legfontosabb megerésits vizsgélatokat emlitjitk meg.

23.1. A mikroorganizmusok szénhidrat-hasznosito
tulajdonsagainak kimutatasa

Szamos baktériumfaj képes a szénhidratok elbontaséra, mikozben savak,
gaz (CO,, H,, CH,), aldehidek és alkoholok képzdédnek. A szénhidratbonté tulaj-
donsagok vizsgélata céljabol a baktériumokat folyékony vagy szilard téptalajon
tenyésztik, a taptalajhoz szénhidrétot és egy indikator anyagot adnak.

23.1.1. A szénhidratbonté tulajdonsagok vizsgalata peptonvizben
kék-bromtimollal

A peptonvizet tartalmazé kémcsovekbe (9 ml/kémcesd) steril koriilmények
kozott 1 ml 10%-o0s szénhidratoldatot (példdul glukéz-, frukt6z-, szachar6zolda-
tot) tesziink. Beoltjuk a vizsgalt baktériumokkal, egy kémcsé kivételével, hogy
azt mintaként (kontrollként) hasznalhassuk. Ezt koveti az inkubalas 24-48 oraig,
28 °C-on. A beoltott és a mintaként hasznalt kémcsoveket egyarant termosztatba
helyezziik. Inkubélas utan a kémecsovekbe 0,5 ml kék-bromtimolt tesziink. A kék
szin eltlinése a szénhidratok metabolizédlaséara utal (savas pH kialakulésa).

23.1.2. Baktériumok laktézerjesztésének vizsgalata
Szamos baktérium képes a lakt6zt mint szénforrast anaerob koriilmények ko-

z6tt felhasznélni. Ez a folyamat az erjesztés, melynek sordn kiillonb6z6 savak ke-
letkeznek. Egyes baktériumok a savak mellett szén-dioxidot is termelnek a lakt6z
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erjesztése alkalmaval. Ilyenek a bélbaktériumok is, amelyek kimutatasadban, azono-
sitasaban a lakt6zerjesztési proba fontos vizsgalatot jelent. A lakt6z erjesztése sordn
keletkezd savakat a taptalajhoz adagolt pH-indikatorral mutatjuk ki, mig a gazképzé-
dést Durham-csé segitségével figyelhetjuk. Az inkubalas 37 °C-on torténik 2 napig.

23.1.3. Metilvoros reakcio

A teszt a glukéz fermentécidja sordn képz6d6 H*-ionok koncentracidjanak a
kimutatasara szolgal. Szamos enterobaktérium, Gram-negativ baktérium elkiil6-
nithet6 a gliik6z fermentaci6ja soran képzédott végtermékek alapjan.

Az Escherichia, Salmonella, Proteus, Aeromonas nemzetségbe tartoz6 bak-
tériumok esetében a glitk6z erjesztése soran savak (tejsav, ecetsav, hangyasav,
borostyankdsav), CO, és H, képzddik. Savak felhalmozédasa soran a kozeg pH-
értéke 5-re vagy az ald csokken. Ha egy ilyen tenyészethez metilvoros reagenst
adunk, vorosre szinezddik, bizonyitva, hogy az adott baktérium képes fermentalni
a glikozt kulonféle savképzédés mellett.

A vizsgalt baktériumokat leoltjuk Clark-Lubs taplevesbe, melynek sszetétele:
pepton 5 g, glitkéz 5 g, K, HPO, 5 g és 800 ml desztillalt viz. 3-4 napig tart6 28 vagy
37 °C-on torténd inkubélast kovetéen 5 csepp reagenst tesziink a tenyészeteket
tartalmazo6 kémcsovekbe. Pozitiv reakcid esetén voros vagy rézsaszin szinezdés
figyelhet6 meg, ami magas H*-ionkoncentracidra utal, a sarga szinez6dés pedig
negativ reakciot jelent. Az Escherichia coli mintabaktériumként hasznalhat6, mi-
vel pozitiv reakciot mutat.

23.2. A baktériumok fehérjebonté képességének
a kimutatasa
23.2.1. Zselatinolizis teszt
A vizsgalt baktériumokat zselatintartalmu taptalajba oltjuk oltétd segitségé-
vel, majd 12 napig inkubaljuk 20-22 °C-on. Pozitiv eredmény esetén a baktérium
altal kivalasztott zselatinaz hataséra a zselatin elfolyésodik.

23.2.2. A triptofan hidrolizise

Egyes baktériumok a fehérjék lebontasa soran keletkezé triptofanbél indolt
képeznek. A keletkezé indolt tovabb mar nem metabolizaljak, igy az a tépleves-
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ben felhalmozdédik. A keletkezett indolt p-dimetilamino-benzaldehid segitségével
(Kovécs-reagens) mutatjuk ki.

A triptofan lebontéséra csak a mikroorganizmusok egyes csoportjai képesek,
ezért ezt a tulajdonsagot is fel lehet hasznalni diagnosztikai célokra. Az indol-
képzési reakci6 a bélbaktériumok faj szerinti azonositasdban alapvetd fontossagu.
A vizsgalathoz szénhidratmentes tapkozeget kell hasznalni, mert szénhidrétok je-
lenlétében az aminosavak energiaforrdsként torténé hasznositasa hattérbe szorul,
és a triptofan lebontasa nem kovetkezik be kimutathaté mértékben.

A vizsgalt baktériumokat peptonvizbe oltjuk, és a kémcsoveket inkubétorba
helyezziik 37 °C-ra 2-7 napig. Az inkubalast kovet6en a kémcsovekbe 0,2 ml Ko-
vacs-reagenst pipettdzunk és enyhén megrazzuk. Pozitiv reakci6 esetén a feluiltisz6
amilalkohol piros gytirtit képez, negativ reakci6 esetén sargas gytirii lesz lathato.

23.3. A katalaz kimutatasa

Az aerob és a fakultativ anaerob baktériumok nagy része (amelyek oxigént
hasznélnak) hidrogén-peroxidot termelnek, amely mérgez6 a sajat enzimrendsze-
ritkre nézve. A tulélés ezen antimetabolit jelenlétében azért lehetséges, mert ezek
a baktériumok katalaz enzimet is képesek termelni. Az 5 ml taplevest tartalmazo
kémcsovekbe étoltjuk a vizsgalt baktériumokat. Ezt koveti az inkubélas 2-3 napig,
28 vagy 37 °C-on. Ezutén a kémcsovekbe 3 ml 3%-os H,O,-t adunk. Pozitiv reakcié
esetén (katalaz enzim jelenlétében) az oxigénfelszabaditas kovetkeztében pezsgés
figyelheté meg.

23.4. A kénhidrogén-képzidés kimutatasa 6lomacetat-
oldattal atitatott sziir6papircsikok médszerével

Egyes baktériumok, mint példaul a Proteus vulgaris, kénhidrogént (H,S) sza-
baditanak fel a kéntartalmt aminosavakbdl (cisztein, cisztin stb.). Ezek a mikro-
organizmusok cisztein-deszulfuraz enzimet termelnek. A kénhidrogén-képzsdés
az elsd lépés a cisztein dezaminalésa soran, és ez a reakcié tobb modszerrel is
kimutathaté.

A vizsgalt baktériumokat peptonvizbe oltjuk. A reagens papircsikot (6lom-
acetat-oldattal atitatott sziir6papir) tgy helyezziik a kémcsébe, hogy a tapleves
felszinétél 1-2 cm-re legyen (de ne érjen bele, mert az 6lomacetat mérgez6 a mik-
robédkra), majd a dugéval rogzitsitk. Az inkubélas 2-7 napig tart 37 °C-on. Pozitiv
reakcid esetén a reagens papircsikon fekete elszinezddés lathat6 a ciszteinbél
termelt H,S kévetkeztében. Negativ a préba, ha elszinez6dés nem figyelhet meg.
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23.5. Karbamid-hidrolizis teszt

Sok baktérium képes a karbamid (urea) bontaséara. A karbamid hidrolizise
az uredz enzim hatasara megy végbe. A vizsgalt baktériumokat karbamidtartalmi
Christensen-taptalaj feliiletére oltjuk. Az inkubalas 28 vagy 37 °C-on torténik. Ha
a baktérium kivéltotta a karbamid hidrolizisét, a taptalaj pirosra szinezddik a fe-
nol-voros hatdsara NH, jelenlétében. Az NH, a karbamid bomlésa soran képzddik.

23.6. Politrop taptalajok hasznalata
a baktérium diagnosztikaban

A politrép taptalajokat széles kortien alkalmazzak a baktérium diagnoszti-
kaban. A TSI agar teszt altaldnosan hasznélt az enterobaktériumok (bélbakté-
riumok) jellemzésére. A taptalaj glitkézt alacsony (0,1%), szachardzt és laktozt
magas (1,0%) koncentracidban tartalmaz. Beoltds utan a baktériumok a glitkdzt
kezdik bontani, emiatt a kozeg pH-ja csokken, a fenolvords indikétor szine sargéra
valtozik. Kb. 8-10 éra inkubélas utdn a mikrobéak elhasznaljak a glitkézt. A laktozt
vagy szachardzt hasznositani képes fajok folytatjdk a savtermelést. Az emlitett
cukrokat hasznositani nem tudé fajok a taptalaj fehérjéit kezdik el bontani, ami
az aminok felszabaduldsa miatt ltigositja a kozeget. Mivel ez utébbi folyamat csak
aerob kortilmények kozott megy végbe, csak a ferde feliilet szine valtozik vissza
vorosre. Ha nem fermentativ mikroorganizmus kertil a TSI taptalajra, a taptalaj
szine mindenhol voros marad. Az erjesztés alatt néhany faj kén-hidrogént szabadit
fel. Ez a gaz a taptalaj vas-szulfat-tartalméval reagélva fekete csapadékot hoz létre a
kémcsé also részén. Mas mikroorganizmusok gazt termelhetnek, amit buborékok,
szakadasok jelenléte mutat, vagy néhany esetben a teljes taptalaj a kémcsé aljatol
a dugo irdnyaba mozdul.

A vizsgalt baktériumok kacsnyi mennyiségét a ferde agar feluletére oltjuk,
majd belesztrunk a taptalajba. A kémcsoveket inkubétorba helyezziik 37 °C-ra
16-24 6raig, majd megfigyeljiik a reakcidk okozta valtozasokat.
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REZUMAT

Lucrari practice de microbiologie alimentara

Indrumarul de laborator de microbiologie alimentara in introducere contine
reglementarile de protectia muncii care trebuie respectate in laboratorul de
microbiologie, si normele care trebuie aplicate in cursul prelevarii gi pregatirii
probelor care sunt necesare pentru eficacitatea testarii microbiologice a alimen-
telor. Aceasta este urmata de lucrarea practica care se ocupa cu detectarea
microorganismelor din mediul inconjurator, a carei importantd se manifesta in
faptul ca atrage atentia asupra necesitatii precautiei in cursul lucrarii in laborator,
cat si in cazul productiei alimentelor. Indrumarul contine lucrarile practice care
permit examinarea proprietatilor microorganismelor (bacterii, drojdii, mucegaiuri)
importante din punctul de vedere a alimentelor prin tehnici microscopice, detectarea
lor prin metode culturale, precum si metodele de determinare a numarului de
celule vii. In legatura cu diversi factori care influenteaza viata microorganismelor
pot fi amintite lucrarile practice care prezinta efectul temperaturii, activitatii apei,
a antibioticelor gi a diferitelor substante de origine vegetala. Partea cu importanta
majora a indrumarului il reprezintd descrierea metodelor de determinare a calitatii
microbiologice a diferitelor alimente: legume si fructe proaspete, lapte si produse
lactate, produse de panificatie, carne gi produse din carne, conserve si a apei
potabile. Ultimul capitol contine testele de confirmare biochimice utilizate in
scopul identificarii bacteriilor izolate din alimente.



ABSTRACT

Laboratory manual of food microbiology

The introduction of the Laboratory manual of food microbiology contains
the microbiology laboratory safety rules and procedures and the requirements
on sampling and sample preparation needed for an effective microbiological
food analysis. This is followed by a laboratory exercise which deals with the
detection of microorganisms present in the environment, the importance of which
is manifested in drawing attention to precaution both in laboratory work and in
food production. The laboratory manual contains laboratory practices that allow
the examination of the properties of microorganisms (bacteria, yeasts, moulds)
that are important regarding food with microscopic techniques, their detection
by culture methods, and methods for the determination of viable cell counts. In
connection with various factors that influence the life of microorganisms, we can
be mention the laboratory exercises that show the effect of temperature, water
activity, antibiotics, and various plant origin substances. The most important
part of the laboratory manual is the description of the methods for determining
the microbiological quality of different foods: fresh vegetables and fruits, milk
and dairy products, bakery products, meat and meat products, canned food and
drinking water. The final chapter contains the biochemical confirmatory tests
used to identify bacteria isolated from food.
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H

Az Elelmiszer-mikrobiolégia laboratériumi gyakorlatok egyetemi
jegyzet az élelmiszerek szempontjabdl hasznos, valamint a romlast
és megbetegedést okozd mikroorganizmusok kimutatasanak és vizs-
galatanak f6bb mddszereit mutatja be. Targyalja a témakor elméleti
hatterét, a gyakorlati munka részleteit, valamint az eredmények ki-
értékelésének eljarasait. Célja az élelmiszer-mikrobioldgiai ismere-
tek bovitése és elmélyitése, valamint a mikrobiologia laboratériumi
munkaéval kapcsolatos gyakorlati készségek fejlesztése.
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