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1. Altaldnos alapismeretek

Mikroorganizmusok: nincs szoveti differencidlddas, szabad szemmel nem lathato él6lények;
baktériumok, gombak (éleszt6- és penészgombak), algak, protozoonok (egysejtii véglények) és

virusok.

Prokariotak és eukariotak

1. tablazat: A pro- és eukariotak 6sszehasonlitasa (Forrds: Réczey-Sipos, 2008)

Valodi baktériumok

Eukariota sejtek

méret

~1 um — nagy fajlagos feliilet

~10 pm — kisebb fajlagos feliilet

sejtmembrin

fosztfolipidek. proteinek

foszfolipidek, proteinek, szterinek

belsé6 membranok

altalaban nincsenek

kiterjedt struktirak (ER). membran

hatdrolt organellumok (sejtmag,

mitokondrium)
genom osztatlan: 1 cirkularis DNS a osztott genom: linearis kromoszomak a
nukleoid régioban, hisztonok sejtmagban, hisztonok vannak
nincsenek
egyéb orokité anyag plazmidok mitokondrium és kloroplasztisz DNS-e.
primitivebb eukaridtaknal plazmidok is
légzési enzimek sejtmembranban mitokondriumban

citoszkeleton nines (?1) van: mikrotubulusok, mikrofilamentumok

riboszoma 70 S, szabad 80 S. szabad vagy kotott (DER)

sejtfal murein ha van, akkor kitin (gombak), celluldz
(novények. algdk), illetve egyéb

IMOZZASSZEIV ha van. ostor = ¢sillé (flagellum) ha van. ostor (flagellum) # csillo (cilium)

pilus van nines

sejtosztodas hasadas hasadas vagy sarjadzas (mitdzisos ciklus)

szaporodas csak ivartalanul ivartalanul vagy ivarosan (meiozis)

Prokariéta sejtek:

- kis méret (0,5 — 4 um) = nagy fajlagos feliilet - gyors tapanyagtranszport

-> rovid generacids id6 (~1 h) <> egyszer( struktura

- Alakja (egysejtliek): coccus (gomb), coccobacillus (ovalis), bacillus (pdlca), vibrio (vessz8),

spirillum (merev csavart), spirochaeta (flexibilis csavart). Egyes baktériumok alakja a valtozé

kiils6 kortlmények hatdsara meg is valtozhat (pleomorfizmus).

- Sejtszerkezet: felszin (sejtfal, sejtmembran); bels6 szerkezet (citoplazma, nukleoid,

riboszéma, zarvany, plazmid, endospodra); kiilsé szerkezet (tok, pilus, ostor).
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1. 4&bra: A prokaridta sejt felépitése (Forras: Black, 2005)

- asejtfal a sejtmembranon kivil taldlhatd; nagyon ellendlld, murein a f6 alkotdrésze: N-acetil-
glikézaminbdl (NAG) és N-acetilmuraminsavbdl (NAM) allé linearis heteropoliszacharid B-1,4
kotéssel; a NAM-okhoz tetrapeptid kapcsolddik (benne D-aminosavak is), koztiik
keresztkotések a diaminosavon keresztil - 2D haldzat, de egymdsra tdbb réteg épiilhet. A

rétegeket teichonsav tartja 6ssze: glicerinbdl, ribitbél és foszforsavbdl allé polimer.

Gram-pozitiv és -negativ sejtfal 6sszehasonlitasa

Gram-festés: kristalyibolyaval lilara festjlik a rogzitett sejteket, majd 12-oldatot cseppentiink ra, ami
erdsiti a kristalyibolya kot6dését a mureinhez (Gram-pozitiv és -negativ baktérium egyarant adja).
Alkoholos mosas kovetkezik, ami differencidl: a Gram-negativ baktérium elszintelenedik, -pozitiv lila
marad (a mureinréteg vastagsaga szamit!). Végil szafraninnal kontrasztfestést végziink, ami az
elszintelenedett Gram-negativ baktériumot pirosra festi (mig a -pozitiv tovabbra is lila marad). Friss
tenyészettel célszer( a festést megcsindlni! Bizonyos baktériumokat a kristalyibolya nem festi meg,
ezek az un. ,savallo” baktériumok (viaszos sejtfaluk fuchsinnal festhets, amit utana savas-alkoholos
kezelésre sem ad le a sejtfal). A murein lizozimmal oldaté (a konny ettdl baktericid hatasu!) > a Gram-

pozitiv baktérium sejtfal nélkili protoplaszttd valik (gomb alakd és nagyon érzékeny), a Gram-




negativbdl pedig un. szferoplaszt lesz (nem az egész sejtfalat vesziti el, alakja megmarad és kevésbé

érzékeny).

A B
2. abra: Sejtfal festést kovet6en: A- Gram+ (pl. Bacillus cereus); B — Gram- (pl. Escherichia
coli) (Forrds: Gyorgy, 2020)
Eukariéta sejtek:

- Az eukaridta sejtek nagyobb mérete bonyolultabb struktirat tesz lehetévé (pl. belsé
membrannal hatarolt organellumok), illetve differencialtabb m(ikodést <> a nagyobb méret miatt
viszont lassabb a szaporodas.

- Nincs feltétlendl sejtfaluk, mert van citoszkeletonjuk, tovabba a sejtmembrant szteranvdazas
vegyiletek (3llatok, protozoonok: koleszterin, novények, algdk: fitoszterin; gombak:
ergoszterin) merevitik.

- A plazmamembranban kevesebb anyagcsere-folyamat jatszddik le, mint a prokaridtakéban -

kevesebb enzim <>bonyolultabb szignalizacié - tobb receptor fehérje.
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3. dbra: Az eukariéta sejt szerkezete (Forras: Black, 2005)

Metabolizmus = katabolizmus + anabolizmus

- A metabolizmus (anyagcsere) a sejtben lejatszodo biokémiai folyamatok 6sszessége. Az
anabolizmus a felépit6 folyamatok, a katabolizmus pedig a lebontdé folyamatok 6sszefoglald
neve.

- Katabolizmus: polimerek hidrolizise monomerekké, illetve utébbiak oxidacidja (ATP
termelés) <> anabolizmus: monomerek szintézise, illetve azok kondenzacidja polimerekké
(ATP felhasznalas, esetleg redukcid).

- A biokémiai utak enzimkatalizalt elemi Iépésekbdl allnak; minden enzim atalakitja a
szubsztratjat a megfelel§ termékké, ami egyben a kovetkez6 enzim szubsztratja lesz.
Intermedierek: a biokémiai Ut kdztes termékei (egyben koztes szubsztratjai).

- Az él6lények anyagcseréjét a szén- és energiaforras iranti igénylik szerint lehet
csoportositani.
szénforrds igény: heterotréf (= organotrof): kész szerves anyagot kell felvennie ¢ autotrof
(= litotrof): szervetlen anyagbdl (Iégkori CO2) szerves anyag elGallitasara képes
energiaforrds igény: kemotréf: kémiai energia atalakitasaval allit el6 ATP-t <> fototrof:
fényenergia atalakitasaval allit el6 ATP-t

- C- és E-igény alapjan négyféle anyagcseretipust kilonboztetiink meg: fotoautotrof,

kemoautotrof, fotoheterotréf, kemoheterotrof.




Fermentativ anyagcsere

A piroszG6lGsav oxigén nélkil (anaerob Uton, de nem feltétlentl (!) anaerob korilmények kozott) alakul
tovabb.

A fermentdacidénak az alabbi lehetséges Utjai vannak.

- tejsavas erjedés: a koenzimek egy |épésben tejsavva redukaljak a pirosz6l6savat; homofermentativ a

folyamat, ha >90%-ban tejsav keletkezik, ekkor nincs gazképz&dés; heterofermentativ, ha tejsav csak
<90%-ban keletkezik (mellette egyéb termékek, koztlik gazok); tejsavbaktériumok - tejipar,
tartdsitéipar, normdl human mikrofldra.

- alkoholos erjedés: a piroszGl6sav dekarboxilezGdése (CO2 vesztés) utan képz6d6 acetaldehidbdl

redukcidval etanol képzédik; éleszt6gombdk = sor-, szesz-, boripar.

- propionsavas erjedés: a pirosz6l6sav koenzimes oxidacidja és dekarboxilez6dése utdn ecetsav és CO2

keletkezik, mikozben egy masik pirosz6l6sav molekula propionsavva redukalddik; propionsav-
baktériumok = sajtgyartas (aromal).

- butdndiolos erjedés: két pirosz6l6sav kondenzacidja, majd dekarboxilez6dése és redukcidja

eredményezi a négyszénatomos diolt; intermedierje, az acetoin kénnyen kimutathaté = bizonyos
tid6gyulladast okozod baktériumok diagnosztikajaban fontos.

- vajsavas-butanolos erjedés: szintén kondenzacié és dekarboxilez6dés eredményez négyszénatomos

termékeket: vajsav, butanol, de emellett izopropil-alkohol, aceton, CO2 is keletkezik; bizonyos anaerob
baktériumok - olddszergyartas.

- kevert savas erjedés: bonyolult reakcidk haldzata soran borostydnkd@sav, ecetsav, etanol, hangyasav

képzbdik, utdbbi esetleges bomldsa H2 és CO2 gdzokat eredményez; f6leg az un. bélbaktériumokra

jellemzé.

Mikrobak szaporodasi formai (egysejtiiek ivartalan, vegetativ szaporodasa)

- hasadds: ha a novekvé sejt eléri szlletéskori méretének kb. a kétszeresét, a megduplazédott
orokitéanyag kettévalik, koztik szeptum képz6dik centripetélis irdnyban, majd annak részleges
hidrolizise révén a két utddsejt elvdlik - szimmetrikus osztédds: az anyasejt két majdnem azonos
lednysejtté osztddik szét, melyek a kdvetkezd ciklusban majdnem azonosan viselkedve kezdik el6lrdl
az ,anyasejt életét”; baktériumok, protozoonok, egysejtl algak jellegzetes osztddasi mddja.

- sarjadzds: aszimmetrikus osztddas: az anyasejtrél lefliz6dik a ndla jéval kisebb lednysejt
(mas néven sarjsejt), és az utdédok a kovetkezd ciklusban eltéréen viselkednek (pl. az anyasejt hamar
Ujabb sarjadzasba kezdhet, a sarjsejtnek névekednie kell); az anyasejt 6regedését un.

sarjadzasi hegek jelzik; élesztégombdk jellegzetes osztddasi mddja.




2. Mikrobak izolalasi mdodszerei, mikrobak mikroszkdpos vizsgalata
kilonbozé fermentalt élelmiszerekbdl

feladat: folyadék mintakban sejtkoncentracio (sejt/cm3) meghatarozasa
higitasi sor: 10-es alapu - egymas utdni [épésekben mindig 1 cm3 minta + 9 cm3 steril viz
Telepszamlalas agarlemezen

kitenyésztéses madszer - CFU (colony forming unit): telepképzé egység (csak €16 sejtek)

kétféle technika: szélesztés ill. lemezdntés

szélesztés: rdontjlk a higitott mintat az el6re elkészitett agaros tdpkozeg tetejére, steril Gvegbottal
(széleszt6bot) szélesztjiik, megfelelS inkubalas utan a képz6dott telepeket megszamoljuk.
lemezéntés: a higitott mintat belekeverjik a folyékony agaros tdpkozegbe, egyiitt ontjik ki azzal a Petri

csészére - megdermed, majd innen kezdve nagyjabdl ugyanaz az eljaras.

Original

culture =
Tml Tml Tml ml
R /A /A

) [}
I i : AA
N——1 O
50,000 9mlwater 9 mlwater 9 mlwater 9 mlwater
bacteria/ml
(approximate ., 1:100  1:1000  1:10,000
number)

dilution  dilution  dilution  dilution

5,000 500 50 5
bacteria/ml bacteria/ml bacteria/ml bacteria/ml

Figure 66 Micobiology. 6/e
2005 John Wiley &
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Al Pour 0. 1 mI onto surface appear only on surface.
‘ﬂ " of pre-poured agar, then
spread with a bent rod.
110
xml \, \ POURPLATE
\ METHOD
1:10,000 dilution 1 ml of dilution
of bacterial added to
culturein melted agar
broth
= E Some colonies appear on
Mix thoroughly and pour surface; many are below
entire tube of agar into surface
empty Petri dish. Cool to
harden, and incubate
Figure 6-7a Microbiology, 6/e
©2005 John Wiley & Sons.

4. abra: Baktérium sejtkoncentracié meghatarozasa (Forras: Black, 2005 )

- Minték: tej, tejfol, joghurt (tejsavbaktériumok); eceteszencia (ecetsavbaktérium) taptalajon

vald szamlalas és a kilonbozé higitasokban mikroszképos szamlalas, telepmorfoldgia




3. Elelmiszerhigiéniai mikrobioldgiai vizsgalatok (DipContact-slide)
Contact Slide 2 - Bengal Rézsa CAF Agar + Semlegesitd /PCA + TTC + Semlegesitd

Rugalmas Dip-Slide szelektiv tdptalajjal éleszt6-, és penészgombdk kimutatasara és nem szelektiv

taptalajjal 6sszmikrébaszam meghatarozasara

A Contact Slide 2 egy haszndlatra kész eszkdz, amely m(ianyag hordozéra felvitt két kiilonbo6z6 taptalajt
tartalmaz, és fellletek, valamint folyadékok mikrobioldgiai vizsgdlatdra hasznaljak, még
fert6tlenitészerek maradvanyanak jelenlétében is.

A szelektiv tdptalaj lehet6vé teszi az éleszt6-, és a penészgombdk izolalasat és szamanak

meghatarozasat. A masik taptalajt a baktériumok szdmlaldsara hasznalhatd.

2. tabldzat: A DipContact Slide dsszetétele

OSSZETETEL

Bengalrozsa CAF Agar + Semlegesit6 1. oldal PCA + TTC + Semlegesito 2. oldal
9/l C1D)

Szo6jabab enzimes emésztése Kazein enzimes emésztése
5.0 5.0

Glikoz Elesztékivonat

10.0 2.5

Monokalium-foszfat Gliikoz

1.0 1.0

Magnézium-szulfat Trifenil-tetrazélium-klorid
0.5 0,1

Bengalrozsa Semlegesitd

0.05 *

Kloramfenikol Agar

0,1 15.0

Agar Végs6 pH 7,0 £ 0,2

15.0

Semlegesito

*

Végso pH 7,2 £ 0,2

* Hisztidin, 1,0 Lecitin, 0,7 Tween 80, 5,0 Natrium-tioszulfat, 0,5

A MODSZER ELVE

A Rose Bengal CAF Agar + Neutralizing (Bengdlrézsa CAF Agar + Semlegesit) a Bengalrdzsat és a

Kléramfenikolt szelektiv hatéanyagként tartalmazza a bakteridlis novekedés gatldsara, ugyanakkor a
gyorsan novekv6é penészgomba koldnidk méretének korlatozasara. A Bengdlrdzsa festék is, és az
élesztSk és penészek sejtjeibe épiil be, rézsaszinlivé téve ezeket a telepeket.

A PCA + TTC + Neutralizing (PCA + TTC + SemlegesitS) novekedés-indikatorként trifenil-tetrazélium-

kloridot tartalmaz, amely kdnnyen megfigyelhetd piros, oldhatatlan vegyiiletet képez.




VIZSGALATI ELJARAS
1. Vegyen ki egy targylemezt a hiit6szekrénybdl, és hagyjuk szobah6mérsékleten kb. 5 percig.
2. Csavarja ki és hazza ki a targylemezt a hengeres tartalybél. Ne érintkezzen az agar fellletével.

3. Feliiletek vizsgdlatdhoz hajlitsa meg a tesztet, hogy a kupak 90 °-os szdget zarjon be a lemezzel, és a

targylemez mindegyik oldalat nyomja erésen 10 masodpercig a vizsgalandé felllethez. Alternativ
megoldasként haszndljon egy mintavev6 palcat a terllet mintavételéhez, majd a palcat évatosan
forgassa at az agar felszinén.

Folyadékok vizsgalatdhoz fogja meg a targylemez a kupaknadl, és teljesen meritse bele a vizsgalt

folyadékba.

4. Tegye vissza a targylemezt a csGbe, csavarja be szorosan és 30 + 1 ° C-on 5 napig inkubalja (jegyezze

fel a szamot a PCA + TTC + Semlegesits esetében 72 6rds inkubalas utan).

AZ EREDMENYEK ERTELMEZESE
A PCA + TTC + Semlegesit6 (2. oldal) felliletén az 6sszes telepet szamolja meg, hogy megkapja a teljes
baktériumszamot. A Bengalrdzsa CAF Agar + Semlegesit6 (1. oldal) feliiletén novekvé 6sszes koldnia

szama kiértékeli a gombas fert6zést.

Baktérium / élesztd Penész
=7 "
& & S
. '-‘..-
] L
.- ': : ::-
[ & s -
[ E Ly
b ] - ': ]
- [] ‘ll
- i
- A - et e
CFU/oldal
25 2350 <10
Felulet
<200 200-400 A00-1600 1600 <B0 B0-160 160
CFU/cm?
i[i i[ig 100 ilid Folyadék [ o 1o
CFU/ml

5.abra: Kiértékelési utmutatd

KULLEM

1. oldal Enyhén opdlos, vildgos rézsaszin.
2. oldal Enyhén opalos, halvany borostydnszindi.

Inkubacios korilmények: 30 £1 ° C 3-5 napig.
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4. Ecetsav- és tejsavbaktérium tenyészetek vizsgalata
A mikroorganizmusok természetes él6helyeiken vegyesen fordulnak el6, ezért laboratériumi

kitenyésztésiik kevert tenyészeteket eredményez - egy adott mikrobafaj (vagy -torzs) vizsgalatdhoz
azt tisztan kell el6allitani - feladat: a kevert tenyészetbdl szintenyészet eléallitasa.
Az alkalmazott technika szélesztés vagy lemezontés lehet, el6bbinek szildrd fazisu,

mikroorganizmusokban dus minta esetén egy olyan specialis technikdja ismeretes, ami eltér a

telepszamlalas soran alkalmazott azonos nevi megoldastol.

Figure 6-19a Microbiology, 6/ Figure 6196 Microbiology. 6/e
©2005 Joha Wiley & Sons ©2005 John Wikey & Sons

6.abra: Szélesztési eljaras (Forras: Black, 2005)

A tejsav- és ecetsavbaktériumok nyomon kovetésére 3 féle taptalaj keril felhasznalasra:

1. MRS (Man, Rogosa &Sharpe): pepton 10g, élesztGkivonat 4g, huskivonat 8g, glikdz 20g,
natrium-acetat 2g, triammaonium-citrat 5g, magnézium-szulfat 0,05g, mangan-szulfat 0,05g,
aktidion 0,05g, paradicsomlé 250 ml, Tween-80 1ml, desztillalt viz 1000 ml-ig

2. MYP (Mannitol-Eleszt&kivonat-Pepton): mannitol 25g, élesztSkivonat 5g, pepton 3g, agar 12g,
desztillalt viz 1000 ml-ig

3. GYP (Gliikéz-ElesztSkivonat-Pepton): gliikéz 30g, élesztSkivonat 5g, pepton 2g, agar 15g,
desztillalt viz 1000 ml-ig

Az MRS tapagar a tejsavbaktériumok vizsgdlatara szolgal, mig az MYP és GYP az ecetsavbaktériumokra,
az Acetobacter torzsek gliikdz jelenlétében nem nének, igy nagy valdszinliséggel a Gluconobacter

torzshoz tartoznak.

A gyakorlat értékelése a kifejl6dott baktériumtelepek megfigyelése és szamlalasa. A baktériumtelepek
morfoldgiai sajatossagainak vizsgdlata soran a kdvetkez6 jellemz6ket értékeljik: a telep mérete (atmérd
mm-ben), alakja (pontszerd, koér, szabalytalan, fonalszer(, rizoid, orsd), a telep kiemelkedése (lapos,

dombord, parnaszerlien feldomborodd, csucsos, bemélyedd), szegélye (ép, hulldmos, lebenyes-
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karéjos, csipkézett, fonalas), szine. A telep fellilete, denzitasa és konzisztencidja szintén értékelhet6

jellemzdk (7. dbra).

v @ @ ® ¥ O
(a) (b) (c) (e) (f)
— — AR atm A
(9) (h) (i) (k) ()
(m) (n) (0) (p)

7.abra: A baktériumok morfoldgiai tulajdonsagai (Gyoérgy, 2020)

Alak: (a) pontszer(, (b) kor alaku, (c) szabalytalan, (d) fonalszerd, (e) rizoid, (f) orsé alaku.
Telepkiemelkedés: (g) lapos, (k) lapos kiemelkedé, (i) domboru, (j) parnaszerien
feldomborodd, (k) cstcsos, () bemélyedd. Telepszegély: (m) ép, (n) hulldmos, (o) karélyos, (p)

fonalas
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5. Mezofil aerob élécsiraszam meghatarozasi modszerek

A mezofil aerob mikrobak szdma adja az egyik leghasznosabb tajékoztatast az élelmiszer mikrobiolégiai
allapotardl. Ebben a mikrobaszamban tiikr6z6dik a nyersanyag, a feldolgozasi méd vagy a késztermék
mikrobioldgiai-higiéniai minGsége. A nagy élGsejtszam gyakran azt jelzi, hogy a nyersanyag mar nem
friss, er6sen szennyezett volt, vagy a technoldgiaban nem tartottdk be az el6irt hémérséklet, id6- és
mas értékeket, vagy a feldolgozas elhanyagolt higiéniai korilmények kozott folyt. A mezofil aerob
mikrobaszam bizonyos esetekben az egészségligyi mindség megitélésére is alkalmas, fGleg olyan
élelmiszereknél, amelyekben normalis tdroldsi korilmények kozott a mikroorganizmusok nem

szaporodhatnak (pl. szaritmanyok, fagyasztott termék).

Az éleszt6k savanyu kozeget jol tolerdld, vegetativ Uton sarjadzassal vagy hasaddssal szaporodd
egysejtli gombak. Egyes fajaik obligdt aerobok, masok a cukrokat erjesztéssel is hasznositjak (fakultativ
anaerobok). Az erjesztésben és egyes specidlis boraszati technoldgidkban kiemelt pozitiv szereplik van,

masrészt romlasokozdk és a palackos borokban utéerjedést, tiledékképz6dést okozhatnak.

A penészgombak savtiré, konidiumokkal vagy sporangiospérakkal szaporodd, obligat aerob fonalas
gombak. Boraszati szerepik kevés kivétellel negativ. A késztermékek min&ségét az élesztéknél kevésbé

veszélyeztetik, de dugdizt okozhatnak és jelzik a palackozas mikrobioldgiai hianyossagait.

A savképz6 baktériumok a must vagy a bor pH-jan szaporodasra képes baktériumok, amelyek a
cukrokbdl tejsavat és/vagy ecetsavat és egyéb karos anyagokat képeznek. Rendszertanilag két nagy
csoportba sorolhatdk. - A tejsavbaktériumok a savképz6 baktériumokon belil olyan Gram-pozitiv
palcak vagy kokkuszok, amelyek a cukrokat tejsavas erjedéssel bontjak. Aerotolerdns anaerob
szervezetek, katalazprobajuk negativ. Altaldban romlasokozdk, de egyes fajok szerepe a bioldgiai
almasavbomlas soran hasznos is lehet. - Az ecetsavbaktériumok a savképzd baktériumokon belil
obligat aerob, Gram- negativ, katalaz pozitiv palcak. Sulyos romlasokozék, mert alkoholbdl és cukrokbdl

ecetsavat képeznek.
A MODSZER ELVE:

Az éleszt6- és penészgombakat egyszer(i 6sszetételld komplett tdptalajokon tenyésztjik, amelyeken a
baktériumok szaporoddsat savanyitdssal vagy antibiotikummal gatoljuk. Az éleszt6- és

penészgombatelepek egymastdl szemmel jol megkllonboztethet6k és egymas mellett szdmolhatok.

TAPTALAJOK:
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A tenyésztés soran dsszehasonlithatd eredményt ad az élesztSkivonat-gliikdz agar, az élesztékivonat-
pepton-gliikdz agar (YEPD), valamint a sdrcefre agar (Wirze- vagy Wort-agar). A taptalajok készen vagy

poralaku taptalajként is beszerezheték.
1. Elesztékivonat -gliikéz agar

glikéz 20 g
éleszt6kivonat 5 g
agar20g

desztillalt viz 1000 ml

Sterilezés: 121 °C-on 20 percig

2. Elesztékivonat - pepton - gliikoz agar (YEPD)

glikéz 20 g
éleszt6kivonat 10 g
pepton 10 g
agar20g

desztillalt viz 1000 ml

Sterilezés: 121 °C-on 20 percig

3. A taptalajok szelektivitasa
A téptalajok szelektivitasa kétféle mddszerrel biztosithato:

A. modszer: Savanyitds 10%-os steril bork&savoldattal 3,5-4 pH érték kézé. A savanyitast az agar
felolvasztasa utan, kézvetlenll a lemezdntés el6tt végezziik. A savanyitott agartdptalaj mar nem

sterilezhetd, mert az agar savanyu kézegben elhidrolizal és a taptalaj nem szilardul meg.

B. mddszer: Antibiotikum adagolasa 100 mg/I kléramfenikol, amely autoklavozas el6tt is a taptalajhoz
adhatd. Helyettesithet6 100 mg/| oxitetraciklinnel, amelyet steril vizben oldva, felhasznalas el6tt adunk
a taptalajhoz. Az éleszt6kivonat-gliikdz agar tobbféle szelektiv, antibiotikumos valtozata is készen

kaphaté (pl. OGYE, Chloramfenicol Agar, RoseBengal Chloramfenicol Agar stb.)
A VIZSGALAT MENETE:

Késztermék, dugd, palack vizsgalatdt membranszlréssel végezzik. Késztermékbdl legalabb 100 ml-t, az
Oblitéses vizsgalatok esetén az Oblit6viz teljes mennyiségét lesz(rjik. A szirémembran pérusmérete

ne legyen nagyobb 0,8 um-nél. Az inkubaldst szelektiv taptalajon, 28 °C-on végezziik. Ha a vizsgalat célja
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az éleszt6szam meghatdrozasa, akkor az inkubdciés id6 48-72 6ra. A penészszam egyidejl

meghatdrozasa esetén az értékelést 2 nap mulva megismételjik.
ERTEKELES:

Az éleszt6szamot és a penészszamot kilén-kilon adjuk meg a telepek eltéré alaktani tulajdonsagai
alapjan. Az éleszt6telepek fellilete sima vagy enyhén rancos, fényes, tompa fényl vagy matt, szine
tobbnyire fehér vagy krémszind, de lehet barnds, rdzsaszin vagy piros. A penésztelepek felilete

jellegzetesen “bolyhos”, gyepszer(, szine kezdetben fehér, majd széles skalan valtozik, tobbnyire zold,

szlirke vagy barna.

Megjegyzés: Ha a taptalaj szelektivitasat antibiotikum nélkil, savanyitassal biztositjuk, néhany savképz6
(ennélfogva savtlirG) baktériumfaj harom nap alatt gyenge noévekedést mutathat a taptalajon,
kiilonosen akkor, ha a minta élesztére és penészgombdra negativ. A baktériumtelepek azonban ezeken
a téptalajokon harom nap utan sem nagyobbak 1 mm-nél, dltalaban jellegzetesen attetsz6k, esetleg

barnak és savanyu vagy kifejezetten ecetes szaguak. llyenkor a gyanus telepekbdl mikroszképos

vizsgdlatot kell végezni.
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6. Kilonféle élesztbtdrzsek tenyésztése és mikroszképos vizsgalata,
fenoldgiai megjelenése

Az éleszt6gombak vizsgalata nativ preparatum segitségével

Nativ mikroszkdpi prepardtum segitségével megfigyelhetjik az é16 élesztégombasejteket, azok
morfoldgidjat és a sarjadzd sejteket. Erre a célra mintdt vesziink olyan élelmiszerekbél, melyek az
élesztégombak okozta romlas jeleit mutatjdk, mint példaul dzsemekbdl, bef6ttekbdl,
gylimolcslevekbdl. Egy csepp mintat cseppentiink a targylemezre és fedélemezzel lefedjiik. Mikroszkép

alatt 40x-es nagyitasu objektivvel megvizsgaljuk a preparatumot, és megfigyeljik az éleszt6gombakat.

Eleszt6gombak vizsgalata él6 festett készitményekkel (vitalis festés)

« s

El6 sejtek festésére azok a kis koncentracidju festékoldatok alkalmasak, amelyek a sejtek membranjan
athatolnak. Bejutva a citoplazmdba és a kilonbo6z6 sejtszervecskékbe, megfestik azokat anélkil, hogy

a sejtek szerkezetét karositanak.

A metilénkék festékoldattal torténd vitalis festés esetén az élettelen és éI6 sejtek megkiilonboztetését
az teszi lehet6vé, hogy az é16 sejt citoplazmajaba kevés metilénkék tud behatolni, és a dehidrogenaz
enzim hatasara az is szintelen leuko-metilénkékké redukalédik. Az elhalt sejtek membranja azonban
fokozott mértékben ateresztévé valik a festékkel szemben, ezért a sejtek rovid id6 alatt kékre
szinez6dnek. Az él6 és elhalt sejtek aranya alapjan gyorsan és egyszerlen képet kaphatunk arrél, hogy
a tenyésztés vagy bizonyos folyamatok (példdul fermentdcié) soran hogyan valtozik a

mikroorganizmusok életképessége.

8.abra: Saccharomyces cerevisiae élesztGsejtek él6 és holt 6sszehasonlitadsa metilénkék

festéssel (Forras: Gyorgy, 2020)
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7. tablazat: Elesztégombak azonositasara alkalmazhaté tulajdonsagok (Forras: Péter, 2020)

Alaktani tulajdonsagok
Ivaros szaporodas
Konjugacio
Sporaképzés
Bazidium tipusa

Ivartalan szaporodds
Sarjadzas
Hasadas
Konidiumképzés

Mikromorfologia
Sejt alak
Valodi és alhifa

Makromorfologia
Agartenyészet
Folyadéktenyészet

Biokémiai tulajdonsagok
Urea bontés
Diazonium Blue B reakcio
Koenzim Q) tipus
Keményitdképzés
Ecetsavképzés

Elettani tulajdonsagok
Erjesztés
Szénforrs-asszimilicio
Nitrogénforras-asszimilacio
Vitaminigény
Szaporodas kiilonboz
homérsékleteken
Szaporodas kis vizaktivitasi
tapkozegben
Gatloszertiirés
Killertoxin termelés/tiirés

Molekuléris tulajdonsagok
Sejtfalosszetétel
Fehérjemintazat
[zoenzimek
Zsirsavosszetétel
DNS bézisosszetétel
DNS homologia
DNS ujjlenyomatok
Kariotipus
DNS vonalkod szekvencidk
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Saccharomyces spp. Candida spp. Debaryomyces spp.

Schizosaccharomyces spp.

Zygosaccharomyces spp. Brettanomyces spp.

Pichia spp.

Yarrowia spp.

9.abra: Kiilonboz6 éleszt6gombak fenoldgiai megjelenése (Forras:
https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-1-0716-1932-2 12)
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7. Kilonbdz8 penészgomba tdrzsek tenyésztése és mikroszkdpos
vizsgalata
A mikroszkopikus gombak sejt- és telepmorfolégidjukat tekintve igen véltozatos él6lénycsoportot
képviselnek. A legtobb mikroszkopikus gomba telepet alkot. A gombatelep altaldban hifakbdl all, a
gombakra jellemz6, fonalas, csészerl képz&dményekbdél. A hifak gyakran eldgaznak, egymassal
Osszekottetéseket létesithetnek, és igy bonyolult haldzatot formalnak, amelyet micéliumnak neveziink.
Mind az ivartalan, mind pedig az ivaros szaporodasuk véltozatos sejttipusokat foglal magaba, és az
egyes gombacsoportok morfoldgiailag és genetikailag jél jellemezhet6 életciklussal rendelkeznek. A
sporaképzddést kornyezeti tényezSk indukaljak (példaul a tapanyagforrasok kimeriilése, a hGmérséklet,
a szén-dioxid- és a paratartalom valtozasai). A penészgombak konidiumai, sporai a levegbvel terjednek,
igy konnyen szennyezhetik az élelmiszerek nyersanyagait és a csomagolatlan késztermékeket. A
penészgombak altaldban aerob, heterotrof szervezetek. Szénforrdsként kiilénb6z6 szerves vegyiileteket
tudnak hasznositani, koztiik a celluldzt és mas Osszetett szénhidratokat, valamint a fehérjéket is, mivel
sokféle extracelluldris enzimet termelnek. A kornyezeti tényezdk széles hatdrai kozott tudnak
szaporodni. Az oxigénen kivil leginkdbb a nedvességet igénylik, de tobbségiiknek a szubsztratum
néhany szazalékos viztartalma, a leveg6 szokdsos paratartalma elegendd. A penészgombdk kozé
szamos, igen kis vizaktivitast elvisel6 faj tartozik (példaul a Monascus bisporus, Aspergillus glaucus). A
hémérsékleti igény szerint dltaldban mezofilek, de vannak koztik pszichrofilek is, amelyek a
h(t6hazban tarolt élelmiszereinken is elszaporodnak (példaul a Penicillium expansum). Kedvelik a savas

pH-t, de széles pH-tartomanyban tudnak szaporodni.

A vizsgdlt mintakbdl kifejl6dott penészgombatelepekbdl nativ mikroszkdpi preparatumokat készitiink
és megvizsgaljuk mikroszképpal. A sejt- és telepmorfoldgiai tulajdonsagok, valamint a konidiumok

elhelyezkedése, elrendezédése alapjan vizsgaljuk a penészgombadkat.

Penicillium
chrysogenum
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9.abra: A nemesrothadason atesett alapanyagok jellemz6 penészgomba torzsei; A — P.chrysogenum, B

-Botyrtis cinerea (Forras: Bene, 2004)
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8. Tejsav- és ecetsavbaktériumok tenyésztése, mikroszkdpos
vizsgalata

Fig 1: A Oenococcus oeni, B Leuconostoc, C Lactobacillus, D Pediococcus

11.3bra: A — Oeonococcus oeni; B — Leuconostoc spp.; C -Lactobacillus spp.; D -Pediococcus spp.
(Forras: https://www.pressebox.com/pressrelease/tentamus-group-gmbh/Malolactic-Biogenic-
Amines-Organoleptic-alterations-of-wine/boxid/1116017)

12.4bra: Acetobacter aceti és Gluconobacter oxydans ( Forras:
https://wineserver.ucdavis.edu/industry-info/enology/wine-microbiology/bacteria/acetobacter-aceti)
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A szoliter savképz6 telepbdl vagy feltételezetten savképzé titelepbél leldngolt oltékaccsal vagy tivel
mintat vesziink, és targylemezre cseppentett vizben szuszpenddljuk. A fed6lemezzel lezart
preparatumot mikroszképpal, immerzids lencsével (immerzids olajjal lefedve 100-szoros nagyitasu
objektivvel) vagy faziskontraszt megvildgitasban 40-szeres nagyitasu Ph-objektivvel vizsgaljuk.

- A tejsavbaktériumok 6nallé mozgdst nem végz6 palca vagy gomb (kokkusz) alakd baktériumok,
gyakran szabdlyos sejthalmazokba (par, tetrad, lanc) rendez6dve.

- Az ecetsavbaktériumok tobbnyire vaskos rovid palcdk egyesével, parban vagy lancban. A hosszabb
sejtlancokban szabalytalan, nagyméretl sejtek is el6fordulhatnak. A borokban el6forduld torzsek

altaldban mozdulatlanok, de ritkan 6nallé mozgas is megfigyelhetd.
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9. Almasavbonto kultura felszaporitasa és Thoma-cell eljarassal
sejtszam szaporulat nyomonkovetése

Biirker kamras eljaras

A mikroszkép beallitdsa: Objektiv 1,4x nagyitds, a mikroszkdpon tizszeres nagyitasban latszik a hajszal.
A Burker kamra racsozata 40-szeres nagyitasban latszik.

Els6sorban éleszt6k és penész-sporak szamlalasara hasznaljak.

A Birker-kamra két négyzethalds beosztasu teret tartalmaz. A kisalaku négyzetek teriilete 1/400 mm?,
a nagyalakuak teriilete 1/25 mm?2. Mélységiik fedSlemezzel valé lefedésnél 0,1 mm. Az 1 milliliterben
lév sejtszamot ugy szamithatjuk ki, hogy a kisalaku négyzetekhez tartozd atlagos sejtszamot 4x10° -
nal, a nagy négyzetekhez tartozét 2,5x10° -nel megszorozzuk.

A Birker-kamra két egymadstdél vdjattal elvalasztott négyzetes beosztast tartalmaz, igy két kiilonbozé
szuszpenzid vizsgalatara alkalmas. Eredeti elgondolas szerint a megszamldlandd négyzeteket a
szamlaldkamra egész felliletérdl véletlenszer(ien valasztjuk ki, de a nyomon kdvethet6ség érdekében a
dupla (vagy tripla) vonalak altal hatarolt négyzet egyik sarkabdl indulva az atlén haladva szamoljuk meg
a sejteket. Ez utan a masik atldval hasonléképpen jarunk el, igy az atlok keresztezési pontjat jelentd
négyzetet kétszer szamoljuk. A szamldalasnal célszer(i kovetkezetesen a bal oldali és a felsé pici négyzetet
hatarold vonalon |évé sejteket a négyzetbe tartozéként szamolni, a jobb szélén és az alsé vonalon lévé
sejteket pedig kihagyni a szamolasbol. Egy-egy sejtszuszpenzid sejtszamanak meghatdrozasa sordn
legalabb 500 sejtet kell megszamolni. A sejtcsoportokat és sarjadzd éleszté sejteket egynek kell
szamolni és ebben az esetben sejthalmaz szamot adunk meg. Amennyiben nagyon s(ir( a tenyészet,
szamlalds elStt a mintat higitani kell. Az érzékenység alsé hatara 10° sejt/ml. Ezek alapjan kiszamoljuk
az egy pici négyzetre vonatkozo atlagos sejtszamot, majd felszorozzuk a megfelel8 faktorral (4x10°-nal).

Burker-kamras sejtszamlalas menete

X y

Afekete (xdb) és

X v piras (y db)
vonalakon taldlhatd
sejteket is szdmoljuk
és srummazzuk

L

10. dbra: Burker kamras sejtszamlalas (Forras: https://ofkd2014.ttk.pte.hu/doc/alk-kem-labor-
leiratok-osszefuzve-2018_(1578).pdf)

Thoma cell

Meghatarozott folyadéktérfogatban szuszpedalt részecskék (pl. sejtek, gombaspdrak) mennyiségének
meghatdrozasahoz szamlaldé kamrdkat szoktak haszndlni. Ezek olyan targylemezek, amikre
négyzethaldsan csatornakat marnak. Ezeken a helyeken a targylemez vékonyabb, igy ismert a lefedett
folyadékoszlop magassaga. Mivel a négyzethdlé osztdsainak mérete is ismert, pontosan definialt
térfogatu tereket kapunk a fed6lemez és a targylemez kozott. Az ilyen fed6lemezek 3ltaldban a
szokasosnal vastagabbak, a deformalédas (és az alatta Iév6 viz térfogatvaltozasanak) elkertlése
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érdekében. A szamlalé kamraba bevitt folyadék feleslege kis csatornakon keresztiil tdvozhat. A kamrak
négyzethaldinak mérete és alakja sokféle lehet és a szamlalando részecskék nagysagahoz illeszthetd. A
Thoma-féle osztasnal egy nagy négyzet teriilete 1 mm?, ezek mindegyike 16 kisebb négyzetbél all, igy
ezek teriilete 1/16 mm?2 , tovabbi osztdssal pedig a legkisebb négyzet teriilete 1/400 mm? . Az
altaldnosabban ismert Biirker-kamraesetében a mintaterek magassaga 0,1 mm, a nagy négyzet alapu
egység mérete 1/5 mm x 1/5 mm = 1/25 mm2 , a téglalap alaku egységé pedig 1/5 mm x 1/20 mm =
1/100 mm?.

Szamolds Thoma cell-el: sejtszdm x 16 x 15625

10. dbra: Sejtszamldlds Thoma cell-el (Forras:
http://insilico.ehu.eus/counting_chamber/thoma.php)
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Ismeretellen6rzé kérdéssor
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Melyek az egészséges sz616, must és a bor mikrobiotdjanak 0sszetevGi?

Mik a tejsavbaktériumok és boraszati jelentéségik?

Mik az ecetsavbaktériumok és boraszati jelent&séguk?

Melyek a boréleszt6 torzsek?

Melyek a Saccharomyces nemzetség sensu stricto fajai?

Mit takar a vadéleszt6 megnevezés?

Mit jelent a hartyaképz6 éleszt6torzs boraszati célu felhasznalasa?

Melyek a legfontosabb fonalas gombak a boraszatban?

Mikotoxinok megnevezés mit jelent és melyek fordulnak el6 a borkészités soran?

. Apikulatusz éleszt6ket sorolja fel!

. Aszlsodas fogalma

. Botrytis cinerea pozitiv és negativ szerepe a borkészitésben

. Mit jelent az asszimildlhato nitrogén fogalom?

. A borok mikrobioldgiai okokra visszavezethetd rendellenes elvaltozasai (borbetegségek)
. Brettanomyces éleszt6torzsek boraszati szerepe

. TCA jelentése, el6fordulasa, okozoi

. Mi a boraszati fajéleszt6 fogalma, jellemzéi?

. Nemesrothadas fogalma

. Szlirkerothadas fogalma

. Homofermentativ és heterofermentativ tejsavas erjedés kozti kilénbség
. Bioldgiai almasavbontas fogalma

. Mi a Brett jelleg?

. Mi az ecetsavbaktérium karos boraszati hatasa?

. Mi a tejsavas illésodas?

. Mutassa be a mikrobapopuldcié szaporoddasi gorbét!

. Mit jelent az utderjedés?

. Mi a biolégiai stabilizacié?

. Mi a palackozas szerepe a mikrobioldgiai borstabilizalasban?
. Mely baktériumok tudnak a borban szaporodni?

. Milyen technoldgiai m(ivelet a csiratlanitas?

. Jellemezze a csirdtlanitd szlirést!

. Mi a bidal?

. Mit jelent a degorzsalas?

. Etelmérgezés fogalma

. Etelfert6zés fogalma

. Milyen mikrobiolégiai taptalajokat ismer?

. Mi a Birker kamra?

. Mi a ThomacCell?

. Hogyan kell mikrobioldgiai sejtszamlalast végezni?

. Mi a zoondézis?

. Mit jelent a salmonelldzis?

. Mi a botulotoxin?

. Mi a liszterozis?

. Melyek az élelmiszerek Utjan terjedé virusos megbetegedések?
. Ochratoxin jelentése
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46.
47.
48.
49.
50.
51.
52.
53.
54.
55.
56.
57.
58.
59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.
71.
72.
73.
74.
75.
76.
77.
78.
79.
80.
81.
82.
83.
84.
85.
86.
87.
88.
89.
90.
91.
92.
93.

Aflatoxin jelentése

Patulin jelentése

Sorolja fel a fizikai tartdsitasi eljardsokat!

Mi a hékezelés?

Mi a héelvonas?

Mi a bes(irités?

Mi a dehidralas?

Mi a liofilizalas?

Mit jelent az anyaoldat készités éleszt6zésnél?

Melyek a fajéleszt6 dehidratdlas |épései?

Melyek a kémiai tartésitasi médszerek?

Melyek a bioldgiai tartésitas jellemzéi?

Mi a mesterséges savanyitas?

Mi a kiilénbség a természetes és a mesterséges savanyitas kozott?
Hogyan véltoznak az éleszt6fajok az erjedés soran?

Melyek a Gram+ baktériumok?

Melyek a Gram- baktériumok?

Mit jelent a mannitos erjedés?

Hogyan keriil ,,egériz” a borba?

Mit jelent a borok nyuldsodasa?

Hogyan tudnak a borok megkeseredni?

Melyek az ecetsavbaktériumok borokban el6fordulé nemzetségei?
Melyek a tejsavbaktériumok borokban el6forduld nemzetségei?
Milyen fonalas gombakkal kell szdmolni a borkészités soran?

Mi a vegyes rothadas?

Milyen vadéleszt6k fordulnak el6 a sz616bogyd felliletén?

Melyek a mustok, borok jellemzé éleszt6fajai az erjesztés kezdetén?
Mely éleszt6torzsek vesznek részt a borok intenziv erjedési fazisaban?
Mely éleszt6torzsek a jellemzGek a borérlelés, tarolas soran?

Mit jelent a sarjadzas?

Melyek a hartyaképz6 élesztétorzsek legfontosabb tulajdonsagai?
Mi a flor?

Mi a solera?

Mit jelent a sherrizalas?

Mi az autolizis?

Mi a masodlagos erjesztés a pezsgbkészitésnél?

Melyek a pezsg6élesztGkkel szemben tdmasztott legfontosabb kévetelmények?
Mi a killeraktivitas?

Mit jelent az éleszt6 flokkulacio?

Mit jelent az élesztd autolizis?

Mi a remuage?

Milyen tevékenységet lehet végezni a giropalettazéval?

Mi az ecetesedés?

Mit takar az éleszt6kultura fogalma?

Mi a bioldgiai borérlelés?

Melyek az élesztéfelszaporitas |épései?

Mi a pied de cuve?

Mit takar a palackozasi fazisvizsgalat?
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94.
95.
96.
97.
98.
99.
100.

Mi a maszkképz6dés jelenség?
Mi a bioprotekcié?
Mit jelent a pincepenész elnevezés?
Mi a sarga bor?
Mit jelent a szamorodni megnevezés?
Mi a szalmabor?

Mi a spontan almasavbomlas?
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