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Bevezetés

A jegyzet célja, hogy a mikrobiologia gyakorlatokra valo felkésziilést eldsegitse, a kisérlet
menetének leirdsa segitséget nyuljtson a végrehajtdshoz. A gyakorlatos jegyzet egyben
jegyzokonyvkeént is szolgal, kisérletek kiértékelése rogzitheté benne.

A jegyzet elején a laboratoriumi munkavédelmi rendszabalyok, az altalanos anyag- és
eszkozismeret ismertetése torténik meg.

Az egyes gyakorlatokat az elméleti tudnivalok Osszefoglalasaval kezdjiikk, majd a kisérlet

anyag- és eszkozigényét adjuk meg.

,,Ne mondd, hogy nincs idéd semmire!
A Te napod sem rovidebb,

mint Michelangelo, Pasteur, Teréz anya,
Leonardo da Vinci, Albert Einstein vagy

Jézus napja!”



A mikrobioldgiai gyakorlatok kiilonleges ovorendszabalyai

A mikrobioldgiai gyakorlatok soran a laboratoriumokra vonatkoz6 altalanos rendszabalyokat

kell kovetni (savak, lagok, mérgezéanyagok hasznalata, elektromos- és gazkésziilékek

kezelése). A fennalld fertdzésveszély miatt azonban egyéb (az alabb felsorolt)

rendszabalyokat is kotelezO betartani. Ha a gyakorlat soran mikroorganizmusokkal dolgozunk

a fertézésveszély miatt az altalanos mikrobiologiai rendszabalyokat is szigoruan be kell

tartani, tigyeljink a megfeleld védofelszerelés hasznédlatdra és az anyagok eldirdsszeri

kezelésére. A gyakorlatokon tartsuk be a gyakorlatvezetd utasitasait és csak a jelenlétében

lehet tartozkodni a laboratoriumban!

A baktérium tenyészeteket mindig korokozoként kell kezelni.

A mikrobiologiai gyakorlatokon véddkopenyt kell viselni. A kdpeny tisztitasat (95 °C-
os f6z6mosas) célszerli a mikrobiologiai gyakorlatot kovetden beiitemezni.

A gyakorlatok sordn a hossza hajat fel kell tlizni, mivel balesetveszélyes (gazlangnal
konnyen meggyullad).

A laboratériumban enni, inni, dohdnyozni, fésiilkddni, a laboratériumi targyakat,
eszkozoket, berendezéseket az eloirttol eltérd célra felhasznalni tilos. Csak
kifogastalanallapotl eszkdzoket szabad hasznalni.

A mikrobatenyészetekkel érintkezett eszkozoket (pipettak, targylemezek,
feddlemezek, stb.) hasznalat utan azonnal fertdtlenitdoldatot tartalmazo edénybe kell
tenni. El16 mikroorganizmusok kidmlése (pl. kémcs6torés) soran a szennyezOdott
teriiletet fertdtleniteni kell. Az esetrdl a gyakorlatvezetdt informaljuk.

A munka végeztével az asztalon rendet kell rakni, és az asztalt fert6tlenitd oldattal le
kell torolni.

Oltdeszkozok leégetését eldirasszerlien végezziik; nagy mennyiségli oltdanyag
ratapadasa esetén, a lang kdzepén széritsuk, utdna égessiik, kiilonben szétfroccsenhet a
mikrobatomeg.

Tilos a lefolyoba onteni €16 mikrobak tenyészetét vagy szuszpenziojat! Elpusztitasuk
hdvel vagy vegyszerrel torténik. Tilos tovabba barmilyen vegyszert a lefolyoba onteni!
Ne ontsiink a lefolyoba megolvasztott agaros taptalajt, mert a csovek eltomddnek! A
laboratoriumbdl valé tdvozaskor fertdtlenitd oldattal kell kezet mosni.

A mikrobiologiai gyakorlatok alatt csak a gyakorlatvezetd engedélyével lehet

szelldztetni.



1. A mikrobioldgiai laboratorium felépitése

Mikrobiologiai laboratérium alatt nemcsak sziiken azt a helyiséget kell érteni, ahol a

mikroorganizmusokkal kapcsolatos vizsgalatok zajlanak, hanem a vele szerves egységet

képez6 jarulékos helyiségeket is, mint az elokészitd, a mérlegszoba, a mosogato ¢és a sterilezo.

1.2.

Mikrobioldgiai laboratorium f6bb munkafolyamatait

Taptalajfozes és sterilezés: a vizsgalatokhoz sziikséges taptalajok és higitofolyadékok
elkészitése és a benniik 1év6 eredeti mikroflora elpusztitasa.

Mintaeldkészités: a lezart mintdk — szennyezés és fertézésmentes (aszeptikus)
felnyitasa, mikrobioldgiai minta vétele, apritds, homogenizalas, alaphigitas elkészitése
stb.

Leoltds: az elokészitett mikrobioldgiai mintabdl illetve annak megfeleld higitasaibol
eléirt mennyiség kiilonboz6 mikrobacsoportok meghatarozasa érdekében torténd
megfelel$ tapkozegekbe valo oltasa.

Inkubdlas: a beoltott taptalajok a mikroba szamara optimalis homérsékleten torténd
tarolasa a mikroorganizmus elszaporodasaig.

Kiértékelés: az elszaporodott tenyészetek vizsgdlata alapjan a mikroorganizmusok
szamanak, vagy jelenlétének megallapitésa.

Identifikalas: a kitenyésztett baktériumok azonositdsa morfoldgiai, biokémiai,
szerologiai stb. vizsgalatokkal.

Sterilezés: A kiértékelt tenyészetekben és a vizsgélathoz felhasznalt eszk6zokon 1évo
mikrobak elpusztitasa (121 °C, 30 perc).

Mosogatas: Az elézetes hasznalat utin mar sterilezett edényzet elmosasa, 0j edényzet
és eszkozok eldkészitése.

Eszkozok  sterilezése:  szaraz  livegedények és  eszkozok  feliiletén  levd
mikroorganizmusok elpusztitasa.

Torzsfenntartds: a killonbozo célokat szolgdld mikroorganizmusok szintenyészeteinek

folyamatos fenntartasa, sziikség esetén elszaporitasa.



1.3. Mikrobiologiai laboratorium berendezései

1.3.1. A taptalajkészités és -tarolas berendezései

o Meérlegek: a taptalajkomponensek bemérésére szolgalnak

e Desztillalo berendezés vagy ioncseréld gyantat tartalmazo patron

e pH mérd

e Fdzoblap, vagy vizfiirdo

e Automataadagolo: tobb, azonos mennyiségii folyadék kiadagoldsara szolgald

berendezések

1. kép Adagolo

e Hitoszekrény: az elkészitett steril taptalajok, hiitendé reagensek ¢és fenntartando
torzsek, valamint a beérkezett mintak tarolasara. A fenntartando torzseket és a

beérkezett mintakat mindig kiilon hiitészekrényben kell tarolni.

1.3.2. Az inkubalas berendezései

e Inkubator: a mikroorganizmusok tenyésztésére szolgdld, kivant homérsékletre
beallithatd szekrények. A régebbi tipusokndl a homérséklettartist egy szabalyozott
héfoka  kiils6  vizkopeny biztositja. A  modernebb berendezések allando

légcirkulacioval egyenletes belsd 1égeloszlast tesznek lehetdve.



2. kép Inkubator
https://www.tablazat.hu/labsystem_kereskedelmi_kft./laboratoriumi_inkubator_memmert_
in30_inkubator.html

e Vizfiirdo: a légtermosztatoknal sokkal jobb hdéatadds révén gyorsabb

hékiegyenlitddést €s pontosabb hdmérséklettartast tesznek lehetdvé.

3. kép Tobb férchelyes vizfiirdo
http://www.dialab.hu/vizfurdok

o Razégépek: folyadéktenyészetek folyamatos oxigénellatasat is biztositjdk a razatés
révén. Foleg aerob mikroorganizmusok tenyésztésénél hasznaljak. Kialakitasuktol
fliggben egyszerre tobb lombik razatasat is lehetdvé teszik. Vizfiirdds valtozatban,
vagy légtermosztattal egybeépitetten elterjedten alkalmazzak mikroorganizmusok

laboratoriumi léptékli szaporitasara

1.3.3. Mintaeldkészités berendezései

e Homogenizalo berendezés: régebben un. forgokéses homogenizald berendezéseket
hasznaltak, ma mar féleg az élelmiszer-mikrobiologiaban - a Stomacher-késziilék

alkalmazasa az 4altalanos, amely a sugarsterilezett polietilén zsdkba tett mintat



mechanikusan homogenizalja. Ez a mddszer kiilondsen elényds, ha a baktériumok

kvantitativ meghatarozasara van sziikség.

4. kép Stomacher-késziilék

http://www.applestory.biz/stomacher.html

e Razékeveré: folyékony mintdk és a mintdk higitdsainak homogenizalasara szolgald
berendezés
e Fagyaszt6: a bevizsgalt mintabol minden esetben le kell fagyasztani (-75 — -80 °C)

annyit, hogy sziikség esetén a vizsgalat ujra elvégezhetd legyen.

1.3.4. A steril munkavégzés berendezései (Biolégiai biztonsagi szekrények)
Cél: mikrobamentes kornyezet biztositasa.
e Laminaris fiilke (box): A levegd sziirése révén mikrobamentes légteret biztosit a
berendezés munkaterében. Elnevezését a laminaris (turbulenciamentes) légaramlas
megvaldsitasa alapjan nyerte. Elonye, hogy kis helyigényii, munkatere lehetévé teszi a

steril munkat.



5. kép Laminaris fiilkék

E szekrénytipus gyakorlati megvaldsitasahoz az a megfigyelés vezetett, miszerint a HEPA
szliron keresztiil megkozelitden 0,5 m/s-el at hajtott levegd a folyas irdnyaban egy bizonyos
tavolsagra részecskementes levegdjli kornyezetet tud biztositani. Ezt a sziirt, rétegezett, nem
kevered6 1égaramlast nevezik ,,laminar flow”-nak.

A légaramlas irdnya szerint megkiilonboztetiink fliggdleges (vertikalis) és vizszintes

(horizontalis) 1égaramlasu laminaris boxokat.

fénycsovek
A il
\‘\
X YT HEPA-s2rd
]
2.
T ™ vertillator
8
i1

3
munkafelulet eOsTIrd

6. kép Horizontalis légaramlasu laminaris box

A horizontélis 1égaramlast szekrények kozel steril munkakoriilményeket nytjtanak, de nem

védik meg a dolgozot, mely ki van téve aeroszolok hatasanak. Az ilyen szekrények
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mikrobiologiai laboratériumi munkara nem alkalmasak. Hasznalata a taptalajoknak steril

edényekbe valo kifejtésekor, Petri-csészékbe torténd lemez készitésekor, ezek leszaritasakor

U

1 7 ) VI

7. kép Vertikalis légaramlasu laminaris fiilke
https://www.laboreszkozkatalogus.hu/mikrobiologia/laminaris-biztonsagi-es-elszivo-
keszulekek/biobase-vertikalis-aramlasu-laminaris-fulke.html

A vertikdlis 4ramlasu flilkékben (laminéris box) a steril levegd fentrdl lefelé aramlik —
megvédve a mintakat a kiils6 szennyezddésektél — majd a munkafeliilet felett a kezeld felé

eltavozik a fiilkébdl. A fiilkében csak a kezeldre nem veszélyes mintakkal szabad dolgozni.

1.3.5. A mikrobiolégiai miiveletek eszkozei

Tenyésztéedények: A mikroorganizmusok szaporitasara szolgald iivegedények. Folyékony
tenyészetek készitése céljabol altalaban Erlenmeyer-lombikokat vagy kémcsoveket
hasznalunk. A tenyésztés soran ezeket fém-, mlianyag- vagy papirdugoval le kell zarni.

Szilard tenyészetek esetén kémcsoveket vagy Petri-csészéket alkalmazunk.

A tenyésztoedények jelolése:

1. A mikroorganizmus neve

11



2. Az oltas datuma
3. A taptalaj tipusa

4. A kivitelez6 neve

Oltoeszkozok: Mikroorganizmusok tenyészeteinek, telepeinek tovabboltasara, tapkozegbe
vitelére, vagy feliileti szélesztésre szolgdlo eszkozok.

1. Oltékacs: Hoszigetelt végi, leégethetd fémnyell tiizallé fémtiivel vagy hurokkal ellatott
eszkoz. Sterilezése langban, leégetéssel torténik.

2. Pipettdk: Folyadéktenyészetek ismert térfogatdnak 4toltdsdra hasznalhatoak az
iivegpipettak, amelyeket fémdobozban szdraz hdvel sterilezilink.

3. Szélesztébot segitségével torténik a szilard taptalajra felvitt minta egyenletes eloszlatasa,

ezt a segédeszkozt 70%-os alkohollal és langgal sterilezziik le.
4. Biopipettdk (automata pipettdk): Kiilonbozd térfogat adagolasara alkalmas, cserélhetd,
sterilezheté miianyag pipetta heggyel

8. kép Laboratoriumi eszkozok

1.3.6. A mikroszkopos vizsgalat eszkozei

e targylemezek (preparatum készités)

e fedblemezek

12



o festokadat (rogzitett prepardtumok festésére)

e szamlalokamrak

A mikroszkoépi prepardtumot 75 x 25 mm oldalhosszusagu, altaldban 1,5 mm vastagsag
targylemezek feliiletén készitjiik. Ezek lefedésére szolgalnak a 18-26 mm ¢lhosszusagu
négyzet alaku, 0,16-0,18 mm vastagsagl fedélemezek. A targylemezek megfogasara szolgal
a targylemez-csipesz. A rogzitett preparatumok festésére festokadat vagy fest6talcat
hasznalunk. Folyadéktenyészetekben 1€évé mikroorganizmusok megszamlalasat teszik

lehetévé az ismert térfogati osztassal ellatott szamlalokamrak, mint pl. a Biirker-kamra.

9. kép Mikroszkop

1.4. Sterilezés

Sterilezés alatt értjiik a hasznalt anyagok, eszk6zok teljes csira- és sporamentesitését. A tiszta
tenyeészetekkel végzett munkdk elott az eszk6zokon, tenyésztdedényekben, tapkdzegben 1€vo
mikrobakat el kell pusztitani. Sterilezés soran minden mikrobat elpusztitunk. A dezinficialas

pedig csak a korokozd mikroorganizmusok elpusztitasat jelenti.

Sterilezési eljarasok:
1. Fizikai uton:

a.) Sugarzdassal.

13



UV fénnyel: (nem ionizald) (260-265 nm) Az UV (germicid)-lampékat elterjedten
alkalmazzak korhazakban, laboratériumokban a 1égtér €s feliiletek csiramentesitésére.
Mindemellett tekintettel kell lenni arra, hogy az UV-sugarzas karositja a szemet, és
karcinogén hatdsa van, ezért az UV-lampa lizemeltetésekor lehetdség szerint a
helyiséget el kell hagyni. Amennyiben erre nincs mod, UV-fényt szliré szemiiveget
kell viselni.

radidaktiv sugarzas: (ionizald) ipari méretekben a jo athatoloképességli, rendszerint
kobalt-izotopbol szarmazé gamma-sugarzast hasznaljak injekcios tik, fecskenddk,

kotszerek, gyogyszerek €s egyes élelmiszerek (fiiszerek) sterilezésére.

b.) Hovel

leégetés nyilt langgal: oltoti, oltokacs esetében alkalmazzuk atoltdsok soran
szaraz hovel: liveg, fémeszkozoket, pl. pipettakat, Petri-Csészéket sterileziink igy
nedves hével: nedves hdvel vald sterilezéskor rovidebb ido alatt és alacsonyabb
homérsékleten ériink el ugyanolyan eredményt, mint szaraz hdvel torténd
sterilezéskor. Taptalajok csak nedves hében sterilezhetok. Ezen kivill minden olyan
esetben ezt a mddszert kell alkalmazni, amikor a sterilezend6 eszk6zok vagy anyagok
magasabb hémérsékleten kadrosodnak.
o Pasztorizalas: 60-96 °C 1 6ra 40 perc
o Armnoldozas: aramlé gézben, 100 °C 20-30 perc, vegetativ sejtek elpusztulnak
o Tyndallozas: 3 egymas utani napon arnoldoznak. Sporak is elpusztulnak.
A Bacillus ¢és Clostridium nemzetségbe tartozé baktériumok igen nagy
ellenalloképességgel rendelkezd endosporainak elpusztitasara szolgal.

o Autoklavozas: nyomas alatt 121 °C-on

2. Kémiai uton:

Kémiai anyagokat hatdsuk alapjan két csoportba sorolhatjuk: bakteriosztatikus és baktericid

hatast. Ezen szerek hatdsa fligg a koncentraciotol, behatdsi id6tdl is az anyagi mindségen

kiviil. A sterilezés soran a baktericid hatast kell elérni. A kémiai szerekkel kapcsolatban az

alapvetokovetelmények, hogy széles spektrumu legyen, kornyezetre ne legyen karos, konnyen

kezelhetd és gazdasagos legyen. Fertdtlenitdszerek példaul a halogének (jod, klor), 70%

etanol, perecetsav, kvaterner ammonium vegyiiletek, oxidaloszerek (hidrogénperoxid), stb.,

1.5.

Onellendrzd feladatok
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1. Feladat:

Sorolja fel a mikrobioldgia laboratérium fobb munkafolyamatait!

2. Feladat

A légaramlas iranya szerint milyen steril fiillkéket kiillonboztetiink meg?

3. Feladat

Mit értiink sterilezés alatt?



4. Feladat

Milyen sterilezési eljarasokat ismer?

5. Feladat

Mire hasznaljuk a Germicid lampakat? Milyen hullimhosszon miitkodnek?
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2. Tenyésztéses vizsgalati médszerek

A tenyésztéses modszerek egyrészt lehetdséget teremtenek mikroorganizmusok kiilonbozo
célra torténd fenntartasara €s elszaporitdsara, masrészt ezen eljarasok segitségével megoldhato
egyes mikrobacsoportok vagy fajok jelenlétének kimutatisa. Ugyancsak ezen modszerek
képezik az €l6sejtszam-meghatarozas alapjat.

A mikroorganizmusok szaporodasanak feltétele a megfeleld tapanyagellatds és kornyezeti
tényezok (homérséklet, pH, redoxpotencial, vizaktivitas) biztositdsa. Laboratériumi
koriilmények kozott ezt a célt szolgaljak a kiilonbozd Osszetételii tapkdzegek, amelyekkel a
vizsgalt mikrobak tapanyag-, pH-, vizaktivitas- és redoxpotencial-igénye kielégithetd. A
sziikséges homérséklet termosztatokkal allithatd be.

A mikrobdk vizsgalata tenyésztés kozben vagy tenyésztés utan torténik. Tenyésztésre
taptalajokat hasznalunk. A mikroorganizmusok tapanyagsziikségletiiket a taptalajbol fedezik.
A mikroorganizmusok tenyésztése megfeleld tapkozegekben torténhet, melyeknek
tartalmazniuk kell az esszencidlis tapanyagokat megfeleld mennyiségben, mindségben ¢és a
sejt szdmara metabolizalhatd formaban. A kiilonb6z6 mikrobak tapanyagigénye rendkiviil

valtozatos lehet, de vannak olyan taptalaj 6sszetevok, amelyek alapvetden sziikségesek.

2.1. Tapkozegek

2.1.1. A taptalajok osszetétele

A taptalajoknak tartalmazniuk kell mindazokat az anyagokat, amelyekre a

mikroorganizmusoknak sziiksége van, és amelyeket maguk szintetizalni nem képesek.

Feltétleniil sziikséges taptalajkomponensek: (esszencialis)

e Viz: A viz az él0 szervezet alapvetd komponense, szerepet jatszik minden éldlény
anyagcsere-folyamataiban. Emellett a taptalajokban a mikroorganizmusok szémara,
mint kornyezeti tényezd is nélkiilozhetetlen. A taptalajok készitésehez altalaban
egyszer desztillalt vizet kell hasznalni.

e Szén- és energiaforras: A tiptalajokban a redukalt széntartalmu vegyliletek kettds
célt szolgdlnak: egyrészt asszimilativ oxidacids folyamataik révén energiat nyernek
beldle, masrészt ezekbdl ¢épitik fel a mikroorganizmusok sajat széntartalmu

anyagaikat.
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Az autotrof mikroorganizmusok képesek a levegd szén-dioxid tartalmat is
hasznositani, a mikrobak dont6 tobbsége azonban a kemoheterotrof csoportba tartozik.
A szamukra hasznosithatd szerves szénforrasok igen széles skalaja mikrobafajonként
eltér, s ez a tulajdonsag vizsgalata a mikroorganizmusok azonositasdnak igen fontos
1épése.

A leggyakrabban hasznalt szén- és energiaforrasok az egyszert cukrok (gliik6z).
Nitrogénforras: Az ¢l anyag bioszintéziséhez sziikséges, a leggyakrabban hasznalt
szervetlen nitrogénforrasok az ammonium-, nitrit- és nitratsok, szervesek pedig a
haskivonat, természetes fehérjék, peptonok, triptonok és az aminosavak.

Asvanyi anyagok: Fontos szerepet jatszanak egyrészt a sejt ozmotikus nyomasanak
kialakitdsaban. A mikroorganizmusok asvanyianyag-igényét gyakran a csapviz is

kielégiti.

Feltételesen sziikséges taptalajkomponensek: (jarulékos)

Vitaminok, biosz anyagok: Kiilonb6zé anyagcsere-folyamatokban - igen Kkis
mennyiségben - sziikséges anyagok, amelyeket a mikroorganizmus nem képes
eléallitani. A baktériumoknak zsirban oldod6 vitaminokra és C-vitaminra nincs
sziikségiik. A legtobbjliik a B-vitaminokat is szintetizalni képes, azonban amelyek
nem, azoknak ezeket készen kell kapniuk. A laboratoriumi gyakorlatban

legaltalanosabban hasznalt komplex vitaminforras az ¢lesztokivonat.

2.1.2. A taptalajok csoportositasa

A taptalajok csoportositasa eredet szerint

Természetes taptalajok: Természetes anyagok (ndvényi vagy allati szovetek
kivonatai csapvizzel elkeverve) felhasznalasaval késziilnek. Hatranyuk, hogy
Osszetételiik valtozd, nem pontosan ismert. Pl.: haslé, malétalé, gyiimdlescefrék, steril
tej.

Szintetikus taptalajok: Minden Osszetevdjét kvantitative €s kvalitative is ismerjiik.
Tiszta anyagok desztillalt vagy ioncserélt vizben készitett oldatai. Ehhez a
bioszanyagokat vitamin, vagy természetes taptalaj (¢élesztOkivonat) formajaban
adagoljak. Szénforrasként tartalmazhatnak egyszerli, vagy Osszetett szénhidratokat,
alkoholokat, szerves savak soit. Nitrogénforrasként szerves nitrogénvegyiiletek

(fehérjék, peptonok, aminosavak) vagy szervetlen nitrogénvegyiileteket
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(ammoniumsok, nitratok) szerepelhetnek. Az asvanyi anyagokat s6 forméjaban

adagoljak a tapkozegekhez.

A taptalajok csoportositasa halmazallapot szerint

Folyékony taptalajok: a tidpoldat komponensek Osszemérése soran a szilarditod
anyagot kihagyjuk (taplevesek, tapoldatok).

Szilard taptalajok: A folyékony taptalajokbol szdrmaztathatok szilardité anyagok
(agar-agar, zselatin, szilikagél) hozzaadasaval.

o Agar-agar: poliszacharid, 1-3%-ban hasznalatos tengeri moszatokbol
(vorosalgabol vonjak ki) készitik, csak igen kevés mikroorganizmus
hidrolizalja. Mivel az agar természetes anyag, Osszetétele nem definidlhatd
pontosan, csak természetes és félszintetikus taptalajokhoz hasznélhat6.

o Zselatin: (polipeptid) Régebben a zselatin volt a legelterjedtebb
szilarditdanyag, ma egyre inkabb hattérbe szorul, ami egyrészt igen alacsony
olvadaspontjaval (35 °C) magyarazhatd, masrészt azzal a ténnyel, hogy a
zselatint szdmos baktériumfaj elfolyositja zselatinaz enzimje révén.

o Szilikagél: Eldnye, hogy szerves anyagokat nem tartalmaz. A taptalaj készitése

id6igényes. Szintetikus taptalajokban alkalmazzak.

A taptalajok csoportositasa a felhasznalas/funkcio szerint

Alaptaptalajok: A szaporodashoz sziikséges tapanyagokon kiviil mas specialis
anyagot nem tartalmaznak.

Szelektiv taptalajok: alaptaptalaj + szelektiv gatloanyag. A szelektiv taptalajok
olyan kiegészit0 komponenst tartalmaznak, amelyek egyes mikrobacsoportok
szaporodasat gatoljak (pl. antibiotikumok, festékek). A szelektiv taptalajok kozé
tartoznak a médositott pH-ji (erdsen savas vagy ligos) meédiumok is.

Differencialé vagy indikator taptalajok: alaptaptalaj + indikator anyag. A
mikroorganizmusok differencidlasara, azonositdsara szolgald taptalajok, amelyek
kémiai indikatort, vagy egyéb jelzérendszert (pl.: Durham-féle fermentacids cso)
tartalmaznak, amely specialis reakciokat (pl. savtermelést) jelez. Jellemzdjiik, hogy

egyes komponenseik szabad szemmel is lathat6 reakciot adnak.
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2.3. A taptalajok és higitofolyadékok készitése és taroldasa

1. Eldszor a szilard alkotdkat mérjiik be, majd feloldjuk nem teljes térfogatban. Az oldast
desztillalt vizzel végezziik. Oldodés utan allitjuk be a végleges térfogatot. A pH érték
beallitasa 5%-0s HCI ill. 5%-0s NaOH-dal torténik, finomskalas indikator papirral
vagy muszerrel torténd ellendrzés mellett, majd autoklavozunk/kuktazzuk telitett
tulnyomasos gbzzel 121°C-on 15 percig. Agar tartalmu taptalajok nyomads alatt
sterilezhetdk, zselatin tartalmuak csak aramlé gézben.

2. A hoéérzékeny taptalaj komponenseket szlréssel valo sterilezés utan adjuk az
autoklavozott és megfelelden lehiitott alaptaptalajhoz.

3. A vizsgalat céljatol fliggden a tapkozegeket rendszerint a megfeleld tenyésztdedénybe
sz¢ét kell adagolni. Dolgozhatunk taptalaj lemezen, a felolvasztott taptalajt 15-20 ml
steril Petri-csészébe Ontjiik és vizszintes helyzetben hagyjuk megdermedni.
Alkalmazhatunk ferde-agarokat, felolvasztott taptalajt k. 5 ml-ként adagoljuk
kémcsdbe, majd ferdére fektetve hagyjuk megdermedni. Specidlis vizsgalathoz
készithetiink magas-agart 10-15 ml téptalajt adagolunk kémcsObe ¢és fiiggdleges
helyzetben hagyjuk megdermedni. Készithetiink tdpoldatokat amelyeket kémcsovekbe
adagolva 5-10 ml mennyiségben.

4. A taptalajokat altalaban hiitészekrényekben, 4-8°C-on kell tarolni. A Petri-csészébe
fejtett szilard taptalajokat forditott helyzetben, kell a hiitdszekrénybe helyezni.
Kiszaradt, elszinezddott, vagy baktériumos szennyezddés jeleit mutatd taptalajokat
nem szabad felhasznalni. A taptalaj készitésének napjat a gytijtékosaron, ill. az egyedi
taptalajedényen fel kell tiintetni. A hiitdszekrényben tarolt taptalajokat beoltas el6tt

szobahdmeérsekletre kell felmelegiteni
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2.4. Gyakorlat: Atoltisok gyakorlisa

Az elkészitett taptalajokat (TGE, LB), melyek kiilonbdzd tenyésztd edénybe vannak, kiontve

a kiosztott mikroorganizmusokkal le kell oltani.

2.4.1. Oltas ferde agarra

10. kép Ferde agarra torténd oltds egy lehetséges modja

A leoltas menete:

1. Bal kézbe fogjuk a leoltand6 tenyészetet tartalmazo és az "iires " kémcsovet (10. kép).
A csovek helyzete kozel vizszintes legyen. Hiivelykujjunkkal a tenyeriinkhdz szoritjuk a
csoveket. (Rogzithetjiik a csoveket az ujjak koz¢ szoritassal is.) Az agar oltando feliilete
mindig felénk legyen forditva.

2. Az tlres csO vattadugojat megforgatjuk, hogy konnyen kiemelhetd legyen, ha a
belefejtett taptalajtol beragadt volna.

3. Az oltdeszkdzt tigy fogjuk jobb kézzel, mintha irdeszkozt fognank. Kozel fiiggdleges
helyzetben a gézlangba tartva, felizzitjuk az oltokacsot, majd a nyél fém részét

langoljuk le.

21



4. Jobb keziink gytirtis- és kisujjaval kiemeljiik a tenyészetes csé dugdjat tigy, hogy a
kiemelés utan a dugd szabad része ne érintkezzen semmivel. Langoljuk le a kémcsd
szajat.

5. A Kkaccsal benyalunk a kémcsbbe, lehiitjiik tires agarfeliileten. A tenyészetbol
inokulumot vesziink ki. (Inokulum = az a mikrobamennyiség, amellyel be/le/oltjuk az 1j
taptalajt.) A kacs nem érhet a cs6 oldalahoz. Leldngoljuk a kémecsé szajat, a dugot
visszahelyezziik a tenyészetes csébe.

6. A beoltandd kémcs6 dugojat kivessziik, lelangoljuk a kémcsé szajat (vigydzzunk, az
inokulum ne érjen a langba!). Beoltjuk a taptalaj feliiletét zegzugos vonal mentén
langoljuk a frissen leoltott csd szdjat, visszahelyezziik a vattadugdt. Leégetjik az
oltokacsot (eldszor szaritva, majd izzitva), allvanyba allitjuk, majd allvanyba helyezziik
a kémcsoveket is.

Figyelem! Az egész miiveletet a gdzlang kozvetlen kozelében végezziik, ligyelve arra, hogy a
beoltas folyamata kelld {litemi legyen, ugyanakkor nagy levegdmozgast széles mozdulatokkal,

kapkodassal ne keltsiink. A tenyésztéedényeket oltas elott 1assuk el jeloléssel.

2.4.2. Oltas kémcs6bal folyékony taptalajba

A beoltas menete: az 2.4.1. gyakorlatnal leirtak szerint torténik. A mikroorganizmusokat

szuszpendaljuk a folyadékban.

2.4.3. Tisztatenyészet eléallitasa

A szelektiv és differencialo tiptalajok alkalmazésaval csak a mikroorganizmusok egy-egy
szlikebb csoportjat tudjuk elkiiloniteni, de ezek teljes korii azonositasra nem alkalmasak, ezt a
célt a kiilonbozé diagnosztikai vizsgalatok (biokémiai, szerologiai stb.) szolgéljak. Az
azonosithatdsadgnak, a mikrobafaj meghatarozasanak minden esetben eldfeltétele a tiszta
tenyészet eldallitasa.

A tiszta tenyészet készit€ésé soran egyetlen sejt elszaporodasabol szarmazo telepbdl kell
kiindulni. Az atoltds sordn a vizsgadland6 mikroorganizmusokat tartalmazd tenyészetbdl
egysejt eredetli mikroorganizmusokat visziink at friss, steril tdptalajra. A tiszta tenyészet
készitésének szdmos formdja haszndlatos a kiindulasi és a készitendd taptalaj tipusanak
fliggvényében. A legelterjedtebb forma a szelektiv vagy, differenciald, folyékony, vagy

szilard taptalajbol alaptaptalajra torténd atoltas ritkitd szélesztéssel. A ritkitd szélesztés célja
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olyan "vonaskultura" készitése, melynek eredményeként az inkubdlast kovetden szoliter

telepeket is kapunk. A ritkit6 szélesztés technikéjat az alabbi rajz mutatja:

11. kép Kiilonbozo szélesztési technikak

2.4.4. Eredmények és értékelés

v" Ellendrizziik az atoltas eredményességét.

v Figyeljik meg az atoltott mikroorganizmusok szinét, telepmorfoldgiai (fénye-matt

felszin) tulajdonsagait. Abrazoljuk megjelenési formajukat.

v Rogzitsik hogy folyadéktenyészetben milyen a kiilonb6z6 mikrobdk tenyészete

(egyforman zavarosit, feliileten Uszik, kiiilepszik, milyen a sziniik)?

Mikroorganizmus | Tisztatenyészet Ferde agar

Folyékony tenyészet
Keverés elott Keverés utan
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2.5. Onellenérzd feladatok

1. Feladat:

Sorolja fel a feltétleniil sziikséges taptalajkomponenseket!

2. Feladat

Milyen taptalaj-szilardité anyagokat ismer?

3. Feladat

Csoportositasa a taptalajokat felhasznalas/funkcio szerint!



4. Feladat
Taptalaj készitése soran mivel allitja be a kivant pH értéket?

5. Feladat
Mit neveziink ritkito szélesztéses oltasnak?
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3. Az élelmiszer-mikrobiologiai vizsgalatok végzésével kapcsolatos

alapfogalmak

Az ¢lelmiszerek gyartasa soran elengedhetetlen a mindség-ellendrzés az egész
munkafolyamaton keresztiil. De mit is jelent a mindség, és a mindség-ellendrzés? Az
Elelmiszerkonyv hatdrozza meg. Eszerint a mindség az élelmiszer azon tulajdonsagainak
Osszessége, amely biztositja a jogszabalyban eldirt és a fogyasztok altal elvart kovetelmények
kielégitését. Az ¢élelmiszerekkel kapcsolatos alapvetd elvards, hogy egészségligyi
szempontbol biztonsagos legyen, az emberi szervezetre semmilyen karos hatdst ne
gyakoroljon. Ez az elvaras a fogyasztd szamdra annyira természetes, hogy a hétkoznapokban
ez nem is keriil altala megfigyelésre. A fogyasztd errdl nem is tud meggy6zddni, a vasarlas
soran feltételezi, hogy a megvételre felkinalt élelmiszer biztonsagos.

A mindségszabalyozas a vallalat valamennyi dolgozdjanak a feladata. A mindségszabalyozas
alapvetden két {6 modon valosul meg, az egyik a helyszini inspekcid (feliigyelet), a masik a
mintavétel és vizsgalat. A helyszini inspekcido szemrevételezéses ellendrzés, bizonylatok,
dokumentéciok atvizsgalasanak eredménye alapjan feltdrni a problémakat és a helyesbito
intézkedéseket meghatarozni. A mintavétel és vizsgalat, az eldirds szerint vett mintdk
laboratoriumi vizsgélatanak eredménye alapjan a termék elfogadasa, vagy sziikség szerint a
helyesbitd intézkedések meghozatala. Ez a két tevékenység kiegésziti egymast, hatassal
vannak egymasra. Fontos, hogy a mindségszabalyozassal kapcsolatban végzett érdemi
tevékenységrol minden esetben késziiljon dokumentum, jegyzOkonyv. Erre sziikség lehet a
problémak utdlagos azonositasa, az elvégzett ellendrzések igazolasa, a hosszabb tavl vallalati
elemzések elvégezhetdsége érdekében. A mindségszabalyozas keretébe tartozd fobb
tevékenységek: felhasznalt anyagok atvétele, anyagok raktarozasi koriilményeinek

ellendrzése, gyartaskozi ellendrzés, késztermék ellendrzés, higiéniai ellendrzés.

3.1. Elelmiszerhigiénia szempontjibdl fontosabb vizsgdlati eljdrdsok
Altalanos tudnivalok
e Uzemi mikrobioldgiai laboratérium feladata:

o Termék tisztasagi fokanak, esetleges szennyezettségének meghatarozasa

o Indikator-flora kimutatasa és a termék eltarthatosaganak vizsgalata
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o Egészségiligyl mikrobiologiai vizsgalatok:
e FElelmiszerekben el6forduld, emberben betegséget vagy mérgezést okozd csirak

kimutatasa

3.2.  Mintavételi és —kezelési eljarasok

Az élelmiszerek mindségének, ¢és mikrobiologiai allapotdnak meghatarozdsa fontos
¢lelmiszer-biztonsagi eldirds. Mivel sok esetben nincs lehetdség a gyartott termékek
Osszességének elemzésére, sziikséges a mintavétel. A mintavételezés soran elengedhetetlen a
reprezentativ mintavétel. A reprezentativ minta olyan minta, amely egy vagy tobb
szempontbol nagy pontossaggal megfelel a termék Osszességének, hiien képviseli a vizsgalni
kivant tétel 6sszességét

Az ¢élelmiszer-mikrobiologiai vizsgélatok végzésének alapvetd feltételeit és fogalmait a
4/1998. (XI. 11.) ,,Az élelmiszerekben eldforduldé mikrobiologiai szennyezddések
megengedhetd mértékérdl” cimi EiiM rendelet hatarozza meg.

Ezen rendelet szerint kell mikrobiologiai élelmiszer-biztonsag szempontjabol vizsgalni ¢€s
elbirdlni az: ¢lelmiszer (alapanyag, félkész- és késztermék) termelési és technoldgiai eszkdzok
(munkafeliiletek, csomagoldéanyagok) az ¢lelmiszerrel kapcsolatos tevékenységet végzd

személy tisztasagat.

3.2.1. Alapfogalmak

e Mikrobioldgiai élelmiszer-biztonsag (microbiological food safety): az
¢élelmiszerben eléforduld mikroorganizmusok olyan jellemzé és mérhetd értékei,
melyek teljesiilése esetén az adott élelmiszer az elfogadhatdo mértéket meg nem halado
kockazat nélkiil fogyaszthato €s eltarthato;

e Elemi minta (mintaelem) (sample): az élelmiszernek a laboratoriumi vizsgalathoz
megfeleld modon elkiilonitett legkisebb mennyisége;

o Fogyaszthatosag (best before): az ¢lelmiszer azon tulajdonsaga, amelynek hidnyaban
¢élelmiszer-biztonsagi ok miatt emberi fogyasztasra alkalmatlan;

e Korokozé mikroorganizmus (pathogen): olyan baktérium, virus, fonalas vagy
sarjadzd gomba, egysejtli vagy féreg, amely az élelmiszerben vald jelenléte, illetve
elszaporoddsa révén, toxinja vagy egyéb karos anyagcsereterméke utjan az élelmiszert

elfogyasztd személy egészségkarosodasat, illetve betegségét okozhatja;

27



e Minta (specimen): meghatarozott fajtaju, altalaban nagyobb mennyiségli
¢lelmiszerbol elkiilonitett, meghatarozott szamu elemi mintdk Osszessége, amely a
vizsgalat targyat képezo élelmiszer élelmiszer-biztonsagi mikrobiologiai vizsgalatahoz
¢s megitéléséhez (mindsitéséhez) sziikséges;

e Mintavétel (sampling): gyartasi tételbdl, kereskedelmi arukészletbol a vizsgalat
mindenkori céljanak megfeleld szamu, egy vagy tobb azonos mennyiségli minta vagy
elemi minta elkiilonitése laboratoriumi vizsgalat céljara;

e Tételnek (batch/lot) nevezzik a termék mindsitésére kijelolt mintak mennyiségét,
melynek két fajtaja van: gyartasi tétel és kereskedelmi arukészlet;

e Laboratoriumi minta (laboratory sample): az a minta, mely laboratériumba van
kiildve ellendrzés vagy vizsgalata miatt;

e Vizsgalati mintarész (test portion): megmért reprezentativ minta, amelyet a
laboratériumi mintabol az alapszuszpenzid készitéséhez vettlink ki (10 v 25 g (ml));

e Alapszuszpenzid/elsé higitas (initial suspension/ primary dilution): a vizsgalati
mintanak szabdlyosan 9x-es mennyiségli higitofolyadékkal vald elkeverésével kapott
szuszpenzio;

e Tovabbi decimalis higitasok (further decimal dilutions): az alapszuszpenzid
higitasa 1:9 aradnyban, ez a higitds addig folytatodik, mig a megfelelé decimalis
higitasi sort megkapjuk;

o Higitéfolyadékok (dilution liquid): peptonos sooldat; pufferolt peptonviz; peptonos
sooldat bromkrezolbiborral (0,1ml) (egyes savas termékekhez); foszfatpufferoldat

(zselatinhoz).

3.2.2. Mintavétel mikrobiologiai vizsgalat céljara

Az élelmiszer-mikrobioldgiai laboratorium 6 feladata az élelmiszerekben jelenlevd
mikroorganizmusok milyenségének és mennyiségének megallapitasa.

A mintavétel modjat, kezelését szabvany irja eld.

A mintavétel az a miivelet, aminek soran valamilyen nagyobb egységbdl azzal azonos
Osszetétell, tulajdonsagu és allapotu, de kisebb mennyiségii, a vizsgalat mindenkori céljanak
megfeleld részt, a mintat elkiilonitik. Azt a nagyobb egységet, amelybdl a mintat
elkiilonitették, mintavételi alapnak nevezziik. A mintavételt megfeleld szakmai képesitéssel és
gyakorlattal rendelkez6 szakembernek kell végeznie. A mintavételezést rendkiviil

koriiltekintéen kell elvégezni. Viz- és ételmintak esetében is ligyelniink kell a sterilitasra. A
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mintak szdmat a koriilmények ¢€s a célkitlizés hatarozzédk meg. Erdemes minden mintavételi

helyrdl két (parhuzamos) mintat venni. Ez az atlagolast eldsegiti, illetve a biztonsagot noveli.

3.2.3. A mintavétel és eszkozei

A mintaeldkészités soran a mintabol aszeptikus koriilmények kozott vessziik ki a vizsgalando
mintarészt (langban sterilezett fém eszkozokkel, pipetta). A fém eszkdzoket hasznalat eldtt
70%-o0s etilalkoholba martas utan lelangoljuk, majd szobahémérsékletre hiitjiik. A szilard
halmazallapoti mintat fel kell apritani ¢és Osszekeverni (elektromos meghajtasu
homogénezdk). A bekiildott folyékony mintéat a vizsgalati minta kivétele eldtt alaposan at kell
keverni, majd rovid ideig allni hagyni, hogy a légbuborékok felszallhassanak. Stiriin folyo
minta esetén azt eldre sterilezett, vagy alkoholban zsirtalanitott és alaposan lelangolt, majd
lehiilt fém spatulaval vagy kanéllal meg kell keverni.

Indikator mikrobak esetében a vizsgalati anyag a minta 10 g illetve 10 ml, patogén
mikroorganizmusok jelenlétének vizsgalatakor (Salmonella, Listeria monocytogenes)
25g/25ml.

Mintavételi szabvany el6irasai:

e Fagyasztott termékek: 18-27 °C-on max 3 h keresztiil tarolni vagy 0-4 °C-on max 24 h
at tarolva;

e Porokat a taroléedénytikben kell még jol 6sszekeverni,

o Kemény ¢és szaraz termékek: forgd homogenizatorban max 2,5 percig; daralas v Orlés
esetén max 1 perc az apritas a felmelegedés elkeriilése miatt;

e Folyékony €és nem viszkdzus anyagok: tobbszori razasat (kb 25x) kovetden vegyiik le
a mintat a laboratoriumi tételbdl;

e Heterogén termék: minden Osszetevobdl olyan mennyiséget vegylink ki, mely a
terméket jellemzi eredeti ardnyban (toltelék 40%, akkor a mintdban is 40% koriil
legyen), ha darélni kell, akkor itt is figyeljiink a max 1 perc-re;

e Savas termékek esetén az alapszuszpenzido pH-jat allitsuk vissza pH semlegesre,
célszerli pH indikator szuszpenziot hasznalni (bromkrezolbiboros peptonos sooldat),
melyet NaOH-dal tudunk beallitani a higitofolyadék eredeti szinére;

o 20% feletti zsirtartalma élelmiszerek (kiv. margarin és krémek): az emulzioképzés
segithetjiik 1-10g/l szorbit-monooleat (Tween 80) adagolassal, mely aranyos a
szirtartalomhoz (40% zst.-> 4g/l);

e Margarinok ¢€s krémek: 3-5 mm-t leszediink a tetejérdl és ezutan vesziink mintat tobb

helyrdl (1 kg-nal nagyobb a csomagolt termék), 1 kg-nal kisebb csomagolasu termék
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esetén a csomagolast kibontva a tetejérdl tavolitsuk el egy 3 mm vastagsagu részt és
ezutan vegylink mintat; ha van kérés a feliiletrdl is vegylink mintdt. Vizes fazis
elokészitése: 40 g minta + 33 ml higitéfolyadék (fiigg a zsirtartalomtol: 82% ->
40x0,82=33) -> 45°C-os vizfiirdébe helyezziik, hogy felolvadjon (max 20 min),
homogenizatorban keverjiik 6ssze, majd hagyjuk allni, hogy szétvaljon a vizes-zsiros
rész €és ezutan a vizes fazissal dolgozunk tovabb;

e Mag vagy szem alapu termék esetén: 40 g minta+ 360 g higitofolyadék

e Malomipari termék esetén: 20 g minta+ 180 g higitéfolyadék; figyeljiink, hogy ne
iilepedjen le keverés utan, nem lesz homogén

e Kemény termékek: steril zacskoban aprd darabokra torni pl. kalapaccsal, 20 percig
hagyjuk allni a higitofolyadékban 18-27°C-on, majd homogenizaljuk

e Zselatin: 20 g minta + 180 ml puszfatpuffer higitofolyadékkal vald keverése, 60 percig
szobahdmérsékleten allni hagyjuk, 30 min 45 °C-os vizfiirdébe helyezziik és keverjik

e Vizben duzzado termék esetén (zselésitok, poliszacharidok, dehidratalt termékek):
higitofolyadékkal tovabbi higitasok készitése (1:20, 1:50, 1:100), hogy hasznalhato
szuszpenziot kapjunk (kicsi szamokat fogunk kapni)

e (@Gatlo hatast termékek esetén: hagymapor, bors, tea, kavé: nagyobb higitas
alkalmazasa, vagy K2SOz-mal pufferolt peptonviz (0,5%)

e Csokoladeés és csokoladés édesség: 40°C-os higitofolyadékba mérjiik bele a terméket,
keverjiik 6ssze, majd hagyjuk 4llni 20-30 percig és keverjiik dssze

e Tojés: tojashéjat fertStleniteni kell feltorés elott: papirtdrldvel és vizzel a feliileti
szennyez6dés eltavolitasa, 70%-os ipari denaturdlt szesszel vagy izopropanollal
atitatott gézzel attorlés; tojasfehérje vizsgalata esetén az alaphigitas 1:40 aranya a
lizozim g4tl6 hatdsa miatt

e Fermentalt termékek: peptonos soéoldat bromkrezolbiborral, 40 g/ NaOH-val
semlegesiteni a higitofolyadékot, éleszté esetén hasznaljunk gombaellenes szert
(cikloheximidet 50 mg/kg vagy nystatin 50 mg/kg vagy amfotericin 10 mg/kg), mas

termékben 1évd mikrofléra esetén hasznaljuk annak gétldsara szolgalod antibiotikumot

crcr

Minden mintavételkor mintavételi jegyzOkonyvet kell késziteni, mely felvilagositast ad a
minta eredetére. A mintavétel nem csak az alapanyagok, félkész-, és késztermékekre

vonatkozhatnak, hanem a kornyezet higiénidjanak ellendrzésére is. Kornyezeti higiénia
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ellendrzésének szempontjabol a mintavételezés torténhet az ¢Elelmiszert eldallito

berendezésrdl, gépekrol, eszkdzokrol, falakrol, padozatrol, szocialis helyiségek feliiletérol,

illetve ide tartozik az élelmiszer eldallitast végzo személy higiéniai ellendrzése.

A mintavételi jegyzokonyvnek tartalmaznia kell:

v

AN NN N NN

3.2.4.

a mintavétel helyét, pontos datumat és iddpontjat;

a mintavételi eljaras pontos leirasat, illetve a vonatkozo6 szabvany hivatkozasat;

a mintavevo személy és a tanuk nevét;

annak a tételnek, amibdl a mintat vették az azonosito adatai, kodja;

az eldallito, gyarto, allattenyésztd szervezet elnevezését, cimét;

a laboratorium elnevezését, cimét, ahova a mintakat vizsgalat céljabol szallitjak;
szlikség esetén a jegyzOkonyv kiilonbozd kiegészitd adatokat is tartalmazhat pl.: a
mintavétel kornyezetére vonatkozd adatok, a mintavétel sajatos modjai eszkdzei,
tarolas, partartalom, konzervaldszer esetleges hozzédadéasa, homogenitasi jellemzdok
stb.;

alairasokat melyek a mintavételi jegyzokonyv kitdltését igazoljak.

A mintavétel jellege alapjan lehet

Hato6sagi mintavétel: hatosagi mintavétel az, amit a hatosagi jogkorrel rendelkezd
szerv, vagy intézmény végez €lelmezés-egészségiigyi ellendrzés, felderités, fogyasztoi
érdekvédelem, vagy élelmiszer-tétel exportra vald alkalmassdganak megitélése
céljabol. (ételmérgezeés esetén)

Uzemi mintavétel: Az {izemi mintavételt az élelmiszert eldallitd {izem
mindségellendrzé osztalya vagy iizemi mikrobiologiai laboratoriuma végez abbol a
célbol, hogy gyartaskozi, vagy az eldallitott termék ellendrzését végezze, illetve
mikrobiologiai vizsgalatokat végezzen.

Kereskedelmi mintavétel: Kereskedelmi mintavételt mikrobioldgiai feltételek

ellendrzése céljabol végeznek, valamilyen kereskedelmi iigyletbdl kifolyolag.

A mintavételt a felek megbizottjai kozdsen, vagy csak az egyik fél tantk jelenlétében végezi,

hatésagi vagy lizemi tételmindsitd mikrobiologiai vizsgalathoz. Hatdsagi ellendrzéshez a

hivatalos mintavételt csak hivatalos szerv altal megbizott személy végezheti.
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3.2.5. A mintavétel modja

A kivalasztas mddja tobbféle lehet:

e véletlenszeri (torzitas- véletlen kivalasztas, mikrobak véletlen eloszlasa)

e rétegezett (rész-sulyozas)

e tobblépcsos (alegységek)
A mintavétel sordn biztositani kell, hogy a mintaelemek kozott azonos valdszintiséggel
forduljanak elé a higiéniai szempontbdl aggalyos és aggalymentes részek, mert csak igy
biztosithatd az atlagminta vétele. Az ilyen minta jol tiikkrozi a tétel egészének mikrobiologiai
allapotat, ezért reprezentativ mintanak nevezik.
A hivatalos mintavételt hatdsagi rendeletre hivatalos személy végzi. Els6 minta a
laboratériumi vizsgalatra vett minta. A tétel tulajdonosdnak kivansdgara az els6 mintdval

azonos Osszetételii ellenmintat is venni kell. Ez a tétel tulajdonosanal marad.

3.2.6. Mintavétel formai

A mintavétel formai szerint megkiilonboztetiink:
e hatosagi felderitd mintavételt (ételfertdzési, ételmérgezési esetek kivizsgalasara),
e szauroprobaszeri végtermék ellendrzd hatosagi, vagy iizemi mintavételt,
e adatgyljto, felmérd hatdsagi vagy tizemi mintavételt,
e hatosagi vagy lizemi higiénia ellendrzésre végzett mintavételt (termelés vagy személyi
higiéniai ellendrzés),
e mikrobiologiai tételmindsitd mintavételt (mikrobiologiai feltételek teljesitésének

ellendrzésére).

Az élelmiszer mikrobiologiai mindsitéséhez felhasznalt tulajdonsagok lehetnek:
o Medéréses jellemzdk, az €lelmiszer olyam tulajdonsdga, mely adott mértékegységii
skalan mérhetd (pl. enterobaktériumok szama 1 g vizsgalati anyagban) vagy
e Mindsitéses jellemzok, az élelmiszer olyan tulajdonsdga, melyre nézve csak két
besorolasi lehetdség van, megfeleld vagy nem megfeleld (pl. tartalmaz-e az élelmiszer

szalmonellakat).
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3.2.7. Mintavétel végrehajtasanak alapvet6 szabalyai

Az elemi minta mennyisége csomagolt ¢lelmiszernél altalaban egy csomagolasi egység, egyéb
¢lelmiszernél altalaban 100-250 g vagy ml.
Feliiletek tisztasaganak vizsgalatanal az elemi mintat altalaban 100 cm? feliiletrdl kell venni
(tamponminta).
Mikrobiologiai vizsgalathoz az élelmiszermintat aszeptikus koriilmények kozott kell venni,
hogy ne keriilhessenek bele kiilvilagbol szarmazé mikrobak. A mintavételnél hasznalt
eszkozoknek (kanal, kés, vajfurd, csipesz, pipetta)-sima feliiletliecknek és jol sterilezhetoknek
kell lenni.
A mintat olyan steril edényzetbe tessziik, amely lehetové teszi a biztonsagos szallitast,
tarolast. Oldalara cimkét ragasztunk az alabbi adatokat megadva:

e A mintavétel idépontja

¢ A mintavételi jegyz6konyv sorszama

¢ A minta jelzése (szdma)
A mintat olyan modon (pl. hiités biztositasaval) kell a vizsgalo laboratériumba szallitani, hogy
a mintavétel idopontjara jellemzd allapota megmaradjon, szallitds kdzbeni sériilése, zarasanak
megnyitasa a laboratoriumba érkezéskor észlelheté legyen. A mintdt a laboratdriumba
szallitast kovetden slirgdsséggel kell feldolgozni. (A csomagolas megbontasa utdn 30 percen
beliil.) Ha a mintat feldolgozasig tarolni kell (legfeljebb masnapig 0-4 °C-on, kivétel: nem
romland6 minta pl. konzerv, szaritmany), a tarolas idejére olyan feltételeket kell biztositani

(pl. hiités, meélyhtités), hogy a minta allapota Iényegesen ne valtozzon meg.

4/1998 Egészségiigyi Minisztériumi rendelet az élelmiszerekben eléfordulo
mikrobiologiai szennyezddések megengedhetd mértékérol

A rendelet magaban foglalja azon korokozdkat, melyek nem lehetnek az élelmiszerekben
(Salmonella sp., L. monocytogenes) és az egyéb mikroorganizmusoknak a megengedhetd

sejtszamat kiilonbozo élelmiszerek esetén.

Mintavételi terv

A mintavételi terv egy vagy tobb mikrobiologiai jellemz6 elfogadési kovetelményeit allapitja
meg, egy meghatarozott tételre vonatkozdlag, adott szdmu elemi mintanak, vagy csomagolasi
egységnek a szabvanyokban eldirt vizsgalati eljarasokkal torténd kiértékelése alapjan. A

mintavételi terv az alabbi elemekbdl all:
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o N = a vizsgalt tétel teljes mennyisége vagy a csomagolasi egységek szdma

e n =az N nagysagu, vagy szamu egységbdl elkiilonitendd elemi mintak szama

em = a megfeleld mikrobiologiai

aggalymentesen fogyaszthato.

e M = a visszautasitas hatarértéke

elemi mintak eltlirhet szama., megengedett ,,selejt” szama

1. tablazat 4/1998 EiiM rendelet alapjan eldirt vizsgalatok egyes nyershuisok esetén

Megnevezés Vizsgalat | n ‘ c | m ‘ M

Nyershus, hustermékek

Dabarbolt hus, belséség, | Salmonella 5 - - 0/25¢

daralt hiis, baromfi- egész | S. aureus 5 2 | 10? 103

és darabolt E. coli 5 2 | 50/g | 5x10?
Mikrobaszam 5 2 108 107

hatarérték, mely esetében az élelmiszer

¢ = tliréshatar vagy tolerancia, az ,,m” és ,,M” értek kozé esd, azaz még elfogadhatd

Ha meghatarozott mennyiségii élelmiszerben mikroba nem lehet jelen ezt tort szam fejezi ki,

amelynek szdmlaldja 0 (mikroba), nevezdje a vizsgalandd élelmiszer g vagy ml mennyisége

(pl. 0/25 = 25 g-ban vagy ml-ben mikroba nem lehet jelen)

Az élelmiszerek élelmiszer-biztonsag mikrobioldgiai megitélése

Szurdprdbaszerli mintavétel esetén

o Megfelelo a vizsgalt minta, ha a II. részben megadott ,,m” értéket nem éri el és a 2.

szamU mellékletben szerepld kérokozoval nem szennyezett.

e Tiirhet6 a vizsgalt minta, ha a mikrobdk szdma a II. rész szerinti ,,m,” értéket eléri,

vagy meghaladja, de az ,,M” értéket nem éri el és a 2. szamu mellékletben szerepld

kérokozdval nem szennyezett.

e Kifogasolt a vizsgalt minta, ha tiltott korokozo, illetve hatarértéken feliili korokozo

mutathatd ki benne, illetdleg a II. részben felsorolt mikroorganizmusok szama

meghaladja az ,,M” értéket, illetve nem elfogadhato rovar és ragcsald szennyezettség

allapithaté meg.

Ha a minta korokozé miatt kifogasolt az eredmény a még fellelhetd mintavételi alapra is

vonatkozik. Ilyen esetben a még fellelhetd termékeket tételnek, illetdleg arukészletnek kell

tekinteni, és tétel, illetdleg arukészlet mindsitd vizsgalatnak kell aldvetni.
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Tétel vagy arukészlet vizsgalata esetén

Megfelelé6 az élelmiszer, ha a megvizsgalt elemi mintdk megfelelnek a II. rész
eléirasainak és a 2. szamt mellékletben szerepld kérokozoval nem szennyezettek.
Tiirheté az ¢lelmiszer, amely az ,,M” értékre eldirt kovetelményeket ugyan kielégiti,
de a még megengedett ,,c” értéket a szennyezett mintak szdma meghaladja.

Kifogasolt az ¢lelmiszer, ha a minta nem tesz eleget a 2. szam® melléklet eldirasainak,
illetve ha a II. részben megadott ,,M” értéket egy elemi minta mikroorganizmus szama
meghaladja, tovabba ha nem elfogadhaté mértékli rovar és ragesald szennyezettség

allapithat6 meg.

Mintavételi tervek fajtai

Kétrendszerii (egyhataros) mintavételi terv, amelyet altaldban kérokozé mikrobak
vizsgalata esetében alkalmaznak, és csak egyetlen hatarértéket az "M"-t allapitjak meg

mindsités céljabol.

2. tablazat 4/1998 EUM rendelet: a tojaspor szalmonella vizsgalatdnak mintavételi terve

Megnevezés Vizsgalat ‘ n ‘ c ‘ m ‘ M
Tojas és tojaskészitmények
Tojaspor Salmonella 10 - - 0/25¢

Haromrendszerii (kéthataros) mintavételi terv, mely szennyez6, indikator vagy
mindségkarosodast eldidéz6 mikrobak vizsgilata esetén alkalmazhatd értékelés.
Ebben az esetben az adott szamu "n" elemi mintara nézve az "m" értéket elérd vagy
meghaladd elemi mintdk eltlirhetd szamat "c"-t - ez a tolerancia érték -, tovabba az

"m" és az "M" hatarértéket hasznaljak.

3. tablazat 4/1998 EiiM rendelet: a tojaspor S. aureus vizsgalatanak mintavételi terve

Megnevezés ‘ Vizsgalat ‘ n ‘ c ‘ m | M

Tojas és tojaskészitmények

Tojaspor | S. aureus 5 |2 [10° [10°




3.3. Onellenérzé feladatok

1. Feladat:

Mi az iizemi mikrobiolégiai laboratorium f6 feladata?

2. Feladat
Mit neveziink reprezentativ mintanak? Hiany gramm élelmiszer mintat kell bemérni

patogén illetve szennyez6 mikroorganizmusok esetén?

3. Feladat
A mintavétel jellege alapjan lehet:



4. Feladat

Az élelmiszer mikrobiologiai mindsitéséhez felhasznalt tulajdonsagok lehetnek:

5. Feladat

Mit allapit meg a mintavételi terv?
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4. Elelmiszerekben eléfordulé mikrobiologiai szennyezédések vizsgalata

4.1. Mintaelokészités

1. Mintael6készités: szintén aszeptikus-steril legyen.
e Homogénezés (torzsszuszpenzid eldallitas)
o Folyékony minta- §sszerazas, keverés habzas elkeriilésével
o Szilard minta- oldas és/vagy apritas higitéfolyadékban
(iveggyongyok, dorzsmozsar, mixer, Stomacher)
2. Higitasi sorozat készités
e Higitofolyadék- steril csapviz, peptonviz, fizioldgias s6 oldat
e Aszeptikus, homogén manipulacio- lelangolés, 6sszerdzas
o Els6é decimdlis higitds = a vizsgalandd minta adott bemért
mennyiségének  9-szeres mennyiségli  higitofolyadékkal  valo
Osszekeverése utan eldalld oldat, illetve szuszpenzid. Leggyakrabban
10:90, illetve 25:225 aranyt beméréseket hasznalunk.

o Tovabbi decimalis higitas

NEELEE

10 = minta s
90 = higitowviz

12. kép Higitas eljards menete

4.2. Taptalajok beoltdsa

A taptalajok beoltasa soran célszerlien gy jarjunk el, hogy a legnagyobb mértékii higitasbol
(pl. 10°) kiindulva és fokozatosan a csokkend higitasok (ndvekvd sejtkoncentraciok) iranyaba
haladva a pipetta tartalmat (alapos Osszekeverés céljabol) minden tagban haromszor
felszivjuk, majd visszaengedjiik, miel6tt atvisszilk a mennyiségeket a taptalajokba. -> A
beoltott taptalajokat megfeleld homérsékleten és ideig inkubdljuk. Inkubalt tenyészetek

elbiralasa és azonositasa.
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4.3. Azonositas

Az egyes elemi mintakat - Salmonella és Listeria kimutatast kivéve - kiilon-kiilon kell

feldolgozni és értékelni. Salmonella fajok és L. monocytogenes kimutatasara végzett dusitasos

vizsgalatokban megengedett tobb elemi minta egyiittes feldolgozasa is.

4.4. Mikrobaszam-meghatdarozdasi modszerek

Laboratoriumi minta

|

A vizsgalati mintakkal
ugy kell dolgozni, hogy
a munka soran kiils
fert6zodésiik ne
kovetkezhessék be!

Kiindulasi szuszpenzio, higitasok

l

modszerek

Mikrobaszam-meghatarozasi

| T

Szélesztés Lemezontés
( Az inokulum mennyisége: (AZ inokulum mennyisége:
0,2 ml-t nem haladhatja meg) 1 ml)

|

Legvaldsziniibb sejtszam

(Az inokulum mennyisége:
1 ml)

|

Inkubalas

Az eredmények Kkifejezése
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Szélesztés, lemezontés esetén a sejtszam meghatarozas

C =telepszam sulyozott kdzépértéke
> c =a szamitasba bevont valamennyi lemezen szamolt

telepek Osszes szama (az els6 értékelhetd és az azt

C= XC kévetkezé higitasi fokok)
(nl + 0,1 N ) ) x\/ % d ni=az elsé értékelhetd higitasi fokhoz tartozé lemezek
szama

N2 =a masodik értékelhetd higitasi fokhoz tartozé
lemezek szama

d =az elsé értékelt higitasi szint higitasi foka (pl. 10-2)
V =a lemezekre vitt kultira mennyisége

(lemezontésnél esetben 1 ml, szélesztésnél 0,1 ml)

MPN modszer esetén a sejtszam meghatarozas

Az elbiralas elsO 1épése az eldirt inkubalas utan a kulcsszam meghatarozasa A kulcsszam egy
haromjegyli szdm, amelyet harom egymast kovetd higitdsi szinten a mikrobaszaporodast
mutatd pozitiv csovek szamabol hatdrozunk meg. Ezt kovetden az un. Hoskins-féle
tablazatbol ki kell keresni a kapott kulcsszamhoz tartozé alapértéket, majd ezt meg kell
szorozni a kulcsszdm elsO tagjdhoz tartozd higitasi fokkal. Az igy kapott értéket normal

alakba hozva adjuk meg a vizsgilat eredményét (211— 13 x 10'= 1,3 x 107 sejt/ml).

4.5. Fontosabb indikator mikrobak

A korokozd, az ételfertdzést illetve ételmérgezést okozd baktériumok kimutatidsa bonyolult és
hosszadalmas eljaras, kiilondsen akkor problematikus, ha az élelmiszerekben nagyon
elszaporodott a kiséré mikrofléra. Ebben az esetben a rendszerint kis szamban és egyenldtlen
megoszlasban jelenlévd korokozok csak nehezen tenyészthetdk ki. Ennek a problémanak
kikiiszobolésére az élelmiszerbdl a kornyezetben nagy szamban eléforduld nem koérokozo,
meghatarozott mikroba csoportba tartozdé konnyen ¢€s viszonylag gyorsan kitenyészthetd
baktériumok meghatarozasat veszik igénybe. Ezeket jelzd, vagy mdas néven indikéator
mikrobdknak nevezik, jelenlétiikbdl kovetkeztetni lehet az élelmiszert ért szennyezés tényére,
illetve ennek mértékére. Az indikator mikroorganizmusok megengedettnél nagyobb szadmban

valo eléforduldsa esetében fokozottan kell szamolni patogén mikrobdk jelenlétével vagy az
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altaluk termelt toxinok felhalmozddasaval. Az indikator mikrobak jelentdsége abban is
kifejezésre jut, hogy fejlédésiikhdz ugyanolyan mikrodkologiai feltételeket igényelnek, mint a
koérokozok, ezenkiviil a vizsgélati anyagban altaldban nagy mennyiségben fordulnak el ¢és
eloszlasuk viszonylag egyenletes.

Az indikator mikroorganizmusok kimutatasanak célja az, hogy segitségiikkel konnyen és
gyorsan fel lehessen tarni egy gyartasi folyamat azon koriilményeit, amelyek egészségiigyi

kockazatot jelentenek a fogyasztd szamara.

4.5.1. Mikrobaszam (6sszes €16, aerob és fakultativ anaerob, mezofil és fakultativ

pszichrotrof mikrobak szama, 6sszcsiraszam)

Az ¢élelmiszerek tobbsége fogyasztasra alkalmatlan, ha nagyszami nem korokozo
mikroorganizmust tartalmaz. Ez jelezheti a gyartdsnal felhasznalt nyersanyag rossz
mindségét, vagy pedig azt, hogy a nem feleld modon valo feldolgozés, vagy tarolds soran volt
meg a lehetdség a mikroorganizmusok elszaporodéasara. Ezéltal jelzi a nem megfeleld
gyartastechnoldgiat (rossz hokezelés).

Ha magas az élelmiszerben levé ¢l6 mikrobdk szama, akkor az csak korlatozott ideig
tarolhato, vagy tartosito eljaras utan is nagy lesz benne a maradék mikroflora.

Az 0Osszes €16 mikrobdk kimutatdsakor 30°C hémérsékletli inkubdldst alkalmazunk aerob

koriilmények kozott.

Aerob és fakultativ anaerob mikrobak szaméanak meghatarozasa (telepszamlalas)

Nem szelektiv tapagar feliiletén illetve belsejében 30 °C-on 48-72 6ran inkubalva:
o Feliileti szélesztés modszer (0,1 ml-t mériink az agar feliiletre);

o Lemezdntéses modszer (1 ml-t mériink iires, steril csészébe, majd tdpagart Ontiink ra).

Aerob mikrobak szamanak meghatarozasa folyékony taptalajban

A higitasokbol 1 ml mennyiséget mériink kiadagolt nem szelektiv tapoldatokhoz 3-3

parhuzamos felhasznalasaval (Hoskins) 48 6ran inkubaljuk.

45.2. Staphylococcus aureus kimutatasa

A Staphylococcus nemzetségbe tartoz6, Gram-pozitiv, fakultativ anaerob gomb alaka
baktérium S. aureus altalanosan elterjedt a kornyezetben, legtobb haziallatunk is hordozdja.

Az egészséges emberek tobb mint 50%-4ban is megtalalhato, foként a borfelszinen és a
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légutak  nyalkahartydjan. Tobbnyire — artalmatlan  szaprofita.  Elelmiszerbiztonsagi
jelentdségiiket a torzsek egy része altal termelt h6allo enterotoxinok adjak, melyek megfeleld
mennyiségben a fogyasztd szervezetébe jutva ételmérgezést okoznak. A Staphylococcus
aureus ha 10° CFU/g mennyiségben fordul el az élelmiszerekben, akkor enterotoxin
termelése kovetkeztében ételmérgezést képes eldidézni. Lényeges tudni, hogy az
¢lelmiszerekben taldlhaté mikrobdk szdma nem feltétleniil ardnyos a toxin mennyiségével,
mivel ez a mikrobak pusztuldsa utan is hatékony marad. Ellenall6 mikroba, amely 6 és 47 °C
kozotti hdmérsékleten is képes osztddni, 20 és 45 °C kozott pedig toxint termelni. Szaporodik
4,3-8,0 pH-intervallumban, és 0,86-0s vizaktivitasi értékig, viszont enterotoxin termelése mar

0,92-es aw-értéknél leall.

Staphylococcus aureus kimutatdsa telepszamlalas modszerrel

e Higitasokbol 0,1 ml mennyiséget szélesztiink litium-kloridot, kalium-telluritos
tojassargaja emulziot tartalmazo6 Baird-Parker-féle agar felszinére,

e A leoltasokat 37°C-on, 24-48 6ran at inkubaljuk,

e 24 6ra mulva: gombostiifejnyi, szénfekete szinti, kerek, dombort, sima szEl, csillogod
telepek fehér szegéllyel, melyet feltisztult udvar vesz kortil,

e 48 o6ra mulva: a telepek kolesszem nagysaguak, a feltisztult udvar megnovekszik

illetve a telepek egy részénél széles opalos zona is megjelenik.

A Baird-Parker taptalaj litium-kloridot és telluritot tartalmaz, mely a kiséré mikroflora
gatlasara szolgal. A piruvat és glicin szelektiven erdsiti a Staphylococcus fajok novekedését.
A taptalajhoz tojassargaja is hozza van adva, mely a taptalajt opalossa teszi, igy a lipolizis és
proteolizis kovetkeztében jellegzetes zona/udvar keletkezik a telepek koriil. A S. aureus

telepek szine fekete, mely a tellurit redukcidja soran alakul ki telluriumma.

13. kép S. aureus telepek Baird-Parker agaron
http://www.bacteriainphotos.com/staphylococcus_aureus_colonies_on_baird_parker_agar.ht
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Jellegzetes telepek azonositasa

Az eredeti lemezeken kifejlodott feltételezetten pozitiv telepekbdl azonositasra kivéalasztunk n

szamu, de legalabb 5 koloniat.

45.3.

Gram-festés: A Gram-féle festésnél legalabb 2 telepbdl készitiink kenetet, majd
mikroszkopban, immerzios nagyitassal vizsgaljuk meg. A kékes-feketére szinez0dott,
szOlofiirtszertien elrendez6dott mikrobak jellemzOknek mindsiilnek.

Koagulaz-préba: Targylemez probanal a vizsgalando telepet targylemezen egy csepp
vizben elkeverjiik, majd hozzdadunk egy csepp eldzetesen 37 °C hémérsékletii
termosztatban felmelegitett hazinyul vérplazmat és Osszekeverjiik. Pozitiv estben 5
masodpercen beliill makroszkdposan is lathatd csapadékképzdédés jelentkezik.
(Hasznaljunk pozitiv kontrollként Staphylococcus aureus, negativ kontrollként pedig

Staphylococcus epidermidis torzseket.)

Koliform baktériumok és az Escherichia coli kimutatasa

Az Enterobacteriaceae csaladnak a laktozt 30°C-on bontd nemzetségeit (Klebsiella,

Enterobacter, Citrobacter, Escherichia) Koéliformoknak (Coliformok) nevezziik. Allati és

emberi normdl bélflorajanak tagjai, ahol Iényeges a vitamintermelésiik és a korokozo

mikrobdk antagonizaldsa. Az élelmiszerekben vald el6forduldsuk bélsar kontaminéacio

lehetdsége vetodik fel.

Koéliform baktériumok szamanak meghatarozasa folyékony taptalajban

A koliform baktériumokra jellemzd, hogy epét vagy epesét tartalmazod szelektiv taptalajban

30 °C-on a laktozt gazképzddés mellett bontjak.

e Higitasbol 3-3 parhuzamos Brillantzold-laktéz-epe (BBL) folyékony tapkozebe

visziink 1-1 ml folyadék mennyiséget,

o A leoltasokat 30 °C-on 24-48 6ran at inkubaljuk,

e Koliform gyanus a zavarosodast mutatd illetve a Durham-féle erjesztési csdben

legalabb egytized részét kitevé gazképzOdés mutatkozik. Koliform negativnak azok a
szubkultarak tekinthet6k, amelyekben gazképzddés egyaltalan nem figyelhetd meg,

vagy az erjesztési csO térfogatanak egytized részénél kevesebb gaz termelddott.
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14. kép Kontroll, Negativ, Pozitiv BBL tapkozeg

Koliform baktériumok szdménak meghatirozasa 30 °C hémérsékleten telepszdmlaldssal

Koliform baktériumoknak mindsiilnek a telepszamlalasos modszernél a laktozt, epét, vagy
epesot tartalmazo szilard szelektiv és differenciald taptalajok belsejében vagy feliiletén
30°C homérsékleten a tejcukrot savképzddés mellett bontd, jellegzetes telepeket ado
mikroorganizmusok.
e A higitasi sorozat megfeleld csoveibdl 1-1 ml-t mériink steril Petri-csészékbe,
majd felolvasztott és 45 °C-ra lehiitott VRBL-agarral lemezeket Ontiink,
e A lemezek megszilardulasa utan ugyanebbdl a folyékony agarbol még kb. 4 ml
mennyiséget azok feliiletére ontiink,
e A megszilardult tenyészeteket 30 °C hdmérsékletii termosztatban 24 6ran keresztiil
inkubaljuk, majd megszamoljuk a jellegzetes telepeket azokban a lemezekben,
amelyekben szamuk 15 és 150 kozé esik. A jellegzetes telepek ennél a modszernél

sOtétpiros szintiek és legalabb 0,5 mm atmérdjiiek.
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15. kép E. coli VRBL agaron (Merck)

Escherichia coli szdméinak meghatdrozésa szilard taptalajon

e A koliform pozitivnak mindsitett telepekbdl indulunk ki, tigy hogy koldniat oltotiivel
2-2 brillantzold-lakt6z-epe (BBL) folyékony tdpkdzegbe oltunk, majd egyiket 30 °C-
os termosztatban, a masikat pedig 44,5 °C homérsékletli vizfiirddben inkubaljuk 48
oran at,

e Escherichia coli gyanusnak mindsitjik a mindkét héfokon zavarosodast és az
erjesztési csonek legalabb egytized részét kitevd mennyiségli gazképzddést mutatd
csoveket,

e A gyanus tenyészet 44,5 °C hoémérsékleten inkubalt tagjaib6l VRBL-agarra
szélesztlink, majd a lemezeket 37 °C hdmérsékleten egy napig inkubaljuk,

e A VRBL-agaron kifejlédott jellegzetes telepekkel elvégezziik az IMVIC-probakat
(IMV(E)C-probak).

IMVIC-probak

e Az indolképzési-proba soran az E. coli képes a triptofant indolla és pirossz6lésavva
bontani, mely izoamil alkohollal torténé reakcié soran meggypiros rozindol gyuriit
képez. A kimutatds soran triptonvizbe oltott és 24 6ran at 44,5+0,1 °C hdmérsékletii
vizflirdén inkubalt tenyészethez 0,5 ml Kovacs-reagenst adunk, 6sszerazzuk, majd egy
perc mulva értékeljiik. Pozitiv esetben a felszinen meggypiros elszinezddés keletkezik.
(+)

e Metilvords-proba soran, ha a baktérium a szénhidratot kevertsavas tton bontja el,

akkor metilvords indikator szine vorosre valtozik a keletkezett kiilonbozd savak
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hatasara. A kisérlet soran a telepet pufferolt gliikozlevesbe oltjuk, majd 24 o6ras, 37 °C-
on val6 inkubalas utdn 1-2 csepp metilvords reagenst tesziink hozza. Pozitiv esetben
az egész leves szine élénkpirosra, negativ esetben pedig sargara valtozik. (+)

e A Voges-Proskauer probaval tudjuk kimutatni, ha a baktérium a szénhidratot
butandiolos erjedés utjan bontotta le, mely sordn acetoin koztitermék keletkezik,
amely naftolt tartalmazoé, lugos kémhatast kozegben piros szinli vegyiilett¢ alakul. A
kimutatas soran felhasznalhatjuk a metilvords probanal igénybe vett gliikoz-leves egy
részét. Ehhez 0,6 ml Barrit A, 0,2 ml Barrit B, majd jol 6sszerazzuk. Pozitiv esetben 2
6ra mulva a tenyészet felso részén rozsaszini elszinezddés keletkezik. (-)

e A citrathasznositasi proba elvégzése megmutatja, mely baktérium képes a citratot
szénforrasként felhasznélni, a kisérlet soran a citrat bontas kovetkeztében a taptalajban
1év6 bromtimolkék indikator kékkeé valtozik, mivel a citart hasznositas kdzben a kozeg
enyhén lugosodik. A vizsgalandd tenyészetet alaplevesbe oltjuk, 4-6 oran keresztiil 37
°C-on inkubaljuk, majd beldle oltétiivel citratos magas-ferde agarba szirunk és
feliiletén is szélesztiink. 24-48 oras 37 °C-on végzett inkubacid utan elbiraljuk. Pozitiv
reakcio esetében a taptalaj eredeti zOldes szine kékre vagy sargara valtozik, negativ

esetben a taptalaj szine valtozatlan, és baktériumnovekedés sem figyelheté meg. (-)

Escherichia coli kimutatdsa folyékony tdptalajban

e A Kkoliform pozitiv tenyészetek mindegyikébdl egy-egy normal kacsnyi
mennyiséget oltunk 4t brillantzold-laktéz-epe (BBL) folyékony tapkodzegbe, majd
ezeket 44,5+0,1 °C hémérsékleten 48 oran at vizfiirdében inkubaljuk (Eijkman-
proba).

e Az elbirdlasnal gyanusnak tekintjiik a zavarosoddst mutatd, valamint a Durham-
csO legalabb egytized részéig gazt termelt tenyészeteket. Ezekbdl a csovekbdl
kioltast végziink VRBL-agar feliiletére, majd 37 °C-on 24 6ran at inkubaljuk azt.

e Feltételezetten Escherichia coli-nak tekintjik a 2 mm atmérdji, kerek,
tejcukorbontod, tehat é€lénk piros szinii telepeket. Ezek koziil lemezenként 5-5
telepet kivalasztunk, majd zselatinos agarra szélesztiink, és az el6z6khoz hasonld

koriilmények kozott inkubaljuk, majd elvégezziik veliik az IMVIC-probakat.
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45.4. Enterobaktériumok kimutatasa

Az enterobaktériumok az Enterobacteriaceae-csaladba tartozd, rdévid palcika alaka

mikroorganizmusok. Altalaban korkoros csillokkal rendelkeznek, a nitratot nitritté redukaljék,

a glukozt sav vagy sav és egyidejii gazképzéssel fermentaljak, oxidaz negativak. Az emberi és

allati béltraktusban, a felszini vizekben és a talaj mikrofloraban gyakoriak.

Enterobaktériumok kimutatasa folyékony tdpkozegben

A higitasi sorbdl 1-1 ml-t oltunk brillantz6ld-gliik6z-epe folyékony tapkozegbe 3—3
parhuzamossal, majd a csdveket 37 °C homérsékleten 24 6ran at inkubaljuk. Ezutan
minden leoltott cs6bodl kristalyibolya-neutralvords-glukoz epe (VRBG) agarra
végzink kiszélesztést. VRBG-agaron a jellegzetes telepek sotétvords szintiek,
ugyanilyen csapadékos udvarral ovezettek és legalabb 0,5, de altaldban 2-3 mm
atmérdjliek.

Biokémiai azonositasra lemezenként legalabb kettdt valasztunk ki, majd a
telepekbdl nutritiv agarra szélesztiink és egyidejlileg sz6ldcukros magasagarba is
leoltunk.

A leoltasokat 24 oraig 37 °C-on inkubaljuk. A nutritiv agaron kindtt telepekbdl
kaccsal vagy tvegpalcaval kis mennyiséget levesziink, majd oxidaz-reagenssel
eldzetesen atitatott sziir6papirra keniink, majd 10 mp mulva elbirdljuk. Pozitiv
esetben a szlir6papir sotétlila szintire valtozik. Enterobaktérium esetén a reakcid
mindig negativ.

A sz6l6cukros magasagarba oltott baktérium szaporodasakor pozitiv esetben, — ha a
mikroba csillos, akkor a taptalaj egészére, nem mozgd torzs esetén pedig a szurasi
csatorna teljes hosszara kiterjed0 sarga szinvaltozas mellett — altalaban
gazképzddés jelei is megfigyelhetok. Negativ esetben a taptalaj eredeti szine nem

valtozik meg, enterobaktérium esetén pedig a reakcid pozitiv.

Enterobaktériumok szamanak meghatarozasa telepszamlalassal

A higitési sorbol 1-1 ml mennyiséget steril Petri-csészékbe mériink, majd VRGB-
agarral lemezeket ontiink.
Megszilardulas utan még kb. 4 ml-nyi taptalajt Ontiink a felsziniikre, majd a

fedoréteg megdermedését kdvetden 37 °C-on 24 6ran at inkubaljuk a lemezeket.
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o Az ¢rtekelés sordn azokat a tenyészeteket vessziik figyelembe, amelyeken a
jellegzetes telepek szama 15 és 150 kozotti. Jellegzetesnek tekintjiik a sotétvoros
szintl, és ugyanilyen csapadékkal koriilvett, legalabb 0,5 mm atmérdji telepeket.

e Az azonositaskor a VRBG-lemezekrdl Vn szami, de legalabb 5 — ennél kevesebb
kolonia esetén mindet — jellegzetes telepet vesziink, majd ezeket egy masik
VRBG-agarra szélesztjiik, illetve egyidejiileg sz616cukros magasagarba oltjuk.

e A leoltott taptalajokat 24 oran at 37 °C-on inkubaljuk, majd a kifejlodott telepek
egyikével elvégezziikk az oxidaz-probat. Az oxidaz- és a glukdzbontasi probat a

mar ismertetett elvek szerint biraljuk el.

16. kép Enterobacter sp. VRBG agaron

455, Az enterokokkuszok kimutatasa

Az enterokokkuszok egyrészt, mint indikator mikrobak, masrészt, pedig mint ételmérgezést
el6idézd baktériumok egyarant jelentdsek. Szarmazhatnak friss bélsar-szennyezettségbdl, de
a kiilvilagban hosszabb id6n at is életképesek maradhatnak, ezért nem feltétleniil bizonyitjak a
friss fekalias kontaminaciot. Elelmiszer-mikrobioldgiai szempontb6l fontos Enterococcus
faecalis a nem sporas baktériumok koziil igen ellenalld a kornyezeti behatasokkal szemben,
igy a fertdtlenitdszerekkel szemben is, ezért jo indikatora az eszkozok és feliiletek
tisztitdsanak, fertdtlenitésének. Hokezelt élelmiszerekben termorezisztencidja kovetkeztében
el6fordulhat, ezért jelezheti a hokezelés elégtelenségét vagy az utdszennyezést. Ha
mennyisége élelmiszerben eléri a 10° nagysagrendet, akkor ételmérgezést is okozhat.
Enterokokkuszok jellemzéi:

o Képesek fejlodni +10 és +45 °C kozotti héfokon;

o tulélik a 60 °C hédmérsékleten végzett 30 perces hdkezelést;

® 0,5% konyhasot tartalmazo tapoldatban, illetve

48



e pH 9,6 mellett, tovabba
e 0,1% metilénkéket tartalmazo tejben, valamint

e 40% epét tartalmazo véres agaron jol fejlddnek.

A vizsgélat torténhet MPN-moddszerrel, vagy telepszamlalassal.

o Az MPN-mdédszernél higitasonként 1-1 ml mennyiségeket oltunk 3—3 natrium-azidot
tartalmazo enterococcus dusito taptalajba, majd a csoveket 37 °C homérsékleten 48
oran at inkubaljuk. Pozitivnak értékeljiik a zavarosodast, illetve a sarga szindtcsapast
mutatd tenyészeteket.

e Telepszamlalasnal a higitasokbodl 0,1-0,1 ml mennyiséget szélesztiink natrium-azidos
szinvaltozassal jelz0 Chromocult Enterococci lemez feliiletére, majd 37 °C-on 48
oran at inkubaljuk azokat. Enterokokkusz gyantsnak tekintjiik a lemezek feliiletén
kifejlédott 0,5-1,0 mm atmérdjli, kerek, kissé elédomborodé felszinii, sima, piros

szinli telepeket.
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17. kép Enterococcus sp. Chromocult Enterococci agaron

Jellegzetes telepek azonositasa
o Gram-festés: Azonositas soran elsd 1épésben a Gram-festést kell elvégezni, MPN-
modszer esetén kozvetleniil a zavarosodast illetve sdrga szinatcsapast mutato
levestaptalajokbdl, szilard taptalajok esetén pedig minden gyanus teleppel.
e Katalaz-proba: A katalaz-probat ugy végezziik, hogy 10%-os hidrogén-peroxidot
cseppentiink kozvetleniil a gyanus levestenyészetbe. Pozitiv esetben élénk pezsgés
vagy habzas figyelheté meg, negativ esetben pedig — legfeljebb a hidrogén-peroxid

onbomlasa kovetkeztében — kismértékii buborékképzddés lathatd. Szilard taptalajokrol
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levett telepekkel — lemezenként ottel — targylemez-probat végziink. Ennek soran
targylemezre cseppentett 10%-os hidrogén-peroxidba a vizsgalandd teleprdl levett
makszemnyi tenyészetet keverjiik, majd az elbirdlast a mar ismert médon végezziik.
Az enterokokkuszok mindig kataldz negativak.

e Hotliroképesség vizsgalata: A Gram-festéssel és a katalaz-probaval gyantusnak
bizonyult tenyészetekbdl kacsnyi mennyiséget oltunk &t 1-1 huaslevesbe, majd 37 °C-
on 24-48 6ran at tartd inkubécio utan a leveseket 30 percen at 60°C-os vizfiirdben
hékezeljiik, majd beldliik alapos Osszekeverést kovetden wjabb levesekbe végziink
leoltast, melyeket az eredetihez hasonld koriilmények kozott inkubdlunk. Inkubélas
utan a zavarosodast mutatd tenyészetekkel ismét elvégezziik a katalaz-probat és ennek
negativ eredménye alapjan a tenyészetet enterokokkusznak mindsitjiik. Az
enterokokkusznak mindsitett csovek szamanak alakuldsat a Hoskins-féle tablazat
alapjan értékeljiik. Telepszamlalaskor megszamoljuk a lemezeken kifejlodott 10 és
300 kozotti jellegzetes kolonidkat, majd az 5 azonositisnak aldvetett telep

eredményének ardnyaban adjuk meg az enterokokkuszok szdmat.

4.5.6. Mezofil szulfitredukal6 o6sszes klosztridium és klosztridiumspéra kimutatasa

Bacillaceae-csalad Clostridium nemzetségébe tartozo, 37 °C hdémérsékleten anaerob
koriilmények kozott fejlodé baktériumok, csillokkal rendelkezik kivéve (C. perfringens), jol
mozgd Gram-pozitiv palcak. Spoéraik tojas vagy gomb alakuak, centrikusak, szubterminalis
vagy terminalis elhelyezkedésiiek. Altalaban erés szénhidrat és fehérjebonté sajatossaggal
rendelkeznek. Az emberi és allati béltraktusban, a talajban, vizek {iiledékében gyakran
fordulnak eld. A szulfit-ionokat szulfidda redukaljak

A C. botulinum ¢és a C. perfringens élelmiszerek fogyasztasa kovetkeztében jellemz6
tiinetekkel jar6 megbetegedést, mas fajok pedig az élelmiszerek karos szennyezddését

okozhatjak.

Szulfitredukal6 Osszes klosztridium kimutatasa folyékony tapkodzegben

e A higitasbol 1-1 ml mennyiséget visziink RCM féle cisztein tartalmt szulfitredukcios
folyékony tapkozegekbe, 3—3 parhuzamos készitésével,
e A csoveket 80 °C hdmérsékleten 20 percig hdkezeljiik, végiil &ramlo vizben 37 °C-ra

hiitjiik le azokat,
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e Hiités utan a beoltott tapkodzegekhez hozza mériink 1 ml vas-citratot oldat forméjaban,
majd paraffinolajjal zarjuk le,

e 37 °C-on 48 6ran at inkubalunk,

o Feltételezetten pozitivnak tekintjiik azokat a csdveket, ahol fekete csapadék

keletkezett.

18. kép Negativ, H>S képzédés RCM folyékony tapoldat

4.5.7. Penész-éleszto szam kimutatasa

Elesztégombdk

Az ¢lesztoknek koszonhetd a kenyér kelesztése, a sor és a bor erjesztése, sok mas
anyagcseretermék ipari méretli termelése. A nagy gazdasdgi haszon mellett azonban az
¢lesztok jelentds kart okoznak az élelmiszerek romlasaval; korokozoé csak kevés van koztiik.
Az ¢lesztdgombak heterotrof aerob szervezetek, a fajok mintegy fele fakultativ anaerob ¢és

jellegzetes alkoholos erjesztést végez.

19. kép Saccharomyces cerevisiae 20. kép Penészgomba telepek Maldtds agaron
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Penészgombdk

A penészgombak megjelenése mindennapi életiinkben tobbnyire kéros tevékenységként
jelentkezik. Jelentdés gazdasagi ¢és egészségiligyl probléma a ndvénytermesztésben, az
allattenyésztésben ¢és az ¢€lelmiszeriparban. NOvényi nyersanyagokon elszaporodva és azok
tapanyagait felhaszndlva, egyrészt élelmiszerként emberi fogyasztasra alkalmatlannd teszik
oket, masrészt takarmanyként csokkentik energia- és tapértékiiket.

Elelmiszerek vonatkozasaban kiilonos jelentdségre tettek szert a mikotoxinokat képzd és a
fogyasztok egészségét sulyosan veszélyeztetd penészgombak. Ezért az ¢élelmiszer-
tartositasnak mindig célja a penészgombak elleni védekezés. A romlast okozo és toxintermeld
penészekkel szemben sok faj értékes anyagokat képez, iparilag hasznositott biokémiai

atalakitasokat végez (antibiotikumok, szerves savak, enzimek).

Penész-élesztd szadm meghatarozasa telepszamlalasos modszerrel

e Szelektiv tapagar (Malatas agar) feliiletén illetve belsejében 30 °C-on 48-72 6ran
inkubalva,
o Feliileti szélesztés modszer (penészgombak),

o Lemezontéses modszer (élesztdgombak).
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4.5. Onellenérzd feladatok

1. Feladat:

Mit neveziink els6 decimalis higitasnak?

2. Feladat

Milyen higitéfolyadékot lehet alkalmazni élelmiszer vizsgalat esetén?

3. Feladat

Mikrobaszam meghatarozasnal mely mikroorganizmusokat tudjuk kimutatni?



4. Feladat

Baird-Parker-féle agar melyik mikroba kimutatasara szolgal? Jellemezze a taptalajt!

5. Feladat

Mi jellemzo a Coliformikra?
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5. Fontosabb patogén mikrobak

5.1. Salmonella kimutatasa

Salmonella nemzettség

A Salmonella genusz az Enterobacteriaceae csaladba tartozik. A szalmonellak fakultativ
anaerob, Gram-negativ baktériumok, 2-5 pum hossz palcikak és csillozottal rendelkeznek.
Biokémiai tulajdonsaguk, hogy a laktozt, a szachar6zt nem bontjak, indolt nem termelnek. A
Voges-Proskauer proba negativ. Kén-hidrogént képeznek (feketedés).

A szalmonelldk tiriilékkel keriilnek a kornyezetbe (vizbe, talajba, novényzetre), ahol hosszu
ideig talélhetnek, bar nem szaporodnak. Emberben a fert6zés kétféle megbetegedést okozhat.
Az egyik a hastifusz, amely enteralis lazzal jar, és emberrdl emberre terjedhet, a masik a
szalmonell6zis (gasztroenteritisz), amely élelmiszerfertdzés utjan keriil be a szervezetbe. A
tojas fert6zddhet germinativ (ovogen) uton, illetve bélsarral torténd kontaminéacio révén. A
tojas belsejébe a meszes héj porusain keresztiil juthatnak be.

A szalmonelldk élelmiszerekben val6 eléforduldsara vonatkozé eldiras az, hogy 25 g-bol ne

legyen kimutathatdak.

5.1.1. Salmonellak kimutatiasa hagyomanyos tenyésztéses eljarassal

A Bizottsag 2073-2005/EK rendelete az élelmiszerek mikrobioldgiai kritériumairo6l
e Kimutatasi protokoll: MSZ EN ISO 6579 szerint

e Mintavétel:
— 25¢ (vagy egyes esetekben 10 g) minta
— 100 cm? lemosasaval vagy ismert mennyiségii
e Minta eldkészitése: homogenizalni, majd azonnal leoltani. Sziikség esetén 0-5°C-on 1

orat lehet varakozni.

1. Elédusitassal kombinalt dusitas

A szalmonellak gyakran olyan kevés szdmban talalhatok az élelmiszerekben, ezért kozvetlen
leoltds nem biztos. A kimutatds biztonsdga érdekében a vizsgélati anyagot pufferolt
peptonvizzel homogenizaljuk (225 ml), 1 6ran at szobahdmérsékleten tartjuk, ha sziikséges,
akkor a pH-értéket semlegesre korrigaljuk, majd 36+1 °C hémérsékleten 6-16 oOran at
inkubaljuk. Az elédusitdo nem szelektiv hatast tapkozeg, a technoldgiai folyamatokban sériilt

szalmonellak felfrissitéséhez szlikséges.
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2. Szelektiv dusitas

A szelektiv dusitdé (Rappaport 90 ml) a kiséré mikroflora visszaszoritasat végzi, és a

salmonellak biztonsagosabb kimutatasat segitik el6. Az inkubalas utan az elddasitobol 10 ml

mennyiséget oltunk a kézvetlen dusitas céljabol.

Rappaport (Rappaport-Vassiliadis Soya Peptone broth): A malachitzold és a magnézium-

klorid gatolja a bélben talalhaté mikroorganizmusok novekedését, de a legtobb Salmonella

szaporodasat nem befolyasolja. A malachitzold visszaszoritja a Shigella fajok novekedését is.

Majd 24 oran at 36+1°C homérsékleten inkubaljuk.

3. Kioltasa szelektiv és differenciald agarlemezre

A differencidld lemezeken (Rambach, XLD) a Salmonella gyants telepeket biokémiai

reakciokkal azonositjak. Erre a célra alkalmas az un. politrép tapkdzegek, amelyeknél egy

kémcsoében tobb biokémiai folyamat eredménye figyelheté meg. (TSI)

Rambach agar: A Rambach-agar a propilénglikol bontas és a B-galaktozidaz enzim
kimutatasa alapjan differencial. Ezen a taptalajon a gyanus telepek piros szintiiek, de
egyes fajok esetében szintelen telepek kialakulasa tapasztalhato (S. Typhi, S. Paratyphi
A, S. typhi-suis, S. gallinarum). A koliformok ezen a taptalajon kékeszoldek, mig a
Proteus és a Shigella nemzetségbe tartozo baktériumok pedig szintelenek.

XLD (Xylose-Lysine-Desoxycholate) Agar: Az agarban 1év0 natrium-dezoxikolat
gatolja a nem kivanatos mikroflorat, A taptalaj mind a Shigella és Salmonella fajok
azonositasara alkalmas, a taptalajon 1évé megkiilonboztetés a xiléz fermentacidja
miatt lehet, a Shigella fajok nem képesek bontani (voros telep). A benne 1€vo lizin a
Salmonella fajok elkiilonitése miatt van hozzaadva a taptalajhoz. A Salmonella-
gyanus telep szine megegyezik a taptalaj szinével (piros-bibor) és fekete kdzepe van
(H2S képzddés miatt).

Hektoen-agar esetén a benne 1év0 epesod gatolja a nem kivanatos mikroflorat. A
taptalajban 1évo laktéz, szalicin, szachar6z bontdsa alapjan a bélbaktériumokat lehet
megkiilonboztetni. A vas-ammonium-citrat bontasa hatdsara fekete szinvaltozés
(hidrogén-szilfid) lesz, mely esetén a Salmonella-telepek kozepe fekete, a taptalajban

1év6 indikatorok miatt a telep széle kékes-zoldes szinii.
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21. kép Salmonella sp. XLD agaron (Merck)

4. Azonositas

A differencial6 lemezeken a Salmonella gyanus telepeket biokémiai reakcidokkal azonositjak.

Erre a célra alkalmas az Un. politrdp tapkozegek, amelyeknél egy kémcsOben tobb biokémiai

folyamat eredménye figyelheté meg. (TSI)

TSI (Triple Sugar Iron agar): A ,,politrép”, tobbféle vizsgalat elvégzésére alkalmas
taptalajokat széleskoriien alkalmazzak a baktérium diagnosztikdban. A TSI agar teszt
altalanosan hasznalt az enterobaktériumok (bélbaktériumok) jellemzésére.

A taptalaj gliikozt alacsony (0,1%), szachardozt és laktézt magas (1,0%)
koncentracioban tartalmaz. Beoltds utan a baktériumok a gliikdézt kezdik bontani,
emiatt a kdzeg pH-ja csokken, a fenolvords indikator szine sarga lesz a ferde feliileten
€s a magas részen egyarant. Kb. 8-10 ora inkubalds utdn a mikrobdk elhasznaljak a
gliikkézt. A laktozt vagy szachardzt hasznositani képes fajok folytatjak a savtermelést.
Az emlitett cukrokat hasznositani nem tud6 fajok a taptalaj fehérjéit kezdik el bontani,
ami az aminok felszabaduldsa miatt ligositja a kozeget. Mivel ez utobbi folyamat csak
aerob korlilmények kozott megy végbe, csak a ferde feliilet szine valtozik vissza
vorosre. (Ha nem-fermentativ mikroorganizmus keriil a TSI taptalajra, a taptalaj szine
mindenhol voros marad.) Az erjesztés alatt néhany faj kénhidrogént szabadit fel. Ez a
gaz a taptalaj vas-szulfat tartalmaval reagalva fekete csapadékot hoz létre a kémcsd
alsé részén. Mas mikroorganizmusok gzt termelhetnek, amit buborékok, szakadasok
jelenléte mutat vagy néhany esetben a teljes taptalaj a kémcso aljatél a dugod iranyaba

mozdul.
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22. kép Salmonella sp. TSI agaron

5. Tovabbi biokemiai azonositds

Valamennyi telepet Gn. rovid biokémiai sorra oltjuk. Ezt a rovid biokémiai sort még
kiegészitik egy ferde agarral, egy huslevessel és a Nogrady-Rodler-féle politrop taptalajjal is.
Ez utobbi taptalaj felhasznalasaval egyidejiileg vizsgéalhatdé a kérdéses baktérium-torzs
kénhidrogén termelése, karbamid hidrolizise, valamint a lakt6z, a szahardz és a dextroz aerob
¢és fermentativ bontésa.
Biokémiai sor

e TSI

e Karbamid-bontas (-)

e Indol-préba (-)

e Lizin leves (+)

e ONPG (-)

e V-P-proba (-)

e Savképzés (+)

o Gazképzés (+, -)

A fentiekben leirtak alapjan a TSI politrép tapkozegben egyszerre vizsgaljuk a szénhidrat
bontasi képességet, kén-hidrogén képzddést és a gaztermelést is.

A biokémiai sor vizsgalata esetén a karbamid bontds soran (uredz enzim aktivitas) esetén a

gyanus telepbdl szuszpenziot készitiink, majd karbamid tapoldatba oltunk, melyet 37 °C-on
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inkubalunk 24 6rahosszaig. Ha uredz enzim aktivitas volt, a karbamidbol ammonia fejlodott,
mely a kozegben 1évé fenolvords indikator jelenléte miatt az oldat szine rézsaszines lildsra
valtozik a lugosodas kovetkeztében.

Indol-préba soran baktérium képességét vizsgaljuk, hogy a triptofant képes-e bontani (4.5.3.
fejezet IMVIC proba — indol-proba).

VP- proba sordn a szénhidrat bontast utjat vizsgaljuk, mely soran butdndiol Gtvonalon képes
bontani a baktérium a tdpoldatban 1év6 szénhidratot (gliikkoz) (4.5.3. fejezet IMVIC proba —
indol-proba).

Lizin dekarboxildlds préba soran lizin tartalmu tapkdzegbe oltjuk le a baktériumot,inkubacio

utan (24 o6ra, 37 °C), ha a lizin bontodik CO2 szabadul fel és kadaverin keletkezik. E

folyamatot a tapkozegben 1€vé bromkrezol-bibor indikator jelez, mely soran a tapkozeg az
enyhén ligosodas miatt rozsaszinre valtozik és zavaros lesz a tapkozeg.

ONPG (orto-nitrofenil-galaktozid-piranozid) reakcié soran a béta-galaktozidaz enzim
kimutatasa torténik, mely példaul E. coli, Klebsiella sp. esetén pozitiv, Salmonella, Shigella
sp. esetén negativ. ONPG tartalmu tapoldatba oltjuk az elére felszaporitott teleprdl vett
mintat, majd 24 Orahosszaig inkubaljuk 37°C-on. Ha a baktérium rendelkezett béta-
galaktoziddz enzimmel, akkor pozitiv a minta, melyet a sarga szinvaltozds mutat. Egyes
baktériumok a laktozt képesek par percen beliil (5-10 percen) fermentalni, igy az ONPG teszt

alapjan meg tudjuk hatarozni a gyors vagy lassu lakt6z fermentaciot is.

5.2. Listeria monocytogenes kimutatdisa

Listeria nemzetség és Listeria monocytogenes

A nemzetségbe jelenleg 10 faj tartozik. A fajok koziil a L. monocytogenes (emberek €s allatok
esetén), a L. ivanovii és a L. seeligeri fajok (els6sorban allatok esetén) patogének.

A Listeria monocytogenes Gram-pozitiv, rovid palca alaku, csillos baktérium. Az 1-2 pm
vaskos palca, 25°C-on csillds, jellegzetes bukfencezd mozgast végez, amely alapjan konnyen
beazonosithatd a baktérium. Tokkal nem rendelkezik, sporat nem képez, és a vordsvértestek
pusztuldsat okoz6 béta-hemolizint termel. Katalaz pozitiv €s oxidaz negativ baktérium. Sporat
nem képez. Az eszkulint hidrolizélja, a glukdzbdl, maltézbdl és a szalicinbdl savat képez, mig
a mannitot és a xilézt nem bontja. Indolt nem termel, az ureumot nem hidrolizalja és nem
képez kénhidrogént. A metilvords és Voges-Proskauer proba pozitiv, a nitratot nem redukalja

nitritté. A fagyasztast tobbnyire taléli, a feliileteken biofilmet képezhet. 10% NaCl-ot
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tartalmazo kozegben a L. monocytogenes még szaporodik, igy a paclevekben érlel6dd
készitmények sem tekinthetéek biztonsdgosnak.
Kimutatasa élelmiszerek esetén a 4/1998 EiM rendelet értelmében 25 g vagy ml-ben nem

lehet kimutathato.

5.2.1. Listeria monocytogenes kimutatasa hagyomanyos tenyésztéses eljarassal
MSZ EN 1SO 119290-1:1998, 119290-2:1998

Figyelmeztetés
e A laboratériumban dolgoz6 személyek egészségének védelme szempontjabol fontos,
hogy a Listeria moncytogenes kimutatasat megfelelden felszerelt laboratériumban,
képzett mikrobiologus iranyitasa alatt végezzék, nagy gondot forditva a tenyészetek
megsemmisitésére.
e Kiilonésen fontos, hogy terhes né ne dolgozzon Listeria monocytogenes

tenyészetekkel

1. Elsé dusitas (Csokkentett hatdanyagtartalmu, szelektiv dusito)

e | térfogatrész litium-klorid

o Fé¢l-fél térfogatrész akriflavin és nalidixsav
Fraser- leves fele mennyiségli hatoanyaggal: Az altala biztositott optimalis novekedési
feltételek, a nagy tapanyag-koncentracio és a nagy puffer kapacitas kedvezé a Listeria fajok
szamara.
A kisér6é mikrobiotat alkotd baktériumok szaporodasat a benne 1évo litium-klorid és egyéb

antimikrobas anyagok gatoljak. Inkubalas 24 6ra 30 °C.

2. Masodik dusitas (teljes hatéanyag tartalmu, szelektiv dusitd)

Az els6 dusitasbol nyert tenyészetbdl (10 ml) a teljes hatdanyag tartalmu szelektiv duasito

beoltasa (0,1 ml). Inkubélés 35 vagy 37°C-on 48 oran at.

3. Kioltds (szélesztés)

e PALCAM-agar: Egy szelektiv és differencialdo tapkdzeg Listeria monocytogenes
torzsek székletbdl, bioldgiai anyagokbdl, ¢€lelmiszerekbdl és erdsen szennyezett
kornyezeti anyagokbol valé kimutatdsara €s izoldlasara. Az agar, amely szelektivitasat
a litium-klorid és egyéb gatld komponens tartalmanak koszonheti, gatolja a Gram-

negativ ¢és a Gram-pozitiv baktériumok tobbségének ndvekedését. A L. monocytogenes
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a taptalajban 1évo eszkulint gliikozza és eszkuletinné alakitja. Mint az el6z6ekben mar
emlitettiik, az eszkuletin a vas(IIl) ionokkal olajzold-fekete komplexet képezve
megfesti a telepeket. A mannit-pozitiv, esetlegesen jelenlévé baktériumok - mint
példaul a kiilonb6z6 Staphylococcus fajok - novekedésiik soran sarga telepeket hoznak
létre. A mikroaerofil korilmények kozott 48 oran at 30-37 °C-on inkubalni kell a
lemezeket. Majd 1 6ran keresztiil allni hagyjuk a szabad levegdn, hogy a taptalaj
visszanyerje rozsaszin-bibor szinét. A 24 o6ra inkubalas utan kicsi vagy nagyon Kicsi,
sziirkés-zoldes vagy olivazold szinti 1,5-2 mm atmérdji telepeket képeznek fekete
kozépponttal, de mindig fekete udvarral. 48 6ra utan a telepek zoldek, kozepilik

bemélyed és fekete udvar veszi koriil oket.

23. kép Listeria monocytogenes PALCAM agaron

ALOA agar: Agar for Listeria Ottavani and Agosti L. monocytogenes kimutatasara
alkalmas, melyen a L. monocytogenes telepek a taptalajban 1évé kromogén komponens
kovetkeztében zoldes szinliek és opédlos udvar veszi korbe a telepeket a baktérium

foszfatidilinozitol specifikus foszfolipaz enzim aktivitasa miatt.

/

24. kép Listeria monocytogenes ALOA agaron
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e Oxford-agar: Egy alternativ szelektiv taptalaj a Listeria monocytogenes torzsek
izolalasahoz ¢és kimutatasahoz. Az agart littum-kloriddal, antimikrobas anyagokkal és
egy festékkel egészitik ki, ezért a Gram-negativ és a Gram-pozitiv baktériumok
tobbségének novekedése visszaszorul. A Listeria monocytogenes az eszkulinbol
eszkuletint szabadit fel, amely fekete komplexet alkot a vas (III) ionokkal, ezért a
Listeria monocytogenes torzsek fekete udvara, barnas-zold telepeket hoznak 1étre az
aerob korilmények kozott inkubalt lemezeken. A beoltott Oxford-agar 30°C-on
torténd inkubaldsa olyan élelmiszerek esetében alkalmazhato, amelyek kis mértékben

szennyezettek kiséré mikrofloraval.

A taptalajokat 30, 35 vagy 37 °C-on 24 Oras (sziikség esetén 48 o6rds) inkubalds utan
megvizsgaljuk. Amennyiben fejlddtek feltehetéen Listeria monocytogenes-re jellemzo telepek

az eredményt tovabbi vizsgalatokkal erdsitjiik meg.

Megerdsités - Listeria fajok
1. Telepek kivalasztasa
e 5-5 Listeria-gyanus telep kivalasztasa (ha nincs 5 akkor a maximalis szamut).
o Szélessziik a kivalasztott telepeket szaraz feliiletli tripton szdja élesztokivonat
agarlemez (TSYEA) taptalajra.
e Helyezziik a lemezeket 35 vagy 37 °C-os termosztitba 18-24 orara vagy amig
kielégitd fejlodést nem tapasztalunk.
o A jellegzetes telepek dombortak, szintelenek, nem atlatszoak, atmérdjiik 1-2 mm,
ép széliiek.
2. Katalaz reakcio
e Szuszpendaljunk targylemezen egy izolalt telepet egy csepp hidrogén-peroxid-
oldatban.
e Az azonnali buborékképzddés pozitiv reakciot jelez.
3. Gram-festés
o Az egyik izolalt telepen végezziik el a Gram-festést.
e Gram-pozitiv, rovid, karcsu palcat kell kapnunk.
4. (sziikség esetén) Mozgasvizsgalat

e Egy izolalt telepet szuszpendaljunk TSYEB tapoldatot tartalmaz6 kémcsdben.
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Inkubéljuk 25 °C-os termosztatban 8-24 6ran at amig a tapoldat zavarossa nem
valik. Ennél magasabb homérséklet esetén a mozgas hianyozhat.
A Listeria fajokra jellemz6, hogy mozognak és esernyd formaji novekedést

mutatnak.

Megerosités — Listeria monocytogenes

1. Hemolizisvizsgalat

Juhvéres agar lemezre oltunk

Miutéan jol kiszaritottuk az agar feliiletét az izolalt telepbdl valamint pozitiv (L.
monocytogenes) és negativ (L. innocua) kontrolltenyészetébdl szardkaccsal oltsunk
le a lemez kiilonb6z0 részeire.

35 vagy 37 °C-on végzett inkubdlds utdn vizsgaljuk meg a vizsgélati- és a
kontorolltorzseket.

A Listeria monocytogenes esetén keskeny, vilagos, fényes zona (B3-hemolizis)

mutatkozik.

2. Szénhidratlebontas vizsgalata

A TSYEB- tenyészetbdl oltdkaccsal oltsunk be tapoldatba.
Inkubaljuk 35 vagy 37 °C-on 5 napig.
Az esetek tobbségében mar 24-48 ora elteltével kialakuld sarga szin pozitiv

reakciot jelent (savtermelés)

3. CAMP-proba

Juhvéres agarlemez feliiletére Staphylococcus aureus és Rhodococcus equi
tenyészetbdl egy-egy csikot huizunk ugy, hogy a két tenyé€szet parhuzamosan,
egymassal szemben helyezkedjen el. Az elkiilonitett torzseket azonos modon
derékszogben leoltjuk ugy, hogy a vizsgalt tenyészet ne érintkezzen a S. aureus és
a R. equi tenyészettel, de 1-2 mm tavolsagra legyen. Egyidejileg a L.
monocytogenes, L. innouca és L. ivanovii kontrolltenyészetekbdl is csikot hizunk
a lemezre.

Az inkibalast 35 vagy 37 °C-on 12-18 o6ran at folytatjuk.

Pozitiv a reakcid, ha a S. aureus és R. equi torzsek illetve a vizsgalt torzsek
talalkozéasanal feler6s6dott B-hemoliziszona jelentkezik.

Az R. equi-vel adott pozitiv reakciot egy 5-10 mm széles, nyilhegy alaku

hemoliziszona jelzi. Negativ a reakcio ha az R. equi diffuzids zona és a vizsgalt
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torzs(ek) taldlkozasanal csak kb 1 mm nagysagu, gyenge hemoliziszona
jelentkezik.

e AS. aureus-szal adott pozitiv reakcid keskeny, felerdsitett hemoliziszona jellemzi,
amelynek kiterjedése minddssze 2 mm, a S. aureus enyhe hemolitikus zonéajan
beliil. Nagy feler6s6d6 hemolizalé zéna a S. aureus és a L. monocytogenes

talalkozasanal nem fordul elo.

R equi

S. qureus

L. monocytogenes

L. innocug

L. ivanovii

B-hemglizis széles zéna B-hemolizis keskeny zéna

25. kép CAMP-proba

Végleges megerosités
A Listeria monocytogenesnak mindsitett fajokat végleges megerdsité vizsgalatra elismert

lisztéria referencialaboratoriumba kell elkiildeni szerologiai vagy lizogén vizsgalatra.
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5.3. Gyakorlat: Elelmiszervizsgdlat tervezése (eldkésziiletek, taptalajok
készitése, estkozok sterilezése)
Minden hallgat6 kivalaszt egy tetszéleges élelmiszert és megtervezi annak mikrobioldgiai
vizsgalatat a 4/1998 egészségiigyl minisztériumi rendelet szerint.
o Sziikséges taptalajok, higitd folyadékok eszk6zok eldkészitése.

e Sterilezés.
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5.4. Elelmiszervizsgdlat gyakorlat

Minden hallgat6é egyéni munkéval vizsgalja meg az el6zdleg kivalasztott élelmiszert a 4/1998
egészségligyl minisztériumi rendelet szerint.

o JegyzOkonyvkészités.
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5.5. Biokémiai megerdsito vizsgalatok
Az élelmiszervizsgalathoz kothetd biokémiai vizsgalatok elvégzése, a vizsgalatoknak ki kell

terjednie az IMVIC és a Salmonella és L. monocytogenes meger6sité vizsgalatokra.

A. IMVIC proba esetén az altalunk vizsgalt élelmiszer soran a pozitiv BBL-tapoldattal
dolgozunk tovabb, ha nincs pozitiv eredményiink, a gyakorlatvezetd altal kiadott

mintaval dolgozunk tovabb (4.5.3. fejezet).

B. Salmonella biokémiai sor (5.1.1. fejezet)
o TSI,
e Karbamid-bontas,
e Indol-proba,
e Lizin leves,
e ONPG,
e V-P-proba,
e Savképzés,

o Gazképzés.

C. L. monocytogenes megero6sito vizsgalatok (5.2.1. fejezet)
e Hemolizisvizsgalat,
e Szénhidratlebontés vizsgalata,

o CAMP-préba.
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5.6. Onellenérzd feladatok

1. Feladat:

Miért sziikséges a korokozo mikrobak esetében a dusitasi eljaras?

2. Feladat
Jellemezze a TSI agart! Milyen folyamatok jatszédnak le tenyésztés alatt, illetve mikor

feltételezhetjiik hogy Salmonella pozitiv az agar?

3. Feladat

A Palcam agaron milyen jellegzetes telepeket képez a Listeria monocytogenes?



4. Feladat

Milyen megerdsitéses vizsgalatok sziikségesek a Listeria fajok kimutatasanal?

5. Feladat
Mit jelent, ha egy baktérium hemolizalo? Milyen agaron végezziik Listeria

monocytogenes vizsgalatkor?
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UNIVERSITAS SCJENTARIUM SZEGEDIENSIS
ELELMISZERMERNOKI INTEZET  Wd®

Szegedi Tudomanyegyetem Mérnoki Kar
6724 Szeged, Mars tér 7.
Elelmiszermérnoki Intézet

Mikrobiologiai Laboratorium

Vizsgalati jegyzokonyv

Vizsgalati jegyz6konyv Mintaegyed azonositoja:
szama: 2018/07/20 RL/0720

Megrendel6 neve/cime: GoodMills Magyarorszag Malomipari Kft.
2900 Komérom, Klapka Gy. Ut 40.
Munkaazonosito jele: Gabonaipari termék 2018/RL/0720

Minta megnevezése VitaMill Teljes kiorlésti Rozsliszt

Gyarto: GoodMills Magyarorszag Malomipari Kft
Minta jellege: Gabonaipari termék

Mintavevo: Kaktusz Kéalman

Minta vétel ideje/ 2018. jalius 20.

Mintavétel helye: Vegaboltocska Szeged, Hold u. 7.
Csomagolas/Mennyiség Csomag/1 kg

Beszallitas ideje: 2018. jalius 20. 8:00

Vizsgalat kezdete/vége: 2018. jalius 20-2018. jalius 24.
Megjegyzés:

Osszegz6 véleményezés
A minta az Osszes vizsgalt jellemz6 tekintetében megfelelt a feltlintetett el6irasok

kovetelményeinek. Nem akkreditalt véleményezés.

Vizsgalt paraméter | Alkalmazott | Mért érték Véleményezés

(mértékegyseég) modszer Eléirt El6iras azonosité Ertékelés
érték szama
Salmonella Negativ M=0/25¢ 4/1998. (X1.11) EiM Megfelelt

jelenlét/25g 4. mellék 8.2 pont
Enterobacteriacae <10 m<10? 4/1998. (X1.11) EiM Megfelelt
szam/g M<103 4. mellék 8.2 pont
Penészgomba szam/g <10 m<10? 4/1998. (XI.11) EiM Megfelelt
M<103 4. mellék 8.2 pont

A mérési eredmények csak a laboratorium rendelkezésére bocsatott mintakra vonatkozik.

Virag Rézsa

2018. julius 25. laboratoriumi vezetd
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Vizsgalat kezdete/vége:

Megjegyzés:

A minta az Osszes vizsgalt jellemzd tekintetében

Osszegz6 véleményezés

kovetelményeinek. Nem akkreditalt véleményezés.

Vizsgalt Alkalmazott
paraméter modszer
(mértékegység)

Mért érték

................ a feltintetett eldirasok

Véleményezés

Eloirt
érték

Eloiras azonosito szama Ertékelés

A mérési eredmények csak a laboratérium rendelkezésére bocsatott mintakra vonatkozik.

Datum:
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6. Higiéniai kontroll vizsgalatok az élelmiszeriparban

Rendeleti hattér
4/1998. (XI.11.) EiM rendelet 3. Szamu melléklete: Az élelmiszerekkel kapcsolatos
tevékenység soran hasznalt berendezés, felszerelés, gép, munkaeszkoz, élelmiszerrel
kozvetleniil érintkez0 munkafeliillet és csomagoldanyag, valamint a személyi tisztasag
¢lelmiszerbiztonsagi mikrobioldgiai vizsgalata.
1. Mintavétel
2. Megitélés
2.1. Csomagoldanyag
2.2. Felszerelés, munkaeszkdz, edényzet, munkafeliilet

2.3. Személyi tisztasag

6.1. Az élelmiszer (nyersanyag) és a vele kontaktusba keriilé eszkozok,

személyek mikrobioldgiai terheltségének vizsgadlata
A./nyersanyag: - mintavétel
—> laboratoriumi vizsgalat
- eredmény ... mikrobaszam/mintaegység
B./feldolgozas koriilményei:
1. Berendezések feliilete (tisztitas-fertOtlenités utan, gyartas elott...)
2. Levegd (folyamatosan...)
3. Dolgozok (folyamatosan... bdrfeliilet, ruhdzat feliilete, stb.)
C./tarolasi feltételek:
1. Csomagoldanyagok feliilete (csomagolés eldtt...)
2. Makro- és mikroklima (folyamatosan...)

3. Levegd (folyamatosan...)

Mintavétel higiéniai kontrollhoz, mikrobaszam detektalasahoz (Feliiletek esetén)

Indirekt -Kencés (tamponos):

- lemosas
—> szuszpendalas
—>laboratoriumi vizsgalat

—>eredmény...mikrobaszam/feliiletegység
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A személyi higiénia, a munkaeszkozok, a bels6 munkahelyi kornyezet, valamint a

csomagoldanyagok tisztasagat ellendrzd vizsgéalatoknal elemi minta minden egyes tamponos

torléssel, lenyomati, kaparékvételi stb. eljardssal vett minta, valamint vizsgalt eszkoz,

amelyek pontos azonosithatésagat megfeleld jelzésekkel kell biztositani.

Megitélés

Megfeleld a csomagoloanyag tisztasaga, ha kérokozot nem tartalmaz és az élelmiszer
csomagolasahoz hasznalt anyag 10x10 cm feliileten vizsgalva nem tartalmaz az 1.
szamu mellékletben felsorolt, Enterobacteriaceae csalddba tartozé mikroorganizmust,
Enterococcus faecalist, sarjadz6 vagy fonalas gombat.

A mikrobaszam 1 cm? feliileten 1-3, 100 cm? feliiletre szamitva 250 lehet.
Munkavégzés eldtt vizsgalva a feliillet korokozd mikroorganizmussal nem lehet
szennyezett. A munkavégzés kozben vett minta szennyezettségének értékelésénél

figyelembe kell venni a végzett munka jellegét.

Specidlis higiéniai kontroll nem mikrobaszam alapijan:

—> Szennyezés maradvanyok vizsgalata: ATP kimutatas (biolumineszcencia)

Baktériumok és mas mikroorganizmusok kimutatasa

Mikrobidlis fert6zés, ¢lelmiszer maradvany, allati termék maradvany az 6blitévizben,
a feliileteken, vagy a személyzeten

Tisztitas-fert6tlenités eldtt és utan

Rovid id6 alatt eredmény (60mp.)

Gyors adatkezelés

J6 érzékenység

Az ATP-luminometria egy olyan gyors biokémia moddszer, mely a szentjanosbogar

fénykibocsatasaban is miikodd luciferin-luciferdz enzimrendszert alkalmazza. Az eljarés

lényege, hogy a vizsgalt mintdhoz luciferdz enzimet adnak, az enzim reakcidba 1ép az €16

szervezetek (mikroorganizmusok, allati sejtek) energiatdrolé komponensével (az ATP-vel) és

vilagitani kezd.

luciferin/luciferaz + ATP + O2 — oxiluciferin + luciferaz + AMP + fény (560 nm)
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(Mg¥) e
ATP+uciferin-luciferdz , (luciferin-luciferaz-AMP) +
pirofoszfat

/

(luciferin-luciferaz-AMP)

l 0]

Oxiluciferin+luciferaz+CO,+AMP+ény

1. dbra Az ATP meéreés elve

A mérés az ATP (adenozin-trifoszfat)) Luciferaz enzim koézremiikodésével torténd bontasat
kisérd fényjelenség intenzitasanak (lumineszcencia) meghatarozasan alapul. Az ATP minden
novényi ¢és allati eredetli anyagban, ¢élelmiszerekben, italokban, ¢él6 és élettelen
mikroorganizmusok sejtjeiben megtalalhatéak. A modszer és a késziilék ennek megfeleléen
alkalmas élelmiszeripari feldolgozd helyek munkafeliileteinek, munkaeszkdzeinek,
gyartésorok feliileti tisztasdganak ellendrzésére, bioldgiai eredetii szennyezddések
kimutatasara. Az ATP bontés soran keletkezd fény intenzitasa aranyos az ATP, azaz a szerves
anyag mennyiségével. Az ATP mérés eredményei kozvetlenil nem vethetdk Ossze a
hagyomadnyos mikrobiologiai vizsgalatok eredményeivel, mivel azok csak az ¢l6

mikroorganizmusokat mutatjak Ki.
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6.2. Személyi és feliileti mintavétel gyakorlat

1. Steril mintavevépalcaval 10x10 cm-es feliiletrdl, kézrdl, munkaruhazatrél mintavétel,
majd szuszpendalas (1 perc vortex) steril peptonvizben.

2. Higitasi sor készitése.

3. Megfeleld tapkdzegbe oltas (csomagoldanyag, berendezések, személyi higiénia: TGE
tapoldat, Enterobacter tapoldat, Enterococcus tapoldat, Salmonella, Fraser/ALOA

agar, Malatés agar).
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6.3. Onellenérzd feladatok

1. Feladat:

Miért van sziikség higiéniai kontroll vizsgalatokra az élelmiszeriparban?

2. Feladat

Hogyan végzik a higiéniai kontroll soran a feliileti indirekt mintavételt?

3. Feladat

Milyen modszerrel ellendrizhetjiik az esetleges szennyezés maradvanyokat?



4. Feladat

Mi a ATP-luminometria eljaras l1ényege? Mikor és hol alkalmazhatjuk?

5. Feladat
Az ATP mérés eredményei miért nem vethetok ossze a hagyomanyos mikrobioldégiai

vizsgalatok eredményeivel?
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7. Levego és viz mikrobioldgiai vizsgalata

7.1. Levegd mikrobiolégia vizsgdlata

Szedimentacids (passziv médszer)
Koch-féle mintavétel: Meghatarozott ideig nyitva tartott Petri-csésze lemezek feliiletére
torténd levego lilepités.

» 1d6 (nyitva) = varhato csiratartalom fiiggvénye (kb. 20 perc)

» Inkubacio - tapkozegnek megfeleléen

> Eredmény - mikrobaszam/kb. 60 cm? + a nyitva tartas ideje

Volumetrikus (beagyazasos aktiv modszer)
Erre alkalmas késziilékkel (pl.: MAS 100) alkalmas tapkozegek hasznélataval, eldirt levegd

mennyisé€g beszivasaval.

26. kép MAS 100 levegomintavételi késziilék

MAS 100 Eco:

e A konnyi késziilék standard 90 mm atmérdjii Petri-csészével befogdsos modszerrel
dolgozik.

o A leveg0 aramlasi sebessége tetszolegesen bedllithat6. (100 1/s)

o Azegység ¢és a fedél galvanizalt aluminiumbdl késziilt.

o Ujratolthets elemekkel miikodik.
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Mérés folyamata

e Petricsésze (standard méret) el6készitése
e Taptalaj késtilekbe helyezése

e Levegdatszivatas beinditasa

e Inkubalas

e Ertékelés a paraméterek alapjan (idd aramlasi seb. Stb.)

1.2. Vigvizsgdlat

7.2.1. Ivéviz mindsitése mikrobiologiai vizsgalat alapjan
A vizben talalhat6 baktériumok 3 csoportba oszthatok:

1. Természetes baktériumflora

2. Talajbaktériumok

3. Fekalis szennyezddés esetén bélbaktériumok

Higiéniai és technoldgiai szemponti mikrobiologiai vizsgalatok
Targya: a viznyerés modjatol €és helyétdl fliggetleniil- minden ivasra; haztartasi célra, vagy
emberi fogyasztasra keriild termék eldallitdisahoz, kezeléséhez hasznalhatdo vagy, ilyen

termékkel kozvetlen kontaktusba keriild vizféleség.

Vizmintavétel
A nem megfelel6 mintavétel soran a vizminta baktériummal kiilsé forrasbol (mintavételi
edény, csaptelep) szennyezddhet, igy nem lesz reprezentativ jellegli, ezért fontos a
szabvanyszerl el6irdsok pontos betartasa:
o A vezetéki vizet el6szor 5-10 percig folyatjuk,
e Mintavételi csap fert6tlenitése:
o égetéssel
o alkoholos 4ztatassal (70% etanol),
e Friss halozati vizet kell begytijteni,
e Steril mintavevd livegedény + klérmegkotd anyag,
e Kloérmegkdtés natrim-tioszulfattal,

e Hitve szallitas, tarolas, feldolgozas 24 6ra alatt.

79



A mintavételi pont kivalasztasa attol fligg, hogy a vizsgélat mire irdnyul: A teljes vizhalozat
vagy csak egy szakasz vizmindségére, vagy valamely viztisztito technologia hatékonysaganak

ellenOrzésére.

Jogszabaly altal megallapitott egészségiigyi hatarértékek

A 201/2001-es rendelet altal ivovizre meghatarozott bakteriologiai paraméterek és

hatarértékek:
Osszcsiraszam (22 °C) 500 CFU / ml
Osszcsiraszam (37 °C) 100 CFU / ml
Coliform szam 0 CFU /100 ml
Escherichia coli szam 0 CFU /100 ml
Enterococcusok szama 0 CFU /100 ml
Pseudomonas aeruginosa 0 CFU /100 ml
Clostridiumok szama 0 CFU /100 ml
Salmonella spp. Negativ /liter

Vizvizsgalat membransziiréses végrehajtassal

A membransziirés elve, hogy a meghatirozott mennyiségli folyadékot egy jol definialt
porusatmérdjlii membransziirén atszivatjuk, mikozben a folyadékban talalhaté csirdk a sziird
feliiletén visszamaradnak. A sziir6lapot ezutdn taptalaj felszinére fektetjiik. A taptalaj
tapanyagai a szlrOlapba diffundalnak, lehetévé téve a kiilonalld mikroorganizmus-sejtek
novekedését melyek megfeleld inkubdciés 1d6 utan megszamlalhatok. Eredményként a

telepképzd egységek szadmat adjuk meg az atszivatott mintamennyiségre vonatkoztatva.

Sziuroberendezés

Egy tolcsérszerl feltétbdl all, amelynek anyaga lehet rozsdamentes acél, miianyag vagy iiveg,
befert6z6dés ellen fedéllel zéarhatd. A feltét a szlir6tartd ilékrészhez, légmentesen zard
gumitomitéssel kapcsolodik a szivopalackhoz. A szlirés soran a membranszlird
atszakadasanak megakadalyozasara az iilékben egy acél szita vagy durva porust kerdmia vagy
fém betét talalhatd, amelyre a sziir6lap fekszik. A szivopalack egyrészt a vakuumot kozvetiti a
szlird felé, masreszt az atszivatott folyadékot dsszegytijti. A szivopalackhoz vakuumszivattyut

csatlakoztatva miikodtetjiik a késziiléket a gyorsabb atszivatas érdekében.
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Hasznalat el6tt a tolcsért és a membranszirovel érintkezo alatétet autoklavban sterilezni kell

Membransziirok
A mebranok- a sziirOpapirokkal ellentétben - feliileti sziirék. A jellemzé porusméterek
mikrométer alattiak. A membran anyaga hatarozza meg a vegyszerallosagot, a hidrofil-
hidrofob jelleget ill. a fehérje-kotoképességet.
Steril membranok (S-Pak):

o Keverék celluldz-észterbdl késziilnek

e Viz, alkoholos italok ¢és mas folyadékok mikrosziiréses modszerrel végzett

mikrobiologiai vizsgalatokhoz hasznalhatok.
e A membranok racsozott kivitelben, 47 mm-es atmérével, 0,22; 0,45; 0.7; 0,8 és 1,2

um-es porusméretekkel rendelkeznek egyenként sterilen csomagolva.
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7.3. Gyakorlat: Kontroll vizsgalatok

A. Vizvizsgalat:
a. A késziilék 0sszeszerelése (szivattyu, tolcsértarto, steril adagolo, steril
membransziird, steril membransziirotarto).
b. Membranok behelyezése a membrantartoba, a vizminta toltése az adagoldba,
szivattyu elinditasa
C. Atszivott mennyiség utan, a membrant steril eszkozzel kivessziik és a

megfeleld taptalaj feliiletére tessziik (Cetrimid agar, VRBL, EMB, Chromocult
Enterococci agar, Hekteon-agar, XLD agar)

B. Levegdvizsgalat: Malatas és TGE taptalaj behelyezése a késziilekbe, késziilek

elinditasa, majd a berendezésbdl a csésze eltavolitasa, amint a gép jelzett.

Inkubalas a tapkozegeknek megfelelden.
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7.4. Onellenérid feladatok

1. Feladat:
Milyen modszerek vannak a levegé mikrobiologiai vizsgalatara?

2. Feladat
Mely csoportokra oszthatjuk a vizben 1évé baktériumokat?

3. Feladat
Jellemezze a viz mintavétel menetét!



4. Feladat:
Mely mikroorganizmusokra terjed ki a vizvizsgalata?

5. Feladat
Hogyan torténik a vizminta feldolgozasa?
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