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I. A MIKROBIOLOGIAI LABORATORIUM RENDJE

A mikrobioldgiai gyakorlatokon a laboratoriumokra vonatkozo altalanos rendszabalyokat be kell
tartani (elektromos- és gazkésziilékek kezelésével, sav, lug, méreg, robbanasveszélyes vegyszerek
kezelésével kapcsolatos eldirasok). Ezeken kiviil a fertézésveszély miatt egyéb Ovintézkedéseket is
szigoruan be kell tartani.

A tenyésztések sordn az altalunk tenyészteni kivant mikroorganizmusok mellett, pl. a levegdbdl
bekeriilhet és feldusulhat a tenyészetbe jutott ismeretlen korokozd. A tenyészeteket tehat minden esetben

mint korokozo tenyészeteket kell kezelni.

e Laboratoriumban étkezni, dohanyozni, laboratériumi edényekbdl inni, laboratériumi eszkozoket
egyéb célra felhasznalni szigortan tilos!

e Mikrobioldgiai gyakorlatokon véd6kopenyt kell hasznalni. Ezt a munkakdpenyt lehet6leg mas
célra ne hasznaljuk, vagy egyéb gyakorlatokon vald hasznalat esetén gyakran tisztitsuk.

e Csak kifogastalan allapotban levo eszkozoket és edényeket hasznaljunk!

e EI6 tenyészetek kiomlése, tenyészeteket tartalmazo edények torése esetén a fertdzésnek kitett
feliileteket, a torott edényeket fert6tlenitd folyadékkal (pl. neomagnol) csiratlanitsuk! Az esetrdl
a gyakorlatvezetdt informaljuk.

e Oltoeszkozok leégetését eldirasszerlien végezziik; nagy mennyiségli oltdanyag ratapadasa esetén
a lang kozepén szaritsuk, utana égessiik, kiillonben szétfroccsenhet a mikrobatomeg.

e Tilos a lefolyoba dnteni ¢é16 mikrobak tenyészetét vagy szuszpenziojat! Elpusztitasuk hdvel vagy
vegyszerrel torténik.

e Ne Ontsiink a lefolydoba megolvasztott agaros taptalajt, mert a csdvek eltomddnek!

e Mosogatas el6tt az edényeket autoklavozassal, vagy fertotlenitd szerekben (formalin, neomagnol,
sterogenol, floraszept) torténd tobb oras aztatassal kell csiramentesiteni.

e Munka befejeztével a laboratdriumi asztalt fertdtlenité folyadékkal (fléraszept vagy neomagnol)
megnedvesitett ruhaval le kell torolni!

e A laboratoriumbol vald tavozas eldtt (gyakorlat kozben is) kezet kell mosni fert6tlenitd
folyadékban!
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TAPTALAJOK

A mikrobak vizsgélata tenyésztés kozben vagy tenyésztés utan torténik. A tenyésztésre
taptalajokat hasznalunk. A mikroorganizmusok tapanyagsziikségletiiket a taptalajbol fedezik. A
kiilonb6z6 mikrobak tapanyagigénye rendkiviil valtozatos lehet, de vannak olyan téptalaj
Osszetevok amelyek alapvetden sziikségesek.

A tapkozeg komponensei két {6 részbdl allnak:

Esszencialis dsszetevok Jarulékos Osszetevok:
-viz— olddszer -prekurzorok
-energiaforras— redukalt, nagy energiatartalmu vegyiietek -vitamiok
-szén-forras

-nitrogén-forras
-asvanyi anyagok— enzimek

A taptalajok osztalyozasa kiilonbdz6 szempontok alapjan torténhet.

Halmazallapot szerint

1. Folyékony taptalajok: a tapoldat komponensek Osszemérése soran a szilarditdé anyagot
kihagyjuk (taplevesek, tapoldatok).

2. Szilard taptalajok: a folyékony taptalajt szilarditd anyaggal egészitjiik ki.

Szilardit6 anyagok az alabbiak lehetnek:

A) Agar-agar: poliszacharid, 1-3%-ban hasznalatos (1% lagyagar), dermedéspontja
koncentraciotol fiiggden 38°C feletti, tengeri moszatokbdl keészitik, csak igen kevés
mikroorganizmus hidrolizalja.

B) Zselatin: polipeptid, 10-30%-ban hasznalatos, dermedéspontja a koncentracié fiiggvénye,
szamos mikroba bontja.

C) Szilikagél: eldnye, hogy szerves anyagokat nem tartalmaz. A taptalaj készitése iddigényes.

Ritkan alkalmazzak, altalaban kemolitotrof mikroorganizmusok tenyésztésekor.

Felhasznalt anvag szerint

1. Természetes taptalajok: szerves eredetli anyagok, melyeknek pontos 0Osszetételét nem
ismerjiik, pl. husfozet, élesztd kivonat, malata, melasz, gytimoélcslevek, tej.
2. Szintetikus taptalajok: Osszetételiiket pontosan ismerjiik.

3. Félszintetikus taptalajok: természetes és szintetikus Osszetevok keverékei.

Az alkalmazott tapanyvagkomponensek szerint

1. Alaptaptalajok: a novekedéshez sziikséges alapanyagokon kiviil (esszencialis

Osszetevok) specialis adalékanyagokat nem tartalmaznak, pl. T1 — univerzalis taptalaj
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2. Szelektiv taptalajok: alaptiptalaj + szelektiv gétloanyag (pl. antibiotikum). Egyes
mikroba csoportok visszaszoritasat célozzak.

3. Differencialo vagy indikator taptalajok: alaptiptalaj + indikator anyag, amely specialis
anyagcsere reakciokat jelez (pl. laktdz bontas, savképzés).

4. Specialis taptalajok: kiilonb6z6 vizsgalatok céljainak megfeleléen, vagy kiilonboz6

specialis igényli mikrobak szamara 0sszeallitott taptalajok.

Taptalaj készités: eldszor a szilard alkotokat mérjiik be, majd feloldjuk nem teljes térfogatban.
Oldodas utan allitjuk be a végleges térfogatot. A pH érték beallitasa 5%-0s HCI ill. 5—5%-0s
NaOH-dal torténik finomskalas indikator papirral vagy miiszerrel torténd ellendrzés mellett, majd
autoklavozunk. Autoklavozas utan az agar tartalmu taptalajok pH-ja 0,1-0,5 pH értékkel csokken
a szilardit6 anyag enyhe hidrolizise és valtozasa miatt. Agar tartalmu téptalajok nyomas alatt
sterilezhetdk, zselatin tartalmuak csak aramlo gézben (nyomas alatt erds hidrolizis kdvetkezik
be).

A héérzékeny taptalaj komponenseket szliréssel vald sterilezés utan adjuk az autoklavozott és

megfeleléen lehiitott alaptaptalajhoz.

TENYESZTESHEZ HASZNALT EDENYEK

Minden tenyésztéshez hasznalt laboratdriumi edényt a taptalaj kifejtése elott vattadugdval

kell ellatni (gyapot- vagy papirvatta egyarant hasznalhato).

Kémcsovek: folyékony taptalajbol 5 ml mérendd be. Szilard taptalajbol magas agar esetén 10
ml, ferde agarhoz 5 ml sziikséges. A ferde taptalaj készitésével célunk a nagyobb feliilet

biztositasa.

Lombikok: Erlenmeyer-lombikban és talpas gdmblombikban 1étrehozhatunk folyadék-

tenyészetet, de Onthetlink lemezt és ferde taptalajt is.
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1. dbra: A kémcs6 mint tenyé€szedény
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2. abra: Erlenmeyer-lombik mint tenyészedény
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Roux-plack Kolle-csésze

3. ébra: Specialis tenyészedények: a Roux-palack és a Kolle-csésze

A fenti edényféleségek (beleértve a nem specidlis Erlenmeyer-lombikot is) mind szilard,
mind nyugvofelszines folyadékkultura nevelésére alkalmasak (a taptalaj rétegvastagsaga kicsi,
felillete nagy). A tenyészedényeket a taptalaj betoltése utdn vattadugdval zarjuk, majd
autoklavozassal sterilezziik. Célszerli az edényeket papir, celofan vagy alufdlia "sapkaval” ellatni
sterilezés el6tt, nehogy az autoklav gézterében a vattadugok atnedvesedjenek.

Petri-csésze: a leggyakrabban hasznalt laboratoriumi tenyészedény. A taptalaj kiontése elott
szarazon sterilezziik. A taptalaj kiontésekor a feddt csak a sziikséges mértékig emeljiik. A 9-10
cm atmérdjii csészébe 20-25 ml taptalaj sziikséges.

A tenyészedényeket az alabbiak szerint jeldljiik: 1.) a mikroorganizmus neve és laborkodja, 2.) az

oltas datuma, 3.) a taptalaj tipusa, 4.) a gyakorlat szama, 5.) a kivitelez6 neve.

LLLLLLLL L

4. abra: Petri-csésze

A fermentor olyan valtozatos méretli tenyészedény, amely gépi segédletekkel a
tenyészetek nevelésére haszndlhatdo, ahol a tenyésztés koriilményeit megfelelé ellenérzo
rendszerekkel tudjuk biztositani. A tdpoldatban szaporodd mikroorganizmusok homogenitasat

keveréssel, oxigénnel vald egyenletes ellatasukat steril levegdbefuvassal érjiik el.
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OLTOESZKOZOK

Oltotii és az oltokacs: hoszigetelt végl, leégethetd fémnyelll (Kolle-nyél) tiizallo fémtivel vagy
hurokkal (kaccsal) ellatott eszkoz. Sterilezése langban, leégetéssel torténik.
Mikrotiterkacs: a hurok helyett kalibralt térfogati fémkosara van, amely ismert térfogata

folyadé€k (szuszpenzio) atvitelére alkalmas.

1 N - €D

r = = — 0

5. abra: Oltoth, oltokacs

Pipettak: Folyadéktenyészetek ismert térfogatdnak atoltdsdra haszndlhatok az tivegpipették,
amelyeket fémdobozban, vagy aluféliaba csomagolva szaraz hdvel sterilezziik.
Biopipettak: (automata pipettdk) kiilonbozd térfogat adagoldsara alkalmas (rogzitett, vagy

szabalyozhato méretil) eszk6zok, cserélhetd sterilezhetd miianyag pipetta heggyel.

A STERILEZES

A tiszta tenyészetekkel végzett munkak eldtt az eszk6zokon, tenyészedényekben, tapkozegben
1évé mikrobakat el kell pusztitani. Sterilezés soran minden mikrobat elpusztitunk. A dezinficialas pedig
csak a korokozo mikroorganizmusok elpusztitasat jelenti.

A sterilezésnek kiilonb6z6 modjai vannak.

|. Fizikai médszerekkel torténo sterilezés

A) Sterilezés hével

o Leégetés langgal: oltotil, oltokacs esetében alkalmazzuk atoltasok soran.

o Szaraz hével: iliveg, fémeszkozoket, pl. pipettakat, Petri-csészéket sterileziink igy. A
hélégsterilizalok megadott homérsékletre allithatd Onregulald elektromos berendezések. A sterilezés
id6tartama 4 6ra 140°C-on vagy 2 6ra 160°C-on.

o Nedves hével

> Pasteurozés: magas homérsékleten (60-96°C) a vegetativ sejtek nagy részének elpusztitasa,

idétartama 1-40 perc, pl. 65°C — 30 perc; 85°C — 5 perc. Hatranya, hogy a Clostridium sporak tulélik.

7



Mikrobiologia gyakorlatok - Sz61ész-borasz mérnok 2018

> Arnoldozas: sterilizalas aramlé gdézben 100°C-on 20-30 percig. Ekkor a vegetativ sejtek
elpusztulnak, a sporaknak azonban csak egy része. Kivitelezése le nem zart autoklavban vagy szelep nélkiili
kuktafazékban torténik.

> Tyndallozas: harom egymast kdvetd napon arnoldozunk. A kezelések kozotti iddben a sporak
kihajtanak és elpusztithatok (frakcionalt csiramentesités). Hoérzékeny tapkomponensek esetén (pl. zselatin)
alkalmazhatjuk.

> Autoklavozas: sterilezés nyomas alatt (autoklav). A leggyakrabban alkalmazott koriilmények:
120°C, 1,0 atmoszféra tilnyomas, 15-30 perc. Egy adott nyomason elérheté homérséklet az autoklavtérben

a levegd ¢s g0z aranyatol fiigg.

tilnyomas (atm) g6z teljes levego (°C) g6z 1/2 levegé (°C) | g6z levegdo nélkiil (°Cl
0,66 90 105 115
1,00 100 112 121
1,66 115 124 130
2,00 121 128 135

A sterilezésre hasznalt berendezésének megfeleld6 mikodését ismert hotliréssel rendelkezo
mikroorganizmusokkal ellenérizetjiik, pl. autoklav esetén— B. stearothermophilus; hélég estetén—

Bacillus speciesek.

Szimplafali autoklav kezelése:

1. Ellendrizziik, hogy van-e megfelel6 mennyiségli viz az autoklavban.

2. Behelyezziik a sterilizaland6 anyagokat (edény, eszkoz, tenyészet).

3. Lezarjuk az autoklav fedelét, szoritocsavarokkal egyenletesen leszoritjuk.

4. Ellendrizziik, hogy a g6z-szelep nyitva van-e.

5. Bekapcsoljuk az autoklav fiitését.

6. Megvarjuk, amig az autoklav felmelegszik. A gdézszelepet csak az intenziv gdzkiaramlas
meginduladsa utan 2-3 perc mulva zarjuk el.

7. Bekapcsolt autoklavot magéra hagyni tilos! A nyomds emelkedésekor ellendrizziik, hogy a
biztonsagi szelep miikodik-e.

8. A kivant nyomasérték elérésekor az autoklavot 20 percen keresztiil megfeleld hdmérsékleten
tartjuk, majd a fiitést kikapcsoljuk.

9. Megvarjuk amig a tilnyomas nullara csokken. Nyitjuk a géz-szelepet, majd az autoklav fedelét.
Vigyazzunk! A felszallo g6z éget! A duplafala és automata autoklavok kezelése a késziilekekhez

mellékelt hasznalati utasitas szerint torténik.
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6. abra: |. géz-szelep, 2. nyomasmérd, 3. biztonsagi szelep, 4. hdméro, 5. fedél,

6. vizszintjelzd, 7. rakfeliilet, 8. flitdtest, 9. vizszint

Gyakorlatainkban gyakran alkalmazunk autoklav helyett Kuktafazekat sterilezésre. Igy is teljes
csiratlanitas érhetd el. A kuktafazékba desztillalt vizet kell tolteni kb. kétujjnyi magassagban,
behelyezni az eszkozoket, majd lezarjuk és gazlanggal melegitjiik a kuktat. A forrastol szamitva

20 percig sterileziink.

B) Sterilezés UV-sugarzassal: kiilonb6z6 sugéarzasok (Rontgen-, radioaktiv-, UV-sugérzas)
csiradlé hatastiak. A gyakorlaton 260-265 nm sugarzasi maximumt UV (germicid)-lampakkal

sterileziink.

C) Sterilezés sziirékkel: folyadék sterilezésére vagy folyadék és szilard taptalajok hoérzékeny

komponenseinek csiramentesitésére szliroket alkalmazunk.

o Abszorpcios sziirék: Chamberland (zomanc nélkiili porcelan), Berkefeld (kovafold),
Seitz (azbeszt); ezek egy id6 utan telitédnek.

. Porus sziirok: leggyakrabban a szinterliveg (zsugoritott pordzus iliveglemez) sziirdk és a
membransziir6k hasznélatosak. A bakterioldgiai szinteriiveg sziir6k kozott legismertebb a G-5
jelzést sztird, 0,1 pm poérusatmérdvel. A membransziirdk anyaga kiilonb6z6 szerves polimer lehet:
leggyakrabban a 0,22 vagy a 0,45 um porusatméréjic készitményekkel dolgozunk (Millipore-
vagy Sartorius szlir6k). A baktériumok eredményes sztiréséhez max. 0,3 pm poérusatmérdjt szlrét

hasznaljunk.
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A szlrés elosegitésére vizlégszivattyut, olajlégszivattyit, vagy fecskendohéz hasonld
nyomo6pumpat alkalmazunk.

4L”]
5 i,
3
4
b
1. szlir6tolesér, 2. sziirdlap 1. dugattyt, 2. fecskend6haz
3. gumidugo, 4. szivopalack 3. szlir6tarto, 4. sziirdlap,
5. vattazar (membran)

7. abra: szirok

D) Sterilezés ultrahanggal: Ritkan alkalmazott eljaras.

I1. Sterilezés kémiai uiton

A kemikalidk fehérjékkel és egyéb sejtkomponensekkel valod reakcidk révén fejtik ki sterilezd
hatasukat. A hatas a koncentracio €s az id6 fiiggvénye. Alkalmazhatok nehézfémsék (HgClo,

AgNO3), oxidalészerek (KMnOg4, H2O9), halogének (klor, jod), szerves oldoszerek (pl. 70%-
os etanol, dimetilszulfoxid), a fenol 3%-o0s vizes oldata (karbol), a formalin 3%-o0s vizes oldata;
géaz (etilénoxid). Feliiletaktiv, zsiremulgeal6 kation szappan, membrankarosito, sporakat nem ol.
A neomagnol (benzol-szulfonkloramid-natrium) 0,1%-o0s vizes oldataban a keletkez6 NaOCI a
fehérjék aminocsoportjait klorozza. Megfelelé koncentracidban sporocid. Hatéstalanitja a
toxinokat is.
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Steril oltofiilke

Hasznalata a taptalajoknak steril edényekbe valo kifejtésekor, Petri-csészékbe torténd
lemez készitésekor, ezek leszéritasakor, valamint oltasi miiveletek végzése esetén ajanlatos.
Kiilonosen Petri-csészék, illetve folyadéktenyészetek, hosszu tenyésziddre beallitott kultarak
inokulalasat célszerl a steril fiilkében elvégezni.
Az un. "biohazard" tipust oltofiilke 1ényege, hogy a levegd a beépitett szivo és nyomohatast
kifejtd elektromotorok hatdséra a fiilke hasznos belsé terének tetején elhelyezett szlir6n keresztiil
csiramentesen keriil a munkatérbe, ott lefel¢ aramlik, majd a lyuggatott munkalapon keresztiil
elhagyja a munkateret. Az ismételt steril szlirébn vald atjutas eldtt egy eldsziirdon halad at a
levegbaram. Ez a mozgasirdny, valamint a munkatér és a kiilvilag hatarfeliiletén egyéb
segédberendezések (kikiiszobolendd az 6rvénymozgast) megakadalyozzak, hogy a fiilkébe a kiilsé
térbol barminemi szennyezés, fertdzésforras bekeriilhessen, egyben megakadalyozza a munka
soran a belsd térben hasznalt mikroorganizmusok kikertilését is. A steril fiilkék ezen tipusa

alkalmas a patogén mikroorganizmusokkal valo munkara is.
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A MIKROORGANIZMUSOK TENYESZTESE

A mikrobakat kontrollalt koriilmények kozott kell tenyészteni. Fontos az optimalis
homérsékleten valo tartds a gyors novekedés biztositdsa érdekében. Erre a célra termosztatokat
hasznalunk (duplafalu, vizkopennyel, 6nregulalé elektromos fiitéssel ellatott szekrények).

A mikrobak kiilonbozo levegéztetést igényelnek. Az aerob szervezetek nevelésekor — ha
azok nem szilard taptalaj feliiletén ndnek — a megfeleld levegdztetésrdl korkoros razatassal vagy
fermentorban valé tenyésztéssel gondoskodhatunk. A razdgépek termosztalasat vizfiirdd
segitségével vagy szaraz levegd befuvassal biztositjuk. Anaerobok esetén oxigén elvonast, illetve
reduktiv koriilményeket kell a tapkdzegben biztositani.

Az egyes mikroorganizmusok tapanyag sziikséglete eltérd, ezért tenyésztéskor a
megfeléld taptalajt kell alkalmazni.

Végiil pedig a tenyésztési id6t is figyelembe kell venni, mivel ez is mas-mds az egyes
mikrobaknal (baktériumoknal 1-2 nap, élesztdgombaknal 2-3 nap, penész- ill. fonalasgombaknal
1 hét).

12
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1. hét 1. gyakorlat: MIKROORGANIZMUSOK IZOLALASA A KORNYEZETBOL

A gyakorlat célja annak bemutatasa, hogy a kornyezetiinkben sok mikroorganizmus
fordul el6, nagy gyakorisaguk veszélyezteti a mikrobioldgiai munkak tisztasagat. Ha a taptalajt
antibiotikumokkal szelektivvé tessziik, baktériumellenes antibiotikumokkal a gombak

kitenyésztését, gombaellenes antibiotikummal a baktériumok izolalasat tessziik konnyebbé.

Anyagok és eszkozok:

T-1+40 pg/ml nystatin-t tartalmazoé Petri-csésze (4 db)

T-1+ 60 pg/ml streptomycin-t tartalmazo Petri-csésze (4 db)

Elkészitése:

> Kimérjiikk a megfeleld mennyiségii gatld anyagot.

> A nystatint oldjuk DMSO-ban, a streptomycint steril desztvizben.

> Hozzaadjuk a torzsoldatot a lesterilezett taptalajhoz. Kiontjiik Petri-csészébe. 100 ml
taptalajhoz 1 ml ,,gatloanyagos” torzsoldatot pipettazunk. Torzsoldat cc.-ja: nystatin 4mg/ml;
streptomycin 6 mg/ml.

J steril vatta

o talajminta

A gyakorlat menete:
A 40 pg/ml nystatin tartalma csészéken baktériumokat, a 60 pg/ml tobramycint tartalmazo

csészéken gombakat izolalunk. Mindkét sorozattal az alabbi miiveleteket végezziik el:

1) A csészéket fedetleniil hagyjuk 15 percig a laboratoriumban.

2) A csészéket fedetlentil a nyitott ablakba, huzatos helyre helyezziik 15 percig.

3) Steril vattaval butorfeliiletrdl levonatot vesziink és azt ravissziik a steril taptalajra.

4) Ajkunkrol steril vattaval mintat vesziink €s azt a taptalaj feliiletére vissziik.

5) Beosztjuk harom részre a csészét, az aljan filctollal jelolve, majd részenként (A) érintsiik
mosatlan ujjunkkal a taptalajt; (B) érintsiik ujjunkkal a taptalajt szappanos kézmosas €s levegén
vald szaritas utan; (C) érintsiik ujjunkkal a taptalajt néhany perces sterogenolos kézmosas és
levegdn valod szaritas utan.

6) Helyezziink hajszalat a taptalajra.

7) Poritott talajmorzsakat hintsiink a taptalajra.

8) Erintetleniil hagyjuk a csészét kontrollnak.

30°C-on inkubalunk, megfigyelés 48 ora, illetve 5 nap utan.
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Feladat:

1. frjuk le a latottakat, hasonlitsuk 6ssze az azonos modon kezelt, de kiilonboz6 antibiotikumokat
tartalmaz6 taptalajokon a tenyészeteket.

2. Hasonlitsuk 0ssze a 48 0ras, illetve az 5 napos inkubacié utan latottakat.

Rajzoljuk le a kiilonbozé teleptipusokat sztereomikroszkdépos megfigyelések alapjan

feliilnézetben. Irjuk le a telepek morfologiai jellemzdit (alak, szin, konzisztencia, perem, stb.).
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1. hét 2. gyakorlat: ATOLTASOK GYAKORLASA

Az elkészitett taptalajokat (T-1—T-5a) kiilonbozo steril tenyészedényekbe szétosztjuk,
majd a taptalajokat hagyjuk lehiilni, illetve megdermedni. A kémcsdveket megdontve helyezziik
el a ferdeagar, és filiggblegesen a magas agar készitéséhez. A lehiilt tapoldatba, illetve a

megdermedt taptalajra oltunk.
a) Oltas ferde agarra

Mikroorganizmusok:

Escherichia coli, Serratia marcescens, Bacillus cereus var. mycoides, B. megaterium,
Micrococcus luteus, (T-1); Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis, Rhodotorula rubra,
Syncephalastrum racemosum, Aspergillus niger 48 oras tenyészetei T-5 ferde agaron (a
baktériumok T-1, a gombak T-5 taptalajon novekednek jol).

Anyagok és eszkozok:
T-1 ferde agar (4 db)
T-5 ferde agar (4 db)

A leoltas menete:

1) Bal kézbe fogjuk a leoltand6 tenyészetet tartalmazo és az "iires " kémcsovet (8. abra). A csovek
helyzete kozel vizszintes legyen. Hiivelykujjunkkal a tenyeriinkhéz szoritjuk a csoveket.
(Rogzithetjiik a csoveket az ujjak kozé szoritassal is.) Az agar oltando feliilete mindig felénk
legyen forditva.

2) Az iires csé vattadugojat megforgatjuk, hogy konnyen kiemelhetd legyen, ha a belefejtett
taptalajtol beragadt volna.

3) Az oltoeszkozt ugy fogjuk jobb kézzel, mintha irdeszkozt fognank. Kozel fliggéleges
helyzetben a gazlangba tartva, felizzitjuk az oltdkacsot, majd a nyél fém részét langoljuk le.

4) Jobb keziink gytiriis- és kisujjaval kiemeljiik a tenyészetes csé dugojat tigy, hogy a kiemelés
utdn a dugod szabad része ne érintkezzen semmivel. Langoljuk le a kémcso szajat.

5) A kaccsal benyulunk a kémcs6be, lehiitjiik tires agarfeliileten. A tenyészetbdl inokulumot
veszilink ki. (Inokulum = az a mikrobamennyiség, amellyel be/le/oltjuk az 0 taptalajt.) A kacs nem
érhet a cs6 oldalahoz. Lelangoljuk a kémcso szdjat, a dugot visszahelyezziik a tenyészetes csdbe.

6) A beoltandod kémcs6 dugojat kivessziik, lelangoljuk a kémces6 szajat (vigyazzunk, az inokulum
ne érjen a langba!). Beoltjuk a taptalaj feliiletét zegzugos vonal mentén.

7) Lelangoljuk a frissen leoltott csé szajat, visszahelyezziik a vattadugot. Leégetjiik az oltokacsot

(el6szor szaritva, majd izzitva), allvanyba allitjuk, majd allvanyba helyezziik a kémcsoveket is.
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8. abra: Ferde agarra torténo oltas egy lehetséges modja

Figyelem! Az egész miiveletet a gazlang kozvetlen kozelében végezziik, tigyelve arra, hogy a
beoltas folyamata kelld iitemili legyen, ugyanakkor nagy levegdmozgast széles mozdulatokkal,
kapkodassal ne keltsiink. A tenyészedényeket oltas elott lassuk el jeloléssel.

Atoltunk 4 baktérium, 2 élesztdgomba és 2 fonalasgomba torzset.
b) Oltas magas agarba (szirt tenyészet)

Mikroorganizmusok:
Serratia marcescens, Bacillus cereus var. mycoides, Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae,
Rhodotorula rubra 48 6ras tenyészetei T-1 illetve T-5 ferde agaron.

Anyagok és eszkozok:
T-1 magas agar (2 db)
T-5 magas agar (2 db)

A gyakorlat menete:

Oltas menete ugyanaz mint el6bb, csak tlivel és zegzugos vonalhuzéas helyett egyetlen szurd

mozdulattal oltunk be 2 baktérium ¢és 2 ¢lesztégomba torzset.
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9. abra: Ferde- illetve magas agar leoltasa

> ()

¢) Oltas kémcsobol folyékony taptalajba

Mikroorganizmusok:

Serratia marcescens, Escherichia coli, Bacillus megaterium, Micrococcus luteus, Saccharomyces
cerevisiae, Syncephalastrum racemosum, Aspergillus niger 48 éras tenyészetei T-1 illetve T-5
ferde agaron

Anyagok és eszkozok:
15 ml T-1a tapoldat kémcsében (4 db)

A beoltas menete: az a) gyakorlatnal leirtak szerint torténik. A kémcsdveket egyenként beoltjuk
2 baktérium, 1 ¢élesztdgomgba és 1 fonalasgomba torzzsel. A mikroorganizmusokat
szuszpendaljuk a folyadékban.

Feladat:
I. Ellendrizziik az atoltas eredményességét.
2. Figyeljiik meg az atoltott mikroorganizmusok szinét, telepmorfoldgiai (fénye-matt felszin)

tulajdonsagait. Abrazoljuk megjelenési formajukat.
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3. Rajzoljuk és irjuk le, hogyan szaporodnak a kiilonb6z6 mikrobdk a szurt tenyészetekben
(gazterelés, milyen mélyen nd).
4. Rogzitsiik hogy folyadéktenyészetben milyen a kiilonboz6 mikrobdk tenyészete (egyforman

zavarosit, feliileten uszik, kitilepszik, milyen a sziniik)?
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1. hét 3. gyakorlat: TISZTATENYESZETEK KESZITESE

Kevert tenyészetek, a természetben talalhatd tobbféle fajbol all6 tgynevezett nyers
tenyészetek, ezek tisztitasa, egyes fajok tiszta (in. egysejt) tenyészetének kinyerése szilard

taptalaj alkalmazasaval szélesztés, illetve lemezontés modszerével torténhet.

A) Szélesztés
Mikroorganizmusok:
Escherichia coli, Serratia marcescens, Micrcoccus luteus 48 o6ras tenyészete T-1 ferde agaron.

Anyagok és eszkozok:
e T-1 Petri csésze (2 db)

o 4 ml steril fiz.s6 félkémcsoben (1 db)

A gyakorlat menete:

A taptalaj kiontése utan kevert szuszpenziot készitlink steril fizioldgids sdoldatban a hdrom
baktérium fajjal. (Micrococcus luteus-bol nagy oltokacsnyi, Escherichia coli-bol kis
oltokacsnyi, Serratia marcescens-bdl pedig csak oltotiinyi mennyiséget vigyiink a s6oldatbal)
Ezutan a szuszpenziot kémcsékeverdvel homogenizaljuk. Petri-csészére egy-egy kacsnyit
kivisziink a feliiletre és a 10. bal oldali abra szerint szélesztjiik: (1) zegzugos vonalat hiizunk, a
kacsot leégetjiik (2) innen Gjabb csikozast végziink, ismét leégetiink, majd (3) harmadszor is igy
szélesztiink. A masik csészét a 10. job oldali abra szerint szélesztjiik: (1) csikot htizunk a csésze
kozepére, hagyjuk a csikot beszaradni, majd a szaradis utan (2) zegzugos vonal mentén

szétkenjiik a beszaradt szuszpenziot.

10. abra: A szélesztés kiilonb6zé mddjai

A csikhuzés soran a baktériumok szama egyre fogy, végil kiilonallo telepeket kapunk. 48 6ras
inkubaci6 utan a szin alapjan elkiilonitjiik a telepeket (természetesen kevert szuszpenzidknal
egymas utan tobbszor szélesztiink a mar kiilonallé telepekbdl, igy gydzddiink meg arrol, hogy
hasad-¢ tovabb tobb fajra az izolalt telep).
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Eredmények és értékelés
l. Rajzoljuk le, milyen eloszlasban jelennek meg a telepek szélesztésnél.
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2. hét 1. gyakorlat: MIKROORGANIZMUSOK SZAPORODASA KULONBOZO
TAPTALAJOKON

Jelen gyakorlat a cimben megjeldlt célkitlizés mellett a kémes6bol Petri-csészére torténd oltas
technikajanak elsajatitasanak céljat is szolgalja.
A mikroorganizmusok szaporodas intenzitasa fiigg a torzs jellegétol és a tenyésztési kortilményektol.
Ugyanazon mikroorganizmus kiilonbozé taptalajokon kiilonb6zo gyorsasaggal szaporodhat és eltérd
morfologiai sajatsagokat mutathat. Ez a jelenség a mikroszervezetek gyors adaptiv tulajdonsagaval
magyarazhatd, nem ordkletes, in. modifikativ sajatsag.

Mikroorganizmusok:

Escherichia coli, Serratia marcescens, Bacillus megaterium, Bacillus cereus var. mycoides,
Saccharomyces cerevisiae, Rhodotorula rubra, Trichoderma viridae, Aspergillus niger (vad tipusq,
prototrof), Aspergillus niger 341 ade™ (adenin auxotrof mutans térzse) és 48 oras tenyészetei T-1, illetve
T-5 ferde agaron.

Anyagok és eszkozok:
o T-1, T-2, T-3, T-4 és T-5 taptalajt tartalmazo Petri-csésze (1-1 db)
o félkémcsd 2 ml steril fizioldgias sdoldattal (3 db)

A gyakorlat menete:

Az egyes taptalajokbol 3-3 Petri-csészét ontiink ki. A taptalajok megdermedése utan a taplemezeket le
kell szaritani! Amennyiben steril fillke nem all rendelkezésre, a csészéket ovatosan nyitjuk, a fedelet
kézben lefelé tartva steril vattaval paramentesitjiik, ezutan a 1. abra szerint az asztallapra helyezziik, majd
a taplemezt tartalmazé csésze felet tetOcserépszeriien ratessziik. (E miivelet elott célszerii az asztallapot
ferttlenitdszeres ruhaval letorolni.) Steril filkében a csészék normal helyzetben nyitott fedével
szarithatok.

A leoltani kivant mikrobakbol a steril fiziologids sooldatban szuszpenziot készitiink (igy mintha
kémcsobdl folyadék tapoldatba oltanank). Fonalasgombak esetében célszerii a konidium szuszpenziot
sterilvizes lemosassal késziteni. Az agar dermedése, majd a csészék szaritasa utan a szuszpenziokbol
oltokaccsal 3-3 mikrobat oltunk le Petri-csészénként egymastol 2-2,5 cm tavolsagra, egyenes vagy
zegzugos vonal mentén. A leoltds menete: leégetett oltokaccsal inokulumot vesziink ki a szuszpenziot
tartalmazo félkémcsobol, majd azt allvanyba helyezziik, ezutan a Petri-csésze fed6t felemeljiik annyira,

hogy az oltdéeszkoz ala férjen. A Petri-csészéket termosztatba helyezziik, 48 o6ran at 30°C-on inkubalunk.

11. abra: Taptalajjal frissen kiontott Petri-csészEk szaritasa
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I. Tablazatban tiintessiik fel az egyes fajok szaporodaserdsségét a kiilonb6zo taptalajokon.

Eredmények és értékelés

Mikroorganizmus

Taptalajok

T-1

T-2

T-3

T-4

T-5

+++ erfs, ++ kozepes,+ gyenge szaporulat, — nem szaporodik

2. [rjuk le a morfologiai jellegzetességeket, eltéréseket a kiilonbozd taptalajokon.

22




Mikrobiologia gyakorlatok - Sz61ész-borasz mérnok 2018

2. hét 2. gyakorlat: BAKTERIUMOK ES ELESZTOK SEJTSZAM MEGHATAROZASI
MODSZEREI

A legtobb baktérium és az élesztogombak esetében a sejtek szaporodasa soran az utddsejtek
elvalnak egymastol. Ezeknél az €l61ényeknél a sejtek szaporodasa jol nyomonkdvethetd mind kozvetlen,
mind kozvetett modszerekkel. A kozvetlen sejtszam meghatarozas modszerei koziil a mikroszkopos
szamolast, és a turbidimetriat alkalmazzuk leggyakrabban, de pl. a nedvestomeg meghatarozas is ilyen

modszer.

I. Kozvetlen sejtszamolasi modszerek:

1. Biirker-kamras sejtszamolas: Nagyobb méretii sejteknél kdzvetlen sejtszamolas valdsithatd meg
Biirker-kamraval. Ez a modszer az 0sszsejtszam megallapitasara ad lehetséget. Gyakran alkalmazott,
gyors és egyszer(l sejtszamlalasi modszer.

2. Turbidimetria: A meghatarozas folyadéktenyészetek "zavarossaginak" mérésén alapszik. A
turbidimetrias mérésnél a miiszeren mért "slrliség"-értékeket kalibralnunk kell. Ez kozvetlen
sejtszamolassal vagy kozvetve, €éldcsiraszam megallapitassal torténik. Gyakorlatunkon a kozvetlen
sejtszamolas modszerét alkalmazzuk. Kalibracids gorbét vesziink fel, ahol egy-egy turbiditas értéknek
meghatarozott sejtszam felel meg. A vizsgalando szuszpenziobol egyrészt felezo higitast készitlink és
miiszeresen megmérjiilk az egyes fokozatok zavarossagat, optikai denzitasat (OD), masrészt Biirker-
kamras szamolassal meghatarozzuk az eredeti sejtszamot.

Az Osszsejtszammeéréssel torténd kalibralas kiillonbozé tenyészeteknél alkalmazhato, az
¢élécsiraszam meghatarozassal torténd kalibralas csak a logaritmikus szaporodasi fazisban (ahol az
Osszsejtszam €és az élécsiraszam gyakorlatilag azonos) ad pontos eredményt. A kalibralast minden
mikroorganizmus torzzsel kiilon kell elvégezni a mikroorganizmusok eltéré nagysidga miatt, s a

kalibracios gorbe mindig csak egy meghatarozott koru tenyészetre vonatkoztathato.

Megjegyzés: Mivel a mérés fotométerrel torténik, az eredményeket befolyasolhatja a taptalaj szine vagy
szines mikrobaknal a mikroorganizmus pigmentaltsaga. Sarga szinli tapoldatok esetén célszerii a zold
tartomany (500-520 nm) helyett vorosben (630-700 nm) elvégezni a méréseket. Ha spektrofotométerrel

dolgozunk, az intervallumokon beliil ott mérjiink, ahol maximalis az elnyelés.

II. Kozvetett sejtszamolasi modszerek:

A kozvetett sejtszamolasi eljarasok esetében nem a tényleges sejtszamot kapjuk meg, hanem az
"¢éldcsiraszamot”, azaz a vizsgalt tenyészetek azon sejtjeinek (egységeinek) szamat, amelyek kiilonallo
telepeket képesek 1étrehozni. Biirker-kamras méréssel 0sszehasonlitva kiilondsen idOsebb tenyészetek

esetében jelentds sejtszamkiilonbséget kaphatunk a kézvetlen szamolas és a tenyésztési proba eredménye
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kozott. A jelenség magyarazatat a 12. abra adja meg. A két mérés kozott a legkisebb eltérés a logaritmikus

fazisban (3) van.

12 3 4 S 6
N e = d— — —+ = §sszsejtszam 1. lappangasi fazis
§ 2. gyorsul6 fazis
; / 3. logaritmikus fazis
i, 8 . ]

-9 4 elo sejtszam 4. lassulasi fazis
v
E 5. megallapodasi fazis

t’ 6. hanyatlasi fazis

id8

12. abra: El6- és Osszsejtszam valtozasa a tenyészetben

3. Lemezontés: A mikrobakat a taptalajban elszuszpendaljuk, és megfeleld hémérsékleten tenyésztjiik.
A mikrobak egymastol jol elvalo tepeleket képeznek. Fontos, hogy a mikrobakat megfeleléen oszlassuk

el a taptalajban, mivel egy sejt, illetve egy sejtaggregatum is egyetlen telepet fog képezni.

4. Szélesztés: A feliiletre felvitt sejtszuszpenzidt egyenletesen eloszlatjuk, "szélesztliink", majd
beszaritjuk a lemez feliiletét, igy a mikroorganizmusok kiilonallo sejtjei a taptalaj egy adott pontjahoz
rogziilnek. Ez az elofeltétele annak, hogy a beldliik kifejlodo telepek szama alapjan a felvitt élocsirak

szamat megadhassuk.
Mas modszerek is ismertek a mikrobaszuszpenzidok éldsejtszamanak mérésére. Ilyenek pl. a
mikrobatenyészet metabolikus aktivitasat (széndioxid kibocsatas, oxigénfelhasznalas), enzimaktivitasat

mérd procedurak.

Mikroorganizmusok:

Saccharomyces cerevisiae 5 napos razatott tenyészete T-5a tapoldatban.

Anvyagok és eszkozok:

1. Biirker-kamras sejtszamolas: Biirker-kamra, mikroszkop
2. Turbidimetria:
o 5 ml T-5a tapoldat kémcsOben (6db)
o biopipetta (5 ml, 1 ml), Spektromom-401 fotométer, Biirker-kamra, mikroszkop.
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3. Lemezontés:
o 45 ml fiz.s6 félkémcs6ben (7 db)

o 3x25ml T-5 1% agarral (frissen készitendd!)
e 1 ml automata pipetta
e 2x 100 ml-es f6z6pohar
o steril Petri csésze (3 db)
4. Szélesztés:
e T-5Petri csésze (3 db)
e 50 pul automata pipetta
e szélesztdbot, alcohol

A gyakorlat menete:

1. A Biirker-kamrat detergenssel zsirtalanitjuk, desztillalt vizzel valo alapos 6blités utan torlés nélkiil
szaritjuk. Részoritjuk a kamra feddlemezét a "Newton-gytirik" megjelenéséig. Az élesztd tenyészetbol
10x-es és 100x-os higitast készitiink. A szuszpenziokbol livegbottal egy cseppet racseppentiink a Biirker-
kamrara a fedélemez mellé (13. abra). Ha az {iveg zsirmentes, a szuszpenzio egyenletesen "szivodik" a
feddlemez ala. 16x-0s vagy 40x-es nagyitasu objektivvel megnézziik, melyik szuszpenzié szamolhatod

koénnyen és megbizhatoan (kamra alapegységenként 5-10 sejt legyen).

. ! ﬂ 1. szoritd fémbdl,
2 2. fedélemez,
3 li“‘—:i[ l
be===3, 3. négyzetracsos karcolat,
i O g ,
i i 4. felcseppentés helye
- I / It —
T I § ¥ A
1 2 3 4

13. abra: Burker-kamra feliilnézetben

A szamolast elvégezhetjiik a nagy négyzet alap egységben (14. abra) 1/5 x I/5 = 1/25 mm?2, vagy a
téglalapalapu egységben 1/5 x 1/20 =1/100 mm?. A kamra magassaga 1/10 mm, igy a nagy négyzet alapt
kamra 1/250 mm3, a téglalap alapu kamra 1/1000 mm3 térfogatu.

25



Mikrobiologia gyakorlatok - Sz61ész-borasz mérnok 2018

2 1. 1/20 mm-es karcolattavolsag

2. 1/5 mm-es karcolattavolsag

14. abra: Burker-kamra cellaméretei

Tiz egységet leszdmolunk, kiszdmoljuk az egy egységre jutd atlagsejtszamot, kiszamoljuk 1 mm3
szuszpenzio sejtszamat (az egy kamraegységre juto atlagértéket szorozzuk a kamratérfogat nevezdjével),
majd kiszamitjuk a ml-kénti sejtszdmot. Amennyiben nem az eredeti tenyészetet szamoltuk, a higitasi
értékkel beszorozva megkapjuk az 5 napos tenyészet ml-kénti sejtszamat. A sejtkoncentracid

megjeldlésének modja pl. 3,6 x 107 sejt/ml.

2. Turbidimetria: A Saccharomyces cerevisiae tenyészetbdl felez6 higitasi sorozatokat készitiink 6
1épcsében, ahol az elsé koncentracid maga az eredeti szuszpenzid: a felezé higitasokhoz 5-5 ml
szuszpenziot 5-5 ml T-5a tapoldattal sorozatban higitunk. Az 6sszehasonlito oldat a T-5a tapoldat. A
higitasi sorozatok fényelnyelését 520 nm-nél €s 620 nm-nél mérjilk. A mérés 1 cm-es szogletes

kiivettaban torténik.

3. Lemezontés: 7 tagbol allo, 10-es 1éptékii higitasi sorozatot készitiink a Saccharomyces cerevisiae
tenyészetbol. Felolvasztjuk az 1% agartartalmu steril T-5 taptalajt, majd felhasznalasig 40°C-0s
vizfiirdében tartjuk.. A taptalaj homérsékletének 40°C-ra torténd beallitdsa utan a higitasi sorozat
megfeleld 3 tagjabol (sejtszamolas alapjakivalasztott higitasok) 1-1 ml szuszpenzidval beoltunk 3 db
steril Petri-csészét. A beoltas utan a Petri-csészébe beledntjik a 25ml meleg 1%-0s T-5 taptalajt és
oOvatosan oo alakban mozgatva keverjiik a csészéket. Dermedés utdn 48 6ran at 30°C-on inkubalunk.

A szamoland6 szuszpenzid higitasakor, a taptalajba vitelekor ligyelniink kell az egyenletes eloszlasra és
arra, hogy a mikroorganizmusok sejtjei egymastol elvaljanak (ne legyenek aggregatumok), mivel egy sejt

vagy 5-10 sejtbol 4llo "egység" is egyarant egyetlen telepet hoz 1étre.

4. Szélesztés: 3 db steril T-5 taptalajt tatalmazd Petri-csészébe Saccharomyces cerevisiae higitasi
sorozatainak megfeleld higitasi fokozataibol 3-at kivalasztunk és a lemezek feliiletére oltjuk. A higitasi
1épcsdkbal biopipettaval csészénként 0,05 ml-nyi mennyiségeket oltunk. A feliiletre vitt szuszpenziot
iivegbotbol hajlitott oltoeszkozzel egyenletesen szétszélesztjiik. Steril oltofiilkében szaritjuk le a

lemezeket. 30°C-on 48 oran keresztiil inkubaljuk a csészéket.
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Eredmények és értékelés

1. Biirker-kamras sejtszamolas: Szamoljuk ki a Biirker-kamras mérés alapjan az eredeti szuszpenzidk

sejtszamat.
Tiz Birker-kamra egység atlagsejtszdmabol kiszamoljuk 1 mm3 szuszpenzid sejtszamat (egy

kamraegységre jutd atlagértéket szorozzuk a kamratérfogat nevezdjével), majd kiszamitjuk a ml-enkénti

sejtszamot.

2. Turbidimetria: Té4bl4zatban tiintessiik fel a turbidimetrids mérés két kiilonbozd hullamhosszon mért

elnyelési (OD) értékeit. Szdmoljuk ki a Biirker-kamras mérés alapjan az eredeti szuszpenziok sejtszamat.

Sejtkoncentracio Sejtszam (db/ml) OD (extinkci6)
520 nm 620 Nnm

X/2
X/4
X/8
X/16
X/32
X/64
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Abrazoljuk grafikonokon az egyes turbiditisokhoz tartozé sejtszim értékeket. Normal skalaji

grafikonokon rajzoljuk meg a kalibracios egyenest (tablazatkezel6 szoftver alkalmazasaval).

3. Lemezotés és szélesztés: FErtékeléskor kivalasztjuk azt a higitast, amely jol szamolhatd

telepmennyiséget ad. Megszamoljuk a telepeket a megfeleld higitashoz tartozo6 3 parhuzamos leoltasban,

majd atlagot szamolunk. Hasonlitsuk 0ssze a kdzvetlen sejtszamolas adatait az €l6csiraszam értékekkel!

Osszsejtszam Elécsiraszam
Higitas Sejtszam | Sejtszam | Higitas | Sejtszam | Sejtszam %
foka | (db/ml) | stlag | foka | (dbiml) | atlag | KUlOmbsés
(db/ml) (db/ml)
Lemezontés
Lemezontés
Lemezontés
Szélesztés
Szélesztés
Szélesztés
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2. hét 3. gyakorlat: MIKROORGANIZMUSOK NAGYSAGANAK
MERESE

Kiilonbozé vizsgdlatoknal gyakran sziikséges a szervezetek méreteinek megéllapitdsa. A
méreteket az okular- és az objektivmikrométer segitségével hatarozzuk meg. Az okularmikrométer az
okularba helyezhetd kerek iiveglemez, altalaban 0-100 beosztasu skalaval. Ez az okularral forgathato, a
targy pedig a targyasztallal mozgathato, igy a skalat rd tudjuk allitani a latomezdben talalhaté barmely
objektumra. Leolvashatjuk, hogy a vizsgalt mikroba méretei hany okular beosztasnak felelnek meg. Az
okularmikrométer kalibraldsa az objektivmikrométerrel torténik. Az objektivmikrométer egy specialis
targylemez, amelynek kozepén 1 mm-nyi tavolsag 100 egységre van osztva. Az objektivmikrométer

osztaskdzeinek mérete 10 um.

Mikroorganizmusok:

Schizosaccharomyces pombe, 24 6ras 30°C-on razatott tenyészete T-5a tapoldatban.

Anvagok és eszkozok:
okular- és objektivmikrométer, targylemezek, fedélemezek, mikroszkop.

A gyakorlat menete:

Az objektivmikrométert targyként hasznaljuk, élesre allitjuk a skalajat. Az okular skalat parhuzamos

allasba allitjuk, a kezdd pontokat fedésbe hozzuk (15. dbra).

Illll’llllllll ]llll,
2

15. abra: 1. okularmikrométer skala, 2. objektivmikrométer skala

1) Olvassuk le, hogy a 16x-os és a 40x-es nagyitasu lencse alkalmazasakor hany objektivmikrométer

beosztasnak felel meg az okular 0-100 beosztasa!
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2) Szamitsuk ki a 16x-0s és a 40x-es nagyitasu objektiveknél az okular mikrométer egy osztaskdzének
értekét um-ben! A leolvasott objektivmikrométer osztasok szamat osztjuk az okularosztasok
szamaval (jelen esetben ez 100) és szorozzuk 10-zel (az objektivmikrométer egy osztaskdzének

nagysaga pum-ben).

Okularmikrométer koz = leolvasott objktivmikrométer osztasok szama X 10

okularosztasok szama (100)

3) A gombatenyészetekbdl készitsiink kenetet.
4) Mérjiik le 10-10 vegetativ sejt hosszat, szélességét és adjuk meg az atlagértéket um-ben!

5. gyakorlat: Eredmények és értékelés
I. Szamitsuk ki a 16x-os és a 40x-es nagyitast objektivek esetében az okuldrmikrométer egy
osztaskozének értékét pm-ben.
2. Mérjiik meg tiz Schizosaccharomyces pombe sejt hosszat és szélességét.

3. Szamoljuk ki az atlagméreteket.
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3. hét 1. gyakorlat: TEJ CSIRASZAM MEGHATAROZASA REDUKCIOS
PROBAKKAL

A tej egyike a legfontosabb emberi tapanyagoknak, egyuttal azonban igen jo baktérium
taptalaj is. A tejtermelés, -tarolas €s —szallitas soran szamtalan alkalom nyilik arra, hogy a tej
kiilonb6zé —koztiik kérokozod — mikroorganizmusokkal fertdz6djon, amelyek a tejben nagyon
gyorsan képesek szaporodni. Fejéskor a tej a kiiltakarén talalhatdo mikrobakkal szennyezddik,

ezek elsOsorban a bor és szOr normal mikroflorajat alkotd micrococcusok és streptococcusok.

Bekeriilnek még baktériumok az allatok kornyezetébdl, takarmanyrol, alomrol stb., ezek féleg

lactobacillusok. A j6 mindségii frissen fejt nyerstej 10%-10%/ml éldcsirat tartalmaz, amelyben

nem fordulnak eld enteralis eredetii és patogén baktériumok.
A nyers tejek mikrobds szennyezettségének mérésére gyors és egyszerii lehetdséget kinalnak

az un. redukcids probak. Ezek elvi alapja, hogy a tejben jelen levd, tilnyomodrészt tejsavképzo

mikrobdk megvaltoztatjadk a kdézeg redox-potenciadljat és ez a valtozds redox-indikatorok

segitségével nyomon kovethetd. A tej szennyezd mikroflordjat alkotod tejsavbaktériumok

mikroaerofil tulajdonsaguak, fermentativ fiziologiai sajatsaggal rendelkeznek, ezért
tevékenységiik sordn csokkentik a kozeg redox-potencial értékeét.

a) metilénkék redukcids proba: kék oxidalt(metilénkék) formabol, redukalt szintelen

(leukometilénkék) forma keletkezik, majd a vizsgalandé mintaval valo dsszemérés utan

az elszintelenedés idejét mérik percben melyhez egy adott mikroorganizmus szdmot is

rendelnek (lasd lent a tablazat).

A tej mindsége Metilénkék elszintelenedési Csiraszam db/ml

1d6
(percben)
Lo > 330 <5x 10°
I1. kdzepes 330-120 5 x 10°-4 x 10°
1. rossz 120- 20 2 x 107 -ig
IV. igen rossz <20 > 2 x 107

b) TTC (trifenil-tetrazolium-klorid) redukcios proba erés mikrobidlis szennyezettség esetén:

a szintelen oxidalt formabol (trifenil-tetrazolium-klorid) néhany perc alatt s6tétvords redukalt

formava alakul (trifenil-formazan).
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Anyagok és eszkozok: nyers tej, pasztorizalt tej, kémcesdallvany, 4 darab félkémcso, TTC
(trifenil-tetrazolium-klorid), metilénkék.

A vizsgalat menete:
Kimériink két-két félkémcsdbe 5-5 ml nyers tejet €s 5-5 ml pasztorizalt tejet. Az egyik

nyers tejet és egyik pasztorizalt tejet tartalmazo félkémesdbe bemériink 0,5 ml metilénkéket,
majd dsszekeverjiik és a tetejét 0,5 ml parafin olajjal feliilrétegezziik. A masik nyers tejet €s
pasztorizalt tejet tartalmazo félkémesébe bemériink 0,5 ml trifenil-tetrazolium-kloridot (TTC)
és Osszekeverjiik. A mintakat 37 °C-on, 20 percig, 1, és 48 6raig inkubaljuk, majd megvizsgaljuk,

hogy milyen mértékii szinvaltozast tapasztalunk.

Eredmények és értékelés
1. Tintessiik fel a tablazatban a megfigyelt szinvaltozasokat!

20 perc 1 6ra 48 6ra

metilénkék
nyers tej 37 °C

metilénkék
pasztorizalt tej 37 °C

TTC (trifenil-
tetrazélium-klorid)
nyers tej 37 °C
TTC (trifenil-
tetrazélium-klorid)
pasztorizalt tej 37 °C
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3. hét 2. gyakorlat: TEJ CSIRASZAM MEGHATAROZASA LEMEZONTESSEL

A tej baktériumszama kovetkeztetéseket enged levonni a tej kezelésére vonatkozoan is.
Magas baktériumszam gondatlan  kezelést, szennyezettséget ¢és ezzel patogén
mikroorganizmusok jelenlétének lehetdségét jelenti. A baktériumszdm meghatarozast

lemezontéssel is végezhetjiik.

Anyagok és eszkozok: nyers tej, pasztorizalt tej, 3x3 kémcsO 9 ml steril desztillalt vizzel, 2x8
db tires steril Petri-csésze, gliikoz-élesztékivonat agar, magas CaCOz-tal (élesztékivonat 10g,

gliikoz 20g, kalcium-karbonat 20g, agar 15g 1000 ml-re desztillalt vizzel kiegészitve).

A vizsgalat menete:

Készitsiink tizes 1éptékii higitast 4 tagig a nyers és a pasztorizalt tejbol. Vigylink 10 ml
tejet az 1. félkémcsobe, vigyiink at Iml-t a 2. félkémcsdbe és igy tovabb a 4. tagig. Vegyiink ki
a nyers és a pasztorizalt tej mindegyik higitasabol 1 ml-t és tegyiik egy-egy Petri csészébe. Igy
két sorozat Petri- csészét kapunk. Olvasszuk fel a gliikoz-¢éleszt6kivonat tapagart, majd hiitsiik
le 45-48 °C-ra. Ontsiik ki a tejet tartalmazo Petri-csészékbe a tapagart. Inkubaljuk a Petri-
csészéket 48 oraig 35 °C-on.

A kélcium-karbonatot tartalmazé agaron a tejsavbaktériumok telepei koriil vilagos, oldott zonat

lathatunk, amelyet a képz0d6 savak hoznak létre a CaCOg feloldasaval.

Eredmények és értékelés
1. Szamoljuk meg a csészéken a kindtt telepeket, és hatarozzuk meg a mintdk eredeti
csiraszamat!

2. Figyeljik meg, hany telep esetében tapasztalunk vilagos oldott zonat.
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3. hét 3. gyakorlat: SALMONELLA VIZSGALAT TOJASON

A kiilonb6zo ételekben, élelmiszerekben a helytelen vagy hosszabb tarolas kdzben

szdmos korokozo keriilhet be, majd gyorsan elszaporodva nem kivanatos betegségeket
okozhatnak. Az egyik ilyen gyakori korokozok a salmonellak. Elelmiszereinkbe, ételeinkbe a
kovetkezd modokon juthatnak be: a koérokozoét tartalmazd nyersanyagokbol, az eldkészités,
f6zés, mosogatas stb. soran hasznalt, el6zdéleg Salmonellaval szennyezddott eszkozokbol,
berendezésekbdl az ételkészitéssel foglalkozd személy korokozodval szennyezett kezérdl,
munkaruhdjarél az iizemi helyiségekben megtirt ragcsalokbol, rovarokbol, stb. A
szalmonellozis eldidézéséhez altalaban 107-10° sejt/g baktérium jelenléte sziikséges.
Az orvosi diagnosztikdban ezen baktériumok kimutatdsa fontos szerepet tolt be. Szelektiv
kimutatasukra hasznaljak a brillant z61d és bizmutszulfit taptalajokat. A brillant zold taptalajon
a salmonelldk telepei szintelenek lesznek. A bizmutszulfit tdptalaj bizmut-szulfitot és natrium-
szulfitot tartalmaz. A Salmonellak H»S képzddése kdvetkeztében a bizmut-sot bizmut-szulfidda
redukaljak és fekete szini telepeket képeznek.

Anyagok és eszkozok: Brillant-zold taptalaj, Bizmut-szulfit taptalaj, tytk tojas, kacsa tojas,

csipesz.

Eredmények és értékelés
1. Szamoljuk meg a kiilonb6zd taptalajokon kindtt telepeket. Hasonlitsuk 6ssze a kapott

eredményeket!
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3. hét 4. gyakorlat: A PIGMENTKEPZES VIZSGALATA

A mikroorganizmusok nagy része kiilonb6z0 pigmenteket tartalmaz, amelyeknek a
mikroorganizmusokbol allo telep is a szinét kdszonheti. A pigmentek kémiai Osszetétele igen
valtozatos, gyakorlati szempontbdl azonban csak két nagy csoportot kiilonbdztetiink meg,
amelyek a hatarozas soran is szerepet jatszanak. Ez a két csoport a vizben 0ldodo €s a vizben
oldhatatlan pigmentek csoportja. Elébbire jellemzd, hogy a pigment a taptalajba is szétdiffundal,
¢s jol észlelhetd szines udvart hoz 1étre a telep koriil. A pigmentek vizsgalatat viszonylag fiatal
telepeken kell végezni, mert az idésebb telepekben autolizist szenvedd sejtekbdl felszabadulo,
vizben oldhatatlan pigment megszinezi a telep koriil a taptalajt.

A pigmentek egzakt funkcidjat nem ismerjiik. Egyes pigmentek redoxi-rendszerek tagjai, és részt
vesznek a sejten beliil egy adott funkcionalis hely redoxi-potencialjanak a kialakitdsdban. A
pigmentek egy része fényvédd szerepet is jatszik, ndveli a mikroorganizmusok ellenall6-
képességét a kiilonboz6 hullamhosszisagi fénysugarakkal szemben. A Serratia marcescens
prodigiosint, a Pseudomonas aeruginosa piocianint és pioverdint, a Micrococcus luteus sarcina-
xantint, a Rhodotorula rubra p-karotint és egyéb karotinoidokat termel.

A pigmentképzés vizsgalatdnak hagyomanyos eszkdze a burgonyatéptalaj. A burgonyatéptala;
szénhidratokat tartalmaz, amelyek energidt szolgaltathatnak a pigmentek bioszintéziséhez,
ezenkiviil tartalmazza azokat a prekurzorokat amelyeket a mikroorganizmusok esetleg sajat
maguk nem tudnak szintetizalni. Hasonl6 kedvez6 eredménnyel hasznalhatd a pigmentképzés

tipusanak vizsgalatdhoz a gliikdz-élesztokivonat agar.

Anyagok és eszkozok: Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus luteus,
Rhodotorula rubra 48 oras tenyészete tapagaron (T1), 4 kémcso tapagar ferde (T1), 4 kémcso
ferde, burgonya.

A vizsgalat menete: Oltsuk ra a baktériumokat a burgonyara és a tdpagarra. Inkubéljuk a

tenyészeteket 72 oraig 30 °C-on.
Eredmények és értékelés:

crer

meg, mely mikroorganizmusok allitottak el6 vizben oldodo pigmenteket!
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4. hét 1. gyakorlat: PENESZGOMBAK VEGETATIV ES IVAROS
SZAPORITOKEPLETEINEK MIKROSZKOPOS VIZSGALATA

A paranytenyészetekben altalaban csak a fiatal teleprészek vizsgalhatok jol mikroszkoposan.
Fajmeghatarozas szempontjabol fontos a vegetativ és ivaros szaporitd képletek morfologiai vizsgalata. A
penészgombak jellegzetes konidiumtartdi illetve sporangiumai kifejlett allapotban torékenyek, ez

megeldzhetd celluxlevonat készitésével.

Mikroorganizmusok:

Penicillium frequentans és Aspergillus niger 48 o6ras, Syncephalastrum racemosum és Thamnostylum
piriforme 72 6ras tenyészete T-33 taptalajon, Neurospora crassa 48 oras tenyészete 5% DMSO tartalmu
T-33 taptalajon Petri-csészében, Sordaria fimicola és Aspergillus violaceus 10 napos tenyészete T-5
taptalajon, Aspergillus albertensis, Penicillium claviforme, valamint Mucor genevensis 10 napos

tenyészete T-33 taptalajon (az utdobbi 25°C-on tenyésztendd) Petri-csészében.

Anyagok és eszkozok:

R-8 festékoldat, targylemezek, fedélemezek, cellux szalag, mikroszkop, sztereomikroszkdp, bonctil.

A) Ivartalan szaporitoképletek vizsgalata
Rovid jellemzés:
Mucorales:
A rend tagjai ivartalanul un. sporangiosporakkal szaporodnak, amelyek a sporangioféorumokon kindvé
sporangiumokban keletkeznek (15/a 4bra). Ezeknek sokféle formaja lehet.
Pl.: Mucor genevensis, Syncephalastrum racemosum

Mucor sporangium felépitése Mucor sporangium felépitése, mikroszkopi fotd

&
30 pm

s
00
! OQO

kolumella

sporangiofor

A
v

15/a. abra
Penészgombdk:
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Az Aspergillus és Penicillium torzsek a szubsztratumon szabad micéliumot hoznak 1étre. Az
ivartalan szaporitoképletet konidiumnak hivjuk, amely a micéliumbo6l vagy a konidium képzo sejtbol jon
1étre. A konidiumok lancokban vagy csomagszerii csoportokban képzddnek a fialid végén. A Penicillium
torzsekre jellemzo a konidioforum ecsetszerti felépitése, melyek elrendezddése a gomba rendszertani
besorolasat segiti. Az Aspergillus fajoknal megfigyeletd, hogy a vesiculum egész feliiletén egy vagy két
sorban fialidok helyezkednek el, ezeken iilnek a konidiumok. A penészgombak ivartalan
szaporitoképleteit a 15/b és ¢ abra mutatja be.

Az ivartalan szaporodas egy masik lehtséges modja az artrokonidiumokkal valo szaporodas. Ezek

a képletek ugy jonnek 1étre, hogy a fonalak végei egysejtii szakaszokra esnek szét.

Asperillus szaporitoképlet Asperillus szaporitoképlet mikroszkopi fotd

fialid
metula
vezikulum

konidiofor

labsejt

15/b. abra

Penicillium szaporitoképlet Penicillium szaporitoképlet mikroszkopos fotd

15/c. 4bra
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A gyakorlat menete:

Targylemezekre laktofenolgyapotkéket (R-8) cseppentiink. Penicillium frequentans, Aspergillus niger,
Neurospora crassa, Syncephalastrum racemosum, Thamnostylum piriforme telepekrél cellux szalaggal
mintat vesziink ugy, hogy a szalag ragasztos felét enyhén ranyomjuk a fonalasgomba telep peremére a
15/d. abra szerint. Ezutan a cellux szalagot a targylemezre helyezziik, laktofenolgyapotkéket cseppentiink
ra, fedélemezzel lefedjiik és 16x-os és 40x-es nagyitasu objektivvel vizsgalunk. Az Aspergillus
albertensis szklerociumokat (specifikus modosult hifak egyiittese) és a Penicillium claviforme

korémiumokat sztereomikroszkop alatt vizsgaljuk.

15/d. abra: 1. érett konidiumok, 2. fiatalabb teleprész, 3. cellux szalag

5.A gyakorlat: Eredmények és értékelés
2. Rajzoljuk le a kiilonb6zé gombafajok konidiumtartoit és konidiumait.
3. Fiatalabb és érettebb konidiumtartok dsszehasonlitasa alapjan rekonstrudljuk a képlet kialakulasdnak

folyamatat.
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B) Ivaros szaporitoképletek vizsgalata
Rovid attekintés:

Két fonalvég 6sszeolvadasakor ivaros szaporodasrol beszéliink. Ha ugyanabbol a micéliumbol jon
létre az Osszeolvadas, akkor homotallikus a faj, ha két kiilonb6z6 micéliumbol jon létre, akkor
heterotallikus.

Erintkezé fonalvégek sejtfala feloldodik— plazma és sejtmagok Osszeovadasa— zigota—redukcios

osztodas— zigotabol kind a haploid fonal.

Mucor zygospora Sordaria peritéciumban Aspergillus violaceus

elhelyezked6 aszkuszok kleisztotécium

8,
aszkusz EO \

\

Hiille- —~ ©),

15/e. 4bra

A gyakorlat menete:

1. Zigosporak vizsgdlata: Mucor genevensis zigosporakat sztereomikroszkop alatt, kis nagyitasnal
vizsgaljuk.

2. Aszkuszos termdtestek vizsgalata: Aspergillus violaceus és Sordaria fimicola tenyészeteket eldszor
citoplaszt alatt vizsgaljuk meg, majd kis fekete gombalak kleisztotéciumok €s peritéciumok koziil
bonctiivel egyet kiemeliink. Ezutan targylemezen egy csepp vizben szétnyomjuk, lefedjiik, majd

kiilonboz6 nagyitasokkal vizsgaljuk (15/e. abra).
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Eredmények és értékelés

Rajzoljuk le a mikroszkdopban latottakat!
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4. hét 2. gyakorlat: FONALASGOMBAK NOVEKEDESENEK MERESE

A fonalasgombdk téptalaj feliiletén valdo novekedését egyszerti linearis Osszefiiggéssel
jellemezhetjiik: egységnyi 1d6 alatt egységnyi a telep atméréjének ndvekedése (16. abra). E sajatsag a

micélialis sejtek egyiranyu, Un. polarizalt novekedésének kdvetkezménye.

telep atmero

T T T Al T ™

idd

16. abra: A fonalasgombak telepatmérdjének valtozasa az id6 fliggvényében
A fonalasgombak novekedését telepatmérd méréssel tudjuk nyomon kovetni. A kdrnyezeti
feltételek megvaltoztatdsaval az azonos ideig tenyésztett fonalasgombdk telepatmérdjében lényeges
eltérések mutatkoznak. A fonalasgombak e tulajdonsaguk alapjan tesztorganizmusokként alkalmazhatok
kiilonb6z6 mérési eljarasokhoz, analitikai mikrobioldgiai médszerek soran.

A) Telepatméro valtozasa kiilonb6z6 homérsékleten:

Mikroorganizmus:

Aspergillus niger 48 oras tenyészete T-5 taptalajon Petri-csészében, kis atmérdjii foltba oltva, (célszerii

a leoltast steril vizes szuszpenziobol biopipettaval végezni 10-10 ul felvitelével).

Anvagok és eszkozok:

o T-5 Petri-csésze (6 db)

e 5 mm atmér6ji steril dugdfurd, landzsatii.

A gyakorlat menete:

Az Aspergillus niger tenyészet konidiummentes peremébél dugofurdval micélium korongokat vagunk ki
(17. ébra).
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1. konidiumos érett teleprész

2. konidiummentes telepperembdl kivagott korongok

17. abra: telepkorongok kivagasanak modja

A korongokat "atiiltetjiik" a kiontott lemezekre ugy, hogy a micélium a lemezre keriiljon (18. abra).

Minden csészébe 1 korongot iiltetiink.

/ 3 1. taplemez

l E E 52 » 2. micélium korong,

3. agar oszlop

18. abra: telepkorongok elhelyezésének modja a lemezen

A beoltott csészéket 5, 20, 25, 30, 35 és 40°C -on 48 dran keresztiil inkubaljuk.

B) Telepatméré valtozasa kiilonb6zoé pH-ju taptalajokon

Mikroorganizmus:

Ugyanaz mint az (A) gyakorlatnal.

Anvagok és eszkozok:
o 22; 4;6;8 pH-ju T-5 Petri-csésze (1-1 db)

Kiilonboz6 pH-ju taptaljok elkészitése:

o sterilezziik a kétszeres toménységii T-5 taptalajt
o sterilezzik kiilon a két Mcllvain-puffert (R-14)
o a pH-nak megfeleléen Gsszekeverjik a Mcllvain-puffer térzsoldatokat

o bemériink 100 ml 2x T-5 taptalajba 100 ml pufferkeveréket, kiontjiik csészébe

e 5 mm atmér6ji steril dugofird, landzsatd.
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A gyakorlat menete:

Az A gyakorlatnal leirtak szerint leoltjuk a micélium korongokat a kiilonb6z6 pH-ju taptalajokra. 48

oran at 30°C-on inkubaljuk a Petri-csészéket.

Eredmények és értékelés
I. Mérjiik le a kiilonb6z6 csészékben a telepatmérdket.

2. Tablazatban tiintessiik fel az egyes h6fokokhoz tartozé 6 telep atmérdjét mm-ben, majd atlagoljunk.

Homérséklet Telepatméro(mm)
(°C) | 1 11 Y \Y VI Atlag
5
20
25
30
35
40

3. A tablazatban tiintesstik fel az egyes pH értékekhez tartozo telepatméréket mm-ben,

majd szamitsuk ki az atlagértékeket.

pH Telepatméro(mm)
I Il 1" Y \ VI Atlag
2,2
4
8

4. Az atlagértékeket mindkét esetben abrazoljuk oszlopdiagrammon! (Tablazatkezeld szoftver

segitségével)
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4. hét 3. gyakorlat: ELESZTOGOMBAK ,
CUKORASSZIMILACIOJANAK ES ERJESZTESENEK VIZSGALATA

Elesztégornbék esetében az asszimilacié oxidativ koriilmények kozotti cukorfelhasznalast, az
erjesztés anaerob koriilmények kozotti, gazfejlodéssel jard cukorhasznositast jelent. Az asszimilacios és
erjesztési probak soran kiillonbozoé cukrok hasznositasat vizsgaljuk és igy jellemezziik a fajokat és
torzseket. Az asszimilaciot auxonografids modszerrel hatarozzuk meg (szénforrasmentes taptalajba
lemezontéssel rogzitett sejtek a taptalaj feliiletére vitt cukrok koriil szaporodni kezdenek, a pozitiv
probat "opalosodas" jelzi), az erjesztési képességet a kozeg pH-janak jelentos csokkenésével (indikator
szinvaltozasa jelzi) és gazképzddéssel bizonyitjuk. Az élesztdgombaknal redukalt morfoldgiai bélyegeik

miatt a rendszertani besorolast a biokémiai jellegek meghatarozasa nélkiil nem tudjuk elvégezni.

Mikroorganizmusok:

Saccharomyces cerevisiae ( "pékéleszt" jelzésii torzse), és Candida utilis 48 oras tenyészete T-5 ferde
agaron.

Anyagok és eszkozok:
o 2 ml fiz.s6 félkémcsoben (2 db)

e szemcseppentd
e automata pipetta
A) Asszimilacio:
o T-17 taptalaj (frissen készitends!) (2 db)
o diagnosztikus cukrok— gliikoz (D), galaktoz (G), szacharoz (S), maltéz (M), laktoz (L), raffindz
(R), 1-arabinoz (Ar) és d-xiloz (X)
B) Erjesztés:
e 2,5ml steril T-17a tapoldat + cukrok Wassermann-csében— 0,5% gliik6z (D), galaktoz (G),
szachar6z (S), maltoz (M), laktoz (L), raffindz (R), 1-arabindz (Ar) és d-xiloz (X)

e vaspar

A gyakorlat menete:

A.) Asszimilacio: Az asszimilacios taptalajt (T-17) felolvasztjuk, majd 40°C-on vizfiird6zziik. A két
¢lesztgombabol steril vizben szuszpenziot készitiink (1 kacs/2 ml), ebbdl steril pipettaval 1-1 ml-t
oltunk Petri-csészébe, majd a 40°C-os taptalajt raontjikk és ovatosan jol elkeverjiik. A taptalaj
megdermedése utan a lemezre 1-2 mg-nyi cukrot szorunk a 17. abra szerint sorrendben a csésze sz¢éléhez
kozel. A glikozt mind a két csészébe bevissziik kontrollként. Az asszimilacids vizsgalatot a

diagnosztikus cukrokon kiviil 1-arabindz és d-xiloz pentézokkal is elvégezziik.
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B) Erjesztési proba: Az egyes diagnosztikus cukrot tartalmazo steril T-17a tapoldatbol 2,5 ml-t
pipettazunk a steril Wassermann-csdvekbe. Biopipettaval az el6zd tesztnél hasznalt 25-25 pl-nyi
szuszpenzidkkal beoltjuk az egyes csoveket. Minden csébe steril vazpart ontiink kb. 1 cm magasan. Az
asszimilacios probat 48 6ra mulva, az erjesztési probat 48 ora illetve 5 nap utan (masodik leolvasas)
értékeljiik. Az inkubacios homérséklet 30°C.

Asszimilacional pozitiv esetben a cukrok koriil a taptalaj opalosodik (a telepek ndvekedésének
kovetkezménye).

Erjesztésnél az indikator savanyodast jelez, intenziv gazképzes esetén a vazpardugd megemelkedik.

19. 4bra: A vizsgalt szénhidratok elhelyezése az asszimilacios taptalajon

Eredmények és értékelés

1. Rajzoljuk le az asszimilacids csészéket a pozitiv zonakkal!

2. Rogrzitsiik tablazatba a két faj asszimilaciés spektrumat!
Mikroorganizmus D G S M L R Ar X

Saccharomyces
cerevisiae

Candida utilis

3. Téblazatban adjuk meg az erjesztésnél a parhuzamos oltasok pozitiv illetve negativ adatait!
Mikroorganizmus D G S M L R Ar X
2n (50 | 2n (50 [2n[5n|2n |50 |2n|5n|2n|5n|2n|5n|2n|5n

Saccharomyces
cerevisiae

Candida utilis

4. Hasonlitsuk 6ssze a két éleszt6faj asszimilacios €s erjesztési spektrumat!
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4, hét 4. gyakorlat: Az “alkoholos” erjedés

Az alkoholképzés ,.tisztan” az élesztkre jellemzd. Az EMP (fruktoz-1,6-difoszfat ut (Embden-
Meyerhof-Parnas) séma soran képz6dott pirosz6lésav dekarboxilez6dése (CO2 vesztés) utan
képz6do acetaldehidbdl redukcioval etanol képzodik. A baktériumok kozil a Zymomonas
lindnerinél talaltak ,tiszta” etanolképzést, az erjesztés szkéméja azonban az ¢€lesztokétdl eltér.
Segitségével allitjak el6 Mexikoban a pulque nevii szeszesitalt. Fontos még megemliteniink a
Pasteur-effektust: mely az élesztdgombaknal Pasteur altal megfigyelt jelenség: ,,a 1égzés
elnyomja az erjedést”; anaerob koriilmények kozott alkoholos erjedés — oxigén adagolas
hatasara gyorsan atallnak oxidativ anyagcserére a sejtek (az alkohol képzddése leall), ezért

fontos, hogy az alkoholos erjedés vizsgalatanal biztositsuk az oxigén mentes kortiilményeket.

Mikroorganizmusok: Saccharomyces cerevisiae

Anyagok és eszkozok: 100 ml szacharoz-aszparagin leves egy lombikban, 100 ml természetes
gytiimolcslé, 10%-0s NaOH oldat, Lugol-oldat, kotyogo, 1 db tires kémcs6, 1db félkémcso.

A vizsgalat menete: 1. Készitsiink félkémcs6ben 6 ml fiziologias sooldatban Saccharomyces
cerevisiae tenyészetekbdl szuszpenziot. 2. Oltsunk be 100 ml szachardz-aszparagin levest
tartalmazé lombikot és 100 ml természetes gyiimdlcslevet tartalmazo lombikot 3-3 ml
Saccharomyces cerevisiae szuszpenzioval. 3. Tegylink a lombikba kotyogét (1. abra). 4.
Inkubdljuk az edényeket két napig 37 °C-on.

Az alkohol mindségi kimutatasa: 1. Vegylink ki 5 ml-t a lombikbdl egy iires kémcsdbe, és
adjunk hozza 4 ml NaOH-ot. 2. Majd adjunk hozza cseppenként Lugol- oldatot addig, amig
enyhén sargas szint kapunk (amennyiben a Lugol-oldatot tuladagoljuk NaOH-dal
visszaallithatjuk a sargés szint). 3. Hagyjuk allni két percig szobahdmérsékleten. 4. Razzuk meg
a kémcsovet. Ha csapadékkivalast nem észleliink, melegitsiik 1 percig 60 °C-on. (Ha melegités
kozben elszintelenedik, Lugol-oldattal allitsuk vissza a sargas szint). 5. Vegyliink ki egy cseppet
targylemezre, hagyjuk beszaradni és vizsgaljuk meg mikroszkopban kis nagyitassal. A tobbit

hagyjuk allni két percig, vizsgaljuk meg a csapadékot, szagoljuk meg.
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Az alkoholos erjedés végbemegy mindkét lombikban, mert a természetes gyiimdlcslevet
tartalmazd lombikban 1is vannak ,vad ¢élesztok”. A mindségi reakcid folyaman
jodoformkristalyok valnak ki.

CH3CH20H + I2—CH3sCHO + 2 HI

CH3CHO + 3 I,— CIz + CHO + 3 HI

CIzCHO + NaOH — CHI3 + HCOONa
5 HI +5NaOH — 5 Nal + 5 H20

A mikroszkopban is megfigyelhetdk a jellegzetes jodoformkristalyok. A kotyogd az anaerob
viszonyokat biztositja, mert a vizzar lehetové teszi, hogy a fejlédé CO; kiszoritsa a levegdt, de

megakadalyozza a levegd visszatérését.

—— kotyogd
viz

gumidugd

—— téptalaj

20. abra: Az alkoholos (etanolos) erjedés vizsgalatara alkalmas kotyogoval ellatott edény. A
kotyog6 légmentesen lezarja az edényt, de nem akadalyozza a képzodd szén-dioxid eltdvozasat.

Az edényben anaerob viszonyok vannak mert a szén-dioxid kiszoritja a levego6t.
Eredmények és értékelés

1, Figyeljik meg, hogy a szachardz-aszparagin leves €s a természetes gyiimolcslé esetében is

tapasztaltunk-e etanolos erjedést?
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III. TAPTALAJOK

T-1 : Kiegészitett hustaptalaj 1000 ml-re

e 4 g huskivonat (beef extract)

e 4 g pepton

o g glikéz

o 1 gélesztékivonat (yeast extract)

e 20 gagar (2%)
—illetve mas koncentracioknal az agar megfeleld %-ban (az agartartalom az agar mindségének
fiiggvénye, a jegyzetben megadott viszonylag magas értékek (3%) szalas agarra vonatkoznak).

T-1a : Kiegészitett hustapleves
Mint T-1, agar nélkdl.

T-2 : Hustaptalaj 1000 ml-re
o 4 g huskivonat
e 4 g pepton
o 1 g élesztékivonat
o 3% agar

T-3 : Czapek-Dox minimal taptalaj 1000 ml-re

e 20gNaNOj3
e 0,59MgS0Oy4x7H20
0,5 g KCI

L]

e 0,59KyHPOy

e 30 g szachar6z

e 10mg ZnSOy x 7TH0
e 10 mg FeSO4 x 7TH2O
e 3 mg CuSOy

o 3% agar

T-4 : Vitaminos szintetikus taptalaj 1000 ml-re
e 50 (NHg)2S504
e 1gKHoPOy
e 0,59MgSOg4x7H0
e 10 g gliikoz
o 3% agar
e kiegészitve 1 ml Wickerham-féle vitaminoldattal.

Wickerham-féle vitaminkeverék: 100 ml desztillalt vizre

0,2 mg folsav 20,0 mg p-aminobenzoesav
0,2 mg biotin 20,0 mg riboflavin
40,0 mg Ca-pantotenat 40,0 mg aneurin.HCI (tiamin)
200,0 mg inozitol 40,0 mg piridoxin.HCI
40,0 mg niacin

48



Mikrobiologia gyakorlatok - Sz61ész-borasz mérnok 2018

T-4a : Vitaminos szintetikus tapoldat
Mint a T-4, agar nélkiil.

T-5 : Elesztokivonat taptalaj 1000 ml desztillalt vizre
e 5 gélesztékivonat
e 10 g gliikkoz
o 3% agar

T-5a : Elesztékivonat tapoldat
Mint T-5, agar nélkdl.

T-33 : Malatas komplett taptalaj
e 0,5% malata kivonat
o 0,5% élesztd kivonat
e 0,5% glikoz
o 3,0% agar

IV. REAGENSEK, FESTEKEK

R-8 : Laktofenol-gyapotkék (-anilinkék) oldat
e 10 ml glicerin

e 20 mlviz (Keverés utdn megsziirjiik az oldatot, majd 100 mg gyapotkéket 20
fenol oldunk benne.)

e 20 ml tejsav
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V. A GYAKORLATOKON ALKALMAZOTT MIKROORGANIZMUSOK
JEGYZEKE

Gram-negativ baktériumok: Eleszt6gombak:

Pseudomonas aeruginosa
Escherichia coli

Serratia marcescens
Proteus vulgaris

Gram-pozitiv baktériumok:
Micrococcus luteus
Staphylococcus aureus
Streptococcus faecalis
Streptococcus pyogenes
Bacillus cereus var. mycoides
Bacillus megaterium

Bacillus subtilis

Clostridium sp.
Lactobacillus sp.
Streptomyces griseu
Streptomyces albus
Streptomyces aureus

Schizosaccharomyces pombe
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces kluyveri
Saccharomyces diastaticus
Saccharomycodes ludwigii
Geotrichum candidum
Candida utilis

Rhodotorula rubra
Hansenula anomala

Fonalasgombak:
Aspergillus nidulans
Aspergillus niger 65

Aspergillus niger ade™ 341
Aspergillus violaceus
Aspergillus albertensis
Neurospora crassa
Penicillium chrysogenum
Penicillium claviforme
Penicillium frequentans
Penicillium purpurogenum
Penicillium ramigena
Sordaria fimicola
Trichoderma viridae
Actinomucor repens
Mucor hiemalis

Mucor genevensis

Mucor rouxii

Mycotypha pyriphaera
Syncephalastrum racemosum
Thamnostylum piriforme



