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A TALAJ MIKROBIOLOGIAJA

A mikroorganizmusok igen nagy része természetes koriilmények kozott megtalalhatod a
talajban. A talaj mikroorganizmusai szamos nélkiilézhetetlen folyamat hordozoéi, nélkiiliilk a
bioszféra fennmaradasa és evolucidgja nem volna lehetséges. Példaul a légkori nitrogén
megkotésére kizarolag a talaj mikroorganizmusai képesek. Jelentds szerepet jatszanak a
hidrogén, kén, foszfor és szén korforgalméban. Az ¢€l6 anyag-reprodukcionak is fontos
lancszemei, hiszen olyan szerves anyagok felhasznalasdval késziilnek, melyeket mas

szervezetek hasznositani nem tudnak, igy azok az anyagkorforgalom szamara elvesznének.

A talajminta vételénél az eredmények értékelhetdéségéhez és
mas mintavételi helyekr6l szarmaz6 mintdk adataival vald
Osszehasonlithatosagahoz fel kell jegyezni a talaj szerkezetét, tipusat, a

borité novénytarsulast.

A mintak nedvesség-, humusz-, nitrogén-, nyomelem-, asvany
tartalma és szemcsenagysaga is befolydsolja a mikroorganizmusok

szamat igy célszerli ezen adatokat is megallapitani a mintdk

feldolgozasa soran. A talaj altalanos allapotardl ad felvilagositast a
heterotrof sejtek szama. JO mindségli talajban a talaj tipusatol hasznalatatol, szezonalis
valtozasoktol fliggden tdg hatdrok kozott mozoghat a sejtszdm, abszolut értéke azonban
felvilagositast ad a talaj biologiai allapotardl, aktivitdsardl esetleges kéarosodasarol. Az
¢élécsiraszam valtozasanak iddébeli kovetése tobb informacidt szolgaltat, kiilondsen egy
szennyezést kovetden illetve remediacid soran a sejtszamok valtozasabol kovetkeztethetiink a

talaj allapotanak, toxicitasanak valtozéasara.

Az évszakoktdl fliggden, a talajban periodikusan valtozik a mikroorganizmusok szama,
és az egy él6helyen talalhaté mikroorganizmus kozosség szazalékos osszetétele. Osszel nagy
mennyiségl levél keriil a talajba, ekkor a cellulozbontok szdma ugrasszeriien megnd, majd a

tapanyag lebomlésa utan szamuk ismét csokken.

A talajokat mint egységes, komplex rendszereket (melyek magukba foglalnak szerves-
és szervetlen anyagokat, €l6lényeket) is vizsgalhatjuk, a talaj ilyenkor é16 anyagnak tekinthetd.
fgy a talajok a benniik é16 lények tevékenysége folytin meghatarozott enzimaktivitassal
rendelkeznek, melynek kovetkeztében a talajba keriil6 szerves anyagok, makromolekulak

lebomlanak és a molekuldkat alkoto elemek hozzaférhetévé valnak.



A talajok jellemzésére a szén-dioxid termelés és az egyes enzimek (dehidrogenaz,

uredz, amilaz, protedz stb.) aktivitdsadnak mérése soran kapott adatokat hasznaljak fel.

A talaj pufferként miikodik a belekeriild szerves anyagokkal és a civilizacios

hulladékkal szemben, de csupan egy bizonyos hatarig képes a lebontasra és tarolasra.

Ha a talajban fennalld egyensuly megbomlik visszafordithatatlanul megvaltozhat az
adott talajtipusra és élohelyre jellemzd mikroorganizmus Osszetétel. Nagyobb mennyiségi
mutagén, toxikus szennyezd anyag talajba jutdsa a mikroflora teljes kipusztuldsat okozhatja.
Egyes organizmusok nem tudnak alkalmazkodni és kipusztulnak, méasok adaptalodnak és
elszaporodnak. A szennyezddést kovetden altalaban 1) mikrébapopulacié alakul ki, mely
rezisztens és a szennyez6dést bontd, ezt taplalékként felhasznald mikroorganizmusokbol

tevodik Ossze.

A talaj mikroorganizmusainak fontossagdt az egyre nagyobb  mértékil
kornyezetszennyezés is noveli. A szilard hulladékok mikrobidlis bontidsa csokkentheti a
kornyezetet szennyez0 kommunalis és (élelmiszer) ipari hulladék mennyiségét. A kommunalis
hulladéklerakdkra keriilé hulladék igen nagy szazaléka szerves, konyhai hulladék ¢€s egyre
nagyobb mennyiségli a biologiailag szintén igen jol bonthaté papirhulladék. A szerves

hulladékok nagy része mikrobioldgiai iiton lebonthato.

TALAJBAN ELO MIKROORGANIZMUSOK MENNYISEGI
VIZSGALATA
A talaj mikroorganizmusainak mennyiségi vizsgalata két modszerrel lehetséges:

- talajszuszpenzi6 kozvetlen mikroszkopos vizsgélata,

- szilard vagy folyékony tapkdzegen vald tenyésztés.

A kiilonb6z6 modszerekkel kapott eredmények egymassal 6ssze nem hasonlithatok,
nem abszolut eredmények (mikroszkopos sejtszamlalasndl a mar elpusztult sejtek is

megfestddnek).

A talajban el6forduld mikroorganizmusok:

- baktériumok, - kék-, és zoldalgak,
- gombak, - kovamoszatok
- aktinomycetak,

Minden csoport kitenyésztéséhez mas-mas tapkozeg sziikséges.



Fekalias eredetii baktériumszennyezodések kimutatasa

Szennyviz iszappal torténd tragyazas illetve szennyvizzel valdo ontozés eredményeként a
talaj kiilonb6z6 patogén fajokkal szennyezOdhet (Salmonella, Shigella, stb.) E fajok hosszabb-
rovidebb 1d6 elteltével elpusztulnak, mivel nem tartoznak a talaj természetes mikroflorajdhoz. Ez

az 1d6 néhany nap, illetve honap lehet.

Fekalids eredetli baktériumszennyezddésre altaldban a koliszam vagy a kolititer
meghatarozasaval derithetiink fényt. Az Escherichia coli és a tobbi coliform baktérium az
emlésok, igy az ember bélcsatornajaban ¢€lnek. E baktériumokat jelz6floranak tekintjik,
amennyiben a mintaban coliformok talalhatok, mas enteralis eredeti baktériumszennyezddés is

feltételezhetO.

Koliszam: 1 g (1 cm3) mintaban talalhat6 coliform baktériumok szdma.

Kolititer: Az a legkisebb mintamennyiség, melybdl coliform még kimutathato.

Az Escherichia coli az Enterobacteriacae csaladba tartozo,

Gram-negativ, sporat nem tartalmazo fakultativ anaerob palca.
A laktézt gaztermelés kozben fermentdlja, epét vagy epesot
tartalmaz6 taptalajon aerob méddon nodvekszik. Indolt képez a

triptofanbol, a metilvoros proba eredménye pozitiv, a Voges-
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Proskauer préba pedig negativ.
Kép forrasa: http://en.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli#mediaviewer/File:EscherichiaColi_NIAID.jpg

A coliform baktériumok Gram negativ, sporatlan palcak, melyek a laktoztartalma tapoldatban

aerob modon ndvekednek és 48 oran beliil, 35+-0,5 °C-on vagy , 37+-0,5 °C-on savat és gizt

termelnek.

Termotolerans coliform baktériumok azon coliform baktériumok, melyeknek 24 6ra beliil 44+-

0,25 °C-on vagy , 44,5+-0,25 °C-on ugyanolyan fermentativ tulajdonsagaik vannak.

Feltételezhetéen Escherichia coli az a termotolerans coliform baktérium, mely triptofanbol 24

oran beliil, 44+-0,25 °C-on vagy , 44,5+-0,25 °C-on indolt képeznek. (MSZ ISO 9308-2:1993)

Coliformok az Enterobacter és Klebsiella csaladba tartozo fajok.



Az Escherichia coli jelenléte minden esetben friss fekalias szennyezOdésre utal, mig a
tobbi coliform régebbi fekalids szennyezddésbdl is visszamaradhat. A Klebsiella fajok jelenléte

onmagaban nem feltétlentiil utal fekalids szennyezddésre.

Coliformszam meghatarozésara az Eijkmann prébat végezziik el, mely a laktozbontast

(37 és 44°C-on),és az IMVIC (metilvords, Voges-Proskauer, Indol és citrat) probat tartalmazza.

Fekalias eredetli E._colinak tekintjiikk azokat a torzseket, melyek 449C-on sav €s gazképzést

mutatnak és a kovetkezé (I1. tipust) reakciokat adjak:

E. coli | E. coli Il.
Indol + -
Metilvoros + +
Voges-Proskauer - -
Citrat - -

A laktozlevesben 440C-on sav és gazképzést mutatd csévekbdl Endo-agarra majd ferde agarra
oltassal tiszta tenyészetet készitiink ¢és az IMViC proba elvégzésével identifikaljuk a kitenyésztett

torzset.

IMViC préba

értékelés pozitiv reakcio
Indol +Kovacs reagens triptofan — indol (piros gyiri()
Metilvoros +metilvoros gliilkoz— savtermelés (piros szin)
\oges-Proskauer +onaftol+KOH acetoin termelés—r6zsasvoros
Citréat citrat— lag termelés (kék szin)

Indol meghatarozasa

Az indol a triptofan anaerob lebontdsanak terméke. A mikroorganizmusok egy csoportja képes
erre a lebontdsra. A meghatarozasnal ez a képesség jellemz0 sajatossag. Ezt jol fel lehet hasznalni
a kolicsoport tagjainak elkiilonitésére. A triptofan az egyetlen
természetes aminosav, amely indolgylir(it tartalmaz. Ha a taptalajban
szénhidrat van jelen akkor negativ lesz a teszt eredménye, mert a
torzs inkabb azt hasznositja. Ezért az indol teszthez szénhidratmentes

taptalajt hasznalunk.

Beoltunk egy kémcsé peptonvizet, inkubaljuk 37°C-on, majd Kovacs

reagenst adunk hozza(para-dimetil-amino-benzaldehid butanolos

oldata). Ha a tetején levo gytirii piros, akkor a reakcio pozitiv.



Metilvoros teszt

Az Escherichia kultura laktoz erjesztése kozben a taptalaj pH-jat pH 5-ig leszallitja. A novekedés

e pH-nal megall, ez a pH minimum.

A metilvords taptalajt beoltas utan 30 9C-on inkubaljuk, majd 1 indikatort cseppentiink hozza.

Metilvoros pozitiv a teszt akkor, ha a taptalaj vords, negativ, ha a taptalaj sarga szind.

A Voges-Proskauer teszt

Az acetoin kimutatasara szolgalo teszt.

Beoltunk egy metilvords taplevest, inkubaljuk 37°C-on. Vegyiink ki
egy lres kémcsébe 1-1 cm3 . Adjunk hozza 0.6 cm3 Onaftolt és 0.2

cm3  KOH-t.Pozitiv reakcié esetén a kivett minta szine rozsasvords

lesz. Az acetoin a lug és a levegd jelenlétében diacetillé oxidalodik. A

diacetil anaftol és arginin (peptonbol) jelenlétében adja a voros szint.

Citréat teszt

Ha Na- vagy K-citratot tesziink egyediili szénforrasként a taptalajba,
akkor az E. coli torzsek ezen képtelenek novekedni, mig az Aerobacter
torzsei jol novekednek. Ha a riboflavint adunk a taptalajhoz, (mely az
E. coli novekedéséhez sziikséges), akkor az E. coli is novekedésnek

indul. A termel6dd lag hatasara a tapoldatban talalhaté bromtimolkék

indikator szine kékre valtozik.



TALAJ HIGIENES MIKROBIOLOGIAI VIZSGALATOK

1. Talaj elékészitése, szuszpenzio készitése

Mintavétel: A mintat steril eszkozokkel, steril edénybe toltjilk. Tarolasa +49C-on,
hiitészekrényben torténik. A mintak feldolgozasat 48 oran beliil meg kell kezdeni.

A mikrobioldgiai vizsgalatokat kiilonb6zd higitasu talajszuszpenziokbodl végezziik. Ezeket
homogenizalt, eredeti nedvességtartalmu talajbol készitjiik, melybdl a nagyobb, nem aprithato

darabokat (kovek, iiveg, stb.) kiilon valasztjuk.

2. Altalanos talajmikrobiologiai vizsgalatok

2.1. Osszcsiraszam meghatarozasa

2.1.1. Cséhigitasos (MPN) modszer: A vizsgalandé mintat addig higitjuk, mig az utolsé
higitdisba mar nagy valdszinliséggel nem keriil sejt. Tizszeres higitasi sort készitiink a

talajszuszpenziobol. A Hoskins tablazat alapjan vald értékeléshez legalabb harom parhuzamos

higitasi sor készitésére van sziikség. Az alapszuszpenzio: 0,5 g talaj 4,5 cm3 tapoldatban.
Ertékelés: 24 -48 6ra mulva a zavaros tapoldat jelzi a baktériumok novekedését, ha a tapoldat
zavaros a cso pozitivnak tekintendd. A teszt végpontja lehet a szaporodas, valamely életfunkcio,
enzimaktivitas. (pl. A talajban talalhatd coliformok szdmanak meghatarozasanal a Durham csével
ellatott laktozlevesekben készitett higitasi sor tagjaiban a sav és gaztermelés vizsgaljuk.)

2.1.2. Telepképzodés alapjan, aerob heterotréf sejtek szamanak meghatarozasa: a
vizsgaland¢ talajbol alapszuszpenziot készitiink 1 g talajmintat 9 cm?® steril vizben szuszpendalunk
fel, majd az igy elkészitett talajszuszpenziobol tizszeres higitasi sort készitlink. A varhato
sejtszamnak megfeleld higitasokbol 0,1 cm>-t Petri-csészébe, illetve Peti csészébe ontdtt és
megszilardult tdpagar lemezre pipettazunk. 24-48 o6ra mulva az agarlemezen kinétt telepeket
megszamoljuk. Ezt a modszert nevezik telepképzd sejtszam meghatdrozasnak is (colony forming
units (CFU)/ ml).

o Szélesztés: a felmelegitett, Petri-csészébe kiontott, majd megdermedt szilard tapagar

3
feliiletére a varhato sejtszamnak megfelelden, altalaban 3 kiilonboz6 talajhigitasbol 0,1 cm -t
pipettazunk. A Petri csészéket forditott helyzetben (hogy a csésze tetejérdl a kondenzalt para
ne csepegjen vissza az agarlemez feliiletére) termosztatba helyezziik és 30 °C-on 24-48 6ran

at termosztaljuk.



e Lemezontéses modszer: a talajbol higitasi sort készitiink (a varhaté baktériumszamnak

megfeleléen). Petri-csészébe pipettazunk 0,1 cmg-t, majd felmelegitett és kb. 500C-ra lehtitott
tapagart mériink ra, alaposan homogenizaljuk. Az agarlemezek lehiilés utan megdermednek,
majd a Petri csészéket forditott helyzetben (hogy a csésze tetejérdl a kondenzalt para ne
csepegjen vissza az agarlemez feliiletére) termosztatba helyezziik és 30 °C-on 24-48 6ran 4t

termosztaljuk.

Lemezontéses telepszamlalas Nutrient agaron

2.2. Streptomycesek szdmanak meghatdrozdsa: Higitdsi sort készitiink, majd a higitdsokbol

szélesztéses modszerrel Kiister-Williams agarlemezekre oltunk. A Petri-csészéket 28°C-on 5

napon at inkubaljuk, majd szamoljuk a jellegzetes, enyhén bolyhos felszinti telepeket.

2.3. Gombaszam meghatarozasa: Martin vagy Czapek-Dox agarlemezekre oltunk az elkészitett

higitasi sor tagjaibol. Az agarlemezeket 28°C-on 3-5 napon at inkubaljuk, majd szamoljuk a

tapagaron kindtt telepek szamat.

3. Higiénés talajbakteriologiai vizsgalatok

3.1. Coliformszam, fekalcoliformszam meghatarozas erjesztési

probaval MPN médszerrel: a talajbol tizszeres higitasi sort

készitlink steril vizben, a higitési sor tagjait Durham csdvet tartalmazo
laktozlevesbe oltjuk majd 24 oran at 37 illetve 449C inkubaljuk. (3-3
parhuzamost készitiink az egyes higitasokbol.) A 37 °C-on inkubalt
tapoldatokban minden coliform baktérium képes szaporodni, mig 44
0C-on csak a fekalcoliformok szaporodnak.
Pozitiv és negativ laktozbontasi proba

Ertékelés: egy laktozbontas meghatarozasasra szolgald csovet akkor tekintiink pozitivnak, ha van
sav ¢s gaztermelés. A laktdz tartalmu taptalajba bromtimolkék indikatort tesziink, ha a térzs savat

termel, a taptalaj szine sarga, a gaztermelés a gazbetétcsovekben (Durham cs6) kdvethetd nyomon.



Az MPN tablazat segitségével meghatarozzuk a kiindulasi minta coliform illetve fekalcoliform
szamat.

3.2. Salmonella kimutatas: 10-10 g talajt 50-50 cm3 Preuss-féle kalium-tetrationatos, szelenites és

Rappaport-féle dasitoba bemériink. Homogenizalas utan 24 6ran at 37°C-on inkubaljuk azutan
brillantz6ld-agarra és bizmut-szulfitos agarra oltunk. A szilard tapagarokat 24 oran at 379C-on
inkubaljuk , majd értékeljiikk. A szalmonella telepekrél Russel-féle tapagarra szurt kulturat

készitlink, majd szerologiai és biokémiai azonositast végziink.

3.3. Fekélstreptococcus-szam meghatarozdsa MPN moédszerrel: Higitsi sort készitlink, majd MPN

modszerrel elvégezziik a Litsky-Mallmann-dusitok beoltasat a talajminta higitasaival. A beoltott
Litsky-Mallmann-dusitokat 379C-on 48 oraig inkubaljuk, majd a kémcsovekbdl Slanecz-agarra
oltunk Kki. A Petri-csészéket 379C-on 48 oraig inkubaljuk, majd a pirosas arnyalata telepeket
megszamoljuk. Az MPN tablazat segitségével meghatdrozzuk a kiindulasi minta

fekalstreptococcus szamat.

3.4. A Clostridiumszam meghatarozasa: Higitasi sort készitiink, majd lemezontéses modszerrel

beoltjuk a Wilson-féle bizmutmentes taptalajt. A talajhigitasokbol 1-1 cm3-t Petri-csészébe
pipettazunk, majd 40 cm3 Wilson-féle agarral lemezt ontiink. Megszilardulds utdn a taptalaj

feliiletére tovabbi 40 cm3 Wilson-féle agart rétegeziink. A lemezeket 24 6ran 4t 469C-on

termosztaljuk. A 3 mm-nél nagyobb fekete telepeket szamoljuk meg.

3.5. A Pseudomonas aeruginosa-szam meghatarozasa: Higitasi sort készitiink, majd MPN

modszerrel elvégezziik az asparaginos-dusitok beoltdsat a talajminta higitasaival. A beoltott
asparaginos dusitokat 420C-on 48 6raig inkubaljuk, majd a kémcsovekbdl Cetrimid-agarra oltunk
Ki. A Petri-csészéket 370C-on 24 6raig inkubaljuk, majd a kékes-zoldes elszinez6désti pigmentet
termeld telepeket tovabboltjuk acetamid tapoldatba. Ezutan 379C-on 24 6raig inkubaljuk.
Pseudomonas aeruginosa jelenléte esetén a kémcsovekben Nessler reagens adagolasa esetén
sarga, barna elszinezddés ill. barna csapadékkivalas jelzi az acetamid bontas soran felszabaduld
ammonia jelenlétét. Kétes esetekben tovabbi reakciokat is elvégziink (oxidativ glilkézbontas,
piocianrin termelés, nitrat redukcio). A pozitiv reakciot add csovek alapjan az MPN téblazat

segitségével meghatarozzuk a kiindulasi minta Pseudomonas aeruginosa szamat.



Taptalajok csoportositasa a felhasznalas célja szerint

e Alaptaptalajok, tartalmazzdk mindazokat az anyagokat, melyek lehet6vé teszik, hogy a

mikroorganizmusok nagy része jol novekedjen rajtuk (vizet, tapanyagokat tartalmaznak,
optimalis PH). Példaul élesztd és fonalas gombak szamara a malata kivonatot tartalmazd
taptalajok (pl. Czapek-Dox agar, PDA tapagar) baktériumok szamara a bouillon/bouillon jellegii
taptalajok (pl. htislé agar, Nutrient agar. L B agar).

e Az Elektiv_taptalajok oOsszetételiiknél fogva alkalmasak arra, hogy

bizonyos mikroorganizmusokat -specialis tapanyaghasznositasi
képességiiket kihasznalva- a tobbi mikroorganizmus koziil kiemeljiink.
Ezen taptalajok alkalmasak a mikroorganizmusok izolalas el6tti

dusitasara (példaul a Pseudomonas Agar P, melyen a Ps. aeruginosa

z01d, kékeszold pigmentet képez )

o Szelektiv_tdptalajok olyan taptalajok, melyek egyes mikroorganizmusok ill. mikroorganizmus-

csoportok ndvekedését masokhoz viszonyitva lassitjak vagy teljesen
megakadalyozzak (tartalmazhatnak pl. antibiotikumot). Rendszerint az
¢léhelyiikrél  kiemelt mikroorganizmus-csoportok —szétvalasztasara
szolgalnak. Tiszta tenyészetek készitésénél nélkiilozhetetlenek. (példaul

Rappaport-Vassiliadis (RV) dusité a Salmonellak esetén vagy az Endo

agar, melyen az Escherichia coli fémes fényii, piros telepeket képez.)  Escherichia coli telepek Endo agaron

o Differencial taptalajok osszetételiikknél fogva kiilonb6z6 mikroorganizmusok differencidlasara

¢és azonositasara alkalmasak. Jellemzdjiik, hogy szabad szemmel is lathat6 reakciot adnak a
novekvé baktériumok anyagcseretermékeivel. (Példaul az Escherichia coli telepei Endo-agaron
sOtétvoros szintiek, Chromocult agaron a coliformok lazacrozsaszintiek, az Escherichia coli

telepek lilak, Wilson agaron a Clostridium telepek fekete szintiek.)

AT

XLD agar

Bizmut-szulfit agar Rambach agar

Escherichia coli

Lazacrdzsaszin coliformés lila Escherichia coli -~ Clostridium telepek Differencial¢ taptalajok
telepek Chromocultagaron Wilson agaron

e Specialis taptalajok: ezek kiilonleges eljarasok, vagy vizsgalatok céljara kifejlesztett taptalajok.
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A laboratoriumi gyvakorlat menete

o Talajszuszpenzio készitése: 1 g nedves talajt 9 cm® steril csapvizzel 28°C-on 30 percig

razatunk.

o talajban talalhatd aerob heterotrof sejtek szamanak meghatarozasa Nutrient-agaron
higitasos lemezdntéssel.

o Gombaszdm meghatarozasa Czapek-Dox tdpagaron higitdsos lemezontéssel.

o Escherichia coli ill. coliformok izolalasa Chromocult agaron szélesztéssel.

o Clostridiumszam meghatarozasa Wilson-agaron.

o Escherichia coli izolalasa talajhigitasokbol Endo-agaron

e Coliform-szam ill. fekalias eredetli coliform-szam meghatarozasa laktozlevesbe oltassal,

kiértékelés MPN moddszerrel.

24 (48) ora elteltével értékelés, a tapagarokon kiilonb6z6 talajhigitasokbol kinétt telepek

szamlalasa.

Beadanddé:  Sejtszamok db/ g talaj



