Veszélyes hulladékok vizsgalata — Mikrobiologiai vizsgalatok
A Pseudomonas aeruginosa-szam meghatarozasa

Az MSZ 21978-53 szamu szabvany alapjan

Mintavételi eldirasok:

A mintakat a helyszinen 250 cm’-es, elére sterilizalt poriivegekbe toltjitk —sterilizalt
fémkanallal vagy fémlapéattal. A minta mennyisége 150-250 g legyen.

A mintakat tartalmazo poriivegeket fémtokba helyezziik és hiitdtaskaban tarolva szallitjuk a
vizsgalo laboratdriumba, és ott hiitdszekrényben +4 °C-on taroljuk. A mintak feldolgozasat 48
oran beliil el kell kezdeni.

A kvantitativ mikrobiologiai vizsgalatok eredményeit 1 g hulladékra 4tszamitva adjuk meg.

Sziikséges eszkozok, anyagok:

Poriiveg, 250 cm’-es, aluminiumfoliaval boritott iivegdugéval; fémtok, a 250 cm’-es poriiveg
befogadasara; fémkanal, leégethetd kivitelben; fémlapat, leégethetd kivitelben; turista
gazpalack vagy azzal egyenértékii berendezés az eszkozok leégetéséhez; hiitétaska

Vizsgalati kériilmények:

A hulladékmintdk vétele és laboratériumi feldolgozdsa sordn a hulladékokkal és a
mikroorganizmusok tenyésztésére hasznalt taptalajokkal érintkezd tivegeket, eszkdzoket,
késziilékeket, miszereket és azok tartozékait sterilizalni kell.

Sziikseges eszkozok, keésziilekek:
Erlenmeyer-lombik, botpipetta, automata pipetta, Petri-csésze, kémcs0O, szintelen poriiveg,
lombikok (taptalajkészitéshez), Durham-cs6 (gazbetétcsd), tivegbot (hajlitott)

Sziikseges késziilékek:

Termosztatok, hitdszekrények, autoklavok, arnold-szekrény (az éaramldé goézben valo
sterilizalashoz), vizfiirdd, razogép kémcsorazo, telepszamlalo késziilék, hiitétaska jégakkuval,
hémérok (tizedes beosztassal), UV-fényforras

Csohigitasos (MPN) médszer - mikroorganizmusok szamlalasara

A vizsgalat soran a hulladékmintival és higitdsaival parhuzamosan, tapoldatot tartalmazé
kémcsoveket oltunk be. Az egyes kémcsdvekben pozitiv eredményt a tapoldatnak a
mikroorganizmusok szaporoddsa  miatti zavarosoddsa, illetve a  vizsgalt
mikroorganizmuscsoportra az adott tapoldatban jellemzé specidlis reakcidja jelzi.
Mikroorganizmust nem tartalmazo higitasokkal beoltott kémcsdvekben a tapoldat semmilyen
valtozast nem mutat (negativ eredmény). A kiinduldsi mintdban levé mikroorganizmusok
legvalosziniibb szdma az adott higitasi fokra és a pArhuzamos kémcsovek szdmara kidolgozott
statisztikai tdblazatbdl (I1d. lentebb) hatarozhatdo meg (MPN-szam).

Az eljaras:

I. Otszor 1-1 g hulladékot 5 db, 5 cm? tapoldatot tartalmazé kémesébe mériink (alap).

II. 5 g hulladékot 45 cm’ steril higitofolyadékot tartalmazo Erlenmeyer-lombikba mériink,
majd kémesérazoval vagy magneses keverdvel elegyitjiik és 1-1 cm® 5 db, 5 cm3
tapoldatot tartalmazé kémcsdbe mériink (tizszeres higitas).



II1. Tl-es elegybél razas utan 1 cnm’-t 1 db 9 ecm’ steril higitofolyadékot tartalmazo kémesSbe
mériink, majd ennek rézasa utan 1-1 cm’-t mériink be 5 db, Scm’ taplodatot tartalmazd
kémcsdbe (szazszoros higitas).

IV. A Ill-as elegybdl razas utan 1 ecm’-t 1 db 9 cm’ steril higitofolyadékot tartalmazé
kémes6be mériink, majd ennek razasa utin 1-1 cm’-t mériink be 5 db, 5cm’ tapoldatot
tartalmazd kémcsoObe (tizezerszeres higitas).

V.A IV-es elegybél razas utan 1 cm’-t 1 db 9 cm’ steril higitofolyadékot tartalmazod
kémes6be mériink, majd ennek razasa utan 1-1 cm’-t mériink be 5 db, 5cm’ taplodatot
tartalmazd kémcsobe (tizszeres higitas).

VI.Az V-6s elegyb6l razas utan 1 cm’-t 1 db 9 cm’ steril higitofolyadékot tartalmazd
kémes6be mériink, majd ennek razasa utin 1-1 cm’-t mériink be 5 db, 5cm’ tapoldatot
tartalmazé kémcsObe (szdzezres higitas).

VILA VI-os elegybél razas utan 1 cm>t 1 db 9 cm’ steril higitofolyadékot tartalmazod
kémes6be mériink, majd ennek razasa utan 1-1 cm’-t mériink be 5 db, 5cm’ tapoldatot
tartalmazé kémcsobe (egymilliészoros higitas).

Az egyes higitasokat és a tdpoldatokba valo beméréseket minden esetben steril pipettaval kell
végezni.

A hulladékminta varhatd6 mikroorganizmustartalma alapjan csékkenthetd, illetve névelhet6 a
vizsgalt higitasok szama.

Az inkubécids iddtartam lejarta utan a kémcsovekben a szaporodast értékeljiik. Az utolséd 3
pozitiv kémcsdvet tartalmazo higitas eredményei alapjan az MPN-tablazatbol kikeressiik az 1
g kiindulasi hulladékminta mikroorganizmusszamat.

A Pseudomonas aeruginosa-szam meghatarozasa

Sziikséges taptalajok és reagens:
- Asparagion dusito tapoldat
- Cetrimid-agar taptalaj
- Acetamid tapoldat
- Nessler-reagens

Vizsgdlat menete:
- a higitasi sorozat készitése
- az asparaginos dusitok beoltasa a talajmintaval és a higitasaival
- inkubdcio
- kioltas cetrimid-agarra
- megerdsitd vizsgalat acetamid tapoldatban értékelés
- a Pseudomonas aeruginosa-szam megallapitisa MPN-tablazat segitségével (Id
lentebb).

A higitasi sorozat elkészitése utan MPN-modszer szerint (Id. fent) elvégezziik az asparaginos
dusitok beoltasat a hulladékmintéval és a higitasaival.

A beoltott asparaginos dusitokat 42 °C-on inkubéljuk 48 ordig, majd a kémcsovekbdl a
kémcsoOrazdval vald keverés utan cetrimid-agarra oltunk ki.



A Petri-csészéket 37 °C-on 24 6raig inkubaljuk, majd a tipusos - sargas, illetve kékeszdldes
elszinezddésli, diffuz pigmentet termeld - telepeket megerdsités céljabol tovabb oltjuk
acetamid tapoldatba 24 6ras, 37 °C-on végzett inkubacido utan a pozitiv kémcsovekben
Nessler-reagens adagoldsakor sarga, barna elszinezddés, illetve barna csapadékkivalas jelzi az
acitamidbontds soran felszabadul6 ammonia jelenlétét. Kétes esetekben a Pseudomonas
aeruginosa meghatarozasdhoz tovabbi megerdsitd reakcidkat kell végezni az oxidativ
glukozbontas, a piocianintermelés és a nitratredukcié kimutatasara.

A pozitiv kémcsovek szama alapjan az alabbi MPN-tdblazat segitségével meghatarozzuk a
kiinduladsi minta 1 g-jara szamitott Pseudomonas aeruginosa-szamot.

Hoskins-féle tablazat a vizsgalt minta MPN értékének meghatarozasahoz 5-5
parhuzamos leoltas esetén

A kulcsszdmok A kulcsszamok A kulcsszdmok
Kulcsszamok megfeleld Kulcsszamok megfeleld Kulcsszamok megfeleld
alapértékek alapértékek alapértékek
000 100 0,2 200 0,45
001 0,18 101 0,4 201 0,68
002 0,36 102 0,6 202 0,91
003 0,54 103 0,8 203 1,2
004 0,72 104 1,0 204 1,4
005 0,9 105 1,2 205 1,6
010 0,18 110 0,4 210 0,68
011 0,36 111 0,61 211 0,92
012 0,35 112 0,81 212 1,2
013 0,73 113 1,0 213 1,4
014 0,91 114 1,2 214 1,7
015 1,1 115 1,4 215 1,9
020 0,37 102 0,61 220 0,93
021 0,55 121 0,82 221 1,2
022 0,72 122 1,0 222 1,4
023 0,92 123 1,2 223 1,7
024 1,1 124 1,5 224 1,9
025 1,3 125 1,7 225 2,2
030 0,56 130 0,83 230 1,2
031 0,74 131 1,0 231 1,4
032 0,93 132 1,3 232 1,7
033 1,1 133 1,5 233 2,0
034 1,3 134 1,7 234 2,2
035 1,5 135 1,9 235 2,5
040 0,75 140 1,1 240 1,5
041 0,94 141 1,3 241 1,7
042 1,1 142 1,5 242 2,0
043 1,3 143 1,7 243 2,3
044 1,5 144 1,9 244 2,5
045 1,7 145 2,2 245 2,8
050 0,94 150 1,3 250 1,7
051 1,1 151 1,5 251 2,0
052 1,3 152 1,7 252 2,3
053 1,5 153 1,9 253 2,6
054 1,7 154 2,2 254 2,9
055 1,9 155 2,4 255 3,2




A kulcsszamok

A kulcsszamok

A kulcsszamok

Kulcsszamok megfeleld Kulcsszamok megfeleld Kulcsszamok megfeleld
alapértékek alapértékek alapértékek

300 0,78 400 1,4 500 2,3
301 1,1 401 1,7 501 3,1
302 1,3 402 2,1 502 4,3
303 1.6 403 2,5 503 5,8
304 2,0 404 3,0 504 7,6
305 2,3 405 3,6 505 9,5
310 1,1 410 1,5 510 3,3
311 1,4 411 2,1 511 4,6
312 1,7 412 2,6 512 6,4
313 2,0 413 3,1 513 8.4
314 2,3 414 3,6 514 11,0
315 2,7 415 4,2 515 13,0
320 1,4 420 2,2 520 4,9
321 1,7 421 2,6 521 7,0
322 2,0 422 3,2 522 9,5
323 2,3 423 3,8 523 12,0
324 2,7 424 4,4 524 15,0
325 3,1 425 5,0 525 18,0
330 1,7 430 2,7 530 7,9
331 2,1 431 3,3 531 11,0
332 2,4 432 3,9 532 14,0
333 2,8 433 4,5 533 18,0
334 3,1 434 5,2 534 21,0
335 3,5 435 5,9 535 25,0
340 2,1 440 34 540 13,0
341 2,4 441 4,0 541 17,0
342 2,8 442 4,7 542 22,0
343 3,2 443 54 543 28,0
344 3,6 444 6,2 544 35,0
345 4,0 445 6,9 545 43,0
350 2,5 450 4,1 550 24,0
351 2,9 451 4,8 551 35,0
352 3,2 452 5,6 552 54,0
353 3,7 453 6,4 553 92,0
354 4,1 454 7,2 554 160,0
355 4,5 455 8,1 555 160,0 felett




