Veszélyes hulladékok vizsgalata — Mikrobioldgiai vizsgalatok
Clostridium-szadm meghatarozasa

Az MSZ 21978-53 szamu szabvany alapjan

Mintavételi eldirasok:

A mintdkat a helyszinen 250 cm’-es, el6re sterilizalt poriivegekbe toltjiik —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

Vizsgdlati koriilmények:

A hulladékmintak vétele ¢és laboratoriumi feldolgozasa soran a hulladékokkal és a
mikroorganizmusok tenyésztésére hasznalt taptalajokkal érintkezd iivegeket, eszkdzoket,
késziilékeket, miszereket és azok tartozékait sterilizalni kell.

Sziikséges eszkozok, késziilékek:
Erlenmeyer-lombik, botpipetta, automata pipetta, Petri-csésze, kémcsd, szintelen poriiveg,
lombikok (taptalajkészitéshez), Durham-csé (gazbetétcsd), tivegbot (hajlitott)

Sziikséges késziilékek:

Termosztatok, hiitdszekrények, autoklavok, arnold-szekrény (az é&ramldé gdézben valo
sterilizalashoz), vizflirdd, razogép kémcsorazo, telepszamlalo késziilék, hiitétaska jégakkuval,
hémérdk (tizedes beosztassal), UV-fényforras

Lemezontéses modszer - mikroorganizmusok szamlalasara

A vizsgélat soran a hulladékminta higitasaibdl parhuzamosan Petri-csészékbe pipettazunk,
majd felolvasztott taptalajjal elkeverjiik. A mikroorganizmusok szaporodasuk révén a
megszilardult taptalajban kolonidkat hoznak 1étre, amelyek kellden megvalasztott higitasok
esetén jol szamolhatok. Az értékelhetd higitdsok parhuzamos feldolgozasaval nyert
koléniaszamokbdl szamolhatunk vissza a kiindulédsi hulladékminta mikroorganizmusszamara.

Az eljaras:

I. 5 g hulladékot 45 cm’ steril higitéfolyadékot tartalmazé Erlenmeyer-lombikba mériink,
majd kémcsdérazoval vagy magneses keverdvel elegyitjiik (tizszeres higitas).

II. Az I-es elegyb6l 1 cm’-t adunk 9 cm® higitofolyadékhoz (szazszoros higitas)

III. Az II-es elegybdl lem’-t adunk 9 cm® higitofolyadékhoz (ezres higitas)

IV. Az Ill-es elegyb6l 1cm’-t adunk 9 cm® higitéfolyadékhoz tizszeres higitas)

V. Az IV-es elegybél lem’-t adunk 9 cm’ higitofolyadékhoz (szazezres higitas)

VI. Az V-6s elegybél 1em’-t adunk 9 cm® higitofolyadékhoz (egymillidszoros higitas)



A higitasi sorozat tagjaibol higitasonként legalabb egy parhuzamosban 1-1 ml-t el6zetesen
felolvasztott és 45-50 °C-ra lehiit6tt 20 cm’ térfogatu steril taptalajjal steril Petri-csészékben
elkevertink.

Az egyes higitadsokat és a Petri-csészékbe végzett pipettdzasokat minden esetben 10j pipettaval
kell elvégezni. A hulladékminta varhatd mikroorganizmustartalma alapjan csokkenthetd,
illetve novelhetd a vizsgalt higitasok szdma.

Az inkubaciod utani telepszamlalasra azokat az egymast kovetd higitasi fokokat hasznaljuk fel,
amelyek esetén a lemezenkénti telepszdm jol értékelhetd és 20-200 kozott van. Az értékelhetd
Petri-csész¢ék adatait figyelembe véve a kiinduldsi minta mikroorganizmusszamat a
kovetkezOképpen hatdrozzuk meg.

E szerint:

x = (Cy +Cy + C3 + Cy)/(pihy + p2hy + pshs + pshy) = Ci/ Pih;

ahol:

1 g kiindulési minta mikroorganizmusszdma,;

az egyes Petri-csészében leolvasott telepszam;

az értékelt higitdshoz hasznalt parhuzamosok (Petri-csészék) szama;
az értékelt higitas mértéke.
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A Clostridium-szdm meghatarozasa

Sziikséges taptalajok:
- Wilson-féle bizmutmentes taptalaj

Vizsgalat menete:

- a higitasi sorozat készitése;

- lemezontés Wilson-féle bizmutmentes taptalajjal;
- inkubacio;

- telepszamlalas.

1 g hulladékot 39 cm’® steril higitofolyadékkal kémcsérazoval sszekeveriink, majd 40 cm’
Wilson-féle bizmutmentes taptalajjal elegyitjiik, és 150 mm atmérdji Petri-csészében ontjiik
ki (alap). A tovabbi higitasokat szintén 40-40 cm® téptalajjal egyiitt Sntjiik ki Petri-csészékbe.
1 g hulladék és 39 cm’ steril higitofolyadék elegyébdl razas utan 4 cm3-t 36 cm3 steril
higitofolyadékba mériink, majd lemezt ontiink (tizszeres higitas).

A Tl-es elegy parhuzamos részébdl razas utan 4 cm’-t 36 cm” steril higitofolyadékba mériink,
majd lemezt Ontiink (szdzszoros higitas).

A IlI-as elegy parhuzamos részébdl razas utan 4 cm’-t 36 cm” steril higitofolyadékba mériink,
majd lemezt Ontiink (ezerszeres higitas)

A IV-es elegy parhuzamos részébél razas utan 4 cm’-t 36 cm’ steril higitofolyadékba mériink,
majd lemezt Ontiink (tizszeres higitas)

A V-6s elegy parhuzamos részébdl razas utan 4 cm’-t 36 cm’ steril higitofolyadékba mériink,
majd lemezt Ontiink (szdzezer szeres higitas)

A lemezek Ontését a fenti mddszer szerint végezziik. A taptalajokat 46 °C-on inkubaljuk 24
oraig. Telepszamlalaskor a 3 mm-nél nagyobb atmérdja fekete telepeket vessziik figyelembe.



A higitasok figyelembevételével a lemezontéses modszer szerint meghatarozzuk a kiindulasi
minta 1 g-jara szdmitott Clostridium-szamot.



