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A talaj mikrobiologiaja

A mikroorganizmusok igen nagy része természetesliw@nyek kozott megtalalhato
a talajban. A talaj mikroorganizmusai szamos nélkkietetlen folyamat hordozéi, nélkulik a
bioszféra fennmaradasa és evolucioja nem volnatdépges. Példaul a légkoéri nitrogén
megkotésére kizardlag a talaj mikroorganizmusaiekép. Jelelds szerepet jatszanak a
hidrogén, kén, foszfor és szén korforgalmaban. Kz anyag-reprodukciénak is fontos
lancszemei, hiszen olyan szerves anyagok felhaszindl készilnek, melyeket mas

szervezetek hasznositani nem tudnak, igy azokyagkarforgalom szamara elvesznének.

A talajminta vételénél az eredmények értékélbegehez €és mas mintavételi helyékr
szarmazd mintak adataival valé 6sszehasonlithad@eagel kell jegyezni a talaj szerkezetét,

tipusat, a boritd névénytarsulast.

A mintdk nedvesség-, humusz-, nitrogén-, nyomelerasvany tartalma és
szemcsenagysaga is befolyasolja a mikroorganizmsagakat igy célszérezen adatokat is
megallapitani a mintak feldolgozasa soran. Az &alz@l figgen, a talajban periodikusan
valtozik a mikroorganizmusok szama, és az egshadyen talalhatd mikroorganizmus
k6zOsség szazalékos 0sszetétele. Péligziel nagy mennyisédeveél kerll a talajba, ekkor a
cellulézbonték szama ugrassien megl, majd a tapanyag lebomlasa utdn szamuk ismét

csokken.

A talajokat mint egységes, komplex rendszerekety@kemagukba foglalnak szerves-
és szervetlen anyagokat)lényeket) is vizsgélhatjuk, a talaj ilyenkot ényagnak tekinthét
igy a talajok a bennik &llények tevékenysége folytan meghatarozott enziwitddsal
rendelkeznek, melynek kovetkeztében a talajba &esikerves anyagok, makromolekuldk

lebomlanak és a molekulakat alkoto elemek hozhétéré valnak.

A talajok jellemzésére a szén-dioxid termelés éegyes enzimek (dehidrogenaz,

ureaz, amilaz, proteaz stb.) aktivitasdnak méresekapott adatokat hasznaljak fel.



A talaj pufferként nikodik a belekeridl szerves anyagokkal és a civilizacids
hulladékkal szemben, de csupan egy bizonyos hdtépigs a lebontasra és tarolasra.

Ha a talajban fennallé6 egyensuly megbomlik vissahifbatatlanul megvaltozhat az
adott talajtipusra és delyre jellem? mikroorganizmus dsszetétel. Nagyobb mennyiség
mutagén, toxikus szennyganyag talajba jutasa a mikroflora teljes kipusmat okozhatja.
Egyes organizmusok nem tudnak alkalmazkodni ésskipinak, masok adaptalédnak és
elszaporodnak. A szennyalést kdveien altaldban Uj mikrébapopulécié alakul ki, mely
rezisztens €s a szennydest bonto, ezt taplalékként felhasznald mikroomyansokbol

tevddik dssze.

A talaj mikroorganizmusainak fontossdgat az egyreagynbb mérték
koérnyezetszennyezés is noveli. A szilard hulladékoikrobialis bontasa csokkentheti a
kornyezetet szennyékommunalis és (élelmiszer) ipari hulladék menmyg&eA kommunalis
hulladéklerakokra kerdl hulladék igen nagy szazaléka szerves, konyhandéel és egyre
nagyobb mennyisdéiga bioldgiailag szintén igen j6l bonthaté papiradék. A szerves

hulladékok nagy része mikrobiolégiai uton lebondhat

Talajban él6 mikroorganizmusok mennyiségi vizsgalata

A talaj mikroorganizmusainak mennyiségi vizsgalkdtmodszerrel lehetséges:
- talajszuszpenzio kézvetlen mikroszképos vizsgalata,

- szilard vagy folyekony tapkdzegen valo tenyésztés.

A kilénbod modszerekkel kapott eredmények egymassal 6sszehasomlithatok,
nem abszoliut eredmények (mikroszkdpos sejtszamiilaa mar elpusztult sejtek is
megfestdnek).

A talajban ebforduld mikroorganizmusok:

- baktériumok,

- gombak,

- aktinomycetak,

- kék-, és zoldalgak,
- kovamoszatok

Minden csoport kitenyésztéséhez mas-mas tapkozegéges.



Fekalias eredeti baktériumszennyesdések kimutatasa

Szennyviz iszappal tortériragyazas illetve szennyvizzel valé 6ntdzés eregelent
a talaj kulonboé patogén fajokkal szenny@ihet (Salmonella, Shigella, stb.) E fajok
hosszabb-rovidebb dd elteltével elpusztulnak, mivel nem tartoznak aajtakermészetes

mikroflordjahoz. Ez az icinéhany nap, illetve honap lehet.

Fekaliads eredét baktériumszennyérésre altaldban a koliszam vagy a kolititer
meghatarozasaval derithetiink fényt. Bacherichia coli és a tobbi coliform baktérium az
emlbsok, igy ez ember bélcsatornajaban élnek. E bakté@kat jeldfloranak tekintjuk,
amennyiben a mintaban coliformok talalhatok, maerdtis ereddt baktériumszennyérdés

is feltételezhét

Kéliszam: 1 g (1 cnl) mintaban talalhaté coliform baktériumok szama.

Kdélititer: Az a legkisebb mintamennyiség, meiboliform még kimutathato.

Az Escherichia coli az Enterobacteriacae csaladba tartozo, Gram-negatirat nem

tartalmazo fakultativ anaerob palca. A laktdézt gamelés kdzben fermentalja, epét vagy
epesot tartalmazo taptalajon aerob modon néveksrlklt képez a triptofanbdl, a metilvoros
préba eredménye pozitiv, a Voges-Proskauer prothig pegativ.

A coliform baktériumokGram negativ, spoératlan palcak, melyek a laktéattar

tapoldatban aerob mddon névekednek és 48 éran, 38#0,5°C-on vagy , 37+-0,5C-on
savat és gazt termelnek.

Termotolerans coliform baktériumakzon coliform baktériumok, melyeknek 24 o6ra

belll 44+-0,25C-on vagy , 44,5+-0,2%C-on ugyanolyan fermentativ tulajdonsagaik vannak.

Feltételezhéten Escherichia coli az a termotolerans coliform baktérium, mely
triptofanbdl 24 6ran belll, 44+-0,2&-on vagy , 44,5+-0,28C-on indolt képeznek. (MSZ
ISO 9308-2:1993)

Coliformok az Enterobacter és Klebsiella csaladiotnz6 fajok.

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

jelenléte 6nmagaban nem feltétlendl utal fekalEesnayeddésre.



Coliformszam meghatarozasara_ az Eijkmann prubgezzik el, mely a laktézbontast

(37 és 44C-on),és az IMVIiC (metilvorés, Voges-Proskauer, oincés citrat) probat
tartalmazza.

Fekalis eredét E. colinak tekintjuk azokat a torzseket, melyek®@bn sav és

gazképzést mutatnak és a kovetk@r tipusu) reakciokat adjak:

E. cali | E. coli Il.
Indol + -
Metilvoros + +

Voges-Proskauer - -

Citrat - .

A laktozlevesben 4€-on sav és gazképzést mutatd csovekndo-agarra majd ferde agarra
oltdssal tiszta tenyészetet készitink eés az IMpiGba elvégzésével identifikaljuk a

kitenyésztett torzset.

IMViC proba
ertékelés pozitiv reakcid
Indol +Kovacs reagens triptofam indol (piros gyirt)
Metilvoros +metilvoros glik6a savtermelés (piros szin)
Voges-Proskauer  othaftol+KOH acetoin termelésr6zsasvoros
Citrat citrat> lug termelés (kék szin)

Indol meghatarozasa

Az indol a triptofan anaerob lebontasanak termékaikroorganizmusok egy csoportja képes
erre a lebontasra. A meghatarozasnal ez a képgalddmz6 sajatossag. Ezt jol fel lehet
hasznalni a kélicsoport tagjainak elkilonitésére. triptofdn az egyetlen természetes
aminosav, amely indolgyut tartalmaz. Ha a taptalajban szénhidrat van jeldwor negativ

lesz a teszt eredménye, mert a torzs inkabb aztnbsfja. Ezért az indol teszthez

szénhidratmentes taptalajt hasznalunk.



Beoltunk egy kémcsd peptonvizet, inkubaljuk°@Gbn, majd Kovacs reagenstadunk
hozza(para-dimetil-amino-benzaldehid butanolostalddda a tetején levd ki piros, akkor

a reakcio pozitiv.

Metilvords teszt

Az Escherichia kultara laktéz erjesztése kozberg@tataj pH-jat pH 5-ig leszallitjia. A
novekedés e pH-nél megéll, ez a pH minimum.
A metilvorés taptalajt beoltas utan 30-on inkubaljuk, majd | indikatort cseppentiink hézz

Metilvoros pozitiv a teszt akkor, ha a taptalajgg)megativ, ha a taptalaj sarga 6zin

A Voges-Proskauer teszt

Az acetoin kimutatasara szolgal6 teszt.

Beoltunk egy metilvoros tdplevest, inkubaljuk®@7on. Vegyink ki egy Ures kémcsbdbe 1-1
cm3 . Adjunk hozza 0.6 chh®naftolt és 0.2.c KOH-t.Pozitiv reakcié esetén a kivett minta
szine r6zsasvoros lesz. Az acetoin a lug és a dejelgnlétében diacetillé oxidalodik. A

diacetilanaftol és arginin (peptonbdl) jelenlétében ady@@s szint.

Citrat teszt

Ha Na- vagy K-citratot teszlink egyedili szénforéilka taptalajba, akkor & coli térzsek
ezen képtelenek ndvekedni, mig az Aerobacter tbjalsedvekednek. Ha a riboflavint adunk
a taptalajhoz, (mely ag. coli ndvekedéséhez sziikséges), akkoEaezoli is ndévekedésnek

indul.



Talaj higiénés mikrobioldgiai vizsgalatok

1. Talaj elbkészitése, szuszpenzid készitése

Mintavétel A mintat steril eszkozokkel, steril edénybe toltjuRarolasa +2C-on,
hiitészekrényben torténik. A minték feldolgozasat 4&dvélil meg kell kezdeni.

A mikrobiolégiai vizsgalatokat kulénb&zhigitasu talajszuszpenziokbdl végezzik.
Ezeket homogenizalt, eredeti nedvességtartalmibéhlkészitjik, melybl a nagyobb, nem

aprithato darabokat (kévek, tiveg, stb.) kilon \Ajak.

2. Altalanos talajmikrobiolédgiai vizsgalatok

Osszcsiraszam meghataroz@sptalajra szamitjuk at az eredményt)

1. C$higitasos (MPN) modszer: 3 ill. 5 parhuzamos 10eszhigitasi sort készitink.
Az alapoldat: 0,5 g talaj 4,5 chtapoldatban. Ertékelés: 24 éra milva a zavarasddapjelzi
a baktériumok novekedését, ha a tapoldat zavares ozitivnak tekintendl

2. Szélesztéssel: a felmelegitett, Petri-csésiéiiott majd megdermedt szilard
tapagar feluletére killonbézalajhigitasokbdl 0,1 cfat pipettazunk.

3. Lemezontéses modszer: a talajbdl higitasi skészitink (a varhato
baktériumszamnak megfedein).Petri-csészébe pipettazunk 0,13dmmajd felmelegitett és
kb. 40C-ra lehitbtt tdpagarba keverjuk, alaposan homogenizaljuk. Ga mulva az

agarlemezen kit telepeket megszamoljuk.

2.b Streptomycesek szamanak meghatarozdggitasi sort készitink, majd a higitasokbdl

szélesztéses modszerrel Kuster-Williams agarlenmezakunk. A Petri-csészéket ®3-on 5

napon at inkubaljuk, majd szamoljuk a jellegzetesihén bolyhos felszirtelepeket.

2.c Gombaszam meghataroz&dartin vagy Czapek-Dox agarlemezekre oltunk azskétt

higitasi sor tagjaibol. Az agarlemezekef@®n 3-5 napon at inkubaljuk, majd szamoljuk a

tapagaron kiétt telepek szamat.



3. Higiénés talajbakteriol6giai vizsgalatok

3.a Coliformszam, fekalcoliformszadm meghatarozéssetési probaval MPN mdbdszerreh

talajbdl tizszeres higitasi sort készitiink steidben, a higitasi sor tagjait Durham csovet
tartalmazo laktozlevesbe oltjuk majd 24 éran atlieive 44C inkubaljuk. (3-3 parhuzamos
oltast készitiink az egyes higitasokbol.) A°G7on inkubalt tdpoldatokban minden coliform
baktérium képes szaporodni, mig ®2+on csak a fekalcoliformok szaporodnakrtékelés:
pozitiv, ha van sav és gaztermelés. A laktoz tadataptalajpa bromtimolkék indikatort
teszlnk, ha a tdrzs savat termel, a taptalaj szanga, a gaztermelés a gazbetétcsdévekben
koévethetd nyomon. Az MPN tablazat segitségével miggbzzuk a kiindulasi minta coliform

illetve fekalcoliform szamat szaméat.

3.b_Salmonella kimutatds10-10 g talajt 50-50 céh Preuss-féle kalium-tetrationatos,

szelenites és Rappaport-féle dusitbba bemériink.ogenizalas utan 24 éran at °G7on
inkubaljuk azutan brillantzéld-agarra és bizmutistas agarra oltunk. A szilard tdpagarokat
24 oran at 3T-on inkubaljuk , majd értékeljik. A szalmonelldefeekl Russel-féle

tapagarra szurt kulturat készitiink, majd szerold@gdiokémiai azonositast végzink.

3.c Fekalstreptococcus-szam meghatarozasa MPN emelsHigitasi sort készitiink, majd

MPN modszerrel elvégezzik a Litsky-Mallmann-dusiv@oltasat a talajminta higitasaival. A
beoltott Litsky-Mallmann-dusitokat 8Z-on 48 o6raig inkubaljuk, majd a kémcsovékb

Slanecz-agarra oltunk ki. A Petri-csészéke®C3@n 48 o6raig inkubaljuk, majd a pirosas
arnyalatu telepeket megszamoljuk. Az MPN tablaegitségével meghatarozzuk a kiindulasi

minta fekalstreptococcus szamat.

3.d A Clostridiumszam meghatarozasaHigitasi sort készitink, majd lemezontéses
médszerrel beoltjuk a Wilson-féle bizmutmentesakgit A talajhigitasokbél 1-1 cPat Petri-
csészébe pipettazunk, majd 40&wiilson-féle agarral lemezt 6ntiink. Megszilardulé&nua
taptalaj feliiletére tovabbi 40 éhiwilson-féle agart rétegeziink. A lemezeket 24 6t&464C-

on. A 3 mm-nél nagyobb fekete telepeket sitguk meg.

3.e A Pseudomonas aeruginosa-szam meghatarodégidasi sort készitiink, majd MPN

modszerrel elvégezzik az asparaginos-dusitok lséblttalajminta higitasaival. A beoltott



asparaginos dusitokat @2on 48 éraig inkubaljuk, majd a kémcsdvekbdl Q@einlragarra
oltunk ki. A Petri-csészéket 3Z-on 24 oraig inkubaljuk, majd a kékes-z6ldes ekszidédi
pigmentet termél telepeket tovabboltjuk acetamid tdpoldatba. Ezua&C-on 24 6raig
inkubaljuk. Pseudomonas aeruginosa jelenléte esatémemcsovekben Nessler reagens
adagolasa esetén sarga, barna elsédészill. barna csapadékkivalas jelzi az acetamittdso
soran felszabadul6 ammonia jelenlétét. Kétes esetekovabbi reakciokat is elvégzink
(oxidativ glukézbontés, piocianrin termelés, nitrdtlukcid). A pozitiv reakciot ado csovek
alapjan az MPN tablazat segitségével meghatarozzuiiindulasi minta Pseudomonas

aeruginosa szamat.

A taptalajok csoportositasa a felhasznalas célja sdnt

a. Alaptaptalajok, melyek tartalmazzak mindazokat az anyagokat, ekelghetve teszik,

hogy a mikroorganizmusok nagy része j0l novekedggtuk. pl. gombak szdméara a malétés

taptalajok, baktériumok szamara a bouillon ill. ilon jellegi taptalajok.

b. Elektiv_taptalajok, melyek 0sszetételiknél fogva alkalmasak arra,yhbgonyos

mikroorganizmusokat- specidlis tapanyaghasznosiépiességilket kihasznalva- a tobbi
mikroorganizmus kozal kiemeljink. Ezen taptalajoikkabmasak a mikroorganizmusok

izolalas ebtti dusitasara.

c. _Szelektiv__taptalajok olyan téptalajok, melyek egyes mikroorganizmusok i

mikroorganizmus-csoportok nodvekedését masokhoz onigiva lassitjak vagy teljesen
megakadalyozzdk. Rendszerint azoéhélydkil kiemelt  mikroorganizmus-csoportok

szeétvalasztasara szolgalnak. Tiszta tenyészetelkt&ssnél nélkulozhetetlenek.

d. Differencial _taptalajok 0dsszetételiknél fogva kilonkz mikroorganizmusok

differencialdsara és azonositasara alkalmasalend#jiik, hogy szabad szemmel is lathaté

reakciot adnak a ndvek\baktériumok anyagcseretermekeivel. llyen pl. add=agar.

e. Specidlis_taptalajok ezek kulonleges eljarasok, vagy vizsgalatok czljéifejlesztett

taptalajok.
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A laboratoriumi gyakorlat menete

Talajkivonat készitésd g nedves talajt 9 chesapvizzel 28-on 30 percig razatunk.

a. Talajok élosejtszamanak meghatarozasaditagaron higitasos lemezontéssel.
b.

C.
d.

e.

Streptomyces szdm meghatarozasa Kuster-Wikgaon higitasos lemezontéssel.
Gombaszam meghatarozasa Czapek-Dox tapag@itésbs lemezontéssel.
Chromocult agarra széleszté€satoli ill. coliformok izolalasa.

Clostridiumszam meghatarozasa Wilson-agarélesziéssel.

f. E. coli izolal4sa talajhigitasokbol Endo-agaseélesztéssel

1. Coliform-szam ill. fekalids eredétcoliform-szam meghatarozdsa MPN maddszerrel

lakt6zlevesbe oltassal.

48 ora elteltével értékelés, a tapagarokon kuldakdlaj higitdsokbdl kindtt telepek

szamlalasa, eredmények visszaszamolasa 1 g talajra.

Beadando: Sejtszamok db/ g-ban



