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Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem

Alkalmazott Biotechnol6gia és Elelmiszertudomanyi Tanszék



A talaj mikrobiologiaja

A mikroorganizmusok igen nagy része természetes koriilmények kozott megtalalhatod
a talajban. A talaj mikroorganizmusai szadmos nélkiilozhetetlen folyamat hordozoéi, nélkiiliik a
bioszféra fennmaradasa és evolicidja nem volna lehetséges. Példaul a 1égkori nitrogén
megkotésére kizardlag 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 felhaszndldsaval késziilnek, melyeket mas

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

A talajminta vételénél az eredmények értékelhetoségéhez és mas mintavételi helyekrol
szarmaz6 mintak adataival vald sszehasonlithatosagahoz fel kell jegyezni a talaj szerkezetét,

tipusat, a borité novénytarsulast.

A mintdk nedvesség-, humusz-, nitrogén-, nyomelem-, &svany tartalma ¢és
szemcsenagysaga is befolydsolja a mikroorganizmusok szamat igy célszerli ezen adatokat is
megallapitani a mintdk feldolgozasa soran. Az évszakoktol fiiggden, a talajban periodikusan
valtozik a mikroorganizmusok szdma, és az egy ¢l6helyen talalhaté mikroorganizmus
kozosség szazalékos Osszetétele. Példaul dsszel nagy mennyiségii levél kertil a talajba, ekkor a
cellulozbontok szdma ugrasszerlien megnd, majd a tdpanyag lebomldsa utan szamuk ismét

csokken.

A talajokat mint egységes, komplex rendszereket (melyek magukba foglalnak szerves-
és szervetlen anyagokat, él6lényeket) is vizsgalhatjuk, a talaj ilyenkor €16 anyagnak tekinthetd.
fgy a talajok a benniik é16 l1ények tevékenysége folytin meghatarozott enzimaktivitassal
rendelkeznek, melynek kovetkeztében a talajba keriild szerves anyagok, makromolekuldk

lebomlanak és a molekulakat alkotd elemek hozzaférhet6vé valnak.

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

uredz, amilaz, protedz stb.) aktivitasanak 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 €s tarolasra.

Ha a talajban fennallo egyensuly megbomlik visszafordithatatlanul megvaltozhat az
adott talajtipusra €s ¢l6helyre jellemzd mikroorganizmus Osszetétel. Nagyobb mennyiségi
mutagén, toxikus szennyezd anyag talajba jutdsa a mikroflora teljes kipusztuldsat okozhatja.
Egyes organizmusok nem tudnak alkalmazkodni és kipusztulnak, masok adaptalodnak és
elszaporodnak. A szennyezOdést kovetden altaldban 0j mikrobapopulacié alakul ki, mely
rezisztens és a szennyezOdést bontd, ezt taplalékként felhasznald mikroorganizmusokbdl

tevodik Ossze.

A talaj mikroorganizmusainak fontossdgat az egyre nagyobb mértékii
kornyezetszennyezés is noveli. A szilard hulladékok mikrobidlis bontasa csdkkentheti a
kornyezetet szennyez6 kommunadlis és (élelmiszer) ipari hulladék mennyiségét. A kommunalis
hulladéklerakdkra keriild hulladék igen nagy szazaléka szerves, konyhai hulladék és egyre
nagyobb mennyiségli a bioldgiailag szintén igen jol bonthaté papirhulladék. A szerves

hulladékok nagy része mikrobioldgiai uton lebonthato.

Talajban é16 mikroorganizmusok mennyiségi vizsgalata

A talaj mikroorganizmusainak mennyiségi vizsgalata két modszerrel lehetséges:
- talajszuszpenzid kozvetlen mikroszkopos vizsgalata,

- szilard vagy folyékony tapkozegen vald tenyésztés.

A kiilonbozé moddszerekkel kapott eredmények egymassal 6ssze nem hasonlithatok,
nem abszolit eredmények (mikroszkopos sejtszdmlalasnal a mar elpusztult sejtek is
megfestddnek).

A talajban el6fordulé mikroorganizmusok:

- baktériumok,

- gombdk,

- aktinomyceték,

- kék-, és zoldalgék,
- kovamoszatok

Minden csoport kitenyésztéséhez mas-mas tapkozeg sziikséges.



Fekalias eredetii baktériumszennyezodések kimutatasa

Szennyviz iszappal torténd tragyazas illetve szennyvizzel valo 6ntdzés eredményeként
a talaj kiilonbozd patogén fajokkal szennyezddhet (Salmonella, Shigella, stb.) E fajok
hosszabb-rovidebb 1d6 elteltével elpusztulnak, mivel nem tartoznak a talaj természetes

mikroflorajahoz. Ez az id6 néhany nap, illetve honap lehet.

Fekalias eredetli baktériumszennyezddésre altalaban a koliszdm vagy a kolititer
meghatarozasaval derithetlink fényt. Az Escherichia coli és a tobbi coliform baktérium az
emlosok, igy ez ember bélcsatorndjdban €lnek. E baktériumokat jelzéfloranak tekintjiik,
amennyiben a mintaban coliformok talalhatok, mas enteralis eredetli baktériumszennyezddés

1s feltételezhetO.

Koliszam: 1 g (1 cm’) mintiban talalhaté coliform baktériumok szama.

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

Az Escherichia coli az Enterobacteriacae csaladba tartoz6, Gram-negativ, sporat nem

tartalmazo fakultativ anaerob palca. A laktozt gaztermelés kozben fermentalja, epét vagy
epesot tartalmazo taptalajon aerob modon novekszik. Indolt képez a triptofanbodl, a metilvords
proba eredménye pozitiv, a Voges-Proskauer proba pedig negativ.

A coliform baktériumok Gram negativ, spdratlan palcak, melyek a laktdztartalma

tapoldatban aerob médon névekednek és 48 oran beliil, 35+-0,5 °C-on vagy , 37+-0,5 °C-on
savat és gazt 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 6ran 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 tartozé fajok.
Az Escherichia coli jelenléte minden esetben friss fekalids szennyezddésre utal, mig a
tobbi coliform régebbi fekalids szennyezOdésbdl is visszamaradhat. A Klebsiella fajok

jelenléte 6nmagdban nem feltétleniil utal fekalias szennyezddésre.



Coliformszdm meghatarozéasara az Eijkmann probat végezziik el, mely a laktozbontast

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

Fekalis eredetii E. colinak tekintjiikk azokat a torzseket, melyek 44°C-on sav és

gazképzést mutatnak és a kovetkezd (II. tipust) reakciokat adjak:

E. colil E. coli II.
Indol + -
Metilvoros + +

Voges-Proskauer - -

Citrat - -

A laktdzlevesben 44°C-on sav ¢és gazképzést mutatd csovekbdl Endo-agarra majd ferde agarra
oltassal tiszta tenyészetet készitiink és az IMViC proba elvégzésével identifikaljuk a

kitenyésztett torzset.

IMViC proba

értékelés pozitiv reakcio
Indol +Kovacs reagens triptofan — indol (piros gytiri)
Metilvoros +metilvoros gliik6z— savtermelés (piros szin)
Voges-Proskauer +anaftol+KOH acetoin termelés—r6zsasvoros
Citrat citrat— lag termelés (kék szin)

Indol meghatarozasa

Az indol a triptofan anaerob lebontdsanak terméke. A mikroorganizmusok egy csoportja képes
erre a lebontasra. A meghatarozasnal ez a képesség jellemzd sajatossag. Ezt jol fel lehet
hasznalni a kolicsoport tagjainak elkiilonitésére. A triptofan az egyetlen természetes
aminosav, amely indolgylriit 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 kémcsd peptonvizet, inkubaljuk 379C-on, majd Kovacs reagenst adunk
hozza(para-dimetil-amino-benzaldehid butanolos oldata). Ha a tetején levo gytirti piros, akkor

a reakci6 pozitiv.

Metilvoros teszt

Az Escherichia kultira laktoz erjesztése kozben a taptalaj pH-jat pH 5-ig leszéllitja. A
novekedés e pH-nal megall, ez a pH minimum.
A metilvoros taptalajt beoltas utan 30 °C-on inkubaljuk, majd I indikatort cseppentiink hozza.

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

A Voges-Proskauer teszt

Az acetoin kimutatésara szolgalo teszt.

Beoltunk egy metilvords taplevest, inkubaljuk 379C-on. Vegyiink ki egy iires kémcsobe 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 é€s arginin (peptonbol) jelenlétében adja a vords szint.

Citrat teszt

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

indul.



Talaj higiénés mikrobiologiai vizsgalatok

1. Talaj elokészitése, szuszpenzié készitése

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

A mikrobiologiai vizsgalatokat kiilonbozd higitasu talajszuszpenzidkbol végezziik.
Ezeket homogenizalt, eredeti nedvességtartalmu talajbol készitjiik, melybdl a nagyobb, nem

aprithaté darabokat (kovek, tiveg, stb.) kiilon valasztjuk.

2. Altalanos talajmikrobiologiai vizsgalatok

Osszcsiraszam meghatérozésa (1 g talajra szamitjuk at az eredményt)

1. Csohigitasos (MPN) modszer: 3 ill. 5 parhuzamos 10-szeres higitasi sort készitlink.
Az alapoldat: 0,5 g talaj 4,5 cm3 tapoldatban. Ertékelés: 24 dra malva a zavaros tapoldat jelzi
a baktériumok novekedését, ha a tdpoldat zavaros a csé pozitivnak tekintendd.

2. Szélesztéssel: a felmelegitett, Petri-csészébe kiontott majd megdermedt szilard
tapagar feliiletére kiilonbozé talajhigitasokbol 0,1 cm3-t pipettazunk.

3. Lemezontéses moddszer: a talajbol higitdsi sort készitiink (a varhatd
baktériumszamnak megfeleléen).Petri-csészébe pipettazunk 0,1 cm3-t, majd felmelegitett és
kb. 40°C-ra lehitott tapagarba keverjiik, alaposan homogenizaljuk. 24 6ra mulva az

agarlemezen kindtt telepeket megszamoljuk.

2.b_Streptomycesek szamanak meghatdrozdsa: Higitasi sort készitliink, majd a higitadsokbol
szélesztéses modszerrel Kiister-Williams agarlemezekre oltunk. A Petri-csészéket 28°C-on 5

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

2.c Gombaszdm meghatdrozédsa: Martin vagy Czapek-Dox agarlemezekre oltunk az elkészitett

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

tapagaron kindtt telepek szdmat.



3. Higiénés talajbakterioldgiai vizsgalatok

3.a Coliformszam, fekélcoliformszam meghatarozas erjesztési probaval MPN modszerrel : a

talajbol tizszeres higitasi sort készitlink steril vizben, a higitasi sor tagjait Durham csovet
tartalmaz6 laktozlevesbe oltjuk majd 24 6ran at 37 illetve 44°C inkubaljuk. (3-3 parhuzamos
oltast készitliink az egyes higitasokbdl.) A 37 9C-on inkubalt tdpoldatokban minden coliform
baktérium képes szaporodni, mig 44 °C-on csak a fekalcoliformok szaporodnak. Ertékelés:
pozitiv, ha van sav ¢és gaztermelés. A laktoz tartalmu taptalajba bromtimolkék indikatort
teszlink, ha a torzs savat termel, a taptalaj szine sarga, a gaztermelés a gazbetétcsévekben
kovethetd nyomon. Az MPN tabléazat segitségével meghatdrozzuk a kiindulasi minta coliform

illetve fekalcoliform szamat szamat.

3.b_Salmonella kimutatas: 10-10 g talajt 50-50 cm3 Preuss-féle kalium-tetrationatos,

szelenites €s Rappaport-féle dusitoba bemériink. Homogenizalds utan 24 6ran at 37°C-on
inkubaljuk azutan brillantzdld-agarra és bizmut-szulfitos agarra oltunk. A szilard tapagarokat
24 o6ran a4t 379C-on inkubaljuk , majd értékeljik. A szalmonella telepekrél Russel-féle

tapagarra szurt kultirat készitiink, majd szeroldgiai és biokémiai azonositast végziink.

3.c Fekalstreptococcus-szdm meghatarozasa MPN modszerrel: Higitasi sort készitiink, majd

MPN modszerrel elvégezziik a Litsky-Mallmann-duasitok beoltasat a talajminta higitasaival. A
beoltott Litsky-Mallmann-dusitokat 37°C-on 48 ordig inkubaljuk, majd a kémcsdvekbdl
Slanecz-agarra oltunk ki. A Petri-csészéket 37°C-on 48 oraig inkubaljuk, majd a pirosas
arnyalata telepeket megszamoljuk. Az MPN tablazat segitségével meghatarozzuk a kiindulasi

minta fekalstreptococcus szdmat.

3.d A Clostridiumszam meghatdrozasa : Higitasi sort készitiink, majd lemezontéses
madszerrel beoltjuk a Wilson-féle bizmutmentes taptalajt. A talajhigitasokbol 1-1 cm3-t Petri-
csészébe pipettazunk, majd 40 cm3 Wilson-féle agarral lemezt Ontiink. Megszilardulés utan a
taptalaj feliiletére tovabbi 40 cm3 Wilson-féle agart rétegeziink. A lemezeket 24 6ran at 46°C-

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

3.e A Pseudomonas aeruginosa-szdm meghatarozasa: Higitasi sort készitlink, majd MPN

modszerrel elvégezziik az asparaginos-dusitok beoltasat a talajminta higitasaival. A beoltott



asparaginos dusitokat 42°C-on 48 oraig inkubaljuk, majd a kémcsovekbdl Cetrimid-agarra
oltunk ki. A Petri-csészéket 37°C-on 24 6raig inkubaljuk, majd a kékes-zoldes elszinezddésii
pigmentet termeld telepeket tovabboltjuk acetamid tapoldatba. Ezutan 37°C-on 24 oraig
inkubaljuk. Pseudomonas aeruginosa jelenléte esetén a kémcsovekben Nessler reagens
adagolasa esetén sarga, barna elszinezddés ill. barna csapadékkivalas jelzi az acetamid bontés
soran felszabadulo ammonia jelenlétét. Kétes esetekben tovabbi reakciokat is elvégziink
(oxidativ gliikozbontas, piocianrin termelés, nitrat redukcid). A pozitiv reakciot adod csovek
alapjan az MPN tablazat segitségével meghatarozzuk a kiinduldsi minta Pseudomonas

aeruginosa szamat.

A taptalajok csoportositasa a felhasznalas célja szerint

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

hogy a mikroorganizmusok nagy része jol novekedjen rajtuk. pl. gombak szamara a malatés

taptalajok, baktériumok szamadra a bouillon ill. bouillon jellegili taptalajok.

b. Elektiv_taptalajok, melyek 0Osszetételiknél fogva alkalmasak arra, hogy bizonyos

mikroorganizmusokat- specidlis tdpanyaghasznositasi képességiiket kihasznalva- a tobbi
mikroorganizmus koziil kiemeljiink. Ezen téptalajok alkalmasak a mikroorganizmusok

1zolalas el6tti dusitasara.

c. Szelektiv taptalajok olyan taptalajok, melyek egyes mikroorganizmusok ill.

mikroorganizmus-csoportok nodvekedését masokhoz viszonyitva lassitjdk vagy teljesen
megakadalyozzdk. Rendszerint az ¢él6helyiikr6l kiemelt mikroorganizmus-csoportok

szétvalasztasara szolgalnak. Tiszta tenyészetek készitésénél nélkiilozhetetlenek.

d. Differencial taptalajok 0Osszetételiiknél fogva kiillonb6z6 mikroorganizmusok

differencidlasara és azonositdsara alkalmasak. Jellemzdjiik, hogy szabad szemmel is lathato

reakciot adnak a novekvd baktériumok anyagceseretermékeivel. Ilyen pl. az Endo-agar.

e. Specialis taptalajok, ezek kiilonleges eljarasok, vagy vizsgalatok céljara kifejlesztett

taptalajok.



Ajanlott irodalom:

MSZ 21470/77-1988 Kornyezetvédelmi talajvizsgalatok, Mikrobioldgiai vizsgalatok

MSZ 448/44-1990 Ivovizvizsgalat, Bakterioldgiai vizsgalat

MSZ ISO 9308-2:1993 A coliform, a termotolerans coliform baktériumok ¢és a
feltételezhetden Escherichia coli kimutatasa és szamlalasa vizben

Szegi Jozsef : Talajmikrobiologiai vizsgalati modszerek, Mezdgazdasagi Konyvkiado.
Budapest, 1979.

Dr. Horvath Sandor: Mikrobiologiai praktikum Tankonyvkiado, Budapest, 1980.

Jarvanyligyi és klinikai bakteriologia Szerk: Lanyi Béla Orszagos Kozegészségiigyl Intézet,
Budapest, 1980.



A laboratoriumi gyakorlat menete

L. Talajkivonat készitése: 1 g nedves talajt 9 cm’ csapvizzel 28°C-on 30 percig razatunk.

1L a. Talajok élosejtszamanak meghatarozasa Nutrient-agaron higitdsos lemezontéssel.
b. Streptomyces szdm meghatdrozéasa Kiister-Wiliams agaron higitdsos lemezontéssel.
c. Gombaszam meghatdrozasa Czapek-Dox tdpagaron higitasos lemezontéssel.
d. Chromocult agarra szélesztéssel E. coli ill. coliformok izolalasa.

. Clostridiumszam meghatarozasa Wilson-agaron szélesztéssel.

[¢]

f. E. coli izolalésa talajhigitasokbol Endo-agarra szélesztéssel

ML Coliform-szam 1ill. fekalias eredetli coliform-szdm meghatarozasa MPN modszerrel

laktdzlevesbe oltassal.

48 ora elteltével értékelés, a tapagarokon kiillonbozo talaj higitdsokbol kindtt telepek

szamlalasa, eredmények visszaszamolasa 1 g talajra.

Beadandd:  Sejtszdmok db/ g-ban



