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OSSZEFOGLALAS

A kutatasi  témaval kapcsolatban eddig végzett igen
nagyszami  tobb ezer vizsgalati adat alapjan az alabbi
kovetkeztetések vonhatok le:

1. Rendkiviil hézagosak a talajban él6 mycobacteriumokra
vonatkozo ismereteink és a vizsgalati adatok.

2. Az eddigi hasonlo talajtipusokbdl izolalt és tiszta tenyészetben
baziskulturaként hasznalhaté 77 torzs koziil 47 morfologiai
vonatkozasban, alaktani tekintetben megtévesztden hasonlit a
klinikai anyagokbdl kitenyésztett mycobacteriumokhoz.

3. A talajbol izolalt ldatszolag homogén kulturak dltalaban
tarsfertézottek, aminek kovetkeztében az izolalt torzsek
morfologiai, biokémiai és mds élettani sajatossagai kizarolag
tisztitas utani baziskulturdkon vizsgalhatok!

4. A mycobacteriumoknak a talajbol valé izolalasara az eddigi
kisérleti tapasztalatok szerint a legjobbnak H>SO,gyel
kozombositett 4%-os, 1%-0s NaOH valamint 1% NaOH és 1%
Na;PO, kezelés bizonyult, lemezdntés és feliilontés mellett
agaros Gottsacker tdaptalajon, 29-37 C° mellett, 1:500 —
1:5000-es véghigitasu talajszuszpenzio sorozattal.

5. Az izolalt és szubkulturaba vett mycobacteriumoknak Ziehl-
Neelsen szerinti festését vizsgdlati eredményeink szerint a
legjobban nem az eddig alulrol hasznalt gazlanggal torténd,
hanem a feliilrél infravéoros égovel valo hevités szolgalja.

Az eddig izolalt 77 tisztitott torzs biokémiai vizsgdlatainak
ismétlése most van folyamatban, ugy hogy ezekrdél a kévetkezd
tudomanyos kézleményben adunk szamot.

SUMMARY

On grounds of the several thousand tests performed in the
field of this topic, the following conclusions may be arrived at:

1. The informations available and the experimental data on soil
mycobacteria are very incomplete.

2. Of the 77 strains isolated from similar soil types so far, and
adaptable for pure basic culture, 47 strains are confusingly
similar, from morphological aspects, to the mycobacteria
isolated from clinical material.

3. The apparently homogeneous cultures isolated from the soil
are generally co-infected and, therefore, the morphological,
biochemical, and other physiological characteristics of the
isolated strains can be studied only on base cultures after
purification.

4. For the isolation of the soil mycobacteria experiments
qualified hitherto as most suitable processes the 4 or 1 per
cent NaOH neutralized with H,SO,, and the 1 per cent NaOH
or 1 per cent Na;PO, treatments, on Gottsacker agar medium
with plate or top pouring, at a temperature of 29 to 37 C°, in a
soil suspension sequence of 1:500 to 1:5000 final dilution.

5. The Ziehl-Nielsen staining of the isolated mycobacteria
composed to sub-cultures is best performed by heating with an
infra red radiator from above, instead of the gas flame used so
far to heat from below.

The repetition of the biochemical test of the hitherto isolated

77 purified strains is under progress, and will be reported on in

our next scientific publication.

A Debreceni Agrartudomanyi Fdiskola 1965. évi
tudomanyos kiadvanyaban ,,A mycobacteriumok a
természetben. Kutatasi terv a talajok és tragyak
myxobacteriumaira vonatkozéan” cimii dolgozatban
a mycobacteriosissal kapcsolatos kisérleti
kutatomunka elméleti és gyakorlati jelent6ségérol,
valamint az ezzel kapcsolatos feladatokrol és
tervekrél szamoltunk be (9).

Els6 feladatnak tekintettiik a
mycobacteriumoknak a talajbol torténd
kitenyésztéséhez sziikséges megfeleld taptalaj
kivalasztasat, tovabba a  technologia  tobbi
moédozatanak Osszedllitasat. Igen nagy szamu

tajékoz6dd probalkozas alapjan kideriilt, hogy a
mycobacteriumoknak a talajbol vald kitenyésztésére
a folyékony taptalajok egyaltalaban nem alkalmasak
a beszennyez6dés nagy mérve és a telepizolalast
lehetévé tevé kolonia morfolégia hidnya miatt.
Ugyancsak kidertilt, hogy a gyakorlatban alkalmazott
klinikai-bakteriologiai TBC. diagnosztikai
tenyésztési eljarasok a talajban él6 mycobacteriumok
izolalasara nem alkalmasak szintén a nagyfoka
beszennyezddés és a kiilonallo és morfologiailag jol
meghatarozhaté telepek kinyerésének rendkiviil
nehézkes volta miatt. Tovabbi problémat jelentett
még az a koriilmény is, hogy a talajok rendkiviil dus,
nagyon vegyes ¢és igen ellendlld mikroflorat
tartalmaznak, amely tény a telepizolalasra
hagyomanyos kémcs6ben merevitett ferde szilard
taptalaj viszonylag kis feliiletét bizonytalanna tette.
Vizsgalataink folyaman kideriilt, hogy a szabatos
telepizolalast csak lényegesen nagyobb taptalajfeliilet
biztositja. Ezért vizsgalatainkat petri csészében
merevitett relative nagy tenyészfelilletet nyujtd
taptalajon végeztiik.
Vizsgalataink folyaman kerestiik tehat, hogy
melyek azok a fenti médon készitett szilard
specifikus taptalajok, amelyek 37 C°-on 4-5 heti
tenyésztést lehetdvé tesznek repedezés és zavart
okozo kiszaradas nélkiil.
2. A talajmikrobioldgiai vizsgalati gyakorlatban
alkalmazott higitasos, lemezontéses izolalasi
alapelvek figyelembe vételével tisztazasra szorult




az a kérdés, hogy milyen hémérsékleten, milyen
higitasi fokozatokkal és milyen dekontaminalési
eljarasok alkalmazasaval tenyészthet6k ki legjobb
hatasfokkal a mycobacteriumok a talajokbol.

3. Tudva, hogy nemcsak izolalasi, hanem
tovabbtenyésztési szempontbdl is a kitenyésztett

torzsek jellemzd telepmorfologiai, valamint
fényhatasra indukalt pigmentképzd
tulajdonsagainak  vizsgalata  szempontjabol

kizarolag szilard taptalajok alkalmazhatok, annak
a kérdésnek a tisztazasa valt sziikségessé, vajon
milyen egységes szilard ,standard” taptalaj
hasznélata a legalkalmasabb a szubkultarak
szamara, tovabba vajon a talajokbol kitenyésztett
kultardk hogyan mentesitheték az esetleges
tarsfert6zéstol.

4. Az el6z6 pontban emlitett egységes taptalaj
megvalasztasakor azt a kovetelményt kellett
alapelvként figyelembe venni, hogy a taptalajban
az asvanyi alkotorészek mellett a minimumra
korlatozzuk a valtozd Osszetételli kiegészitd
organikus komponenseket. Tovabbi igény volt,
hogy a taptalaj kiallja a sziikséges homérsékleten
vald tartast, esetleg hossza idén at is, alkalmas
legyen a telep morfologiai tulajdonsagok szabatos
kifejlédésére, ne zavarja a szinanyag pontos
megallapitasat, végilil pedig tegye lehetdvé
kiilonbdz6 biokémiai tulajdonsagok elemzését
(niacin-teszt, Bonicke-féle amidsor,
nitratredukcié, INH vagy Pas rezisztencia,
katalazaktivitas stb.).

5. Az egységes ,standard alaptaptalajon” végzendd
és az el6z6 pontban felsorolt morfoldgiai ¢€s
biokémiai tulajdonsagok vizsgalata
szempontjabol O6nmagatol érthetden sziikséges
volt a tarsfertézés mentes ,,bazisszubkultarak”
készitését lehetové tevd elvek és moddszerek
kidolgozasa is.

A vazolt kérdésekkel kapcsolt igen nagyszamu
vizsgalaton nyugvé kutatomunka eddigi eredményei
a kovetkezok:

1. Igen nagy szamu sorozatban az alabbi
taptalajokat vizsgaltuk: 7 H-10-0-A agar, Sauton-
szérumagar, Lockmann-agar, glycerinagar, Sahuyn-
agar, agarral merevitett Berencsi- és Malatinszky-féle
szenes taptalaj, tojassargaval készitett Lowenstein-
Jensen-féle taptalajvaltozat, végiil 333. szamu
asvanyi oldat hozzaadasaval készitett Gottsacker-féle
modositott tojassarga taptalaj (a tovabbiakban:
Gottsacker taptalaj) (1, 2, 3, 6, 7, 8).

A fent emlitett taptalajokkal folytatott vizsgalatok
soran mi is annak a megallapitasahoz jutottunk, hogy
a tojasfehérje neheziti a mycobacteriumok fejlédését,
a peptonnak (5) és altalunk fehérjeforrasként egyes
taptalaj kombinaciokban hasznalt amparonnak fékezd
hatasa van. Kideriilt, hogy az agartartalmu taptalajok
készitésekor az agart kivétel nélkiil bidesztillalt
vizzel kell tisztitani és 50-55 C° homérsékleten
ovatosan kell szaritani.

Vizsgalataink egyértelmiien és szabatosan azt
mutattak, hogy célprogramunk szdmara a legjobb a
Gottsacker-féle taptalaj. Ez a taptalaj petri-csészében

merevitve kiilonb6z6 homérsékleteken rendkiviil
iddallonak bizonyult, még 4 hét elteltével sem
repedezett, és kivalo lehetdséget nyujtott ahhoz, hogy
a kiilonbozo telepeket izolaltan kiilonvalaszthassuk,
morfologiailag meghatarozzuk és levehessiik.

A vazolt adatok alapjan tovabbi vizsgalatainkat
tehat kivétel nélkiil a Gottsacker taptalajon végeztiik,
éspedig az alabbi modon:

2. A tenyésztés menetében talajhigitasi
sorozatokbdl indultunk ki. A talajnak a homogenizald
oldatban razogéppel tortént egyenletes szuszpenziova
valo alakitasa utan 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10 000
higitast allitottunk eld, és ebbdl neutralizalva, vagy
anélkiil 1 ml-t hasznaltunk fel lemezontés céljaira,
vagy a petri-csészékben megszilarditott taptalaj
feliiletére.

Vizsgalataink soran az alabbi dekontaminansokat
hasznaltuk:

1. 6%-0s H,SO, 20-25 perc rahatas utan NaOH-val
kozombdositve.

2. 4% NaOH 20-25 perc rahatas utdn H,SO,-gyel
kézombaositve.

3. 13% Na;PO,4 20-24 6ra rahatas utan H,SO,-gyel
kdzombaositve.

4. 1% NaOH + 1% Na;PO,4 20-24 o6ras rahatas utan

H,SO,4-gyel kozombositve.

5. 1% NaOH 20-24 o6ra rahatds utan H,SO,-gyel
kézombaositve.

6. 1% sterogenol (4) 20-24 o6ra rahatas utan
kdzombosités nélkdl.

A kiilonbozo taptalajokon a fent felsorolt
dekontaminansokkal 27 és 37 C°-on fenti higitasok
szerint beallitott kisérletek eredményei azt mutattak,
hogy a kénsav, a triso a tenyészetekben a talajban €16
gombak fejlodését segitik el6. Miutan a sterogenollal
igen ritkan sikeriil mycobacteriumokat a talajokbol
kitenyészteni, annak ellenére, hogy a primokultirdk
tarsfert6zéstol valo tisztitdsara gyakorlatilag kivétel
nélkiill 1-2%-os sterogenolt hasznalunk, addigi
tapasztalatink szerint a legjobb dekontaminansnak a
4%-0s NaOH ¢és az 1%-0s NaOH + 1%-0s Nas;PO,
bizonyult H,SO4-gyel vald kozombosités mellett.

Fentiek szerint a mycobacteriumoknak a talajbol
valo kitenyésztéséhez 4%-os és 1%-os NaOH-t,
tovabba 1% NaOH + 1% Na3POgs-et hasznilunk
k6zombosités mellett és az 1:500, 1:1000, 1:2500 és
ml-t hasznalunk lemezontésre, illetve adunk a taptalaj
felszinére.

3. A standard taptalaj kérdésével kapcsolatos
ismertetett vizsgalati eredmények alapjan tértiink
tehat ra egységesen a Gottsacker hasznalatara. A
talajbol valo izolalas céljaira egy lemezontésre
alkalmas Gottsacker agaros taptalajt dolgoztunk ki. A
primkultirakat s azok tovabboltasat agar nélkiili
Gottsacker taptalajon végezziik. Azok a kisérleti
megfigyelések, miszerint latszolag telepmorfologiai
vonatkozasban homogén telepek festés soran
tarsfertézést mutattak s ezzel kapcsolatban igen
gyakran  azotobacterek  voltak  kimutathatok




indokoltak, hogy a Gottsacker agaron kitenyésztett
primkultirakat agarmentes Gottsacker taptalajra valo
tovabboltas eldtt 1-2%-os sterogenollal tisztitottuk.
Az azotobacterekkel vald tarsfertézés csokkentése
érdekében az agaros Gottsacker taptalajhoz 0,5
gamma/ml tetrant adagoltunk a petri-csészébe
merevités el6tt. A tetranos agaros Gottsacker
taptalajon kitenyésztett mycobacteriumoknak
sterogenollal torténd tovabbi tisztitdsa révén sikeriilt
eddig 77 torzset tiszta tenyészetbe eldallitani. Ezek
koziil 47 torzs szintelen, nonchromogen, amely mind
telepmorfologiai, mind Zichl-Neelsen festés utan a
klinikai anyagbol szarmazo pathogén
mycobacteriumokhoz hasonlithato. A tdbbi torzs
kiilonboz6 szinarnyalata  skotochromogen jellegi,
mikroszképosan polymorf.

A primkultirdk izolalasa és azoknak sziikség
szerint a szubkulturdkban sterogenollal torténd
tobbszori tisztitasa €és Gottsacker taptalajra valod
atoltdsa utan a tenyészetek egy részét sotétben, a
parhuzamos sorozatokat pedig 5-5 naponkénti
megvilagitds mellett tenyésztettik. A szinanyag
képz6dése érdekében a parhuzamos sorozatokban a
kémcsovek gumidugoja és fala kozé steril sebészeti
selymet helyeztiink el. igy bizonyos mértékii 1égcsere
lehetésége is adott volt.

A mycobacteriumoknak a talajokbol vald
kitenyésztésére az alabbi agaros Gottsacker taptalajt
hasznaljuk:

1. 250 ml vizhez

1. Na,HPO, x 12 H,0 10g
2. KH,PO, l5g
3. MgSO4 x 7 Hzo 0,3 g
4. Natriumcitrat I,5¢g
5. L-asparagin 1,5¢g
6. NH4Cl 25¢g
7. 1% Fe-ammonszulfat oldat 0,5 ml
[Fe(NHy) (SO4), x 12 H,0]
8. Glicerin 7,5 ml

II. 250 ml tojassarga.
II1. 500 ml-hez 15 g deszt. vizzel tisztitott agar.

A csiratlanitott 250 ml 1. szamu és a 250 ml II.
szamu tojassarga taptalaj Osszekeverése utan a
keveréket 30-45 percig 55 CC°-on tartjuk. Ezt
kovetbden az I+]11. keverékhez hozzaadjuk a 60-55 C°-
ra hitott szirt, steril 500 ml-es agaroldatot s az
[+II+II-hoz 7,5 ml 2%-os malachitzold oldatot
adunk.

Taptalaj 6sszesen: 1000 ml

A tovabbi tisztitas stb. vizsgalatokhoz sziikséges
Gottsacker standard taptalaj a kovetkezo:

1. 500 ml vizhez

1. Na,HPO,4 x 12 H,O 1,0g
2. KH,PO, 1,5¢g
3. MgSO, x 7H,0O 03¢g
4. Natriumcitrat 1,5¢g
5. L-asparagin 1,5¢g
6. NH,CI 2,5¢g

7. 1% Fe-ammonszulfat oldat 0,5 ml
[Fe(NH,) (SOy4), x 12 H,O] oldat
8. Glicerin 7,5 ml

I1. 500 ml tojassarga

I + II-h6z Gsszesen 7,5 ml 2%-o0s malachitzold
oldat.

Taptalaj 6sszesen 1000 ml

A taptalajt aramlé gézben 83 C°-on koagulaljuk
30-45 percig.

4, A sterogenollal ~ tortént  tobbszori
dekontaminalas és atoltds utdn nyert tiszta
tenyészetek tovabbi vizsgalatdhoz sziikséges 4 hetes
baziskultarakat 22, 29, 37, 45 C°-on parhuzamosan
vizsgaltuk  Gottsacker taptalajon  s6tétben  és
megvilagitassal a sziikséges légcsere feltételeinek
biztositasa mellett, a torzsek hémérséklet igényének
¢és szinanyag képzodésének vizsgalata céljabol.

5. Az el6z6 pontban foglalt tarsfertdzésmentes 4
hetes baziskulturak biokémiai vizsgalatait a
kovetkezd taptalajokon végeztikk 37 C° hémérséklet
mellett:

1. Gottsacker standard taptalaj
2. Gottsacker standard taptalaj + 100 gamma/ml

PAS
3. Gottsacker standard taptalaj + 10 gamma/ml INH
4. Malachitzold és NH4Cl mentes 0,5% NaNO;-N

tartalmi Gottsacker taptalaj
5. Gottsacker bazis taptalaj + 2% Ferri-ammonium

citrattal
6. Gottsacker bazis taptalaj glycerin és L-asparagin
nélkiil, 0,75% gliikkoz mellett.

Az 1 és 4-es taptalajon fejlodott kultirakon
vizsgaljuk a NIACIN-tesztet, Bonicke sorat,
nitratredukciojat, valamint katalaz aktivitasat.

A fenti vizsgalati eredmények arra utalnak, hogy
a talajokbol szamos olyan mycobacterium izolalhato,
illetve tenyészthetd ki, amelyek sav-alkoholallosag,
tehat festddoképesség és telepmorfologiai
vonatkozasban megtévesztéen hasonlitanak azokhoz
a klinikai tenyészetekhez, amelyeket fert6zo betegek
valadékanak vizsgalata soran nyertek.

Az eddigi vizsgalatok lényegében a fGiskola
gazdasaganak kertészeti és szantofoldi hasznositasa
alatt all6 csernozjom tipusu talajokbol izolalt
chromogén ¢s achromogén mycobacterium tdrzsekre
vonatkoznak.

Miutan a fent vazolt kisérletek soran szamtalan
telep vizsgalatara keriilt sor, a fest6doképesség
szempontjabol mi a klasszikus Ziehl-Neelsen festési
eljarasnal hasznalt gazlangos, alulrol  torténd
melegitést igen eredményesen infravords égok
hasznalataval helyettesitettiik. Ezzel kapcsolatban a
keneteket infravords égdvel feliilrdl hevitettiik, ami
lehetévé teszi sorozatvizsgalatoknal a festésnek
kihuzoé fiilkében vald elvégzését a fenolgézok karos
elharitasa érdekében.
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