Kvantitativni hodnoceni mikrobialnich kultur
Neprimé stanoveni poc¢tu zivotaschopnvch bunék plotnovou metodou

Cil prace:

Jaky je rozdil mezi pfimym a nepiimym stanovenim poctu bunc¢k? ProC je nutno
promichat zasobni vzorek a dale objemy ve zkumavkach fedici fady? Podle ¢eho odvozujeme
pocet zkumavek fedici fady? Jak pozname kontaminaci fediciho roztoku? Pro¢ se na misku
plotnové metody neroztira kuptikladu mililitr fedéni? Jaky typ media se pro plotnovou
metodu pouziva?

Teoreticka ¢ast:

Zjistovani poctu bunék ve vzorku je nutné pii nékterych biochemickych a genetickych
experimentech; v etnych experimentech slouzi jako standard pro porovnavani vysledk;
vétsinou se uvadi, s jakym poctem bunck (CFU/ml) se pracovalo, pfipadné s jakym zdkalem
(%). Zékal je pfitom hodnota méné ptesna slouzi jen pro rychlou orientaci, nebot na
spektrofotometru métime zékal media ¢i fediciho roztoku obsahujiciho i mrtvé buniky. Pokud
vSak pii stejné metodé opakované pracujeme se stejnym zakalem a za stejnych podminek, da
se fici, ze pracujeme s priblizné stejnym poctem zivych a mrtvych bunék, tedy v ramci daného
experimentu je pfi opakovani metody hodnota poctu buné¢k viceméné konstantni. Plotnova
metoda, tedy kultivacni nepiimd metoda, vSak spocivé na principu stanoveni poctu narostlych
kolonii (za ptredpokladu, ze kazda jednotliva buiika vytvofi jednu izolovanou kolonii), tedy na
principu stanoveni poctu Zivetaschopnych bunék. Jednotkou CFU/ml (colony forming units)
je minéno pocet bunék v jednom mililitru schopnych vytvofit kolonii.

Pro stanoveni mnozstvi bun¢k mikroorganizmi v ruznych prostfedich byla
vypracovana fada metod, pro dany Ucel se voli metoda nejlépe vyhovujici. Stanoveni poctu
mikroorganisml se provadi v daném objemu a prepocitava se obvykle na 1 ml ptivodniho
vzorku. Témito vysledky jsou pak korigovany ziskané vysledky experiment.

Pocet mikrobidlnich bun¢k (CFU) se stanovuje v daném objemu (1 ml pivodniho
vzorku). K ¢emu se vyuziva:

- sledovani piirustku bunék, pokud béhem kultivace v tekutém mediu odebirame
reprezentativni (a dobfe promichany) vzorek

- pfi hodnoceni podilu jednotlivych skupin bakterii v celkovém zastoupeni (lze
porovnavat makroskopické znaky kultivovanych zastupci a samoziejmé
pracovat na mediich zakladnich 1 selektivnich, pfipadné selektivné
diagnostickych — to pfi stanovovani poc¢tu bunck pouze cilové skupiny, na
kterou je zaméfena pozornost — naptiklad pti rozboru vody na ENDOVE agaru
sledujeme pocet bunck pouze indikatorové skupiny fekdlnich koliformnich
bakterii, ze vzorku vody povrchové ¢i pitné — ve kterém je smes bakterii
rizného vyznamu a pivodu - pocitame tedy pouze kolonie patiici do této
skupiny; pozname je diky vyuziti selektivné-diagnostickych kultivaénich pud)

-k poskytnuti obrazu o fyziologickém stavu bunck, prospivéni; zda-li pocet
bun¢k v Case piibyva (napiiklad pii sledovani UCinkt fyzikalnich ¢i
chemickych zésaht do rostouci kultury — pfidavkd latek podplrnych C¢i
inhibujicich v potravinaistvi, v mikrobidlnich technologiich atd.)



Pouzivané metody:

> hafimé mikroskopické| (pocitani samotnych bunc€k v preparatu ze
vzorku, bez kultivace) Vyhodou je rychlost, ziskame pocet Zivych i
mrtvych bunék ¢i jejich pomér

> nepfimé kultivaéni — kultivaci &asti vzorku zjistime pocet
Zivotaschopnych bunék (téch, co vyrostou) pocitdnim kolonii na
agarovych plotnach, dale pak stanoveni po¢tu bun¢k nefelometricky
na zéklad¢ intenzity svétla odrazené¢ho od bun€k (stanoveni optické
denzity — kalibra¢ni kiivka, pocet bunc¢k stanovujeme z linearni
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Piimé stanoveni po¢tu bunék:

pocitani v preparatu: potteba suspenze o vhodné hustoté bun¢k

preparaty: nezbarvené (pozorovani fazovym kontrastem) nebo barvené —
v piipad¢ stanovovani poctu zivych/mrtvych bunék nebo jejich poméru;
netoxicka barvicka barvi buiiky mrtvé, zivé zustavaji nezbarveny

pocitaci komiirky: Thomova, Biirkerova; je to silné podlozni sklicko
s vyrytou siti ploSek rizné velikosti. Kryci sklo pfekryva plochu sitky, ktera je
v urCité zndmé hloubce, mezi sklicky prostor se zndamym objemem. Buiky se
po napipetovani usadi na dn¢ a pod mikroskopem stanovujeme pocet bun¢k na
danych ploskach sité.

Pocitame z urcitého poctu a velikosti policek sité

Obrazek 1: komurka

Nemame — li komirku, po¢itdime na podloZnim skle (na kterém muze byt sit’
poli¢ek rovnéz vyrytd, pak ale musime roztirat kapku urc¢itého objemu); pocet
bunck ptepocitdme na 1 ml (Pf: v programu analyzy obrazu Lucia)

K odliSeni zivych a mrtvych bun¢k: vitalni test (netoxické barvivo nabarvi jen
mrtvé bunky) — stanovi se pak procento mrtvych bunék v suspenzi

Nebo pocitani bun¢k ve fixovaném barveném preparatu naneseném ve
znamém objemu, pocitdme napi.v deseti polich a vynasobime poctem poli
celého preparatu

Nepiimé stanoveni po¢tu bunék — kultivace zivotaschopnych

Pti pipetovani bun€k do fediciho roztoku pozor na rozbiti bunék osmotickym
Sokem

hustota suspenze, ze které se pipetuje do fedici fady: pokud o&ekavame 0 -10°
bunék/ml, suspenze se jevi bez opalescence, pii po¢tul0® bundk/ml lehce
opaleskuje, 10" a7 10° tvori mléeny zakal dle velikosti a tvaru bunék



Stanoveni bunééné hmoty:

Material:

YVVYYVY

pfimé metody: vaha suSiny: pozor, zahrnujeme i mrtvé buiiky!
stanoveni obsahu N, bilkovin v bunééné hmoté
nepiimé: turbidimetrické stanoveni bunééné hmoty (zakal)

Sterilni bakteriologické plotny s MPA (medium M2)

Sterilni zkumavky

Sterilni pipety

Sterilni hokejky

Sterilni fosfatovy pufr (roztok R16) nebo fyziologicky roztok (R1)

Bakterialni kmen: Micrococcus luteus CCM 169

Postup:

1) Fedéni kultury:

do sady sterilnich zkumavek rozpipetujeme po 0,9 ml sterilniho roztoku (R1
nebo R16)

Z‘DOBRE PROMICHANEHO Vzorkul s kulturou (kultura v tekutém mediu
v Erlenmayerové bafice) odebereme 0,Iml suspenze a preneseme do 1.
zkumavky

v nasledujicim postupu dobfe michdme a to vzdy cCistou Spickou

promichdme Cistou Spickou obsah prvni zkumavky s objemem 1 ml (pufr +
0,1 ml bakt.vzorku)

odebereme 0,1 ml a pfeneseme do dalsi zkumavky

dalsi sterilni Spickou se promicha obsah druhé zkumavky a 0,1 ml se opét
pienese do 3. zkumavky; takto se pokracuje se az do konecného rfedéni
VSECHNY KROKY REDENI SE PROVADI [STERILNIMI POMuCKAMI|

2) ockovani

popiSeme Petriho misky s MPA, tentokrat na vicko (kolonie se budou pocitat
teCkovanim dna misky fixem; tak abychom méli pro pocitani plochu dna
cistou)

z kazdé zkumavky s fedénim 107 az 10 pipetujeme objem 0,1 ml suspenze do
misky, vzdy pouzivame minimalné dvé, 1épe tii misky pro kazdé fedéni
napipetovany objem se roztira sterilni hokejkou (nikoli tedy klickou!!)
krouzivym pohybem po celém povrchu agaru; dnem misky se otaci proti
pohybu roztirani a na hokejku se netlaci

pii pipetovani a roztirani otevirame misky co nejméné

kultivujeme dnem vzhiiru 2-3 dny/30°C

3) Kontrola sterility Fediciho roztoku:

ze zasobniho R1 nebo R16 odebereme dvakrat 0,1 ml na dvé misky a
rozetfeme hokejkou, kultivujeme soucasné s miskami pro plotnovou metodu



Nakres:
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Hodnoceni:

K hodnoceni vybereme dvojici misek nejvhodnéjsiho fedéni (pouzijeme to fedéni, kde
narostlo 20-200 kolonii na misce) a spoc¢itame pocet kolonii na obou miskach tohoto fedéni.
Kolonie pocitame ze dna misky, kde jdou také vidét, a to proto, Ze si je mizeme oznacit
fixou na sklo teCkou. Ze ziskanych hodnot vypocitdme primér, ¢islo vyndsobime fedénim a
hodnotou 10 (= pipetovana desetina mililitru, abychom ziskali hodnotu pro mililitr cely).

Ziskany udaj je hodnota CFU/ml (colony forming units, coz je pocet bakterii
schopnych tvofit jednu kolonii, tedy pocet bun¢k v objemu 1 ml).

Primérny pocet bunék x hodnota Fedéni (kladny index) x 10 = CFU

Uvadi se jako hodnota 1 az 9,9 krat 10".

Pr:

Primérny pocet kolonii ze tfi misek je 75. Pouzité fedéni, ze kterého se nejlépe
poéitalo, bylo 10~.

CFU= 75.10°.10=7,5.10’

Tabulka podétu kolonii ze tfi fedéni:

Pocet kolonii

-X | Miska 1 | Miska 2
Vhodné fedéni 10

Pocet kolonii

Pramér:

CFU/m = (pozor na interval vysledku: 0,1-9,9 krat 10*




Zavér:
Bylo nao¢kovano X misek s fedénimi X,Y,Z. Misky byly kultivovany 2 dny

wewvr

po zprumérovani poctu zjistilo CFU/ml ve vzorku a to s hodnotou:

Co napovidé o chybné praci?
— prili§ velky rozdil v po¢tu kolonii mezi obéma miskami jednoho fedéni =
nespravné promichany a nerovnomérny vzorek
- kontaminovany fedici roztok
- Spatné€ odecitatelné kolonie vzhledem k jejich sristu = §patné rozetieny vzorek



