Kvantitativni hodnoceni mikrobidlnich kultur
Stanoveni poc€tu Zivotaschopnych bunék plotnovou metodou

Uvod:

Jaky je rozdil mezi pfimym a nepifimym stanovenim poctu bun¢k? Pro¢ je v nasem
piipad¢ nutno promichat zdsobni vzorek? Jak pozname kontaminaci fediciho roztoku? Proc¢ se
neroztird kuptikladu mililitr fedéni?

Teoreticka ¢ast:

Zjistovani po¢tu mikroorganizmi je nutné pi1 nékterych biochemickych a genetickych
experimentech. Pro stanoveni mnozZstvi bunék mikroorganizmi v riznych prosttedich byla
vypracovana fada metod, pro dany ucel se voli metoda nejlépe vyhovuici. Stanoveni poctu
mikroorganizmu se provadi v daném objemu a pfepocitava obvykle na 1 ml ptivodniho vzorku.
Témito vysledky jsou pak korigovany ziskané vysledky experimentd.

Pocet mikrobiilnich bunék (CFU) se stanovuje v daném objemu (1 ml plivodniho
vzorku). K Cemu se vyuziva:
- sledovani pfirustku bunék, pokud béhem kultivace v tekutém mediu odebirame
reprezentativni vzorek
- pf1 hodnoceni podilu jednotlivych skupin bakterii v celkovém zastoupeni
-k poskytnuti obrazu o fyziologickém stavu bunék, prospivani

Pouzivané metody:

> ‘pﬁmé mikroskopické‘ (pocitani samotnych bun€k v preparatu ze

vzorku, bez kultivace. Vyhoda: rychlost, ziskame vsak pocCet Zivych 1
mrtvych bunék.

» hepiimé kultivaéni - kultivaci &asti vzorku zjistime podet
Zivotaschopnych bunék pocitinim kolonii na agarovych plotnach, dile
pak stanoveni poctu bun€k nefelometricky na ziklad¢ intenzity svétla
odrazeného od bunék (stanoveni optické denzity - kalibra¢ni kiivka a
poCet bunék pak z linearni ¢asti); nakladn&jsi, Casoveé narocnéjsi

Pfimé stanoveni poctu bunék:
- pocitani v preparatu: potfeba suspenze o vhodné hustoté bunék
- preparaty: nezbarvené (pozorovani fizovym kontrastem) nebo barvené
- pocitaci komiirky: Thomova, Biirkerova; je to silné podlozni skli¢ko s vyrytou
siti ¢tvereckil a kryciho skla. Kryci sklo se pokladd na listy, takze vznika mezi
sklicky prostor se znamym objemem. Bufiky se po napipetovani usadi na dn¢.
- Pocitame z as1 80t1 poliCek




komurka

Nemame - li komtrku, po€itime na podloZnim skle pocet bun€k z ur¢.objemu
(PT: program Lucia) a pfepocitime na celkovy

K odliseni Zivych a mrtvych bunék: vitdlni test (barvivo nabarvi jen mrtvé buriky)
- stanovi se pak procento mrtvych bunék v suspenzi

Nebo pocitini bun€k v barveném preparitu (znime objem preparitu, fixujeme

jej, barvime, pocitime napt.v deseti polich, vynasobime poctem poli celého

preparatu)

Nepfimé stanoveni po¢tu bun€k - kultivace zivotaschopnych

pro¢ se vyfed’uje postupné? Aby se zabranilo rozbiti bunék osmotickym Sokem
hustota suspenze, ze které¢ho se pipetuje prvnich 0,1 ml: 0 -10" bunék/ml je bez
opalescence, 10’ bunék/ml lehce opaleskuje, 107az 10" tvoii mléény zikal dle
velikosti a tvaru bunék

Stanoveni bunééné hmoty:

piimé metody: vaha susiny: 1 mrtvé buiiky!
stanoveni obsahu N, bilkovin v buné¢né hmoté
nepiimé: turbidimetrické stanoveni bunééné hmoty (zikal)

Material:
» Sterilni bakteriologické plotny s MPA (medium M2)
» Sterilni zkumavky
» Sterilni pipety
» Sterilni hokejky
» Sterilni fosfatovy pufr (roztok R16) nebo fyziologicky roztok (R1)
Bakteridlni kmen:
Postup:

2) fFedéni kultury:

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

ze vzorku s kulturou odebereme 0,1ml suspenze a pfeneseme do 1. zkumavky
michiame vzdy €istou pipetou; nejprve obsah prvni zkumavky s vyslednym
objemem 1 ml (pufr + 0,1 ml bakt.vzorku)

z rozmichaného roztoku v prvni zkumavce odebereme 0,1 ml a pfeneseme do
dalsi zkumavky

dalsi sterilni pipetou se promicha obsah druhé zkumavky a 0,1 ml se opét
prenese do 3. zkumavky. Takto se pokracuje sz do kone¢ného fedéni
VSECHNY KROKY REDENI SE PROVADI STERILNIMI POM&CKAMI



3) Ockovani

- ofkujeme na predem popsané plotny s MPA

- zkazdé zkumavky s fedénim 107 az 10"o¢kujeme objem 0,1 ml suspenze na 1
misku, vZdy alespont dv€ nebo ti1 misky od kazdého fedéni

- napipetovany objem se roztira sterilni hokejkou krouzivym pohybem po celém
povrchu agaru; dnemmisky se otaci proti pohybu roztirani a na hokejku se
netla¢i

- pfi pipetovani a roztirani otevirime misky co nejméné

- kultivyjeme dnem vzhtru 2-3 dny (pro cvieni 7 dni)/30°C

4) Kontrola sterility Fediciho roztoku:

- ze zasobniho R1 nebo R16 odebereme dvakrat 0,1 ml na dv€ misky a rozetfeme
hokejkou, kultivujeme s souCasné
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Hodnoceni:

K hodnoceni vybereme nejvhodnési fedéni (pouzijeme to fedéni, kde se vyskytuje 20-
200 kolonii na misce) a spo€itime poCet kolonii na vech tfech miskich tohoto fedéni. Kolonie
pocitime ze dna misky, kde jdou také vidét, a to proto, Ze si je miZeme oznacit fixou na sklo
teCkou.

Ze i1 ziskanych hodnot vypocitime primeér, ¢islo vynasobime fedénim a hodnotou 10
(= desetina pipetovaného mililitru, abychom ziskali hodnotu pro mililitr cely).

Ziskany udaj je hodnota CFU (colony forming units, coZ je poCet bakterii schopnych
tvofit jednu kolonii, tedy po€et bun€k v objemu 1 ml).

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




Pr:

Pramérny pocet kolonii ze tii misek je 75. Pouzité fedéni, ze kterého se nejlépe
pocitalo, bylo 107

CFU=75.10.10=7,5.10

Tabulka poétu kolonii ze tfi fedéni:

Pocet kolonii
Redéni | Miska 1 | Miska 2 | Miska 3
10°

10°

107
Primér:

Cru =

Zavér:

Bylo naoCkovano x misek s fedénim: , od kazdého fedéni tedy x misek. Misky
byly kultivovany 7 dni pi1 30 °C. Pi1 odecitani vysledki (poctu kolonii) se jevilo nejvyhodnési
fedéni x, kterym se po zpriumeérovani poctu zjstilo CFU ve vzorku a to s hodnotou:



