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Cwiczenie 9
Temat: Metody ilosciowe w mikrobiologicznych badaniach zywnosci Cz.1

Pobieranie prob do badan

Probka pobrana do badan mikrobiologicznych powinna by¢ ,,reprezentatywna” tzn. powinna
odzwierciedla¢ stan catego badanego produktu. Najczgsciej do badan ilosciowych pobiera sig
10g lub 10cm® produktu. Produkty ptynne nalezy przed pobraniem probki doktadnie
wymieszaé. Z produktow stalych i sypkich jalowym skalpelem, tyzeczka Ilub $widrem
pobiera si¢ 10g produktu, przenosi do jalowego woreczka, dodaje si¢ do 90cm® plynu
do rozcienczen i homogenizuje (np. w stomacherze) w celu ujednolicenia proby.

Zywnosé o spodziewanej duzej liczbie drobnoustrojow (w jednym mililitrze/gramie moga sie
znajdowa¢  miliony (10°% lub nawet miliardy (10%) komorek) nalezy przed posiewem
rozcienczy¢ - zwykle stosuje si¢ szeregi 10-krotnych rozcienczen w postegpie geometrycznym.

Przygotowanie 10-krotnych rozcienczen badanego materiatu

Po wymieszaniu probki badanego materialu ptynnego pobiera si¢ jatowa pipeta 10 cm?,
przenosi do kolby zawierajacej 90 cm® ptynu rozcienczajacego (nie zanurzajac pipety
w ptynie), dokladnie miesza. W ten sposob otrzymuje si¢ rozcienczenie 1:10, oznaczane jako
1. Z produktow stalych 1 sypkich rozcienczenie 1:10 otrzymuje si¢ na etapie ujednolicania
proby. (patrz pobieranie prob do badan)

Nastegpnie z pierwszego (1:10) rozcienczenia (doktadnie wymieszanego) przenosi si¢ 1 cm®
do proboéwki zawierajacej 9 cm® pltynu rozcienczajacego (nie zanurzajac pipety w plynie).
W ten sposob otrzymuje si¢ rozcienczenie 1:100, czyli 2.

Po dokladnym wymieszaniu i przeniesieniu nowa pipeta szklana (lub koncowka pipety
automatycznej) 1 cm?® rozcienczenia 2 do 9 cm® plynu rozcienczajacego otrzymuje sig
rozcienczenie 1:1000, czyli 3.

W analogiczny sposob wykonuje si¢ kolejne rozcienczenia w zalewnosci od spodziewanego
zanieczyszczenia mikrobiologicznego badanej proby.

Najczgsciej stosowane w analizie mikrobiologicznej rozcienczalniki to :

- ptyn fizjologiczny — (0,85% roztwdér wodny NaCl)

- plyn Ringera — (mieszanina: wody, chlorkow: sodu, potasu, wapnia i dwuweglanu sodu)

- plyn fizjologiczny z peptonem — ( ptyn fizjologiczny z dodatkiem 0,1% peptonu
kazeinowego)

- ptyn fizjologiczny z cytrynianem

- ptyn fizjologiczny z buforem fosforanowym

Metody oznaczen iloSciowych

W badaniach mikrobiologicznych zywnosci przeprowadza si¢ oznaczenie liczby m. in.
- bakterii tlenowych mezofilnych

- grzybow
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- mikroorganizmoéw psychrotrofowych

- bakterii kwaszacych

- bakterii proteolitycznych

- pateczek z grupy coli lub calej rodziny Enterobacteriaceae
- paciorkowcow katowych z rodzaju Enterococcus

Do oznaczania liczby drobnoustrojow metoda hodowlana stosuje si¢ gtownie dwie metody:

1) plytkowa z uzyciem pozywek stalych
a) posiew wglebny
b) posiew powierzchniowy,

2) oznaczania najbardziej prawdopodobnej liczby drobnoustrojow (NPL)

Ad. 1. Oznaczenie liczby drobnoustrojow metoda plytkowa

Metoda oznaczania liczby drobnoustrojow przez posiew na podloze stale zaktada, ze liczba
powstajacych kolonii odpowiada liczbie zywych komorek w badanej probie. Wynik podaje
sic w jednostkach tworzacych kolonie - jtk ( ang. cfu - colony forming units) w 1g lub 1cm®
produktu. .

1 a. Posiewy wglebne

e Posiew do plytki Petriego po 1 cm® wybranych kolejnych rozcienczen w dwoch
powtorzeniach; podfoza: agar odzywczy przy oznaczaniu liczby mezofilnych bakterii
tlenowych lub podloze wybiodrcze, wybiorczo-réznicujace lub réznicujace przy oznaczaniu
liczby wybranych grup drobnoustrojow.

e Warunki inkubacji: przy oznaczaniu liczby mezofilnych bakterii tlenowych - 30°C przez
72 godz., lub optymalne temperatury przy oznaczaniu wybranych grup drobnoustrojow.

e Zasada odczytania wynikow:

Do odczytu wybiera si¢ plytki z 2 kolejnych rozcienczen, na ktorych wyrosto od 30
do 300 kolonii. Liczbg drobnoustrojow (L) w 1 cm® lub w 1 g probki oblicza si¢ wg wzoru:

(N1 + 0,1Ny) , gdzie:

C - suma kolonii na wszystkich ptytkach wybranych do liczenia

N; - liczba plytek z pierwszego liczonego rozcienczenia

N2 - liczba plytek z drugiego liczonego rozcienczenia

d - wskaznik rozcienczenia odpowiadajacy pierwszemu (najnizszemu) liczonemu
rozcienczeniu
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przyklad:

rozcienczenie : 2 3 4

liczba wyrostych koloni na pierwszej ptytce > 300 150 15
liczba wyrostych koloni na drugiej ptytce > 300 156 16

337
L= ———— 1000 =154181
2+0,1-2

Z uwagi na to, ze liczbg drobnoustrojow wyraza si¢ liczba z jednym miejscem po przecinku
nalezy dokona¢ zaokraglenia zgodnie z regutami matematyki

L=1,5 x10° jtk/cm® lub g

Do odczytu wynikdw mozna wybraé jedno rozcienczenie, policzy¢ kolonie na ptytkach
z rownoleglych powtdrzen, wyliczy¢ $rednia liczbg kolonii w rozcienczeniu i przeliczy¢
nalcm®lub 1 g proby, mnozac przez odwrotnos¢ rozcienczenia.

Wynik podaje sie w jednostkach tworzacych kolonie (jtk) w 1 cm® lub 1 g produktu

1 b. Posiewy powierzchniowe

Posiewy wykonuje sie nanoszqc badany material na powierzchnie zestalonego podtoza.
UWAGA: Przed posiewem, ptytki z pozywka podsuszamy w celu usunigcia kondensatu wody
z powierzchni pozywki. Ptytki nalezy podsusza¢ w temp. 40°C przez 30-60 min. W tym celu
umieszcza sig¢ ptytki w termostacie, otwiera i uktada tak, aby denko bylo oparte na wieczku
ptytki; zaréwno wieczko jak i denko sa odwrocone.

3 wybranych kolejnych

e Posiew do ptytki Petriego z zestalonym podtozem po 0,1 cm
rozcienczen proby w dwoch powtorzeniach.

Posiany materiat rozprowadza si¢ jalowa, zgigta bagietka na powierzchni catego podtoza,
az do wsigkniecia.

e Podloza: przy oznaczaniu liczby mezofilnych bakterii tlenowych - agar odzywczy, przy
oznaczaniu innych wybranych grup drobnoustrojow podtoze wybiodrcze, roznicujace lub
roéznicujaco-wybidrcze.

e Warunki inkubacji: przy oznaczaniu liczby mezofilnych bakterii tlenowych - 30°C przez
72 godz., przy oznaczaniu innych, wybranych grup drobnoustrojow optymalne temperatury
I czas.

e Zasada odczytania wynikow:

Do odczytu wybiera si¢ ptytki z 2 kolejnych rozcienczen, na ktorych wyrosto od 15
do 150 kolonii. Liczbg drobnoustrojow (L) w 1 cm® lub w 1 g probki oblicza sie Wg WZoru:

(N1 + 0,1Ny) - , gdzie:
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C - suma kolonii na wszystkich ptytkach wybranych do liczenia

N - liczba plytek z pierwszego liczonego rozcienczenia

N - liczba plytek z drugiego liczonego rozcienczenia

d - wskaznik rozcienczenia odpowiadajacy pierwszemu (najnizszemu) liczonemu
rozcienczeniu

a- wspotczynnik posianej ilosci materiatu, przy posiewie 0,lcm*a=10

Do odczytu wynikow mozna wybra¢ jedno rozcienczenie, policzy¢ kolonie na ptytkach
z rownolegltych powtorzen, wyliczy¢ $rednia liczbg kolonii w rozcienczeniu 1 przeliczy¢ na
1 cm® lub 1 g proby, uwzgledniajac liczone rozcienczenie i posiewana objetosé.

Wynik podaje si¢ w jednostkach tworzacych kolonie (jtk) w 1 cm?® lub 1 g produktu

Schemat wykonywania rozcienczen i posiewow metoda wgiebna i powierzchniowa

|:||peta
10 ml 1mil 1ml 1ml 1ml 1 ml
~ub r"‘_“u e Ty N o
104g T
ITI| plynu 2 -3 - -5 i 7
fizjologicznego 10 10 10 10 10
Produk[ a mil plynu fizjologicznego
ROZCIENCZENIE
1:10 1:100 1:1000 1:10000 1:100 000 1:1 000000 1:10 000 000

Kierunek posiewania / wcierania /z

POSIEW
WGLEBN /
1ml

2 500 000 250 000 25 000

POSIEW
POWIERZCHNIOWY
01 ml

250 000 25 000

[itk/ mi]

[itk / mi]

Modyfikacje metody plytkowej oznaczania liczby drobnoustrojow

Oznaczanie liczby drobnoustrojow metoda saczenia przez filtr membranowy

Dla prob o niewielkiej liczbie drobnoustrojow (np. napoje, woda wodociagowa) mozna
zastosowa¢ metodg polegajaca na przesaczeniu badanej probki (np. objgtosci 100 cm®) przez
saczek membranowy, a nastepnie potozeniu saczka na poditozu statym 1 po okresie inkubacji
policzeniu kolonii wyrostych na powierzchni saczka.
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Petrifilmy
Petrifilm sktada si¢ z 2 czeSci:

- papierowej podstawy, podzielonej na kwadraty i pokrytej warstwa polietylenu, na ktorej
jest naniesiona pozywka hodowlana (agar odzywczy, podtoze wybiorcze itp.),
- przezroczystej folii propylenowej; zawierajacej czynnik zelujacy i wskaznik barwny.

e Wykonanie posiewu:

na podstawe z wybranym podiozem nanosi si¢ 1 cm® produktu lub jego rozcienczenia,
przykrywa warstwa foliowa i odciska foli¢ specjalnym krazkiem (dyfuzorem).

e Warunki inkubacji: odpowiednie dla oznaczanej grupy drobnoustrojow.

Odczytanie wynikdéw: po inkubacji liczy si¢ wszystkie charakterystyczne kolonie dla
oznaczanej grupy drobnoustrojow, nastepnie uwzgledniajac rozcienczenie przelicza si¢ liczbg
kolonii na 1 cm® lub 1 g proby, a wyniki podaje si¢ w jtk w 1 cm® lub 1 g produktu.

System ptytki spiralnej

W  metodzie tej rozcienczenie jest precyzyjnie rozprowadzane
po powierzchni plytki, tworzac spirale Archimedesa. System ten znacznie
ogranicza czas analizy i1 ilo$¢ materialdw, poniewaz na jednej plytce
mozna wykry¢ mikroorganizmy wystepujace w liczbie 400-400000

komorek/g lub cm?®.

Metoda ,.Droplete”

Rozcienczona probe miesza si¢ w stosunku 1:9 z uptynnionym podlozem agarowym.
Nastgpnie zaszczepione podtoze nanosi si¢ w postaci kropli, o objetosci 0,1cm® na plastikowe
ptytki 1 po skroconym czasie inkubacji liczy si¢ mikrokolonie za pomoca lupy lub specjalnego
czytnika.

Metody bezposredniego liczenia drobnoustrojow
Metody te polegaja na bezposrednim liczeniu drobnoustrojéw pod mikroskopem.
Mikroskopia fluorescencyjna (DEFT)

Wykonanie oznaczenia obejmuje filtrowanie odpowiednio przygotowanej proby a nastepnie
barwienie osiadlych na filtrze drobnoustrojow fluorescencyjnym barwnikiem np. oranzem

akrydyny i policzenie liczby bakterii przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego. Technika ta
pozwala na oznaczenie komorek martwych i zywych.

Liczenie drobnoustrojow przy uzyciu komor
Komory do liczenia drobnoustrojéw pod mikroskopem to najczgsciej szklane phytki

z wycigtym wglgbieniem, podzielonym na kwadraty lub prostokaty o znanej powierzchni.
Po naniesieniu rozcienczenia do komory dokonuje si¢ liczenia komorek widocznych
w obrazie mikroskopowym, a nastgpnie przelicza si¢ ich liczbe na 1 cm® badanego materiatu.
Najczesciej stosuje si¢ komory: Thoma, Howarda, Borkera, Fuch Rosenthala.
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Metody oznaczania liczby drobnoustrojéw na podstawie ich aktywnos$ci metabolicznej

Testy reduktazowe — sa oparte na obserwacjach zmian zachodzacych w podtozach w wyniku
aktywnos$ci metabolicznej drobnoustrojow. Enzymy bakterii przenosza atomy wodoru na
barwniki (najczgsciej biekit metylenowy, resazuryna, chlorek tetrazoliowy) powodujac

zmiang ich barwy. Aktywno$¢ enzymoéw jest zalezna od ilo$ci mikroorganizméw, wigc
miernikiem ich liczby jest czas, w ktorym zajdzie zmiana zabarwienia stosowanego barwnika.

Metoda impedymetryczna — polega na pomiarze zmian parametréw elektrycznych srodowiska

w wyniku rozwoju drobnoustrojow. Mikroorganizmy podczas wzrostu powoduja zmiany
przewodnosci elektrycznej ukladu (pozywka wraz z mikroorganizmami), przeksztatcajac
polisacharydy, biatka i tluszcze do dobrze dysocjujacych zwiazkéow takich jak: kwasy
organiczne, aminokwasy i kwasy ttuszczowe. W miar¢ gromadzenia produktow metabolizmu
nastgpuje obnizenie oporu w czasie przeplywu pradu elektrycznego pomigdzy elektrodami
zanurzonymi w hodowli mikroorganizméw, co zostaje zarejestrowane przez instrument
pomiarowy.

Cytometria przeptywowa — polega na pomiarze fizycznych oraz niekiedy chemicznych cech
komorek, ktore sa zawieszone w roztworze i pojedynczo przeptywaja przez sensory optyczne
gdzie sa o$wietlane zrédltem $wiatta, co pozwala na rejestracje ich liczby.

Oznaczanie najbardziej prawdopodobnej liczby (NPL) bakterii

Metoda ta jest stosowana do oznaczania tylko nielicznych grup bakterii, ktore wystgpuja
w badanej zywnosci w niewielkich ilosciach lub takich drobnoustrojow, ktorych hodowla
metoda ptytkowa jest niemozliwa lub utrudniona. Najczg$ciej metoda ta wykonuje sig
oznaczenia pateczek grupy coli, E. coli Iub bakterii fermentacji mastowej i gnilnych
beztlenowcow przetrwalnikujacych. W badaniach stosuje sig albo pozywke selektywna, albo
specjalne warunki hodowli 1 pozywki, ktore zapewniaja wykrycie konkretnej badanej grupy
bakterii.

Zasada oznaczenia:

e Posiew probki i1 jej kilku (minimum trzech kolejnych) rozcienczen do pozywek
selektywnych w probowkach, w trzech réwnoleglych powtdrzeniach.

e Warunki inkubacji odpowiednie dla badanej grupy bakterii.

e Po inkubacji dla kazdego posianego rozcienczenia zapisuje si¢ liczbe prob dodatnich
(w ktorych stwierdzono objawy wzrostu badanej grupy drobnoustrojéw); do odczytu wybiera
si¢ 3 kolejne rozcienczenia; z zapisanych dla nich sekwencji trzech liczb (proby dodatnie)
odczytuje si¢ ze specjalnych tabel wskaznik NPL, ktorego warto$¢ mnozy si¢ przez
wspolczynnik pierwszego z 3 rozcienczen wybranych do odczytu — w ten sposob uzyskuje si¢
warto§¢ NPL w 1 cm® lub 1 g.
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PRZYKLAD:
10 ml 1mi 1mi 1ml 1 ml
— " ub ¥ - N " N
10g
~ —— 107
- 90 ml ptynu
fizjologicznego 107 10° 10 10°
produkt 9 ml ptynu fizjologicanego
1:100 1:1000 1:10 000 1:100 000
Podloze wg.
Burzyniskigj
Zmiana barwy podioza + 4+ + — 4+ + - - - - =
lioé préb dodatnich 3 | 2 1 0 |
Sekwencja do odczytu NPL
bakterii z rodzaju Enterococcus
rozcienczenie proby: 2 (1:100) 3(1:1000)  4(1:10000)  5(1:100000)
ilo$¢ prob pozytywnych: 3 2 1 0

Z tabel odczytujemy wskaznik NPL dla sekwencji 210 — wynosi on 1,5. Mnozymy wskaznik
przez 1000 (odwrotno$¢ najnizszego wybranego do odczytu rozcienczenia). NPL wynosi
1500, tj. 1,5-10° jtk/cm?®.
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Tabela 1. Wskazniki NPL dla posiewow 3-probowkowych

Liczba wynikéw dodatnich L. Kategorie prawdopodobienstwa przy réznej liczbie
w wybranych Wiskaznik prébek z partii
3 rozcieniczeniach NPL 1 2 3 5 10

0 0 0 <0,30

0 0 1 0,30 3 2 2 2 1
0 1 0 0,30 2 1 1 1 1
0 1 1 0,61 0 3 3 3 3
0 2 0 0,62 3 2 2 2 1
0 3 0 0,94 0 0 0 0 3
1 0 0 0,36 1 1 1 1 1
1 0 1 0,72 2 2 1 1 1
1 0 2 1,1 0 0 0 3 3
1 1 0 0,74 1 1 1 1 1
1 1 1 1,1 3 3 2 2 2
1 2 0 1,1 2 2 1 1 1
1 2 1 1,5 3 3 3 3 2
1 3 0 1,6 3 3 3 3 2
2 0 0 0,92 1 1 1 1 1
2 0 1 1,4 2 1 1 1 1
2 0 2 2,0 0 3 3 3 3
2 1 0 1,5 1 1 1 1 1
2 1 1 2,0 2 2 1 1 1
2 1 2 2,7 0 3 3 3 3
2 2 0 2,1 1 1 1 1 1
2 2 1 2,8 3 2 2 2 1
2 2 2 3,5 0 0 0 0 3
2 3 0 2,9 3 2 2 2 1
2 3 1 3,6 0 3 3 3 3
3 0 0 2,3 1 1 1 1 1
3 0 1 3,8 1 1 1 1 1
3 0 2 6,4 3 3 2 2 2
3 1 0 4,3 1 1 1 1 1
3 1 1 7,5 1 1 1 1 1
3 1 2 12 3 2 2 2 1
3 1 3 16 0 0 0 3 3
3 2 0 9,3 1 1 1 1 1
3 2 1 15 1 1 1 1 1
3 2 2 21 2 1 1 1 1
3 2 3 29 3 3 3 2 2
3 3 0 24 1 1 1 1 1
3 3 1 46 1 1 1 1 1
3 3 2 110 1 1 1 1 1
3 3 3 >110
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Wykrywanie obecnos$ci drobnoustrojow

W mikrobiologicznej analizie zywno$ci w okreslonych przypadkach nie oznaczamy liczby
mikroorganizméw tylko stwierdzamy ich obecno$¢ w okre§lonej objgtosci proby np.
w 1; 0,1 glem® itd. Najczesciej wykrywa si¢ obecno$é pateczek grupy coli, E. coli,
Enterococcus sp., beztlenowcow przetrwalnikujacych, 1 Dbakterii chorobotwoérczych.
Oznaczenie wykonuje si¢ poprzez posiew lem® proby  lub/i jej rozcienczenia
do odpowiedniej pozywki wybiorczej w trzech powtdrzeniach. W zywnosci wykrywa
si¢ rowniez obecno$¢ drobnoustrojéw chorobotwoérczych, najczesciej jednak w objetosci 10;
25 g lub cm®. Oznaczenia te sa wieloetapowe, zasady tych oznaczef zostana przedstawione
na kolejnych ¢wiczeniach.

PRZYKLAD:
10 mi 1 mi 1 ml
" lub ™ o T
1049
10"
90 ml plyru , \
fizjologicznego o 10
produkt @ ml phynu fiziologicznego
ROZCIENCZENIE 1:10 1:100 1:1000
oS oA 0.1g 0.01g 0,001 g
O i rosgiohczania ofm  00im  0001m

TN

Podloze z z0tcia,
Zielenig i laktozg
+ + —

wzrost [ obeonoss gazu

WNIOSEK: Pateczki z grupy coli obecne
w 0,01 g lub 0,01 ml produktu.
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Czes¢ praktyczna

Z badanego materialu nalezy wykonac¢ trzy rozcienczenia i oznaczy¢

1) Liczbe mezofilnych bakterii tlenowych:

a) metoda wglebna — posiew po 1cm® rozcienczenia 1:1000 w dwoch powtorzeniach.

b) metoda powierzchniowa - posiew po 0,1cm? rozcienczenia 1:100 w dwoch powtorzeniach.

2) Oznaczy¢ obecno$é¢ paciorkowcéw Enterococcus sp. (pozywka wg Burzynskiej)
w 0,1 lub 0,01cm?® badanego materiatu.

3) Odczyta¢ z tablic NPL paleczek grupy coli z zestawdéw znajdujacych si¢ na
stanowiskach.
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