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Laboratorijske vaje Surovine za bio in prehrambeno industrijo

10.

Navodila za delo v mikrobioloSkem laboratoriju

V laboratorij vstopamo v zasc€itnih haljah. Pri delu uporabljamo zasc¢itne rokavice.

V laboratoriju ne jemo in ne pijemo!!! Ker se lahko inficiramo skozi usta, nos, o¢i in

kozo, pri delu ne dajemo nicesar v usta (svin¢nik, peresa, steklovina itd.).

Z zivimi mikrobi delamo previdno in asepti¢no ob plamenu plinskega gorilnika.

Pri delu z gorilnikom pazimo, da nam plamen ne ozge koze, las ali halje.

Med delom z mikrobi in kuZnino so vrata in okna zaprta, da zracni tok ne nosi mikrobov

po laboratoriju.

Pri delu pazimo, da mikrobnih kultur ne polivamo po mizi, po tleh in obleki. Z rokami se
ne dotikamo kolonij in suspenzij zivih mikrobov. Ce pride kuZnina v stik s koZo ali
delavno povrsino, obvestimo asistenta ali tehnicnega sodelavca. Kontaminirano
delovno povrs§ino pokrijemo s stani¢evino in jo prelijemo z razkuzilom. Razkuzilo
pustimo delovati najmanj 20 minut. Kontaminirano mesto na telesu ali obleki razkuzimo

in nato speremo z vodo.

Kontaminiran material odlagamo v odlagalnike ali na oznaceno mesto in ga nato

avtoklaviramo.

Kovinske predmete, ki pridejo v stik s kuznino (pincete, bakterioloske zanke itd.) sproti
ozigamo v plamenu. Ozigamo tudi vratove epruvet, erlenmajeric in steklenic z mikrobi,

preden jih odpremo in po uporabi.

Po opravljenem delu pospravimo za seboj in razkuzimo delovne povrSine. Prepri¢amo se,

da so dovodi plina do gorilnikov zaprti.

Pred in po zadetku izvajanja vaj si skrbno umijemo roke z milom. Ce je potrebno roke tudi

razkuzimo.
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Bakterije v mleku

Mleko je zaradi svoje visoke hranilne vrednosti (vsebuje proteine, ogljikove hidrate, mascobe,
vitamine, minerale itd.) odli¢no gojisce, v katerem lahko hitro zrastejo Stevilne bakterije.
Mleko se lahko okuzi, ¢e so molzne zivali bolne. Vzrok za okuzbe mleka so lahko tudi ljudje
ali oprema, ki ni dovolj Cista.

Mleko je lahko vzrok za Stevilne bolezni, ¢e je okuzeno s patogenimi mikroorganizmi. Z
mlekom se lahko prenaSajo razli¢ne bolezni, kot so: tuberkoloza, bruceloza, tifus, davica,
mrzlica Q ... Mleko takoj po molzi, brez vsake zunanje okuzbe, ni sterilno, ampak ima svojo
naravno mikrofloro, ki vsebuje tudi razli¢ne patogene in nepatogene mikroorganizme;

- iz rodu Staphylococcus,

- iz rodu Streptococcus,

- iz rodu Lactobacillus,

- iz rodu Clostridium,

- Bacillus cereus,

- FE coli,

- Corynebacteria ...

Mikroorganizmi, ki to naravno mikrofloro sestavljajo, ne prezivijo toplotne obdelave
(pasterizacije). Zato je vzrok za slabe mikrobioloske slike mleka (veliko prisotnih
mikroorganizmov) v okuzbi mleka po koncani pasterizaciji. Temperatura in ¢as inkubacije
sta izbrana tako, da unicita tudi temperaturno najbolj odporno bakterijo, ki je lahko prisotna v

mleku — Coxiello burnettii — povzrociteljico mrzlice Q.
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Ugotavljanje velikosti mikrobnih populacij

Poznamo ve¢ nacinov za dolo¢anje Stevila mikrobnih celic. Pri nekaterih metodah merimo
Stevilo zivih celic, pri drugih pa tezo celotne populacije, ki je neposrdno sorazmerna s
Stevilom celic. Stevilo celic obi¢ajno izrazamo kot §tevilo celic v 1 ml tekodega vzorca ali v
1 g zivila. Vecina metod Stetja temelji na neposrednem ali posrednem Stetju majhnih vzorcev.

Velikost celotne bakterijske populacije se nato izracuna.

1. Indirektne ali gojitvene metode

.....

uporablja predvsem za ugotavljanje Stevila mikroorganizmov v tekoc¢inah (voda, mleko, itd.)
in v materialih, ki jih je mogoce suspendirati v tekocini. Pri tej metodi Stejemo Zive celice. V
preiskovanem materialu je navadno prevec bakterij, da bi jih lahko Steli in je zato treba
material ali kulturo najprej red€iti ter primerne razred¢ine cepiti na plosce hranilnega agarja.
Gojitveni pogoji (temperatura, ¢as inkubacije ter uporabljena gojis¢a) so odvisni od bakterij,
na katere se material preiskuje. Po 24 — 48-urni inkubaciji pri doloceni temperaturi
(najpogosteje pri 30 °C ali 37 °C) kolonije prestejemo. Obicajno Stejemo na ploscah, ki imajo
od 25 do 300 kolonij.

Stevilo kolonij, ki zrastejo na plod¢i hranilnega agarja ni zmeraj enako Stevilu bakterij v
kulturi. Zato pravimo, da na ploS¢i preStejemo enote, ki tvorijo kolonije (colony forming

units, CFU).

Primer ugotavljanja Stevila bakterij s Stetjem na ploscah:
Iz vsake od treh epruvet z razredinami 107,10 in 10~ smo cepili po 1 ml na vsako od treh

plos¢. Po inkubaciji smo presteli naslednje Stevilo kolonij:

konc¢na redcenja na plos¢ah Stevilo kolonij
107 201, 187, 223
1078 17,25,19
107 3,2, 1
> =678
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Izradun povpreénega Stevila kolonij:

1. nadin:
Potrebno je izracunati povprecje za vsako razred¢ino posebej in nato Se povpre¢je vseh

razred¢in.

2 kolonij 620
Y paralelk 3

Za razred&ino 107 =206,66-107 /ml

2kolonij _ 61 _ 533 108 =203,33-107 /ml

Za razred¢ino 1075
Y paralelk 3

Za razredsin 10°: =KMomi _ 6 5 109 _200.107/ml
2 paralelk 3

2 vseh pop. posamezne razred.  206,66-107 +203,33-107 +200-10’
St.razred. 3

=203,32-10" /ml

2. nadin:
Ce predpostavimo, da so vsa redéenja enakovredna, lahko dodamo $tevilu prestetih kolonij
drugega redCenja eno niclo, Stevilu kolonij tretjega pa dve nicli. Dobljeno vsoto vseh kolonij

delimo s Stevilom meritev in dobimo povpre¢no Stevilo kolonij.

Za razred&ino 107": 201, 187, 223
Za razredgino 10°%: 170, 250, 190
Za razredgino 107°: 300, 200, 100

Y vseh kolonij _ (201+187+223)-107 +(170+250+190)-107 +(300 + 200 +100)-10" _
2. vseh paralelk 9

2. vseh kolonij

=192,33-107 /ml
2. vseh paralelk

3. nadin:

Ce predpostavimo, da vsa redéenja niso enakovredna, saj se napaka z vsakim vi§jim
redCenjem veca, pa lahko Stevilo CFU ugotavljamo tudi tako, da najbolj razred¢enemu vzorcu
pripiSemo najvecjo tezo. Sesteti je potrebno vse kolonije, ki smo jih presteli na ploScah agarja

in vsoto deliti s Stevilom, ki je odvisno od S$tevila razredCitev in Stevila paralelk npr. tri
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razli¢ne razred¢ine s po dvema paralelkama; N=222 oz. za na$ primer; tri redCenja, vsako s

tremi paralelkami N=333.

2 vseh kolonij _ 678

10° =203,6-107 /ml
N 333

b) Metoda najverjetnejSega Stevila (»Most probable number« (MPN))

Ta metoda temelji na opazovanju rasti mikroorganizmov (kot motnosti) in opazovanju

.....

ey v

g0jis¢, v katerih ugotovimo bakterijsko rast z verjetnostnim racunom, ugotavljamo priblizek
za S$tevilo bakterij v vzorcu. Ta metoda se rutinsko uporablja pri ugotavljanju Stevila

koliformnih bakterij v vodi.

2. Direktne ali Stevne metode

Pri teh metodah Stejemo bakterijske celice v vzorcu, kar lahko delamo na mikroskopskih
preparatih ali s posebnimi napravami (npr. Coulterjev Stevec delcev). Za takSno Stetje
uporabljamo objektne plosc¢ice s Stevnimi komorami. Na oznacen kvadrat razmazemo vzorec
in ga pokrijemo s krovnim stekelcem. S pomoc¢jo mikroskopa prestejemo Stevilo bakterij v

kvadratih in izraCunamo poprecno Stevilo mikroorganizmov v vzorcu.

3. Fizikalne in kemijske metode

- Turbidimetrija — merjenje motnosti suspenzije — opti¢na gostota (optical density, OD) s
spektrofotometrom. Dolocena opti¢na gostota ustreza doloceni gostoti celic in zato se lahko
opticna gostota odcita z umeritvene krivulje kot Stevilo bakterij na ml.

- Ugotavljanje suhe ali mokre teze bakterij.

- Ugotavljanje skupnega dusika.

- Membranska filtracija — se uporablja za Stetje bakterij v bistrih tekoc¢ih vzorcih (vodovodna
voda, bistri sokovi, vino itd.) ter za Stetje koliformnih bakterij, ki so kazalci fekalnih okuzb

zivil in vode.
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VAJA 1: Ugotavljanje Stevila bakterij v sveZem, pasteriziranem in UHT

mleku

Material:

- sveze nepasterizirano mleko

- UHT mleko

- 30 plos¢ hranilnega agarja

- sterilne epruvete

- epruvete z 9 ml fizioloske raztopine
- pipete

- vodna kopel (63 °C)

Potek vaje:

V epruveto odpipetirajte 2 — 3 ml svezega mleka. Preostalo mleko postavite v vodno kopel
(63 °C) in ga inkubirajte 35 minut.

Pripravite 10~, 10, 10 in 10 razredéine sveZega mleka.

Na prvih 8 plos¢ hranilnega agarja napisite temperaturo 37 °C in razred&ine 107, 107,
107 in 107, Za vsako razredgino pripravite po dve paralelki.

Na naslednjih 8 ploS¢ napiSite enake razred¢ine in temperaturo 55 °C. Za vsako razred¢ino
pripravite po dve paralelki.

Na vsako plosc¢o cepite po 1 ml primerne razred¢ine mleka.

Gojisca inkubirajte pri 37 °C ali pri 55 °C.

Pripravite e 10™', 107 in 10~ razredgine pasteriziranega in UHT mleka in cepite po 1 ml
ustrezne razred¢ine na plosce na katere ste predhodno napisali doloCeno temperaturo in
razred€ino. Za vsako razred¢ino pripravite po dve paralelki. Prav tako jih inkubirajte pri

doloceni temperaturi (pri 37 °C ali pri 55 °C).

Rezultati in diskusija:

Opisite namen vaje. Po koncani inkubaciji prestejte kolonije, ki so zrasle na plos¢ah in

primerjajte Stevilo bakterij, ki zrastejo pri eni ali drugi temperaturi ter Stevilo bakterij v
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surovem, pasteriziranem in UHT mleku. Rezultate prikazite tabelari¢no. Kaksna je razlika
med pasteriziranim in nepasteriziranim mlekom? Zakaj inkubiramo plosce pri dveh razli¢nih
temperaturah? Izraunajte velikost bakterijske populacije na ml posameznega mleka na vse tri

naéine!
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