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Szczepy  wzorcowe  zwane 
inaczej szczepami odniesienia 
lub referencyjnymi to drob-
noustroje zdefiniowane co 
najmniej do rodzaju i gatun-
ku, skatalogowane i opisane 
zgodnie z ich cechami i – jesz-
cze lepiej – z podaniem źró-
dła pochodzenia, pozyskane 
z  uznanej krajowej lub mię-
dzynarodowej kolekcji.
Jednym z najważniejszych 
etapów pracy ze szczepami 
wzorcowymi jest ich pasa-
żowanie czyli przesiewanie. 
Jeden pasaż określa się jako 
przeniesienie  organizmów 
z  żywej hodowli do świeże-
go podłoża, z towarzyszącym 
wzrostem drobnoustrojów po 
procesie inkubacji. Jakakol-
wiek forma kolejnej hodowli 
jest traktowana jako pasaż. 
Tak więc każdy etap związany 
ze wzrostem drobnoustroju 
jest liczony jako pasaż. 
Nie jest pasażem samo uwod-
nienie w podłożu płynnym 
oryginalnego szczepu odnie-
sienia dostarczonego z  ofi-
cjalnej kolekcji w formie lio-
filizowanej lub zamrożonej, 
ponieważ nie towarzyszy mu 
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Mikrobiologia jest nauką, w której nie mamy zbyt wielu wzorców odniesienia. Jednym z nich są szczepy wzor-
cowe, a dokładnie ich mianowane zawiesiny.

Tabela 1. Szczepy wzorcowe zalecane w metodach mikrobiologicznych

Metoda Zalecane szczepy wzorcowe 

FP X 2014 
2.6.1. JAŁOWOŚĆ 
Badanie żyzności stosowanych podłoży 
oraz test przydatności metody

Bakterie 
tlenowe

Staphylococcus aureus ATCC* 6538 
Bacillus subtilis ATCC 6633 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

Bakterie 
beztlenowe Clostridium sporogenes ATCC 19404

Grzyby Candida albicans ATCC 10231 
Aspergillus brasiliensis ATCC 16404

FP X 2014 
2.6.12. BADANIE CZYSTOŚCI 
MIKROBIOLOGICZNEJ PRODUKTÓW 
NIEJAŁOWYCH (MIKROBIOLOGICZNE 
BADANIA ILOŚCIOWE) 
Badanie żyzności podłoży hodowlanych 
oraz przydatność metody liczenia

Bakterie 
tlenowe

Staphylococcus aureus ATCC 6538 
Bacillus subtilis ATCC 6633 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

Grzyby Candida albicans ATCC 10231 
Aspergillus brasiliensis ATCC 16404

FP X 2014 
2.6.13. BADANIE CZYSTOŚCI 
MIKROBIOLOGICZNEJ PRODUKTÓW 
NIEJAŁOWYCH (BADANIE OBECNOŚCI 
OKREŚLONYCH DROBNOUSTROJÓW)
Badanie żyzności właściwości 
wybiórczych podłoży hodowlanych  
oraz przydatność metody badania

Bakterie 
tlenowe

Staphylococcus aureus ATCC 6538 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 

Escherichia coli ATCC 8739 
Salmonella enterica subsp. enterica 

serowar Typhimurium jak ATCC 14028 
(alternatywnie Salmonella enterica subsp. 
enterica serowar Abony jak NBRC 100797)

Bakterie 
beztlenowe

Clostridium sporogenes ATCC 11437 
lub ATCC 19404

Grzyby Candida albicans ATCC 10231

FP X 2014 
5.1.3. SKUTECZNOŚĆ OCHRONY 
PRZECIWDROBNOUSTROJOWEJ 
(test konserwacji)

Bakterie 
tlenowe

Staphylococcus aureus ATCC 6538 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

Grzyby Candida albicans ATCC 10231 
Aspergillus brasiliensis ATCC 16404

BADANIE SKUTECZNOŚCI ŚRODKÓW 
DEZYNFEKCYJNYCH wg norm ISO:

Bakterie 
tlenowe

Pseudomonas aeruginosa ATCC 16404 
Staphylococcus aureus ATCC 6538 

Escherichia coli ATCC 10536 
Enterococcus hirae ATCC 10541

Grzyby Candida albicans ATCC 10231 
Aspergillus brasiliensis ATCC 16404

* Kolekcja szczepów ATCC (American Type Culture Collection, WDCM 1) – zorganizowana w 1925 roku; znajduje 
się w Uniwersytecie Boulevard, Manassas w USA, przechowuje się w niej bakterie, grzyby strzępkowe, drożdże, 
glony, wirusy, plazmidy oraz genomowe DNA). Oprócz szczepów z kolekcji ATCC dopuszcza się stosowanie szcze-
pów z innych uznanych kolekcji.
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wzrost. Nie jest też pasażem 
przesianie takiego szczepu 
niezwłocznie po uwodnieniu 
(bez hodowli) do osobnej pro-
bówki z podłożem płynnym, 
na skos lub na płytkę. Pierwszy 
pasaż będzie stanowić każda 
z kultur w tych probówkach 
i  płytkach po typowym okre-
sie inkubacji, któremu towa-
rzyszy namnożenie hodowli
Niestety, częstym problemem 
w laboratoriach jest przygoto-
wanie zawiesiny o konkretnej 
gęstości. Wiele metod opisa-
nych m.in. w Farmakopei czy 
też w normach ISO, zakłada 
wykorzystanie zawiesin drob-
noustrojów o ściśle określo-
nej liczbie komórek w 1 ml. 
Do tych badań należą min.: 
kontrola żyzności podłoży mi-
krobiologicznych, przydatność 
metod farmakopealnych w ba-
daniu jałowości oraz czystości 
mikrobiologicznej  produk-
tów niejałowych, skuteczność 
ochrony przeciwdrobnoustro-
jowej (test konserwacji) oraz 
badanie skuteczności środków 
dezynfekujących.
Farmakopea Polska wydanie X 
(2014) tom I w punkcie 5.1.3. 
SKUTECZNOŚĆ  OCHRONY 
PRZECIWDROBNOUSTROJO-
WEJ podaje następujący wy-
tyczne odnośnie stosowanej 
zawiesiny:
Przygotowanie  inokulum: 
1.  (…) zebrać z powierzchni 
podłoży agarowych kolonie 
bakterii i  Candida albicans 
zmywając je jałowym roztwo-
rem chlorku sodu OD (9  g/l) 
i przenieść do odpowiedniego 
naczynia. Dodać taką objętość 
roztworu chlorku sodu, aby 
uzyskać zawiesinę zawierają-
cą 108 komórek drobnoustro-
ju w 1 ml. Hodowlę Aspergillus 
brasiliensis zmyć z powierzch-

ni podłoża jałowym roztwo-
rem chlorku sodu OD (9 g/l) 
z  dodatkiem  polisorbatu 
80 OD (0,5 g/l) i doprowadzić 
gęstość zawiesiny zarodników 
do ok. 108 komórek w 1 ml do-
dając ten sam roztwór.
2.  (…) zaszczepić serię pojem-
ników z produktem badanym, 
dodając zawiesinę każdego 
szczepu do odrębnego pojem-
nika, aby otrzymać 105 do 106 
komórek drobnoustroju w 1 ml 
lub 1 g preparatu (…)
Natomiast w rozdziale 2.6.1. 
JAŁOWOŚĆ oraz 2.6.12. BA-
DANIE  CZYSTOŚCI  MIKRO-
BIOLOGICZNEJ PRODUKTÓW 
NIEJAŁOWYCH (MIKROBIOLO-
GICZNE BADANIA ILOŚCIOWE) 
i  2.6.13. BADANIE CZYSTOŚCI 
MIKROBIOLOGICZNEJ  PRO-
DUKTÓW NIEJAŁOWYCH (BA-
DANIE OBECNOŚCI OKREŚLO-
NYCH DROBNOUSTROJÓW), 
farmakopea zakłada użycie do 
kontroli podłoży jak i do wy-
konania testu przydatności – 
zawiesiny i ilości komórek nie 
większej niż 100 CFU.
Najczęściej stosowanym w la-
boratorium  urządzeniem 
wykorzystywanym do przy-
gotowania zawiesin drobno-
ustrojów o konkretnej gęsto-
ści  jest densytometr.
Densytometr umożliwia ozna-
czenie gęstości drobnoustro-
jów podczas dwóch pomiarów. 
Wiązka światła padającego 
przechodzi przez probówkę 
i  przeprowadzane są dwa po-
miary: światła rozproszonego 
S i światła przepuszczonego T. 
Stosunek S/T jest wprost pro-
porcjonalny do gęstości zawie-
siny bakteryjnej. 
Należy pamiętać, że stęże-
nie bakterii uzależnione jest 
od wielkości mikroorgani-
zmów. W związku z różnicami 
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zaleca stosowanie posiewu 
powierzchniowego,  ponie-
waż morfologia kolonii rosną-
cych na powierzchni agaru 
jest łatwiejsza do obserwa-
cji i pozwala zaobserwować 
ewentualne zanieczyszczenie 
zawiesiny. Drobnoustroje nie 
są także wystawione na dzia-
łanie ciepła płynnej pożywki 
jak ma to miejsce przy posie-
wie wgłębnym, co pozwala 
również na uzyskanie wyższej 
liczby kolonii. Aby pozwolić 
na równomierne rozprowa-
dzenie posiewanej zawiesiny, 
zalecane jest używanie pod-
suszonych pożywek agaro-
wych, tak aby inokulum zo-
stało zaabsorbowane w ciągu 
15  minut. Do rozmazu stoso-
wane są głaszczki wykonane 
ze szkła, plastiku lub metalu. 
Ważne jest, aby inokulum 
zostało rozprowadzone tak 
szybko jak to możliwe na po-
wierzchni agaru, bez doty-
kania ścianek szalki Petriego. 
Posiane płytki przykryte wiecz-
kiem należy pozostawić na 
15  minut w  temperaturze po-
kojowej w  celu zaabsorbowa-
nia inokulum. Następnie płytki 
należy odwrócić do góry dnem 
i  umieścić w  cieplarce,  w  od-

Faza IV – faza zamierania (koń-
cowa), w której ilość produk-
tów przemiany materii w pod-
łożu staje się toksyczna a brak 
składników odżywczych pro-
wadzi do śmierci hodowli.
Standaryzacja  oznaczania 
gęstości polega na przygoto-
waniu zawiesin o wybranych 
gęstościach. Zwykle dla bak-
terii są to 0,5 McF i 1 McF, dla 
grzybów 2 McF i 3 McF. Z tak 
przygotowanych  zawiesin 
wykonuje się szereg kolej-
nych 10-krotnych rozcieńczeń 
i wysiewa na odpowiednie 
podłoża. Po określonym cza-
sie inkubacji zlicza się wyro-
słe drobnoustroje, wybierając 
płytki gdzie liczba kolonii dla 
bakterii mieści się w zakresie 
30 do 300 CFU a grzybów 10 
do 150 CFU i przelicza się na 
ilość w stosunku do początko-
wej wysiewanej zawiesiny.
Norma PN-EN ISO 7218 Mi-
krobiologia żywności i pasz. 
Wymagania ogólne i zasady 
badań  mikrobiologicznych 
podaje w punkcie 10.2.4., 
że przy metodzie posiewu 
powierzchniowego  stosuje 
się rozmaz głaszczką, wysie-
wając na płytkę zwykle ilość 
0,1 ml lub 0,5 ml. Norma ta 

Podany w literaturze czas in-
kubacji hodowli mikroorgani-
zmów, z której należy przygo-
tować zawiesinę jest ważnym 
parametrem wpływającym na 
żywotność drobnoustrojów.
Mikroorganizmy wysiane na 
powierzchnię płytki agarowej 
lub obecne w zaszczepio-
nym bulionie w probówce, 
namnażają się do momentu 
wyczerpania składników od-
żywczych w podłożu czy też 
do takiego nagromadzenia 
produktów własnej przemia-
ny materii, które nie pozwala-
ją na dalszy rozwój.
Wzrost drobnoustrojów w  ta-
kiej hodowli okresowej, gra-
ficznie przedstawia krzywa 
wzrostu  drobnoustrojów 
(Wykres 1). Czas trwania po-
szczególnych faz wzrostu jest 
zależny od rodzaju bakterii 
i  warunków hodowli. Krzywa 
ma kształt sigmoidalny i moż-
na w niej wyróżnić następują-
ce fazy wzrostu:
Faza I zwana fazą adaptacyj-
ną (zastoju) – trwająca od 
momentu zaszczepienia po-
żywki. Bakterie przygotowują 
się do podziałów, ilość skład-
ników w podłożu jest duża a 
liczba podziałów jeszcze nie-
wielka.
Faza II – faza wzrostu wykład-
niczego (faza logarytmiczna), 
podczas której bakterie dzielą 
się bardzo szybko – w czasie 
trwania tej fazy należy pobrać 
zawiesinę komórek która bę-
dzie wyjściową do kolejnych 
rozcieńczeń.
Faza III czyli faza stacjonarna, 
charakteryzuje się stałą liczbą 
komórek w hodowli w związ-
ku z malejącą liczbą skład-
ników odżywczych i wzra-
stającą ilością metabolitów 
w podłożu.

w  wielkości komórek bakterii 
a szczególnie grzybów droż-
dżopodobnych i pleśni – wy-
konanie zawiesin musi być 
wystandaryzowane.  Podane 
w tabeli wartości są propor-
cjonalne do wartości średnich 
stężeń bakterii uzyskanych 
dla Gram-ujemnych pałeczek. 
Dla drożdży, ze względu na 
ich duże rozmiary, wartości te 
należy podzielić przez 30.
Zastosowanie pomiaru gęsto-
ści optycznej do oceny ilości 
drobnoustrojów w zawiesinie 
jest szybkim, skutecznym i po-
wtarzalnym sposobem, pod 
warunkiem jednak, że speł-
nione zostaną następujące 
parametry:
•   odpowiedni  stan  fizjo-
logiczny  mikroorganizmu 
(18  – 24 godzinna hodowla 
na odpowiednich podłożach 
w  przypadku bakterii i Can-
dida albicans oraz 7 dniowa 
w  przypadku Aspergillus bra-
siliensis, pasaż drobnoustro-
jów nie dalszy niż piąty);
•  standaryzacja oznaczeń gę-
stości dla każdego szczepu; 
•  przygotowanie  jednorod-
nej zawiesiny – szczególnie 
w  przypadku Aspergillus bra-
siliensis (zawiesina wykonana 
w  roztworze chlorku sodu 
i polisorbatu 80) i Bacillus sub-
tilis (badania własne wskazują 
na możliwość prowadzenia 
hodowli szczepu na bulionie 
TSB i oznaczenia gęstości tak 
uzyskanej zawiesiny);
•  skalibrowany densytometr;
•  używanie właściwych jało-
wych probówek dostosowa-
nych do konkretnego typu 
densytometru (płaskodenne, 
okrągłodenne), probówki mu-
szą być suche i czyste na ze-
wnętrznej powierzchni;
•  kalibrowane pipety.

Wykres 1. Krzywa wzrostu hodowli bakterii
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powiedniej temperaturze. Pod-
czas inkubacji w warunkach 
tlenowych i w cieplarkach bez 
cyrkulacji powietrza, zalecane 
jest ustawianie płytek Petriego 
w stosy nie wyższe niż 6 płytek, 
oddalone od siebie i od ścian 
cieplarki o co najmniej 25 mm. 
W cieplarkach wyposażonych 
w  cyrkulację powietrza, wy-
sokość stosów oraz odległo-
ści między nimi muszą zostać 
ustalone podczas kwalifikacji 

Tabela 2. Korelacja pomiędzy skalą McFarlanda a stęże-
niem bakterii oraz gęstością optyczną

Standardowa 
skala McFarlanda

Stężenie bakterii 
X 108/ml

Teoretyczna 
gęstość optyczna 

przy 550 nm

0,5 1,5 0,125

1 3 0,25

2 6 0,50

3 9 0,75

4 12 1,00

5 15 1,25

6 18 1,50

7 21 1,75

Tabela 3. Ilość kolonii Escherichia coli wyhodowanych z kolejnych rozcieńczeń  
(badania własne)

Szczep wzorcowy/ 
gęstość/ilość 

zawiesiny wysiana 
na płykę

Kolejne rozcieńczenia / suma kolonii na płytce (CFU) Gęstość 
zawiesiny 
wyjściowej10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6 10-7

Escherichia coli 
ATCC 8739

0,5 McF
0,1 ml na płytce

>300
>300

>300
>300

>300
>300

>300
>300

176
143

25
19

3
1

1,6 x 108 
CFU/1 ml

Tabela 4. Ilość kolonii Candida albicans wyhodowanych z kolejnych rozcieńczeń  
(badania własne)

Szczep wzorcowy/ 
gęstość/ilość 

zawiesiny wysiana 
na płykę

Kolejne rozcieńczenia / suma kolonii na płytce (CFU) Gęstość 
zawiesiny 
wyjściowej10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6 10-7

Candida albicans  
ATCC 10231

0,5 McF
0,1 ml na płytce

>150
>150

>150
>150

135
120

17
12

1
2

<1
<1

<1
<1

1,4 x 106 
CFU/1 ml

Candida albicans  
ATCC 10231

3 McF
0,1 ml na płytce

>150
>150

>150
>150

>150
>150

>150
>150

>150
>150

27
35

4
2

3,1 x 108 
CFU/1 ml

urządzenia. Po inkubacji zale-
ca się niezwłoczne obejrzenie 
płytek. Dodatkowo mogą być 
one przechowywane w  lo-
dówce do 48 godzin, o ile nie 
określono tego inaczej w od-
powiednich normach.
Z powyższych danych wyni-
ka, że jeśli do badania potrze-
bujemy zawiesiny o gęsto-
ści ok. 108 komórek w 1 ml, 
to w przypadku Escherichia 
coli wystarczy przygotować 
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zawiesinę 0,5 w skali McFar-
landa, natomiast dla Candida 
albicans musi to być 3 w skali 
McFarlanda.

Schemat 1. Przygotowanie mianowanych zawiesin szczepów wzorcowych (kontrola re-
ferencyjna)

Przygotowanie  mianowanej 
zawiesiny  drobnoustrojów 
jest krytycznym etapem znali-
zy  mikrobiologicznej. Wstęp-

ne wyniki dla kontroli refe-
rencyjnej będącej kontrolą 
gęstości zawiesiny otrzymu-
jemy najwcześniej po 24  go-

dzinach a zawiesina, czy też 
jej rozcieńczenia zużywane są 
do badania bezpośrednio po 
przygotowaniu. Dlatego też 
konieczne jest wystandaryzo-
wanie przygotowania zawie-
sin, aby uniknąć konieczności 
powtarzania badania, z powo-
du użycia zawiesiny o niewła-
ściwej gęstości. 
D odatkowo  należ y   bez-
względnie pamiętać o ko-
nieczności wykonywania kon-
troli referencyjnej za każdym 
razem gdy pracujemy z  za-
wiesinami  drobnoustrojów. 
Przypomnimy Państwu o tym 
w  kolejnym opracowaniu do-
tyczącym przydatności metod 
farmakopealnych.

*  Mgr Krystyna Mysłowska, 
mgr Katarzyna Bucała-Śla-
dowska – Centrum Badań 
Mikrobiologicznych i Autosz-
czepionek im. dr. Jana Bobra, 
Kraków

 Baza danych o zawartości polskich czasopism 

technicznych BazTech jest bibliograficzno-abstrak-

tową bazą danych rejestrującą od 1998 r. artykuły 

z 645 polskich czasopism z zakresu nauk technicz-

nych, ścisłych i ochrony środowiska. BazTech roz-

wija się w kierunku pełnotekstowej bazy cytowań. 

Do opisów artykułów dodawane są bibliografie 

załącznikowe (od 2006 r.), a na podstawie odręb-

nych umów z wydawcami rekordy uzupełniane są 

o pełne teksty artykułów. Tymi działaniami baza 

wpisuje się w ruch otwartej nauki.

BazTech – kopalnia wiedzy

Szukaj pod adresem: yadda.icm.edu.pl/baztech/
W bazie zamieszczone są również artykuły z archiwalnych numerów LAB.

1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml

9 ml 9 ml 9 ml 9 ml 9 ml 9 ml 9 ml

0,1 ml

10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6 10-7

Aspergillus brasiliensis – 0,05% roztwór 
polisorbatu 80 w zbuforowanym NaCl

Trwałość zawiesiny:	 2 h – 25 st.C
	 24 h – 2 - 8 st.C

np. 0,5 McF

zbuforowany 
NaCl 
z peptonem 
o pH 7,0


