Przygotowanie mianowanych
zawiesin szczepow wzorcowych
znajdujacych zastosowanie

w badaniach mikrobiologicznych
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Mikrobiologia jest nauka, w ktéorej nie mamy zbyt wielu wzorcéw odniesienia. Jednym z nich sa szczepy wzor-

cowe, a doktadnie ich mianowane zawiesiny.

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 zré-
dta pochodzenia, pozyskane
z uznanej krajowej lub mie-
dzynarodowej kolekgji.

Jednym z najwazniejszych
etapoéw pracy ze szczepami
wzorcowymi jest ich pasa-
zowanie czyli przesiewanie.
Jeden pasaz okresla sie jako
przeniesienie organizmow
z zywej hodowli do $wieze-
go podtoza, z towarzyszacym
wzrostem drobnoustrojow po
procesie inkubacji. Jakakol-
wiek forma kolejnej hodowli
jest traktowana jako pasaz.
Tak wiec kazdy etap zwigzany
ze wzrostem drobnoustroju
jest liczony jako pasaz.

Nie jest pasazem samo uwod-
nienie w podtozu ptynnym
oryginalnego szczepu odnie-
sienia dostarczonego z ofi-
cjalnej kolekcji w formie lio-
filizowanej lub zamrozonej,
poniewaz nie towarzyszy mu
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Tabela 1. Szczepy wzorcowe zalecane w metodach mikrobiologicznych

Metoda Zalecane szczepy wzorcowe
Bakterie Staphylococcus aureus ATCC* 6538
tlenowe Bacillus subtilis ATCC 6633
FP X 2014 o, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
2.6.1. JALOWOSC Bakterie
Badanie zyznosci stosowanych podtozy beztlenowe Clostridium sporogenes ATCC 19404
oraz test przydatnosci metody
Grzvb Candida albicans ATCC 10231
yoy Aspergillus brasiliensis ATCC 16404
FP X 2014
. ; Staphylococcus aureus ATCC 6538
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
NIEJALOWYCH (MIKROBIOLOGICZNE g
BADANIA ILOSCIOWE) . .
Badanie zyznoséci podtozy hodowlanych Grzyby Candida albicans ATCC 10231
oraz przydatnoé¢ metody liczenia Aspergillus brasiliensis ATCC 16404
Staphylococcus aureus ATCC 6538
FP X 2014 Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
2.6.13. BADANIE CZYSTOSCI Bakterie caposherichia coll ATEC 8739
MIKROBIOLOGICZNEJ PRODUKTOW tlenowe enterica subsp. !
NIEJALOWYCH (BADANIE OBECNOSCI serowar Typhimurium jak ATCC 14028
OKRESLONYCH DROBNOUSTROIOW) (alternatywnie Salmonella enterica subsp.
Badanie zyznosci wlasciwosci enterica serowar Abony jak NBRC 100797)
wybidrczych podtozy hodowlanych Bakterie Clostridium sporogenes ATCC 11437
oraz przydatnos$¢ metody badania beztlenowe lub ATCC 19404
Grzyby Candida albicans ATCC 10231
FP X 2014 Bakterie Staphylococcus aureus ATCC 6538
5.1.3. SKUTECZNOSC OCHRONY tlenowe Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
PRZECIWDROBNOUSTROJOWEJ Grzvb Candida albicans ATCC 10231
(test konserwacji) yby Aspergillus brasiliensis ATCC 16404
Pseudomonas aeruginosa ATCC 16404
Bakterie Staphylococcus aureus ATCC 6538
BADANIE SKUTECZNOSCI SRODKOW tlenowe Escherichia coli ATCC 10536
DEZYNFEKCYINYCH wg norm ISO: Enterococcus hirae ATCC 10541
Grzvb Candida albicans ATCC 10231
yby Aspergillus brasiliensis ATCC 16404

* Kolekcja szczepow ATCC (American Type Culture Collection, WDCM 1) - zorganizowana w 1925 roku; znajduje
sie w Uniwersytecie Boulevard, Manassas w USA, przechowuje sie w niej bakterie, grzyby strzepkowe, drozdze,
glony, wirusy, plazmidy oraz genomowe DNA). Oprécz szczepow z kolekgcji ATCC dopuszcza sie stosowanie szcze-

péw z innych uznanych kolekgji.




wzrost. Nie jest tez pasazem
przesianie takiego szczepu
niezwtocznie po uwodnieniu
(bez hodowli) do osobnej pro-
bowki z podtozem ptynnym,
na skos lub na ptytke. Pierwszy
pasaz bedzie stanowi¢ kazda
z kultur w tych probdéwkach
i ptytkach po typowym okre-
sie inkubacji, ktéremu towa-
rzyszy namnozenie hodowli
Niestety, czestym problemem
w laboratoriach jest przygoto-
wanie zawiesiny o konkretnej
gestosci. Wiele metod opisa-
nych m.in. w Farmakopei czy
tez w normach ISO, zaktada
wykorzystanie zawiesin drob-
noustrojow o $cisle okreslo-
nej liczbie komérek w 1 ml.
Do tych badan nalezg min.
kontrola zyznosci podtozy mi-
krobiologicznych, przydatnos¢
metod farmakopealnych w ba-
daniu jatowosci oraz czystosci
mikrobiologicznej produk-
téw niejatowych, skutecznos¢
ochrony przeciwdrobnoustro-
jowej (test konserwacji) oraz
badanie skutecznosci srodkow
dezynfekujacych.
Farmakopea Polska wydanie X
(2014) tom | w punkcie 5.1.3.
SKUTECZNOSC OCHRONY
PRZECIWDROBNOUSTROJO-
WEJ podaje nastepujacy wy-
tyczne odnos$nie stosowanej
zawiesiny:

Przygotowanie inokulum:
1. (...) zebra¢ z powierzchni
podtozy agarowych kolonie
bakterii i Candida albicans
zmywajac je jatowym roztwo-
rem chlorku sodu OD (9 g/I)
i przenies¢ do odpowiedniego
naczynia. Dodac taka objetosc
roztworu chlorku sodu, aby
uzyskac¢ zawiesine zawieraja-
ca 108 komérek drobnoustro-
juw 1 ml. Hodowle Aspergillus
brasiliensis zmy¢ z powierzch-

ni podfoza jatowym roztwo-
rem chlorku sodu OD (9 g/I)
z dodatkiem polisorbatu
80 OD (0,5 g/1) i doprowadzi¢
gestosc zawiesiny zarodnikéw
do ok. 108 komérek w 1 ml do-
dajac ten sam roztwor.

2. (...) zaszczepic serie pojem-
nikéw z produktem badanym,
dodajac zawiesine kazdego
szczepu do odrebnego pojem-
nika, aby otrzyma¢ 10° do 100
komérek drobnoustrojuw 1 ml
lub 1 g preparatu (...)
Natomiast w rozdziale 2.6.1.
JALOWOSC oraz 2.6.12. BA-
DANIE CZYSTOSCI MIKRO-
BIOLOGICZNEJ PRODUKTOW
NIEJALOWYCH (MIKROBIOLO-
GICZNE BADANIA ILOSCIOWE)
i 2.6.13. BADANIE CZYSTOSCI
MIKROBIOLOGICZNEJ PRO-
DUKTOW NIEJALOWYCH (BA-
DANIE OBECNOSCI OKRESLO-
NYCH DROBNOUSTROJOW),
farmakopea zaktada uzycie do
kontroli podtozy jak i do wy-
konania testu przydatnosci -
zawiesiny i ilosci komorek nie
wiekszej niz 100 CFU.
Najczesciej stosowanym w la-
boratorium urzadzeniem
wykorzystywanym do przy-
gotowania zawiesin drobno-
ustrojéw o konkretnej gesto-
Sci jest densytometr.
Densytometr umozliwia ozna-
czenie gestosci drobnoustro-
jow podczas dwoch pomiarow.
Wiazka s$wiatta padajacego
przechodzi przez probdéwke
i przeprowadzane sa dwa po-
miary: $wiatfa rozproszonego
S i Swiatta przepuszczonego T.
Stosunek S/T jest wprost pro-
porcjonalny do gestosci zawie-
siny bakteryjnej.

Nalezy pamietaé, ze steze-
nie bakterii uzaleznione jest
od wielkosci mikroorgani-
zmow. W zwiagzku z réznicami
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w wielkosci komorek bakterii
a szczegOlnie grzybéw droz-
dzopodobnych i plesni — wy-
konanie zawiesin musi by¢
wystandaryzowane. Podane
w tabeli wartosci sg propor-
cjonalne do wartosci Srednich
stezen bakterii uzyskanych
dla Gram-ujemnych pateczek.
Dla drozdzy, ze wzgledu na
ich duze rozmiary, wartosci te
nalezy podzieli¢ przez 30.
Zastosowanie pomiaru gesto-
$ci optycznej do oceny ilosci
drobnoustrojow w zawiesinie
jest szybkim, skutecznym i po-
wtarzalnym sposobem, pod
warunkiem jednak, ze spet-
nione zostang nastepujace
parametry:

« odpowiedni stan fizjo-
logiczny mikroorganizmu
(18 - 24 godzinna hodowla
na odpowiednich podtozach
w przypadku bakterii i Can-
dida albicans oraz 7 dniowa
w przypadku Aspergillus bra-
siliensis, pasaz drobnoustro-
jow nie dalszy niz piaty);

« standaryzacja oznaczen ge-
stosci dla kazdego szczepu;

» przygotowanie jednorod-
nej zawiesiny - szczegdlnie
w przypadku Aspergillus bra-
siliensis (zawiesina wykonana
w roztworze chlorku sodu
i polisorbatu 80) i Bacillus sub-
tilis (badania wtasne wskazuja
na mozliwos¢ prowadzenia
hodowli szczepu na bulionie
TSB i oznaczenia gestosci tak
uzyskanej zawiesiny);

« skalibrowany densytometr;
« uzywanie wihasciwych jato-
wych probéwek dostosowa-
nych do konkretnego typu
densytometru (ptaskodenne,
okragtodenne), probéwki mu-
sz by¢ suche i czyste na ze-
wnetrznej powierzchni;

« kalibrowane pipety.
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Podany w literaturze czas in-
kubacji hodowli mikroorgani-
zmow, z ktdrej nalezy przygo-
towac zawiesine jest waznym
parametrem wptywajacym na
zywotnos¢ drobnoustrojow.
Mikroorganizmy wysiane na
powierzchnie ptytki agarowe;j
lub obecne w zaszczepio-
nym bulionie w probdwce,
namnazajg sie do momentu
wyczerpania sktadnikéw od-
zywczych w podtozu czy tez
do takiego nagromadzenia
produktéw wtasnej przemia-
ny materii, ktére nie pozwala-
ja na dalszy rozwo;j.

Wzrost drobnoustrojow w ta-
kiej hodowli okresowej, gra-
ficznie przedstawia krzywa
wzrostu drobnoustrojow
(Wykres 1). Czas trwania po-
szczegdlnych faz wzrostu jest
zalezny od rodzaju bakterii
i warunkéw hodowli. Krzywa
ma ksztatt sigmoidalny i moz-
na w niej wyrdznic¢ nastepuja-
ce fazy wzrostu:

Faza | zwana faza adaptacyj-
ng (zastoju) - trwajaca od
momentu zaszczepienia po-
zywki. Bakterie przygotowuja
sie do podziatow, ilos¢ sktad-
nikow w podtozu jest duza a
liczba podziatéw jeszcze nie-
wielka.

Faza Il - faza wzrostu wyktad-
niczego (faza logarytmiczna),
podczas ktdrej bakterie dzielg
sie bardzo szybko - w czasie
trwania tej fazy nalezy pobra¢
zawiesine komoérek ktéra be-
dzie wyjsciowa do kolejnych
rozcienczen.

Faza Ill czyli faza stacjonarna,
charakteryzuje sie statg liczba
komorek w hodowli w zwigz-
ku z malejaca liczbg sktad-
nikéw odzywczych i wzra-
stajgcg iloscig metabolitow
w podtozu.
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Wykres 1. Krzywa wzrostu hodowli bakterii

Faza IV — faza zamierania (kon-
cowa), w ktorej ilos¢ produk-
téw przemiany materii w pod-
tozu staje sie toksyczna a brak
sktadnikéw odzywczych pro-
wadzi do $mierci hodowli.

Standaryzacja oznaczania
gestosci polega na przygoto-
waniu zawiesin o wybranych
gestosciach. Zwykle dla bak-
terii s to 0,5 McF i 1 McF, dla
grzybdéw 2 McF i 3 McF. Z tak
przygotowanych zawiesin
wykonuje sie szereg kolej-
nych 10-krotnych rozciefczen
i wysiewa na odpowiednie
podfoza. Po okre$lonym cza-
sie inkubacji zlicza sie wyro-
ste drobnoustroje, wybierajac
ptytki gdzie liczba kolonii dla
bakterii miesci sie w zakresie
30 do 300 CFU a grzybow 10
do 150 CFU i przelicza sie na
ilo$¢ w stosunku do poczatko-
wej wysiewanej zawiesiny.

Norma PN-EN ISO 7218 Mi-
krobiologia zywnosci i pasz.
Wymagania ogélne i zasady
badan mikrobiologicznych
podaje w punkcie 10.2.4.,
Zze przy metodzie posiewu
powierzchniowego stosuje
sie rozmaz gtaszczka, wysie-
wajac na plytke zwykle ilos¢
0,1 ml lub 0,5 ml. Norma ta

zaleca stosowanie posiewu
powierzchniowego, ponie-
waz morfologia kolonii rosna-
cych na powierzchni agaru
jest tatwiejsza do obserwa-
cji i pozwala zaobserwowac
ewentualne zanieczyszczenie
zawiesiny. Drobnoustroje nie
sg takze wystawione na dzia-
fanie ciepta ptynnej pozywki
jak ma to miejsce przy posie-
wie wgtebnym, co pozwala
réwniez na uzyskanie wyzszej
liczby kolonii. Aby pozwoli¢
na réwnomierne rozprowa-
dzenie posiewanej zawiesiny,
zalecane jest uzywanie pod-
suszonych pozywek agaro-
wych, tak aby inokulum zo-
stato zaabsorbowane w ciggu
15 minut. Do rozmazu stoso-
wane s3 gfaszczki wykonane
ze szkia, plastiku lub metalu.
Wazne jest, aby inokulum
zostato rozprowadzone tak
szybko jak to mozliwe na po-
wierzchni agaru, bez doty-
kania $cianek szalki Petriego.
Posiane ptytki przykryte wiecz-
kiem nalezy pozostawi¢ na
15 minut w temperaturze po-
kojowej w celu zaabsorbowa-
nia inokulum. Nastepnie ptytki
nalezy odwrdci¢ do géry dnem
i umiesci¢ w cieplarce, w od-



Tabela 2. Korelacja pomiedzy skala McFarlanda a steze-

niem bakterii oraz gestoscig optycznag

Standardowa Stezenie bakterii :fo%rcfazy(:tzyr::ina
skala McFarlanda X 108/ml ge P
przy 550 nm

0,5 1,5 0,125

1 0,25

2 0,50

3 9 0,75

4 12 1,00

5 15 1,25

6 18 1,50

7 21 1,75

powiedniejtemperaturze. Pod-
czas inkubacji w warunkach
tlenowych i w cieplarkach bez
cyrkulacji powietrza, zalecane
jest ustawianie plytek Petriego
w stosy nie wyzsze niz 6 plytek,
oddalone od siebie i od $cian
cieplarki o co najmniej 25 mm.
W cieplarkach wyposazonych
w cyrkulacje powietrza, wy-
sokos¢ stoséow oraz odlegto-
$ci miedzy nimi musza zosta¢
ustalone podczas kwalifikacji

Tabela 3. Ilo$¢ kolonii Escherichia coli wyhodowanych z kole

(badania wtasne)

urzadzenia. Po inkubacji zale-
ca sie niezwloczne obejrzenie
ptytek. Dodatkowo moga by¢
one przechowywane w lo-
déwce do 48 godzin, o ile nie
okreslono tego inaczej w od-
powiednich normach.

Z powyzszych danych wyni-
ka, Zze jesli do badania potrze-
bujemy zawiesiny o gesto-
éci ok. 108 komorek w 1 ml,
to w przypadku Escherichia
coli wystarczy przygotowac

Szczep wzorcowy/

Kolejne rozcienczenia / suma kolonii na ptytce (CFU)

Tabela 4. Ilos¢ kolonii Candida albicans wyhodowanych z kolej

(badania wtasne)

-

_—

ven

gestosc/ilosc zg\?v?;:isr::y »
zawiesiny wysiana | 101 | 102 | 103 | 10%4 | 105 | 106 | 107 wyjéciowej
na ptyke
Escherichia coli
ATCC 8739 >300 | >300 | =300 | =300 176 25 3 1,6 x 108
0,5 McF >300 | >300 | =300 | =300 143 CFU/1 ml
0,1 ml na ptytce

Szczep wzorcowy/ Kolejne rozcienczenia / suma kolonii na ptytce (CFU) Gestosé
gestosc/ilosé zawiesiny
zawiesiny wysiana | 10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 106 1077 . )
na plyke wyjsciowej
Candida albicans
ATCC 10231 >150 | =150 135 17 1 <1 <1 1,4 x 108
0,5 McF >150 | >150 120 12 2 <1 <1 CFU/1 ml
0,1 ml na ptytce =
Candida albicans
ATCC 10231 >150 | >150 | =150 | =150 | =150 27 4 3,1 x 108 b
3 McF >150 | >150 | =150 | =150 | =150 35 2 CFU/1 ml .
0,1 ml na ptytce
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1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1 mil

zbuforowany
NaCl

z peptonem
opH?7,0

9ml 9 mi 9ml 9ml 9 ml 9 mi

Aspergillus brasiliensis — 0,05% roztwér Trwato$¢ zawiesiny: 2h-25st.C
polisorbatu 80 w zbuforowanym NaCl 24h-2-8st.C

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

zawiesine 0,5 w skali McFar- Przygotowanie mianowanej ne wyniki dla kontroli refe-
landa, natomiast dla Candida zawiesiny drobnoustrojow rencyjnej bedacej kontrola
albicans musi to by¢ 3 w skali  jest krytycznym etapem znali- gestosci zawiesiny otrzymu-
McFarlanda. zy mikrobiologicznej. Wstep- jemy najwczesniej po 24 go-

dzinach a zawiesina, czy tez
jej rozciehczenia zuzywane sg
do badania bezposrednio po
przygotowaniu. Dlatego tez
konieczne jest wystandaryzo-
wanie przygotowania zawie-
sin, aby unikna¢ koniecznosci
powtarzania badania, z powo-
du uzycia zawiesiny o niewta-
sciwej gestosci.

Dodatkowo nalezy bez-
wzglednie pamieta¢ o ko-
niecznosci wykonywania kon-
troli referencyjnej za kazdym
razem gdy pracujemy z za-
wiesinami drobnoustrojéw.
Przypomnimy Panstwu o tym
w kolejnym opracowaniu do-
tyczacym przydatnosci metod
farmakopealnych.

¥ Mgr Krystyna Mystowska,
mgr Katarzyna Bucata-Sla-
dowska - Centrum Badan
Mikrobiologicznych i Autosz-
czepionek im. dr. Jana Bobra,
Krakow
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Baza danych o zawartosci polskich czasopism B -
technicznych BazTech jest bibliograficzno-abstrak- —
towg bazga danych rejestrujaca od 1998 r. artykuty
z 645 polskich czasopism z zakresu nauk technicz-
nych, Scistych i ochrony srodowiska. BazTech roz-
wija sie w kierunku petnotekstowej bazy cytowan.
Do opiséw artykutéw dodawane sg bibliografie
zatacznikowe (od 2006 r.), a na podstawie odreb-
nych umoéw z wydawcami rekordy uzupetniane sa

BazTech - kopalnia wiedzy B i SRR B e+ O e
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o petne teksty artykutéw. Tymi dziataniami baza
wpisuje sie w ruch otwartej nauki.

W bazie zamieszczone sg rowniez artykuty z archiwalnych numeréw LAB.
Szukaj pod adresem: yadda.icm.edu.pl/baztech/
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