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1. UVOD

Mikrobni rast je jedna od osnovnih metoda upoznavanja svojstava pojedinog
mikroorganizma, a moze se odrediti praenjem povecanja mase ili broja stanica. Za
odredivanje koli¢ine mikrobnih stanica u nekom uzorku upotrebljavaju se izravne i/ili
neizravne metode. Ponekad postoji potreba da se mikrobna koncentracija izrazi bez da se
navede broj stanica pa se prikazuje kao suha tvar mikrobnih stanica u kulturi (suha
biomasa), mokra biomasa, opticka gustoca ili turbiditet. U drugim slucajevima je nuzno
odrediti broj zivih stanica radi procjene zivih i/ili infektivnih mikroorganizama u
odredenom materijalu, ili kada je potrebno odrediti minimalnu inhibitornu koncentraciju
(MIK), minimalnu baktericidnu koncentraciju (MBK) ili EC50 vrijednost (pola
maksimalne uc¢inkovite koncentracije) (Lozano i sur., 2018).

Od izravnih metoda odredivanja broja mikroba najcesée se upotrebljavaju komorice za
brojanje (Thomaova komorica, Petroff-Hauserova komorica i Neubauerova komorica),
mjerenje zamucenja bujona usporedbom s McFarlandovim standardima ili
spektrofotometrijsko odredivanje. Neizravna metoda odredivanja broja zivih stanica
ukljucuje pripremu decimalnih razrjedenja, nacjepljivanje na ¢vrstu hranjivu podlogu te
brojanje poraslih kolonija mikroorganizama koje predstavljaju stvaran broj zivih stanica.
Metode koje se u mikrobioloskim laboratorijima koriste za odredivanja broja stanica imaju
1 ogranicenja pa izbor metode u pravilu ovisi o vremenu, opremljenosti 1 zahtjevu za
precizno odredivanje Zivih stanica.

Stoga je cilj ovog rada bio usporediti vrijednosti broja stanica odabranih sojeva bakterija i
kvasaca dobivenih razli¢itim (izravnim i neizravnim) metodama te ih medusobno
usporediti, odnosno uociti povezanost izmedu McFarland jedinica i1 broja zivih stanica

ispitivanih mikroorganizama.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. ODREDIVANJE BROJA STANICA MIKROORGANIZAMA

Odredivanje broja mikroorganizama dio je svakodnevne rutine u mikrobioloskom laboratoriju.
Koristi se kada se npr. treba odrediti broj bakterija u uzorcima hrane, vode ili u uzorcima koji
potjecu od pacijenata. Opcenito se metode dijele na izravne i neizravne, a glavna razlika je da
se pomocu izravnih metoda odmah mogu brojati stanice, dok je kod neizravnih nuzna
inkubacija koja obi¢no traje 24 sata (Delas i sur., 2018).

Od izravnih metoda se koriste spektrofotometrijsko odredivanje, usporedba s McFarlandovim
standardima, brojenje pomoc¢u mikroskopa, Petroff-Hauserova komorica za odredivanje broja
stanica bakterija te Thomaova i Neubauerova komorica za odredivanje broja stanica kvasaca.
Od neizravnih metoda se isti¢e metoda pripreme serije decimalnih razrjedenja u omjeru 1:10
koja se zatim nacjepljuju na hranjive podloge pri ¢emu svaka porasla kolonija predstavlja jednu
stanicu ili nakupinu pojedinacnih stanica (npr. stafilokoki rastu u grozdovima) i izrazava se kao

CFU mL!ili CFU g! (eng. Colony Forming Units) (Durakovié, 1996; Hajsig i Delas, 2016).

2.2. IZRAVNE METODE ZA ODREDIVANJE BROJA MIKROORGANIZAMA U
UZORKU

2.2.1. McFarlandov standard

McFarlandovi standardi koriste se za vizualnu aproksimaciju koncentracije stanica u suspenziji
(Souza 1 sur., 2020). McFarlandova ljestvica predstavlja brojkama oznaceni niz epruveta u
kojima je opticka gusto¢a namjeStena tako da priblizno odgovara odredenoj koncentraciji
bakterija u jednom mililitru suspenzije. Dizajnirana je za procjenu koncentracije bakterija u
bujonu 1 drugim suspenzijama, a ponajprije za gram-negativne bakterije kao Sto je E.coli
(Zapata 1 Ramirez-Arcos, 2015). Ve¢ spomenute epruvete napunjene su suspenzijom barijeve
soli ili Cesticama lateksa koji su odnedavno dostupni, a produljuju vijek trajanja materijala
(Lahuerta Zamora i Perez-Garcia, 2012). Suspenzija barijeve soli moze biti razli¢itih gustoca
jer se priprema tako da se pomijesaju 1 % otopina bezvodnog BaCl, i 1 % otopina H>SO4 u
razli¢itim omjerima (tablica 1). Pri tome svaka epruveta svojim zamucenjem odgovara
zamucenju suspenzije bakterija (Gupta 1 sur., 2005). Kako bi se brzo odredio priblizan broj
bakterija u suspenziji, zamucenje suspenzije se prostim okom usporedi s nizom McFarlandovih

standarda, a zatim se u tablici potrazi odgovaraju¢a koncentracija bakterija za McFarlandov
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standard slicnog zamucenja (tablica 1) (Pefiuelas-Urquides i sur., 2013). Prednost metode je
Sto nisu potrebni posebni uredaji da bi se odredio broj bakterija, niti je potreban prethodni uzgoj
mikroba (Lahuerta Zamora i Perez-Garcia, 2012). Nedostatak je subjektivno odredivanje
zamucenja te nevaljani rezultati za mikroorganizme koji se razlikuju od E.coli. Samim time
vrijednosti nisu u odgovaraju¢em rasponu za AET (eng. Antimicrobial Effectiveness Test)

inokulum pa mogu biti potrebna daljnja razrjedenja (Lozano i sur., 2018).

Tablica 1. Priprema McFarlandovog standarda i McFarlandova skala (Sutton, 2011)

McFarlandova skala CFU (x10° mL™) 1% BaCl,/ 1% H,S0, (mL)
0,5 <300 0,05/9,95
1 300 0,1/9,9

2 600 0,2/9,8

3 900 0,3/9,7

4 1200 0,4/9,6

5 1500 0,5/9,5

6 1800 0,6/9,4

7 2100 0,7/9,3

8 2400 0,8/9,2

9 2700 0,9/9,1
10 3000 1,0/9,0

2.2.2. Turbidimetrijsko odredivanje broja mikroorganizama

Turbidimetrijsko odredivanje svrstava se u metode mjerenja pomocu opticke gustoce
(turbiditeta, zamucenja, apsorbancije). Opticka gustoca, medutim, nije mjera apsorpcije kako
je razumijemo u kolorimetrijskim metodama, nego je mjera smanjenja propusnosti svjetla
uzrokovanog rasprSivanjem iz bakterijske suspenzije. Uredaj onda pretvara smanjenu
propusnost svjetla u apsorbanciju bas kao §to bi to u¢inio u kolorimetrijskoj analizi (Matlock 1
Wilmington, 2017). Dakle, pojednostavljeno, spektrofotometar mjeri koliko se svjetlosti
apsorbiralo prilikom prolaska kroz uzorak te na taj na¢in direktno mjeri opticku gustocu Cije je
poveéanje proporcionalno porastu broja bakterija u hranjivoj podlozi. Sto je vise bakterijskih
stanica, vece je zamucenje pa se 1 koli¢ina svjetlosti koja prolazi kroz uzorak smanjuje (Omar
1 MatJafri, 2009).

Usporedbom apsorbancije bakterijske suspenzije s apsorbancijom referentnog uzorka moze se

odrediti opticka gustoca suspenzije. Tako odredena opticka gustoca ucrta se u standardnu
3



bazdarnu krivulju (pokazuje odnos broja stanica u suspenziji i opticke gustoce) te se oc€ita broj
mikroba u mililitru suspenzije (Hajsig i Delas, 2016). Spektrofotometrijski postupak je brzi od
metode pri kojoj se nacjepljuju i uzgajaju uzorci iz deseterostrukih serijskih razrjedenja, ali ima
ogranicenu osjetljivost iz razloga Sto bakterijska suspenzija koju mjerimo mora imati barem
10® CFU mL™! (Sutton, 2011). Osim toga, svako koritenje spektrofotometra te svaka zamjena
zarulja zahtijevaju zasebnu kalibraciju kada se koristi za procjenu mikrobnih koncentracija
(Hongve i Akesson, 1996). Na prividnu koncentraciju utjecat ¢e Sirina proreza, stanje filtera te
veliCina i stanje detektora. 1z tog razloga bi uredaj trebao imati Sto uZzi prorez te Sto manji
detektor kako bi se detektiralo samo ono svjetlo koje je rasprSeno u smjeru prema naprijed
(Pradhan 1 Tarafder, 2016) (slika 1). Korelacija apsorbancije prema suhoj tezini vrlo je dobra
za razrijedene suspenzije bakterija, a taj odnos se odrzava bez obzira na veli¢inu stanice.
Medutim, u koncentriranijim suspenzijama prethodno spomenuta korelacija vise ne vrijedi tako
da je nuzno odrzavati linearni raspon vrijednosti apsorbancije u odnosu na CFU (Sutton, 2011).
Glavni nedostatak ove metode je Sto se zapravo odreduje ukupan broj stanica, dakle i zive i

mrtve bakterijske stanice (Lewis i sur., 2014).

’ w. detektor

izvor svjetla fil
liter prorez suspenzija

mikroorganizma

Slika 1. Spektrofotometar (Sutton, 2011)



2.2.3. Mikroskopsko odredivanje broja mikroorganizama

Mikroskopsko brojenje primjenjuje se kako bi se procijenio broj mikroorganizama u suspenziji
(Beveridge i sur., 2007). Pri izravnom brojanju pod mikroskopom odreduje se ukupan broj (i
zive 1 mrtve) stanica u to¢no poznatom volumenu suspenzije mikroorganizama, Za brojenje
bakterijskih stanica najcesce se koristi Petroff-Hauserova komorica, dok se ukupan broj stanica
kvasaca te broj spora plijesni odreduje pomo¢u Thomaove ili Neubauerove komorice. Iako su
sli¢ne izvedbe komorice se razlikuju po volumenu suspenzije (tekucine) u kojemu se broje
stanice. Volumen suspenzije §to je zatvoren u Petroff-Hauserovoj komorici je 0,02 mm?, a u

Thomaovoj komorici iznosi 0,1 mm? (Durakovié, 1996).

2.2.3.1. Petroff-Hauserova komaorica

Petroff-Hauserova komorica izgleda kao deblje predmetno staklo s 0,02 mm dubokom
komorom u ¢ijem se srediStu nalazi ugravirana mrezica (slika 2). MreZica je povr$ine 1 mm?,
a Cini ju 25 velikih kvadrata (5 x 5), od kojih svaki ima 16 kvadrati¢a (4 x 4) pa je to ukupno
400 kvadrati¢a (Somasegaran 1 Hoben, 1994). Obi¢no se izbroje bakterijske stanice u pet
velikih kvadratic¢a koji su dvostruko omedeni te se taj broj podijeli s pet. Na taj nacin se dobije
prosjec¢an broj bakterija u jednom kvadratiéu. Dobiveni broj se zatim pomnozi s 1,25 x 10° zato
$to kvadrati¢ ima volumen od (1/1,25 x 10%) cm? te se na taj na¢in odredi ukupan broj bakterija
u mililitru polazne suspenzije (Hajsig i1 Dela§, 2016). Ukoliko se uzorak razrijedio prije
stavljanja u komoricu, onda treba uzeti u obzir 1 faktor razrjedenja.

Mikroskopsko odredivanje je brz postupak: kap bakterijske suspenzije se stavi na povrSinu
mreZice te se preko nje pazljivo stavi pokrovnica. Zatim se na pokrovnicu stavi kap imerzionog
ulja 1 mikroskopira imerzionim objektivom (povecanje 1000x) te se izbroje stanice unutar 25
kvadrati¢a 1 provede izracun kako je gore ve¢ opisano (Stilinovi¢ i Hrenovi¢, 2009).

Mane metode su: broje se i Zive i mrtve stanice, nepouzdana je metoda za suspenzije u kojima
je broj stanica veéi od 10° CFU mL™!, usporava proces te poveéava moguénost pogresaka

(Humberd 1 sur., 2005).
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Slika 2. Petroft-Hausserova komorica (Andersen, 2005)

2.2.3.2. Thomaova komorica

Thomaova komorica je deblja predmetnica (30 X 70 mm i 4 mm debljine) koja na svom
sredi$njem polju ima ugraviranu mreZicu na koju se stavlja suspenzija u kojoj se Zele izbrojati
stanice kvasca ili spore plijesni (slika 3) (Bastidas, 2013).

Razli¢itim pokusima je ustanovljeno da jedna ispunjena mikrobioloska usica sadrzi oko 10°
stanica, §to je u rasponu uobicajenih koncentracija (250 000 — 2 500 000 stanica mL'). Kada
bi koncentracija bila ispod zadanog raspona, ne bi se postigla dobra procjena izvorne
koncentracije, dok se u slucaju iznad raspona povecava vjerojatnost pogresaka u brojanju pa je
potrebno napraviti razrjedenja kako bi se dobila koncentracija bliza optimalnoj (Bastidas,
2013). Cijela mrezica Thomaove komorice sastoji se od 16 velikih kvadrata (4 x 4), a svaki
veliki kvadrat sadrzi 25 kvadrati¢a (5 x 5) (Baena-Ruano i sur., 2006, Hajsig i Delas, 2016).
Metoda je brza i jednostavna, ali moguce su pogreske zbog pogreSaka pipetiranja, statistickih
pogresaka 1 greSaka od volumena unesenog u komoricu. Usprkos tome, primjena Thomaove

komorice i dalje je najraSirenija metoda za brojanje stanica kvasca (Zhang i sur., 2019).



Slika 3. Thomaova komorica (gore) (vlastita fotografija) i ugravirana mreZica (dolje) (Hajsig

i Delas, 2016)

2.3. NEIZRAVNA METODA ODREDIVANJA BROJA ZIVIH STANICA
MIKROORGANIZAMA
Kod ove metode je glavna pretpostavka da ¢e iz svake zive stanice porasti jedna kolonija.
Ukoliko se u uzorku nalazi previSe mikroorganizama, onda ¢e porasle kolonije biti sitne i
prekrit ¢e jedna drugu pa je u tom slu¢aju potrebno razrijediti uzorak prije nacjepljivanja na
hranjivu podlogu kako bi se porasle kolonije mogle izbrojiti (Durakovi¢, 1996; Ben-David i
Davidson, 2014; Hajsig i Delas, 2016). Tijekom razrjedivanja se mora voditi briga o sterilnom
nadinu rada da bi se sprije¢ile moguée kontaminacije (Durakovi¢, 1996; Kanizai Sari¢, 2015).
Postupak se provodi na nacin da se u niz sterilnih epruveta otpipetira po 9 mL fizioloske
otopine, a zatim se u prvu epruvetu pipetom prenese 1 mL mikrobne suspenzije te se dobro
homogenizira na vibromikseru. Nakon homogeniziranja se 1 mL iz prve epruvete prenese u

sljedecu epruvetu s 9 mL sterilne fizioloske otopine (slika 4). Postupak se ponavlja dok se ne
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postigne optimalno decimalno razrjedenje na kojem ¢e na ¢vrstoj hranjivoj podlozi u Petrijevoj
zdjelici porasti izmedu 30 1 300 stanica te se to smatra statisticki valjanim uzorkom (Delas i
sur., 2018). Nacjepljivanje decimalnih razrjedenja na hranjivu podlogu je moguce na vise
nacCina: 1 mL otpipetirati u prazne Petrijeve zdjelice 1 zatim zaliti rastaljenom hranjivom
podlogom; nacjepljivanje 5 kapi po 10 uL uzorka na ¢vrstu hranjivu podlogu; nacjepljivanje
po 100 pL uzorka na ¢vrstu hranjivu podlogu (Hajsig i Delas, 2016).

Prednost ove metode je dobra osjetljivost, a mana §to je sporija od izravnih metoda i Sto se
moze koristiti samo za odredivanje onih bakterija koje se mogu uzgojiti na odgovarajucoj

hranjivoj podlozi (Somasegaran i Hoben, 1994).

Iml Il lml Iml
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Slika 4. Decimalna razrjedenja (Anonymus 1)



3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. MATERIJALI
3.1.1. Mikroorganizmi

Kao test mikroorganizmi u ovom radu koriStene su bakterije i kvasci dobiveni iz zbirke
mikroorganizama Laboratorija za opcéu mikrobiologiju 1 mikrobiologiju namirnica

Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta u Zagrebu.

Bakterije:

gram-pozitivne: Staphylococcus aureus 3048 (ATCC 25923), Staphylococcus carnosus 12st,
Listeria monocytogenes 3112 (ATCC 23074), Lactobacillus plantarum K1

gram-negativne: Escherichia coli 3014 (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa 3024 (ATCC
27853), Salmonella typhimurium 3064 (ATCC 14028)

Kvasci:
Candida albicans 86, Saccharomyces cerevisiae 5, Kluyveromyves marxianus DS12, Pichia

guilliermondii ZIM 624

3.1.2. Podloge za uzgoj mikroorganizama

Podloga za uzgoj bakterija mlije¢ne Kiseline

Zauzgoj 1 odredivanje broja bakterija mlijecne kiseline Lactobacillus plantarum K1 koriSteni
su MRS bujon i MRS agar (Biolife, Italija). Uzgoj bakterija mlijecne kiseline proveden je u

laboratorijskim uvjetima pri 37 °C tijekom 48 sati.

MRS (de Man-Rogosa-Sharpe) bujon sastava (g L™!):

pepton 10
govedi ekstrakt 10
kvascev ekstrakt 5
glukoza 20
Tween 80 1
MgSO4xTH20 0,1
MnSO4x7H,0 0,5
Na;HPO4 2



C,H3NaO» 5

pH vrijednost podloge je 6,5, sterilizacija je provedena pri 121 °C tijekom 15 minuta.

MRS agar je istog sastava kao i MRS bujon samo je u podlogu dodan agar od 15 g L.

Podloga za uzgoj bakterija

Za uzgoj i odredivanje broja bakterija E. coli 3014, P. aeruginosa 3024, S. aureus 3048, S.
typhimurium 3064, L. monocytogenes 3112 1 S. carnosus 12st koriSteni su hranjivi bujon 1
hranjivi agar (Biolife). Uzgoj navedenih bakterija proveden je u laboratorijskim uvjetima pri

37 °C tijekom 48 sati.

Hranjivi bujon sastava (g L™):

mesni ekstrakt 3
NaCl 5
K3POq4 0,3
pepton 15

pH vrijednost podloge je 7,3, sterilizacija je provedena pri 121 °C tijekom 15 minuta.

Hranjivi agar je istog sastava kao i hranjivi bujon samo je u podlogu dodan agar od 18 g L.

Podloga za uzgoj kvasaca

Za uzgoj 1 odredivanje broja stanica kvasaca C. albicans 86, S. cerevisiae 5, K. marxianus
DS12 1 P. guilliermondii koriSteni su sladni bujon i sladni agar (Biolife). Uzgoj kvasaca

proveden je u laboratorijskim uvjetima pri 28 °C tijekom 48 sati.
Sladni bujon sastava (g L™):
sladni ekstrakt 17

pepton 3

u destiliranoj vodi pH vrijednost podloge je 5,5, sterilizacija je provedena pri 121 °C tijekom

15 minuta.
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Sladni agar sastava (g L):

maltoza 12,5
dekstrin 2,5
glicerol 1,0
peptokompleks 2,6
agar 17

pH vrijednost podloge je 4,6, sterilizacija je provedena pri 121 °C tijekom 15 minuta.

3.1.3. Aparatura i pribor

autoklav Sutjeska, Beograd

termostat Sutjeska, Beograd

vibracijska mijesalica, V™! plus, Biosan, Riga, Latvija
denzitometar, BioMerieux, Marcy-1Eroile, Francuska
brojac kolonija (BZG30) WTW-Weilheim
Thomaova komorica

Petrijeve zdjelice ® 10 cm

Mikrobioloske uSice

Bunsenov plamenik

Cita¢ mikrotitarskih plogica TECAN, Svicarska

3.1.4. Kemikalije

Metilensko modrilo (puferirano)
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3.2. METODE
3.2.1. Priprema mikrobnih kultura

Prije pocetka pokusa, bakterije (E.coli 3014, P. aeruginosa 3024, S. aureus 3048, S.
typhimurium 3064, L. monocytogenes 3112 1 S. carnosus 12st) koje se ¢uvaju na —20 °C u
hranjivom bujonu s 30 % (v/v) glicerola, bakterije mlije¢ne kiseline (L. plantarum K1) koje se
cuvaju u MRS bujonu s 30 % (v/v) glicerola 1 kvasci (C. albicans 86, S. cerevisiae 5, K.
marxianus DS12 1 Pichia guilliermondii ZIM 624) koji se ¢uvaju u sladnom bujonu s 30 %
(v/v) glicerola, potrebno je revitalizirati. Sve bakterije osim L. plantarum K1 su nacijepljene u
5 mL svjeze pripremljenog hranjivog bujona. L. plantarum K1 nacijepljen je u 5 mL svjeze
pripremljenog MRS bujona, dok su kvasci C. albicans 86, S. cerevisiae 5, K. marxianus DS12
1 Pichia guilliermondii ZIM 624 nacijepljeni u 5 mL svjeze pripremljenog sladnog bujona.
Bakterijske kulture su inkubirane na 37 °C tijekom 24 sati, dok su kulture kvasca inkubirane
na 28 °C tijekom 24 sati. Nakon revitalizacije u tekucoj hranjivoj podlozi, po 0,1 mL bakterija
nacijepljeno je na hranjivi agar, BMK na MRS agar te kvasci na sladni agar. Uzorci su zatim
inkubirani na 37 °C za bakterije, odnosno 28 °C za kvasce tijekom 24 sati. Tako porasle

mikrobioloske kulture koristene su u daljnjim pokusima.
3.2.2. Priprema suspenzija odredenih gusto¢a McFarland jedinica

Kulture mikroorganizama porasle na ¢vrstim hranjivim podlogama koriStene su za pripremu
suspenzije odredenih McFarlandovih jedinica (eng. McFarland units). Biomasa pojedine
mikrobne kulture je resuspendirana u ampulicama (slika 5a) pomoc¢u mikrobioloske uSice u
mediju za pripremu suspenzija. Gustoc¢e pripremljenih suspenzija mjerene su na denzitometru

(slika 5b), a iznosile su 0,4, 0,5 1 2 McF jedinica za sve suspenzije mikroorganizama.
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b)
Slika 5. Priprema (a) i mjerenje McFarland jedinica (b) (vlastita fotografija)

Tako pripremljene suspenzije od 0,4, 0,5 i 2 McF upotrijebljene su za usporedno pracenje broja
stanica bakterija/kvasaca odredenih izravnim i neizravnim metodama. Nakon pripreme
suspenzija odgovaraju¢ih McFarland jedinica, pripremljena su decimalna razrjedenja te su

zadnja 3 nacijepljena na odgovarajuce hranjive podloge u triplikatu.

3.2.3. Turbidimetrijsko odredivanje broja bakterija/kvasaca

Spektrofotometrijskim mjerenjem na valnoj duljini od 620 nm pomocu ¢ita¢a mikrotitarskih
ploc¢ica odredena je prividna apsorbancija u pripremljenim suspenzijama bakterija/kvasaca od
0,4, 0,512 McF jedinica.

U jazice mikrotirarske plocice (slika 6) pipetirano je 250 pL svake suspenzije bakterije,
odnosno kvasca. Nakon pipetiranja uzoraka u jazice mikrotitarske plocice, izmjerene su

prividne apsorbancije pri 620 nm (slika 7).
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Slika 7. Cita¢ mikrotitarskih plo¢ica (vlastita fotografija)

3.2.4. Odredivanje broja zivih bakterija/kvasaca

Nakon §to su pripremljene suspenzije mikroorganizama odredenih gustoca, od istih su
nacinjene serije decimalnih razrjedenja u omjerima 1:10 kako bi se neizravnom metodom
nacjepljivanja poznatog volumena suspenzije (0,1 mL) na ¢vrste podloge (hranjivi agar, MRS
agar 1 sladni agar) odredio broj Zivih stanica ispitivanih mikroorganizama i usporedio s
McFarlandovim standardom. Kolonije koje su porasle na ¢vrstoj podlozi predstavljaju stvaran
broj zivih stanica, a dobivene vrijednosti se oznacavaju kao CFU vrijednost (eng. Colony
Forming Units). Broj Zivih stanica svake pojedine kulture mikroorganizama izracunat je prema

jednadzbi (1).
14



broj poraslih kolonija (N) . v .. . .
CFU = o] por 4 X reciprocna vrijednost razrjedenja (1)
upotrijebljeni volumen uzorka (mL)

3.2.5. Odredivanje broja zivih stanica kvasca direktnom metodom

Broj zivih stanica kvasaca C. albicans 86 S. cerevisiae 5, K. marxianus DS12 1 Pichia
guilliermondii ZIM 624 je osim neizravnom metodom odredivanja broja zivih stanica, odreden
1 izravnom metodom bojanjem puferiranim metilenskim modrilom i brojanjem u Thomaovoj
komorici (slika 8). Makroskopski (prostim okom) se uoci ugravirana mrezica na srediSnjem
polju komorice. Nakon §to su pripremljene suspenzije kvasca gustoca 0,4, 0,5 1 2 McF jedinica,
na povrs$inu mrezice je stavljena jedna kap puferiranog metilenskog modrila (boja koju ¢e
apsorbirati samo mrtve stanice kvasaca) u koju je sterilnom mikrobiolo§kom uSicom nanesena
suspenzija kvasca nakon ¢ega je preparat ostavljen pet minuta kako bi se odvila reakcija (Hajsig
1 Delas, 2016). Neophodno je dobro prilijeganje pokrovnice, a ono se postize njenim laganim
pomicanjem gore-dolje i lijevo-desno do pojave Newtonovih kolobara (kolobari spektralnih
boja) te istiskanjem mjehuri¢a zraka (Delas$ i sur., 2018). Komorica se zatim stavi na stoli¢
mikroskopa 1 mikroskopira se pod ukupnim povecanjem 100x dok se ne vidi cijela mreZzica,
nakon ¢ega se preparat mikroskopira pod ukupnim povec¢anjem 400x. Mikroskopiranjem pod
ukupnim povecanjem 400x pronaden je jedan od velikih kvadrata na mreZici te su izbrojane
sve Zive stanice (neobojane). Stanice su izbrojene u 3 velika kvadrata te je izracunata njihova
srednja vrijednost. Ukoliko su stanice na granici, uobicajena je praksa da se broje samo one
koje se nalaze lijevo i gore u kvadratu (Zhang i sur., 2019). Svakako, u obzir je potrebno uzeti

i razrjedenje suspenzije iz koje je uzet uzorak za odredivanje broja Zivih stanica kvasca.

Broj stanica kvasca izracunat je prema izrazu (2):

m Xn X1000 xX4000 . -
N = 1 stanica mL"! (2)

Gdje je: N = broj zivih stanica kvasca u Thomaovoj komorici
m = broj izbrojenih Zivih stanica
n = razrjedenje uzorka u kojem su brojane stanice kvasca
q = broj malih kvadrati¢a u kojima su izbrojane stanice kvasca
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Slika 8. Priprema preparata kvasca u puferiranom metilenskom modrilu u Thomaovoj
komorici (a) 1 mikroskopska slika zivih (neobojanih) i mrtvih (plavih) stanica kvasca (b)
(vlastita fotografija)
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. REZULTATI

U ovom je radu mikrobni rast odreden pracenjem povecanja broja stanica pomocu izravnih i
neizravnih metoda kao Sto su: priprema McFarlandovih jedinica, odredivanje u Thomaovoj
komorici, turbidimetrijsko odredivanje odnosno odredivanje broja zivih stanica. Kao test
mikroorganizmi upotrijebljeni su sojevi odabranih gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterija

te kvasci. Rezultati istrazivanja prikazani su u tablicama 2 i 3.

4.1.1. Rezultati odredivanja broja stanica bakterija

Rezultati odredivanja broja zivih stanica bakterija pri odredenoj vrijednosti McFarlandovih
jedinica prikazani su u tablici 2. Od metoda su se koristile priprema McF jedinica,

nacjepljivanje 0,1 mL suspenzije na podloge te turbidimetrijsko odredivanje.

Tablica 2. Broj zivih stanica predstavnika patogenih bakterija za 0,4, 0,5 te 2 McF jedinice

MCcF jedinice CFU mL! OD (620)
E. coli 3014 0,4 3x10° 0,087
0,5 2,2 x 107 0,100
2 3,3 x 108 0,138
S. typhimurium 0,4 1,4 x 108 0,076
3064 0,5 2,4 x 108 0,097
2 4,9 x 108 0,157
P. aeruginosa 3024 0,4 7,7 x10° 0,084
0,5 9,3 x 108 0,093
2 5,4 x 108 0,189
S. aureus 3048 0.4 1,9 x 107 0,098
0,5 3,4 x 10’ 0,110
2 3,7 x 107 0,205
L. monocytogenes 0,4 45 x 10’ 0,077
3112 0,5 1,7 x 108 0,109
2 2,3 x 108 0,219
S. carnosus 12st 0,4 2,3 x 108 0,079
0,5 3,3 x 10° 0,154
2 2,4 x 107 0,205
L. plantarum K1 0,4 1,3 x 107 0,082
0,5 2,4 x 107 0,085
2 6,3 x 10’ 0,194
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4.1.2. Rezultati odredivanja broja stanica kvasca

Rezultati odredivanja broja zivih stanica kvasca prikazani su u tablici 3. KoriStene metode

obuhvacdaju: pripremu McF jedinica, nacjepljivanje 0,1 mL suspenzije na podloge,

turbidimetrijsko odredivanje te brojanje pomoc¢u Thomaove komorice.

Tablica 3. Broj zivih stanica kvasca za 0,4, 0,5 te 2 McF jedinice

McF CFU mL! OD (620) Thomaova

jedinice komorica

C. albicans 86 0,4 4,3 x 10° 0,100 3,2 x 10°
0,5 6,8 x 108 0,104 3,5 x 108

2 1,2 x 107 0,221 7,5 x 108

S. cerevisiae 5 0,4 1,5 x 10° 0,057 1,1 x 10°
0,5 2,4 x 108 0,085 2,6 x 108

2 1,5 x 107 0,174 1,7 x 107

K. marxianus DS12 0,4 4 x 108 0,103 1,5 x 106
0,5 6 x 10° 0,124 1,6 x 10°

2 1,8 x 107 0,221 2,6 x 107

P. guilliermondii ZIM 0,4 3x 10’ 0,091 7,7 x 107
624 0,5 3,7 x 107 0,100 8,3 x 10’

2 1,2 x 108 0,208 1,3 x 108
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4.2. RASPRAVA

Rezultati u tablicama 2 i 3 prikazuju broj zivih stanica ispitivanih mikroorganizama
pripremljenih u razliitim gusto¢ama suspenzija (0,4 do 2 McF jedinice). KoriSteno je 7
razliCitih sojeva bakterija: E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, Salmonella spp., L. monocytogenes,
L. plantarum 1 S. carnosus te 4 razliCita kvasca: C. albicans, S. cerevisiae, K. marxianus 1 P.
guilliermondii.

Iz rezultata prikazanih u tablici 2, jasno je vidljivo povecanje broja zivih stanica patogenih
bakterija s povecanjem McF jedinica. Povecanje broja zivih stanica vrijedi za svih 7 ispitivanih
bakterija, no kod nekih (E. coli i P. aeruginosa) je ta razlika veca u usporedbi s drugim
bakterijama (Salmonella spp. i L. monocytogenes), dok je u slucaju bakterija S. aureus 1 L.
plantarum, razlika u povecanju broja zivih stanica gotovo neprimjetna. Broj zivih stanica
bakterija za 0,5 McF iznosi 1,5 x 10® CFU mL™!, dok za 2 McF iznosi 6,0 x 10> CFU mL"!
(Anonymus 2, 2002). Usporedujucéi to s dobivenim rezultatima, vidljivo je da vrijednosti vecine
bakterija (E. coli, S. typhimurium, P. aeruginosa te L. monocytogenes) odgovaraju tom redu
veli¢ine. Rezultati za preostale 3 bakterije (S. aureus, S. carnosus i L. plantarum) su za red
veli¢ine manji od uobicajenog jer tocan broj zivih stanica varira zbog razlike u veli¢ini 1 masi
mikroorganizama. To¢nost gustoe McFarlandovih standarda moZe se provjeriti pomocu
spektrofotometra. McFarlandov standard od 0,5 ima ocitanu apsorbanciju od 0,08 do 0,1 na
625 nm (Anonymus 2, 2002). Budu¢i da se u ovom radu koristila valna duljina od 620 nm, Sto
je minimalna razlika u odnosu na 625 nm, moZe se uociti da dobivene vrijednosti apsorbancije
za sve patogene bakterije ulaze u navedeni raspon. Pove¢anjem McF jedinica, raste i opti¢ka
gustoca jer je viSe bakterijskih stanica, vece je zamucenje pa se i koli¢ina svjetlosti koja prolazi
kroz uzorak smanjuje (Omar 1 MatJafri, 2009) te su takvi rezultati o€ekivani. Kralik 1 sur.
(2012) su u svom radu za slicne vrijednosti opticke gustoce (0,08 1 0,15) dobili 100 puta manje
brojeve u odnosu na rezultate prikazane u tablici 2, a razlog moze biti §to kolonije na istoj plo¢i
rastu razli¢itim brzinama i razlicite su veli¢ine. U radu takoder navode da je ovisnost OD i CFU
vrijednosti linearna, a isti trend prate 1 dobiveni rezultati u tablici 2. Granica detekcije za OD
je kod Kralika i sur. (2012) bila niza (3,0 x 10* CFU mL™) nego ina¢e (10° CFU mL™") (Sutton,
2011), no kako se vrijednosti u ovom radu kre¢u iznad 10, nije bilo problema s detekcijom.
Rezultati u tablici 3 pokazuju porast broja zivih stanica kvasca s porastom McF jedinica za sva
4 soja, a povecanjem opticke gustoce proporcionalno raste i broj stanica u hranjivoj podlozi.

Souza i sur. (2020) navode da je uobi¢ajen broj Zivih stanica kvasca za 0,5 McF 1,2 x 10° CFU
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mL!, dok za 2 McF iznosi 5,0 x 10°® CFU mL"'. Dobiveni rezultati se kreéu oko 10° CFU
mL! te moZzemo reéi da su o¢ekivani. Izuzetak je P. guilliermondii koji ima vise Zivih stanica
od predvidenog, a razlog moze biti razlika u veli¢ini i masi mikroorganizama. Ako se usporede
tablica 2 1 3, lako je uociti da je broj zivih stanica bakterija 100 puta ve¢i od broja zivih stanica
kvasca, a tome je tako jer su stanice kvasca (20 do 50 um) puno vece od bakterija (1 do 10 pm)
pa je potrebno manje stanica kako bi se postigla predvidena zamucenost McFarlandovog
standarda. Souza i sur. (2020) su u istom radu naveli da predvidena opticka gustoéa za 0,5 McF
iznosi 0,104, dok za 2 McF iznosi 0,242. Usporedujuci te vrijednosti s dobivenim rezultatima,
moze se uociti da opticke gustoce doista variraju oko 0,1 te 0,24.

Iako je priprema suspenzija mikroorganizama razlicitih gustoca i mjerenje McFarland jedinica
prilicno standardna, vrlo brza i $iroko rasprostranjena metoda, rezultati dobiveni tijekom ovog
rada pokazali su da nije u potpunosti u skladu s brojanjem zivih stanica u Thomaovoj komorici.
Razlika u broju Zivih stanica kvasca dobivenih brojanjem poraslih kolonija na ¢vrstoj podlozi
u Petrijevoj zdijelici i brojanjem u Thomaovoj komorici primjenom puferirane otopine
metilenskog modrila moZe se objasniti fizioloSkim stanjem organizma je su li mlade ili stare
stanice, ali 1 time $to CFU predstavlja jedinice koje tvore kolonije pa njihov broj dobiven na
hranjivoj podlozi moZe biti manji nego broj stanica u suspenziji. Stoga, iako su se koristile
suspenzije kvasca istth McF jedinica (0,4, 0,5 1 2), dobiveni su razli¢iti rezultati primjenom
razli¢itih metoda. Razlika nije znacajna (osim za C. albicans pri 2 McF kod kojeg je moguca
pogreska u radu), no sli¢na su zapazanja objavljena u znanstvenim radovima. Tako su na
primjer, Procop i sur. (2017) sugerirali da je potrebno povremeno provjeravati koliinu
mikroorganizama u inokulumu ako se za pripremu inokuluma koristi McFarlandov standard i
to na nacin da se inokuliraju serijska razrjedenja suspenzije u agar ploce. U svakom slucaju,
ono $to svi autori isticu je potreba za standardizacijom 1 provjerom koriStenih postupaka kako

bi se smanjila moguénost pogreske.
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5. ZAKLJUCAK

Iz dobivenih rezultata istrazivanja moze se zakljuciti sljedece:

1. Pri istim McF jedinicama postoji razlika u CFU vrijednostima i optickoj gu-
stoci u ovisnosti o vrsti mikroorganizama.

2. Odabrane $tapicaste gram-negativne bakterije, vjerojatno zbog svoje pokre-
tljivosti, pri 2 McF pokazuju manje zamucenje suspenzije (opti¢ku gustocu) u 0d-
nosu na odabrane gram-pozitivne bakterije i kvasce.

3. Buduc¢i da su stanice kvasca i do 10x veée od bakterija, za pripremu istih
vrijednosti McF jedinica potrebno je i manje stanica kvasaca.

4. U ovom radu primjenom McF standarda za razlicite test mikroorganizme do-
biveni su razli¢iti rezultati primjenom razli¢itih metoda, $to sugerira da bi se za

svaki mikroorganizam trebao naciniti vlastiti standard.
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Izjava o izvornosti

Ja _ Nikolina Teskera  izjavljujem da je ovaj zavr$ni rad izvorni rezultat mojeg rada te da

se u njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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