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Bestemmelse af celletal

Mange klassiske mikrobiologiske metoder har til formal at undersoge hvor mange mikroorga-
nismer man har i sin prove. Det undersgger man gennem forskellige metoder til estimering af

antallet af celler. I Bioteknologi 2, side 12-13, er spektrofotometrisk méling forklaret. Her folger
vejledninger til:

e Teelling i teellekammer

e Kochs pladespredningsmetode

e Maling vha. af stofskifteprodukter

Laboratoriesikkerhed

Normalt arbejder man kun med apatogene, dvs. ikke-sygdomsfremkaldende mikroorganismer
i undervisningen. Der er imidlertid altid en risiko for at opformere patogene, sygdomsfremkal-
dende, bakterier sammen med de enskede bakterier. Ud over de seedvanlige regler for feerdsel i
laboratoriet skal man derfor tage visse ekstra forholdsregler i det mikrobiologiske laboratorium:
e Hold orden pa arbejdspladsen

e Hold god hygiejne, vask haender, hold arbejdspladsen ren, renger og desinficér bordet efter
arbejdet og vask alle instrumenter og glasvarer grundigt op (desinficér evt.)

¢ Spildes mikroorganismer, skal de kontaminerede steder rengeres og desinficeres
* Ved arbejde med visse mikroorganismer kan der veere serlige regler mht. bortskaffelse

Derudover skal folgende generelle regler pointeres:
o Beer kittel
¢ Indtagelse af mad og drikke samt rygning er strengt forbudt

Direkte taelling med Thoma tallekammer

Baggrund

Et Thoma teellekammer er indrettet sa man kender dybden af preven mellem teellekammerets
objektglas og deekglas. Pa teellekammeret er dybden angivet (Tiefe 0,100 mm), se figur 1a. Pa ob-
jektglasset er der ridset et antal kvadrater som man kender arealet af (0,0025 mm?, se figur 1).
Kvadraterne kan ses som et indridset kors pa figur 1b. Herudfra kan man beregne det volumen
prove som man teeller celler i.

Ved at teelle hvor mange celler der befinder sig i et bestemt antal kvadrater, kan man nu beregne
hvor mange celler der er i proven.

Det er arbejdskraevende at bruge teellekammermetoden til at bestemme antal celler gennem en
hel fermenteringsproces. Hvis man felger veeksten vha. spektrofotometer, kan man imidlertid
tage en prove ud med en kendt absorbans og teelle koncentrationen af celler i denne preve. Ved
at dividere absorbansveerdien med antal celler pr. mL far man en omregningsfaktor, som man
kan gange med i de ovrige absorbansmalinger. Pa den made kan absorbansen omregnes til an-
tal celler pr. mL.

Thoma teellekamre anvendes bl.a. til at teelle blodceller i en blodpreve.

Materialer

e Cellekultur

* DPipette

* Mikroskop

¢ Thoma tellekammer
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Fremgangsmade
1. Teellekammeret skal veere rent og tert.
2. Fugt de to kanter til venstre og hejre for midterfelterne.

3. Leeg et planslebet deekglas pa og fastgor det med klemmerne, se figur 1a. Nar det ligger
rigtigt vil der dannes farvede ringe, Newtonringe, hvor daekglasset har kontakt med objekt-
glasset, se figur 1b.

4. Ryst proven og leeg en drabe op ad deekglassets kant siledes at draben treekkes ind under
deekglasset og fylder et af midterfelterne.

5. Seg med 10x objektivet efter streginddelingens gverste venstre kvadrat.

6. Skift til 40x objektivet. Hvis cellerne ligger sa teet at de ikke kan teelles, laves en fortynding af
proven.

7. Cellekammeret er opdelt i 16 felter, som igen er inddelt i sma kvadrater. De 16 felter er mar-
keret med rede greenselinier pa figur 2. Teel cellerne i 10 af de 16 felter. De 10 felter er marke-
ret med kryds pa figur 2.

8. Huvis en celle rorer ved den nederste eller den hejre graenselinie, skal den teelles med, men ik-

ke hvis den ligger pa den overste eller venstre. Det er altsa kun de bla celler pa figur 3, som
teelles med.

9. Skyl teellekammeret forsigtigt under rindende vand indtil deekglasset lasner sig. Bade teelle-
kammer og deaekglas er dyre og gar let i stykker.

Figur 1. a. Thoma teellekam-
mer med fastsuget daekglas.

b. Newton-ringe.
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Figur 2. De afkrydsede felter teelles. Figur 3. De sorte celler taelles ikke med.
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Resultater
Felt 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Gennem-
snit
Antal
celler

Figur 4. Resultatskema.

Resultatbearbejdning

Teellekammerets dybde er 0,1 mm. Et af de mellemstore felter har altsa et volumen pa
0,1 mm - 0,25 mm - 0,25 mm = 0,00625 mm? = 6,25 - 10° mL

Hvor mange celler var der i gennemsnit pr. mL?

Husk at gange resultatet med en eventuel fortyndingsfaktor.

Kochs pladespredningsmetode

Formal
At estimere koncentrationen af celler i en flydende bakteriekultur.

Baggrund

Kochs pladespredningsmetode er opfundet af den tyske mikrobiologi Robert Koch. Robert Koch
udviklede den teknik at dyrke bakterier pa faste substrater, bl.a. agar. Han rendyrkede og iden-
tificerede desuden miltbrandbakterien (Bacillus anthracis), tuberkulosebakterien (Mycobacterium
tuberculosis) og kolerabakterien (Vibrio cholerae). Laes mere om Robert Koch og hans arbejde pa:
http:/ /www.denstoredanske.dk/Natur_og_milj%C3%B8/Mikrobiologi/Mikrobiologer /Robert_Koch.
Metodens princip er at man poder 1 mL cellekultur ud i petriskale og indsteber dem i agar. Pla-
derne inkuberes ved en passende temperatur, og her vokser hver bakteriecelle op til en koloni
som kan ses med det blotte gje. Bakteriekolonierne teelles.

Man vil desvaerre ofte have sa mange bakterier i proven at de enkelte kolonier ikke kan teelles.
Derfor ma man ferst fortynde preven. For at finde en passende fortynding laver man en fortyn-
dingsraekke. Nar man finder den fortynding som har et passende kolonital, teeller man antallet
af kolonier og ganger det med fortyndingsgraden, sd man far antallet af bakterier i den oprinde-
lige prove. Man laver altid dobbeltbestemmelse, dvs. at man poder ud pa to petriskéle ved hver
fortynding.

Fortyndingsraekken laves ved at overfere 1 mL kultur til 9 mL steril NaCl-oplesning. Herved
fortyndes bakterierne 10 gange (10™). Ved at fore 1 mL videre til neeste reagensglas med 9 mL
NaCl-oplesning fortyndes proven 100 gange (10?) osv.

Hvis man gnsker at bestemme antal celler i en bakteriekultur anvender man Plate Count Agar
(PCA) som substrat. Undersgger man en geerkultur anvendes maltagar (olurt-agar).
Inkubationstemperaturen er atheengig af hvilke mikroorganismer man leder efter. Leder man ef-
ter tarmbakterier som fx E. coli, inkuberes ved 37 °C. leder man efter bakterier fra jord- og over-
fladevand inkuberes ved 22 °C. Geerceller inkuberes typisk ved 25 °C.
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Materialer
¢ Bakteriekultur, geerkultur eller vandprove
e 5autoklaverede reagensglas med Cap-O-Tests forsynet med etiketter (0, -1, -2, -3, -4, -5)

* 14 sterile petriskale, meerket to og to (0, -1, -2, -3, -4, -5 og kontrol). Skriv pa bunden, lagene
kan blive forbyttet.

¢ 6 sterile 1 mL pipetter

¢ 10 mL pipetter med sterile spidser

¢ Steril 0,9 % NaCl-oplosning

e PCA (Plate Count Agar), smeltes for forseget i vandbad eller mikroovn
* Bunsenbrender

* Varmeskab

Fremgangsmade i oversigt
Laes om laboratoriesikkerhed inden du begynder!

1. Placér de meerkede sterile reagensglas i reekkefolge i stativet og de meerkede petriskale i to
reekker langs bordkanten, se figur 5.

2. Overfor 9 mL steril NaCl-oplesning til hvert reagensglas.

3. 0,1 mL prove overferes med en steril pipette til ror -1. Omrer bakterierne i veesken ved at su-
ge op og ned et par gange. Pipetten kasseres.

4. Med en ny pipette overfores 0,1 mL fra ror -1 til hver af de to petriskdle meerket -1, og der
overfores 1 mL til ror -2. Omrer bakterierne som for og kassér pipetten.

5. Med en ny pipette overfores 0,1 mL fra ror -2 til hver af de to petriskdle meerket -2, og der
overfores 1 mL til ror -3. Omroer bakterierne som for og kassér pipetten.

Gentag proceduren til alle fortyndingerne er lavet.
Kontrolpladerne tilseettes ikke bakterier. De skal kunne identificere eventuelle forureninger.
Smelt agaren i flasken og lad den kele af til hdindvarm temperatur.

Y N

Heeld ca. 25 mL substrat i hver petriskal (ca. 2 mm agar):
a. Loft laget pa skra over petriskalen med venstre hand.
b. Heeld agar i med hejre hdnd og drej skalen let rundt, s& bakterierne fordeles i agaren.
c. Leeg laget pa skré pa skalen indtil agaren er storknet.
d

. Leeg lagene pa pladerne, stabl dem med bunden opad i passende bundter (sd evt. dug
samles i laget).

10. Inkubér pladerne i varmeskab i 48 timer.

11. Bundt pladerne med bunden opad, szt tape om, og opbevar dem i en plasticpose i keleskab
indtil neeste forsegsgang.

12.Identificér de petriskale som har mellem 25 og 250 kolonier. De ovrige kasseres. Teel antallet
af kolonier pa skalene og indfer det i resultatskemaet, figur 6. Er der mange, kan man mar-
kere halvdelen eller en fjerdedel af skalen, opteelle bakterierne og gange med henholdsvis 2
eller 4. Det kreever dog at kolonierne er spredt ligeligt over pladen.

13. Beregn hvor mange bakterier der var i den oprindelige prove ud fra hver af de optalte plader
ved at gange antal kolonier med fortyndingsgraden. Find gennemsnittet af pladerne. Det er
det endelige resultat.
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Smeltet
PCA Reagensglas med 9 mL

sterilt saltvand
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Figur 5. Oversigt over fremgangsméden ved Kochs pladespredningsmetode.

Antal celler pr. mL i den
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Figur 6. Resultatskema.

Maling af veekst ved metabolitter

Formal
At folge veeksten i en kultur af mikroorganismer ved at folge eendringen i substratkoncentration
eller meengden af affaldsstoffer.

Baggrund
Man kan felge vaeksten i en kultur af mikroorganismer ved at folge hvor meget substrat der for-
bruges, eller ved at folge hvor mange metabolitter der dannes.
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o Sukkerkoncentrationer kan males med et handholdt refraktometer som maler substratets
lysbrydning eller en oechsleveegt som maler dets densitet. Malingerne pavirkes ogsa af an-
dre molekyler som alkohol, hvilket man ma tage hejde for.

e Glucosekoncentrationen i substratet kan felges med en blodglucosemaler. Mélerens virke-
made er neermere beskrevet i Bioteknologi 2, side 51.

e Syrer kan males ved titrering eller ved at felge pH. En metode er beskrevet under Tema 3,
Link 1d, Forseg med syrning af meelk.

Ved alkoholgering kan man male den CO,-mzengde som bobler af bryggen. Det kan males enten
e som et vaegttab

ved at teelle bobler

o ved at opsamle gassens volumen i maleglas

e som en trykeendring med dataopsamlingsudstyr

Man kan omregne eendringer i tryk eller volumen til hvor mange mol CO, der er dannet. Det
gores vha. idealgasligningen: PV = nRT, hvor

P = Trykeendringen i systemet (atm)

V = Volumeneendring i systemet (L)

n = Antal mol gas dannet (mol)

R = Gaskonstanten = 0,082 L - atm - mol? - K™

T = den absolutte temperatur i systemet (K)
Metoderne er neermere omtalt i Link 1b, 1c og 1e.



