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	ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ ΔΥΤΙΚΗΣ ΑΤΤΙΚΗΣ

ΣΧΟΛΗ ΕΠΙΣΤΗΜΩΝ ΤΡΟΦΙΜΩΝ

ΤΜΗΜΑ ΕΠΙΣΤΗΜΩΝ ΟΙΝΟΥ ΑΜΠΕΛΟΥ ΚΑΙ ΠΟΤΩΝ

ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟ ΜΙΚΡΟΒΙΟΛΟΓΙΑΣ ΟΙΝΟΥ


ΑΣΚΗΣΗ 3: Καταμέτρηση μικροοργανισμών με τη μέθοδο των διαδοχικών αραιώσεων και επίστρωση σε τρυβλία
1. Σκοπός

Ο σκοπός της καταμέτρησης μικροοργανισμών που έχουν προέλθει από καλλιέργεια, είναι η αξιολόγηση του πληθυσμού των μικροοργανισμών ή του επιπέδου «επιμόλυνσης» του δείγματος και συγκεκριμένα η εκτίμηση της ποσότητας των κυττάρων που έχουν την ικανότητα πολλαπλασιασμού. Ανάλογα με το θρεπτικό μέσο που θα χρησιμοποιηθεί και με τις συνθήκες καλλιέργειας, τέσσερις τύποι μικροοργανισμών μπορούν να καταμετρηθούν: ζύμες, γαλακτικά βακτήρια, οξικά βακτήρια και ευρωτομύκητες (μούχλες).
Συγκεκριμένα στη μικροβιολογία οίνων, η μέθοδος αυτή προσφέρει γενικές οδηγίες για να καταμετρηθούν κύτταρα των προαναφερθέντων μικροοργανισμών σε γλεύκη, μερικώς ζυμωμένα γλεύκη, οίνους (συμπεριλαμβανομένων και των αφρωδών οίνων) κατά τη διάρκεια της ζύμωσης.
2. Στόχοι

Οι μικροβιολογικές αναλύσεις μπορούν να πραγματοποιηθούν πριν, κατά τη διάρκεια ή μετά την αλκοολική ή/και μηλικογαλακτική ζύμωση. Στόχος αυτών είναι η εκτίμηση του πληθυσμού, επιτρέποντας να βρεθεί οποιαδήποτε ανωμαλία, όχι μόνο στο τελικό προϊόν αλλά και σε διάφορα στάδια της παρασκευής του.
3. Περιγραφή της ενότητας (θεωρητικό)

Ο εργαστηριακός μικροβιολογικός έλεγχος, συχνά καλείται να προσδιορίσει τον αριθμό των κυττάρων σ’ ένα δείγμα καθώς επίσης και να ελέγξει την μικροβιακή ανάπτυξη κάτω από διάφορες συνθήκες. Συνεπώς, η απαρίθμηση των μικροοργανισμών είναι πολύ σημαντική στον κλάδο της μικροβιολογίας οίνων.
Τρόποι μέτρησης μικροβιακού πληθυσμού/βιομάζας (υπολογισμού κυτταρικής συγκέντρωσης) ενός δείγματος
1. Έμμεσες μέθοδοι

1.1 Μέτρηση θολερότητας ή οπτικής απορρόφησης
1.2 Μέτρηση βιομάζας ως ξηρό βάρος

1.3 Μέτρηση αγωγιμότητας 
1.4 Μέτρηση εμπέδησης (Radio-frequency impedence-capacitance) https://en.wikipedia.org/wiki/Impedance_microbiology https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs10616-005-3974-x

1.5 Άλλες μέθοδοι βάση του κυτταρικού μεταβολισμού (μέτρηση κυτταρικών προϊόντων, ATPμετρία, φυσικά τεστ, CID, κ.α.)
Σημείωση: Για τις μεθόδους αυτές απαιτείται κατασκευή πρότυπης καμπύλης/καμπύλης αναφοράς.
2. Άμεσες μέθοδοι

2.1 Άμεση μικροσκοπική παρατήρηση (με πλακίδιο) και χρώση (βιωσιμότητα)

2.2 Κυτταρομετρία ροής-μέτρηση σωματιδίων (με coulter counter ή και σε συνδυασμό με έμμεση cell flow cytometry)

2.3 Μέθοδοι με ανάπτυξη/πολλαπλασιαμό των κυττάρων
2.3.1 Διαδοχικές δεκαδικές αραιώσεις και καταμέτρηση των αποικιών σε τρυβλία

2.3.2 Μέθοδος αραίωσης και ανάπτυξης σε σωλήνες

2.3.3 Μέθοδος του πιο πιθανού αριθμού (MPN- Most Probable Number)
2.3.4 Μέθοδος της μικροβιοκρατούς διήθησης με αποστειρωτικό φίλτρο/μεμβάνη
Η εκτίμηση του ζωντανού μικροβιακού πληθυσμού των τροφίμων με τη χρήση στερεών υποστρωμάτων βασίζεται στην παραδοχή ότι κάθε μικροβιακό κύτταρο αναπτύσσεται στο άγαρ και σχηματίζει μια ορατή αποικία. Αυτή η παραδοχή δεν είναι απόλυτα σωστή διότι τα μικροβιακά κύτταρα του δείγματος ανήκουν σε διαφορετικά είδη με διαφορετικές φυσιολογικές απαιτήσεις και έτσι δεν αναπτύσσονται όλα κάτω από τις ίδιες συνθήκες. Μερικά μικρόβια λόγω θρεπτικών ελλείψεων του υποστρώματος, δυσμενών συνθηκών επώασης ή αντιμικροβιακών ουσιών (είτε είναι παρούσες στο υπόστρωμα είτε παράγονται από άλλους μικροοργανισμούς) δεν σχηματίζουν ορατές αποικίες (viable not culturable cells-VNC). Επιπλέον, μια αποικία δεν προέρχεται πάντα από ένα μικροβιακό κύτταρο. Μια αποικία μπορεί να σχηματιστεί από ένα ή περισσότερα κύτταρα όταν αυτά βρίσκονται πολύ κοντά.

Για την αντιμετώπιση των παραπάνω προβλημάτων το δείγμα ομογενοποιείται όσο γίνεται καλύτερα για το διασκορπισμό των μικροβιακών κυττάρων. Έπειτα χρησιμοποιούνται διαφορετικά υποστρώματα και διαφορετικές συνθήκες επώασης, ώστε να καταστεί δυνατή η καταμέτρηση των διαφόρων μικροβιακών ομάδων (π.χ. ευκαριωτικά, προκαριωτικά, αερόβια, αναερόβια, μεσόφιλα, ψυχρόφιλα, κ.λ.π.) του δείγματος. Το αποτέλεσμα της εκτιμήσεως των μικροβιακών πληθυσμών εκφράζεται σε μονάδες που δημιουργούν μια αποικία, colony forming units - cfu / g ή ml δείγματος.
Ο αριθμός των μικροβιακών κυττάρων σε ένα δείγμα είναι συνήθως αρκετά μεγάλος προκειμένου να μετρηθεί άμεσα. Για το λόγο αυτό, κατά την εφαρμογή της μεθόδου «Διαδοχικές δεκαδικές αραιώσεις και καταμέτρηση των αποικιών σε τρυβλία», το δείγμα αραιώνεται διαδοχικά και στη συνέχεια επιστρώνεται σε ένα στερεό θρεπτικό μέσο (σε τρυβλίο). Στην επιφάνεια του θρεπτικού μέσου κάθε βιώσιμο κύτταρο μπορεί να δώσει μια αποικία. Η καταμέτρηση των αποικιών (μετά την επώαση του τρυβλίου στις κατάλληλες συνθήκες) μας δίνει τον αριθμό των βιώσιμων κυττάρων της συγκεκριμένης αραίωσης του δείγματος που χρησιμοποιήθηκε.
Συνήθως το μικροβιακό δείγμα αραιώνεται κατά δέκα (ή εκατό) φορές διαδοχικά, χρησιμοποιώντας φυσιολογικό ορό ή δ/μα Ringer, πριν την επίστρωση πάνω σε κατάλληλο θρεπτικό μέσω με άγαρ, με τη μεθόδο της διασποράς (spread-plate method). Στη μέθοδο της διασποράς, 100 μl από την κάθε αραίωση επιστρώνεται πάνω στο στερεό θρεπτικό μέσο. Μετά την επώαση, καταμετρούνται οι αποικίες μόνο στα τρυβλία που περιέχουν 30-300 αποικίες, γιατί από στατιστική άποψη είναι τα πιο έγκυρα. Για αναερόβιους και προαιρετικά αερόβιους μικροοργανισμούς μπορεί να χρησιμοποιηθεί και η τεχνική της ανάπτυξης σε δοχεία αναεροβίωσης ή και η τεχνική της ενσωμάτωσης στο υπόστρωμα πριν τη στερεοποίηση στο τρυβλίο.
Σημείωση: Αν υπάρχουν λιγότερες από 30 αποικίες σ’ ένα τρυβλίο, τότε μικρά λάθη στη τεχνική της αραίωσης ή/και η παρουσία ελάχιστων ξένων κυττάρων θα έχει δραστικές επιδράσεις στην τελική μέτρηση. Επίσης, αν ο αριθμός των αποικιών είναι πολύ μεγάλος (>300), τότε υπάρχει κίνδυνος να μην έχει γίνει καλός διαχωρισμός των αποικιών.
Σημείωση: cfu (colony forming units) ( ο αριθμός των βιώσιμων κυττάρων εκφράζεται ως βιώσιμες μονάδες που έχουν την ικανότητα να σχηματίζουν αποικίες
O αριθμός των κυττάρων ενός υγρού δείγματος (π.χ. οίνου) εκφράζεται σε cfu/mL. O αριθμός των κυττάρων ενός στερεού δείγματος εκφράζεται σε cfu/g.
Συνεπώς: Μικροβιακός πληθυσμός (cfu/mL) = αριθμός αποικιών * συντελεστής αραίωσης. Ο συντελεστής αραίωσης ως αριθμός είναι το αντίστροφο της αραίωσης
4. Σχόλια

Όλες οι διεργασίες πρέπει να γίνονται υπό ασηπτικές συνθήκες, με χρήση αποστειρωμένων υλικών, κοντά σε λύχνο Bunsen ή/και σε θάλαμο νηματικής ροής. Πριν από οποιαδήποτε μικροβιολογική ανάλυση είναι αναγκαίο να εξασφαλίσουμε πως έχει πραγματοποιηθεί σωστή δειγματοληψία.
Σε ορισμένες περιπτώσεις υπάρχουν κύτταρα που μπορούν και μεταβολίζουν το υπόστρωμα, αλλά δεν μπορούν να πολλαπλασιαστούν (VNC – Viable Not Culturable). Αυτά τα κύτταρα δεν μπορούν δώσουν αποικίες και άρα να ανιχνευθούν με την παρούσα τεχνική. Επίσης η τεχνική δεν ανιχνεύει τα νεκρά κύτταρα, τα οποία δεν πολλαπλασιάζονται και άρα δεν δίνουν αποικίες.
5. Πεδίο εφαρμογής

Η μικροβιολογικές αναλύσεις μπορούν να εφαρμοστούν σε οίνους, γλεύκη και άλλα παρόμοια προϊόντα ακόμη και αν έχουν υποστεί (θεμιτά ή αθέμιτα) αλλαγές εξαιτίας βακτηριακής δραστηριότητας.
6. Αρχή της μεθόδου

Ο αριθμός των μικροβιακών κυττάρων σε ένα δείγμα είναι συνήθως αρκετά μεγάλος προκειμένου να μετρηθεί άμεσα. Για το λόγο αυτό, το δείγμα αραιώνεται διαδοχικά και στη συνέχεια επιστρώνεται σε ένα στερεό θρεπτικό μέσο (σε τρυβλίο). Στην επιφάνεια του θρεπτικού μέσου κάθε βιώσιμο κύτταρο μπορεί να δώσει μια αποικία. Η καταμέτρηση των αποικιών (μετά την επώαση του τρυβλίου στις κατάλληλες συνθήκες) μας δίνει τον αριθμό των βιώσιμων κυττάρων της συγκεκριμένης αραίωσης του δείγματος που χρησιμοποιήθηκε.
Μετά την ομογενοποίηση του δείγματος και την παρασκευή της αρχικής αραιώσεως και σε σύντομο χρονικό διάστημα παρασκευάζονται δεκαδικές αραιώσεις με τη μεταφορά ενός όγκου δείγματος και 9πλάσια ποσότητα αραιωτικού υγρού, όπως φαίνεται στην εικόνα 2. Σε περιπτώσεις όπου απαιτούνται πολλές αραιώσεις, μπορεί ορισμένες να είναι 1/100 ώστε να μειωθεί ο αριθμός των βημάτων. Ανάλογα το είδος του δείγματος/τροφίμου, χρησιμοποιείται φυσιολογικός πεπτονούχος ορός, ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών, διάλυμα Ringer, κ.α, ώστε να αποφεύγεται το οσμωτικό στρες. Όσο μεγαλύτερος όγκος υγρού μεταφέρεται τόσο η ακρίβεια της μεθόδου μεγαλώνει. Από την κάθε αραίωση ενοφθαλμίζονται συνήθως δυο με τρία τρυβλία με την τεχνική της ενσωματώσεως ή την τεχνική της επιφανειακής εξάπλωσης.

7. Αντιδραστήρια και υλικά (και συνταγές υποστρωμάτων)

Υποστρώματα (ενδεικτικά)
[image: image2.emf]
Σημείωση: Στα θρεπτικά προστίθεται άγαρ 20g/L για την επίτευξη της στερεοποίησης.
Τα αντιβιοτικά προστίθενται μετά την αποστείρωση και την ψύξη του υποστρώματος στους 45ο C
Υπόστρωμα YPD/YEPD - Yeast Extract-Peptone-Dextrose

Εκχύλισμα ζυμών (yeast extract) 5g/L
Πεπτόνη 4g/L
Γλυκόζη 20g/L
Άγαρ 15-20g/L
Προσθήκη αντιβοτικού μετά την αποστείρωση και την ψύξη του υποστρώματος στους 45ο C: χλωραμφαινικόλη (έναντι gram + & - βακτηρίων) 0,1g/L διαλυμένο σε 1 mL αλκοόλης 95% στο 1 λίτρο υποστρώματος
Η αποστείρωση γίνεται σε αυτόκαυστο για 15min στους 121ο C
Άλλα υποστρώματα

Plate Count Agar : Πεπτόνη 5.0, Εκχύλισμα ζύμης 2.5, Γλυκόζη 1.0, Άγαρ 14.0

Κατά περίπτωση μπορούν να χρησιμοποιηθούν εκτός από τα παραπάνω υποστρώματα γενικής χρήσης και επιλεκτικά υποστρώματα, ανάλογα με τον μικροοργανισμό που μελετάται (ίδε σχετικά φυλλάδια eclass).

Διαλύματα αραίωσης (αποστειρωμένα)
Τα κύρια αραιωτικά υγρά και η σύστασή τους (g/l) είναι:

· Φυσιολογικός ορός : ΝaCl 8.5
· Πεπτονούχος φυσιολογικός ορός : Tρυπτόνη 1.0, ΝaCl 8.5
· Διάλυμα Ringer: NaCl 2.25, KCl 0.105, CaCl2 0.12, NaHCO3 0.05

· Πεπτονούχο νερό: Πεπτόνη 15.0, NaCl 5.0

Διάλυμα αποστείρωσης γυάλινων ράβδων : Αλκοόλη 95%

8. Εγκατάσταση και εξοπλισμός

- Θάλαμος νηματικής ροής και λύχνος Bunsen
- Αναλυτικός ζυγός
- Αυτόκαυστο

- Υδατόλουτρο

- Επωαστικός θάλαμος θερμοκρασίας  25-37οC

- Συσκευή μέτρησης pH
- Αποστειρωμένα Τρυβλία

- Γυάλινες ράβδους
- Αποστειρωμένα σιφώνια

- Μικροπιπέτες και αποστειρωμένα tips
- Aναδευτήρας vortex
9. Δειγματοληψία

Το δείγμα πρέπει να αντιπροσωπεύει τη μικροβιολογία του συνόλου του δείγματος του γλεύκους ή του οίνου που θα αναλυθεί. Το δείγμα πρέπει να ομογενοποιηθεί όσο το δυνατόν καλύτερα πριν τη δειγματοληψία ώστε να γίνουν ξανά εναιώρημα όσοι μικροοργανισμοί έχουν την τάση να κατακάθονται στον πάτο του περιέκτη. Σε περίπτωση που η ομογενοποίηση είναι ανεπιθύμητη, πρέπει να ληφθεί δείγμα από το σημείο όπου είναι πιθανότερο να βρίσκονται οι μικροοργανισμοί [π.χ. όταν ενδιαφερόμαστε για ζύμες ή βακτήρια που βρίσκονται στον πυθμένα των δεξαμενών ή των βαρελιών (π.χ. οινολάσπες].
Οι παρακάτω ποσότητες δείγματος χρειάζονται για την μικροβιολογική ανάλυση:
Γλεύκος ή γλεύκος εν ζυμώσει ή οίνος (μη συσκευασμένος): >250 mL
Οίνος συσκευασμένος: 1 μονάδα (ανεξαρτήτως περιεκτικότητας)
10. Διαδικασία (με φωτογραφίες, διαγράμματα, κλπ)

Ο αριθμός των ζώντων μικροοργανισμών που είναι παρόντες σε γλεύκη ή οίνους προσδιορίζεται με το να απλωθεί (spreading) μια μικρή ποσότητα γνωστού όγκου δείγματος (προηγουμένως αραιωμένου, συνήθως 100μL) στην επιφάνεια ενός θρεπτικού υποστρώματος (τρυβλίο) με τη χρήση κεκαμένης ράβδου. Έπειτα τα τρυβλία επωάζονται σε αντίστοιχο θάλαμο, στις βέλτιστες συνθήκες ανάπτυξής ανάλογα με τον οργανισμό που μελετάται. Κάθε κύτταρο ή συμπαγής μάζα πολλών κυττάρων, διαιρείται και συσσωματώνεται σε μία αποικία η οποία είναι ορατή δια γυμνού οφθαλμού. Ο αριθμός των αποικιών που βρίσκονται στην επιφάνεια του τρυβλίου, αντιστοιχεί περίπου στον αριθμό των κυττάρων του αρχικού δείγματος για αυτό και τα αποτελέσματα εκφράζονται ως CFU (ο αριθμός των βιώσιμων κυττάρων εκφράζεται ως βιώσιμες μονάδες που έχουν την ικανότητα να σχηματίζουν αποικίες). 

Εάν ο αριθμός των κυττάρων ενός δείγματος εκτιμάται να είναι υψηλός, πρέπει να προηγηθούν κατάλληλες διαδοχικές δεκαδικές αραιώσεις ώστε στα τρυβλία να ληφθούν 30-300 αποικίες (βλ. Εικόνα 1 και 2). 
[image: image1.emf]
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Εικόνα 1. Τρυβλία που έχουν προκύψει με τη μέθοδο επίστρωσης (spreading) από δείγμα το οποίο έχει υποστεί διαδοχικές δεκαδικές αραιώσεις.
Εάν ο αριθμός των κυττάρων αναμένεται να είναι πολύ μικρός, τότε τα κύτταρα συλλέγονται στην επιφάνεια ενός μικροβιοστατικού φίλτρου (0.45 μm για ζύμες και 0.22 μm για βακτήρια), το οποίο έπειτα τοποθετείται στην επιφάνεια του τρυβλίου προς επώαση.
Το εύρος μέτρησης της συγκεκριμένης μεθόδου κυμαίνεται από <1 cfu/(όγκου προς ανάλυση) έως 109 cfu/mL ή 1010 cfu/g του αρχικού δείγματος.

Διαδοχικές αραιώσεις

1 mL δείγματος μεταφέρεται σε δοκιμαστικό σωλήνα με 9mL αποστειρωμένο πεπτονούχο νερό. Ο δοκιμαστικός σωλήνας οδηγείται σε περιδίνηση (σε vortex) για 20 δευτερόλεπτα. Αυτή είναι η πρώτη δεκαδική αραίωση, από την οποία επίσης μεταφέρεται 1mL στον επόμενο δοκιμαστικό σωλήνα με 9mL αποστειρωμένο πεπτονούχο νερό (αυτή είναι η δεύτερη δεκαδική αραίωση). Μετά από 20 δευτερόλεπτα περιδίνησης, η διαδικασία επαναλαμβάνεται μέχρι το σημείο που κρίνεται απαραίτητο (Εικόνα 2).
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Εικόνα 2α. Μέθοδος διαδοχικών αραιώσεων αρχικού δείγματος και επίστρωση τρυβλίων για την καταμέτρηση αποικιών με σκοπό την εύρεση των cfu/mL του αρχικού δείγματος.
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Εικόνα 2β. Μέθοδος διαδοχικών αραιώσεων αρχικού δείγματος και επίστρωση τρυβλίων για την καταμέτρηση αποικιών με σκοπό την εύρεση των cfu/mL του αρχικού δείγματος.

Ο ενδεικτικός αριθμός διαδοχικών αραιώσεων που απαιτείται για δείγματα που αφορούν στη μικροβιολογία οίνου αναφέρεται στον παρακάτω πίνακα:  

	Δείγμα
	Συνήθεις Διαδοχικές Αραιώσεις

	Γλεύκος
	4

	Γλεύκος εν ζυμώσει
	7

	Οίνος αφιλτράριστος κατά τη διάρκεια παλαίωσης (μέτρηση ζυμών)
	2

	Οίνος αφιλτράριστος κατά τη διάρκεια παλαίωσης (μέτρηση γαλακτικών βακτηρίων)
	6

	Οίνος φιλτραρισμένος ή εμφιαλωμένος
	-


Σημείωση: Συμπυκνωμένο γλεύκος: 10 mL σε 100 mL πεπτονούχου νερού (ή 100 mL σε 1000 mL).

Εμφιαλωμένος ή φιλτραρισμένος οίνος και συμπυκνωμένο γλεύκος μετά της αραίωση αναλύονται με τη μέθοδο μικροβιοκρατούς διήθησης.
Επίστρωση σε τρυβλία
Ετοιμάζονται οι απαραίτητες διαδοχικές αραιώσεις. Το κάθε τρυβλίο ενοφθαλμίζεται (Εικόνα 3) με 0,1mL συνήθως από τις τρεις ή τέσσερις τελευταίες (χαμηλότερες) αραιώσεις, ανάλογα με τον πληθυσμό που αναμένουμε, ως εξής: 
	Δείγμα
	Διαδοχικές Αραιώσεις

	Γλεύκος
	-2, -3, -4

	Γλεύκος εν ζυμώσει
	-5, -6, -7

	Οίνος αφιλτράριστος κατά τη διάρκεια παλαίωσης
	0, -1, -2


Υπό ασηπτικές συνθήκες, το δείγμα απλώνεται στην επιφάνεια του θρεπτικού μέσου του τρυβλίου, χρησιμοποιώντας κεκαμένη γυάλινη ράβδο (Εικόνα 4). Για κάθε αραίωση παρασκευάζονται 3 τρυβλία, ώστε να ελεγχθεί η ακρίβεια και η επαναληψιμότητα και να αποφευχθεί σε περίπτωση λάθους η επανάληψη της μέτρησης. Τα τρυβλία επωάζονται (ανάποδα) για 2-3 ή 4 μέρες στους 25οC (όσο αφορά στις ζύμες και 3-4 ημέρες στα οξικά βακτήρια). Τα γαλακτικά βακτήρια επωάζονται σε ειδικό δοχείο υπό ατμόσφαιρα διοξειδίου του άνθρακα (αναερόβια) για 7-10 ημέρες.
11. Μέθοδος υπολογισμού και έκφραση αποτελεσμάτων (και ακρίβεια/σφάλμα μεθόδου)

Μετά από 4 ημέρες γίνεται η καταμέτρηση των αποικιών (Εικόνα 1) στα τρυβλία που εμφανίζουν 30-300 αποικίες ζυμών (ISO 7218:2007).
Για την επιλογή των τρυβλίων και την αρίθμηση των αποικιών ακολουθούνται οι παρακάτω κανόνες

i. Αριθμούνται όλες οι αποικίες, οποιουδήποτε μεγέθους. Απαιτείται προσοχή, ώστε να αποφεύγεται σύγχυση των αποικιών με σωματίδια του δείγματος ή ιζήματα του θρεπτικού υλικού. Αν υπάρχει αμφιβολία, η εξέταση γίνεται με τη βοήθεια φακού ή στερεοσκοπίου.

ii. Επιλέγονται τα τρυβλία που μετά την αρίθμηση των αποικιών διαπιστώνεται ότι περιέχουν περίπου 30-300 αποικίες.

iii. Ο αριθμός των αποικιών στο αρχικό δείγμα υπολογίζεται αν ο αριθμός αποικιών των επιλεγμένων τρυβλίων πολλαπλασιαστεί με το αντίστροφο της αντίστοιχης αραίωσης.

CFU/g or ml = CFU/τρυβλίο Χ (συντελεστής αραίωσης)

Εφόσον ο αριθμός των αποικιών στα 3 τρυβλία της ίδιας αραίωσης είναι παρόμοιος (στατιστικός αποκλεισμός τιμών), υπολογίζεται ο μέσος όρος. Αν ένα τρυβλίο είναι διαφορετικό από τα υπόλοιπα αποκλείετε, αν τα 3 τρυβλία διαφέρουν σημαντικά, τότε η μέτρηση επαναλαμβάνετε.

iv. Αν από μια αραίωση έχουν ενοφθαλμιστεί δυο τρυβλία (30 - 300 αποικίες) τότε υπολογίζεται ο μέσος όρος αυτών και πολλαπλασιάζετε με το αντίστροφο της αραίωσης. Σε περίπτωση που μόνο ένα τρυβλίο έχει αποικίες μεταξύ 30-300, υπολογίζεται ξανά ο μέσος όρος των τρυβλίων. 

v. Εάν δυο τρυβλία από δυο διαδοχικές αραιώσεις έχουν 30-300 αποικίες, τότε για κάθε αραίωση υπολογίζεται ο αριθμός των αποικιών στο τρόφιμο (CFU/g ή ml) και εξάγεται ο μέσος όρος αυτών. Σε περίπτωση που ο λόγος του μεγαλύτερου αριθμού (CFU/g ή ml) προς τον μικρότερο αριθμού είναι μεγαλύτερος από 2, τότε το αποτέλεσμα εκφράζεται μόνο με τον μικρότερο αριθμό (CFU/g ή ml). 

vi. Εάν όλα τα τρυβλία έχουν λιγότερες από 30 αποικίες, το αποτέλεσμα εκφράζεται κατ'εκτίμηση με βάση των αριθμό των αποικιών του ή των τρυβλίων της μικρότερης αραίωσης.

vii. Εάν όλα τα τρυβλία έχουν πολύ περισσότερες από 300 αποικίες, επιλέγεται το τρυβλίο της μεγαλύτερης αραίωσης και αριθμούνται οι αποικίες με την βοήθεια τετραγωνισμένου πλέγματος. (πλέγμα στο οποίο το κάθε τετράγωνο έχει εμβαδό 1 cm2 όταν υπάρχουν λιγότερες από 10 αποικίες ανά cm 2 , τότε αριθμούνται 12 τετράγωνα και υπολογίζεται ο μέσος όρος / cm2 . εάν υπάρχουν περισσότερα από 10 αποικίες / cm2 , τότε μετρούνται οι αποικίες σε 4 τετράγωνα και εξάγεται ο μέσος όρος ανά cm 2 . Κατόπιν ο μέσος όρος/ cm2 πολλαπλασιάζετε με το συνολικό εμβαδό των τρυβλίων (συνήθως 56 ή 65 cm2 ).
viii. Εάν κανένα τρυβλίο δεν έχει αποικίες τότε το αποτέλεσμα εκφράζεται σαν < 1 επί τον συντελεστή της μικρότερης αραίωσης. 

ix. Εάν στα τρυβλία υπάρχουν αποικίες που παρουσιάζουν εξάπλωση στην επιφάνεια (spreaders), αριθμούνται οι αποικίες σε αντιπροσωπευτικά τμήματα μόνο. Σε περίπτωση που η εξάπλωση καλύπτει περισσότερο από το 50% της επιφάνειας του τρυβλίου, το αποτέλεσμα εκφράζεται ως εξάπλωση.

x. Το τελικό αποτέλεσμα του αριθμού των αποικιών στρογγυλοποιείται στα 2 πρώτα ψηφία. Αν το τρίτο είναι 5 στρογγυλοποιείται στον αμέσως επόμενο αριθμό όταν το δεύτερο ψηφίο είναι περιττός και στον αμέσως μικρότερο αριθμό όταν είναι άρτιος, π.χ. ο αριθμός 185 γίνεται 180 ενώ το 135 γίνεται 140.
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13. Σχετικές ιστοσελίδες
Σχετικά βίντεο (ενδεικτικά για ενημερωτικούς σκοπούς)

Διαδοχικές αραιώσεις (serial dilutions) και Επίστρωση σε τρυβλίο (spread plate technique)

https://www.youtube.com/watch?v=F-L74qIoChA
https://www.youtube.com/watch?v=WUNc9Grdfec
https://www.youtube.com/watch?v=JtYtqpBLC14
https://www.youtube.com/watch?v=loyeVy1D-3o
https://www.youtube.com/watch?v=teV7rlBkpQU
https://www.youtube.com/watch?v=rNuz1QHfPQQ
https://www.youtube.com/watch?v=jdnOjoOO6qY
https://www.youtube.com/watch?v=D0bxQkzzqpI
https://www.youtube.com/results?search_query=spread+plate+technique
https://www.youtube.com/watch?v=1gs4JQ4B1TU
https://www.youtube.com/watch?v=FwW_2ii1Zoo
https://www.youtube.com/watch?v=nRRVWJQe6F8
https://www.youtube.com/watch?v=esunMqaHmbU
https://www.youtube.com/watch?v=XPMdkmPHF8o
https://www.youtube.com/watch?v=Rye6DfMv66Q
https://www.youtube.com/watch?v=vpJsudxnZGM
https://www.youtube.com/watch?v=hP9mRwr8kug
https://www.youtube.com/watch?v=ZFpfbdu5kkQ
14. Οπτικοακουστικό υλικό (επιπλέον φωτογραφίες/διαγράμματα & βίντεο)
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Εικόνα 3. Ενοφθαλμισμός τρυβλίου

Εικόνα 4. Επίστρωση τρυβλίου
15. Ερωτήσεις / Απαντήσεις

Τι μετρά η μέθοδος των διαδοχικών αραιώσεων; Ποια τα πλεονεκτήματα και τα μειονεκτήματά της; Σε ποιες περιπτώσεις προτιμάται η χρήση της;

Συμπληρώστε το σχήμα και υπολογίστε τη συγκέντρωση των ζυμών (και σε τι μονάδες εκφράζονται), στο αρχικό δείγμα, βάσει των παρακάτω μετρήσεων με την τεχνική των διαδοχικών αραιώσεων, σύμφωνα με τους κανόνες μέτρησης.

Ποια/ες μεθόδους μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε για να μετρήσουμε στην κάθε παρακάτω περίπτωση. Αιτιολογήστε αναλυτικά την απάντηση σας

a. Μέτρηση πληθυσμού ζυμών κατά τη ζύμωση

b. Μέτρηση πληθυσμού ζυμών σε εμφιαλωμένο οίνο
Ποια είναι τα πλεονεκτήματα και τα μειονεκτήματα των τεχνικών μέτρησης των μικροοργανισμών με τις μεθόδους των διαδοχικών αραιώσεων και με καταμέτρηση στο μικροσκόπιο με πλακίδιο;
Περιγράψτε περιληπτικά τα βήματα προετοιμασίας, εκτέλεσης και τις συνθήκες ασηπτικής τεχνικής κατά την επίστρωση τρυβλίων petri με κεκαμένη ράβδο από σωλήνα που περιέχει καλλιέργεια κυττράρων. Τι πρέπει να προσέξουμε;
Ποιές είναι οι 3 κλασικές τεχνικές μέτρησης των μικροοργανισμών σε γλεύκοι και οίνους, πότε χρησιμοποιούμε την κάθε μία και ποια είναι τα πλεονεκτήματα και τα μειονεκτήματα τους;

Περιγράψτε τη διαδιακασία προσδιορισμού του μικροβιακού πληθυσμού σε δείγμα γλεύκους ή κρασιού με τη μέθοδο των δεκαδικών αραιώσεων.
Περιγράψτε μια άμεση και μια έμμεση μέθοδο μέτρησης μικροβιακού φορτίου σε δείγμα γλεύκους ή κρασιού.
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