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Szybka metoda bezposredniego okreslania liczby komérek bakterii
w glebie
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A Method of Quick and Direct Determination of the Number of Bacterial Cells
in Soil

Wiele zagadnien zwiazanych z biologig gleby wymaga okre$lenia liczby ko-
moérek bakteryjnych. Metoda bezpoSrednia, uznana ogélnie za obiektywna, wyma-
ga: oddzielenia komoérek bakteryjnych od czastek gleby i odr6znienia bakterii od
czastek gleby o takiej samej wielkoSci, okre§lenia liczby bakterii w stosunku do
dowolnego punktu odniesienia (grama gleby, grama substancji organicznej, obje-
toSci gleby itd.).

Oddzielenie komérek bakterii od czastek gleby mozna uzyskaé réznymi sposo-
bami (4, 6, 8, 11, 14, 15, 16, 17), kazdy z nich ma swoje dobre i zle strony, wybor
zalezy od celu badan.

Zr6znicowanie moze byé przeprowadzone metodami: barwienia kwa$nymi bar-
wnikami i przegladu preparatéw w Swietle przechodzgcym, barwienia barwnikami
fluoryzujgcymi i uzycia UV, barwienia fluorochromami sprzegnietymi z surowi-
cami lub enzymami (lizozym), przy uzyciu mikroskopu z o$wietleniem epi, a na-
wet przy pomocy mikroskopii elektronowej (3, 4, 7, 8, 10, 11, 13, 18).

Z barwnik6éw fluoryzujacych za najlepszy uznany jest ostatnio iziotiocjanat
fluoresceiny FITC (1, 13), pozwalajacy na prawie pewne odréznienie bakterii od
czgstek koloidalnych i substancji $wiecacych niespecyficznie.

Okre$lanie liczby bakterii przeprowadza sie zazwyczaj przez: liczenie w roz-
mazie ustalonej objeto§ci zawiesiny na powierzchni o znanej wielko$ci, liczenie
w rozmazie zawiesiny z dodatkiem agaru i okreS§lanie gleboko$ci preparatu Srubg
mikrometryczng mikroskopu (przy wyznaczonej powierzchni pola widzenia mikro-
skopu), uzycie specjalnych komoér o okre$lonej objeto$ci, uzycie lateksowych kule-
czek $Srednicy 1, 2 p o znanej liczbie w okreSlonej objetosci itd. (2, 5, 8, 11, 14).
Uzyskane wyniki po podstawieniu do odpowiednich wzoréw daja poszukiwang
wielko$é.

Wspomniane metody sg dosyé klorotliwe, wymagajz bowiem wyjatkowej do-
kladno$ci w powtérzeniach préb, co decyduje o ich praccchionnos$ci, a tym samym
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uniemozliwia masowe zastosowanie. Poza tym trzeba w nich morfologicznie odr6z-
nia¢ bakterie od czastek gleby, co daje duzy rozrzut wynikéw. Wydawalo sie za-
tem wskazane opracowanie metody pozwalajacej na szybka ocene liczby bakterii
i umozliwiajacej przeprowadzanie badah wymagajacych wielu poréwnywalnych
prob.

METODA

Sporzgdzanie zawiesiny gleby i preparatow: W ce-
lu uzyskania zawiesiny 50 cm® gleby w stanie naturalnym (pobiera sie
cienko§cienng, metalowg rurkg o objetosci 10 cm® w ten sposéb, aby za-
pewni¢ srednig prébe z okreslonej powierzchni), rozciera sie w moz-
dzierzu z 100 ml jalowej wody destylowanej. Po dokladnym roztarciu
calos¢ splukuje sie 100 ml wody do plaskodennej kolby o objetoéci
1500 ml, tak aby rozcienczenie wynosilo 1:5. Dolewa sie 250 ml utrwa-
lonej mertiolatem zawiesiny drozdzy (wolnej od bakterii albo z uwzgled-
niong poprawkg na liczbe komorek bakterii), liczbe komoérek drozdzy
(ok. 1 X 107 komérek w cm?) okresla sie przy pomocy hemocytometru
i mikroskopu z kontrastem fazowym. Kolbe z zawiesing gleby i drozdzy
wytrzgsa sie przez 30 min. z czestotliwoscig 60 cykli na minute, po czym
po 10-minutowej przerwie z dowolnej objetosci ptynu znad osadu spo-
rzadza sie rozmazy na dowolnych powierzchniach szkielek przedmioto-
wych. Powierzchnia, z ktérej pobiera sie probki gleby, liczba prébek
z powierzchni i preparatéw z probki zalezy od przyjetej dokiadnosci
badan i moze byé¢ ustalona dowolng metods.

Barwienie: Preparaty utrwala sie¢ w ptomieniu i barwi w tem-
peraturze pokojowej przez 2 min. roztworem FITC. Po zabarwieniu zle-
wa sie nadmiar barwnika i plucze preparat przez 10 min. 0,5 M bufo-
rem weglanowym. Po oplukaniu preparat zamyka sie w zbuforowanym
(bufor weglanowy) do pH 9,6 glicerolu.

Sporzadzanie barwnika: 3,0 ml 0,5 M buforu weglanowego
o pH 9,6, 12,0 ml 0,01 M roztworu soli fizjologicznej o pH 7,2, 15,0 ml
0,85% roztworu NaCl, 10 mg krystalicznego FITC miesza sie w tempe-
raturze pokojowej do catkowitego rozpuszczenia fluorochromu i przecho-
wuje w lodéwce (barwnik nie traci aktywnosci w ciggu 15 dni).

Bufor weglanowy: 3,7 g NaHCO;, 0,6 g Na,CO; bezwodnego,
100 ml wody, pH 9,6.

Zbuforowany ptyn fizjologiczny: 85 g NaCl, 1,7 g
Na,HPO, bezwodnego, 0,39 g NaH,PO, X 2H,0, wody do 1000 ml, pH 7,2.

Preparat obserwuje sie w mikroskopie z kondensorem ciemnego pola
(apertura 1,4), obiektywem immersyjnym z przeslong (olejek immersyj-
ny do fluorescencji) i okularem o powiekszeniu 5-, 7-krotnym z zalozong
do wnetrza przestong, ograniczajgcg pole widzenia.
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Zrédlo swiatta: lampa HBO 200, filtr UG 1 (2 mm) i pomaran-
czowy dwuwarstwowy filtr zaporowy OG 1; GG 9.
Liczbe bakterii w 1 cm’ gleby otrzymuje sie wedlug wzoru:

a.c-Y
= ——

gdzie: x — liczba bakterii w 1 cm? gleby, a — liczba bakterii w prepa-
racie, b — liczba drozdzy w preparacie, ¢ — liczba drozdzy w 1 em? za-
wieziny wyjsciowej, Y — pierwsze rozcienczenie gleby (w opisywanej
metodzie 1:5).

W przypadku zbyt duzej gestosci preparatu mieszanine bakterii
z drozdzami mozna dowolnie rozciencza¢ przed sporzgdzeniem rozmazu,
nie uwzgledniajac tego rozcienczenia w obliczeniach.

Dla poréwnania opisanej metody z najczesciej stosowanymi w zesta-
wieniu podano obliczone wspoéiczynniki zmiennosci. Liczba komérek ba-
kterii z hodowli okreslona w komorze Biirkera — wspolczynnik zmien-
nosci 6,28%, liczba komoérek bakterii z hodowli okreslona metodg roz-
mazu znanej objetosci na znanej powierzchni — 23,14%. Liczba bakterii
z gleby w komorze Birkera— 29,48%, liczba bakterii z gleby metodg
rozmazu 31,02%, liczba bakterii z hodowli opisang metodg w UV —
12,36%, liczba bakterii z gleby — 16,00%.

Zalety metody: 1. Nie istnieje koniecznosé¢ zachowania doklad-
nej objetosci zawiesiny pobranej do rozmazu i doktadnego rozprowadze-
nia jej po okreslonej powierzchni szkietka przedmiotowego. 2. Nie ma
koniecznosci morfologicznego odrézniania komoérek bakterii od czagstek
gleby. 3. Omija sie koniecznos¢ uzywania komoér przeznaczonych do
$wiatla UV; komory takie majg bardzo mala wysokosé, z czym wigze
sie zly rozklad zawiesiny gleby w polu, poza tym wymagaja barwnikow
przyzyciowych. 4. Dokladnie przestrzegajac proporcji pomiedzy gleba,
woda a zawiesing drozdzy mozna sporzadzi¢ wiele preparatow, w ten
sposob skraca sie czas badania. 5. Mozna jednoczesnie sporzadzié za-
wiesiny z kilku badanych gleb i jednoczesnie barwié¢ preparaty (inten-
sywnosé swiecenia nie maleje w ciemnosci do 24 godz. od momentu bar-
wienia). 6. Uzycie kondensora ciemnego pola pozwala na wygodniejsze
liczenie Swiecgcych punktéw, a takze powoduje skontrastowanie obrazu
i wyréwnanie tla. 7. Rownoczesne wytrzgsanie zawiesiny drozdzy z za-
wiesing gleby powoduje rowny rozkiad komoérek w preparacie. 8. Okres-
lanie liczby bakterii w stosunku do cm? gleby w jej naturalnym stanie
(9) jest blizsze prawdy niz odnoszenie tej wartosci do grama gleby lub
substancji organicznej.

Podanie ciezaru wlasciwego badanej gleby, jej wilgotnosci oraz za-
wartosci substancji organicznej umozliwia poréwnywanie wynikéw z da-
nymi z piSmiennictwa.
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PE3IOME

Pa3paboraH bbicTpbi meToa noAcueta obuiero uucna Gaktepuin B nouse,
KoTOpbIH He Tpebyer ux MopdonNoruuecKoro oTaeneHus OT HAaCTML, NOuBbI.
Bpemsn, Kotopoe HeobxoAumo aAns noacuvetra uucna Gaktepui B nouse oa-
Horo obpasua, pasHo 12 MuH. NnrOc Bpemsa Ana noacyeta Gaktepuk u APOXK-
»en B npenapate. O6vem cycneH3un onpeaensieTcs KONUMUECTBOM KNeTok
APOXOKEN, OKPALLMBAEMbIX TEM KE KPAacuTenem, uto u Haxrepwum.

Konuuecteo 6aktepunt B 1 cm? nousel nogcumtbiBaeTcs no cneayrolien
dopmyne:

a-c-Y

5L
rae: a — uucno baktepun B npenaparte, b — uucno Apoxiken B npenapare,
C — UWCNO APOMXIKEH B WCXOAHOW cycneH3uu, Y — nepsoe pa3baeneHue
nousb!.

KoadduumeHT BapHaHTHOCTM pa3spabotaHHoro metopa paseH 16%.

X —

SUMMARY

A method of the quick calculation of the total number of bacteria in
soil was worked out. Due to this method, it is not necessary to morpho-
logically differentiate the bacteria from soil particles. The time needed
for the determination of bacterial number in one test amounts to 12 min-
utes plus the time needed for counting the bacteria and yeasts in the
preparation. The volume of suspension is determined by the number
of yeast cells staining with the same dye as the bacteria.

The number of bacteria in 1 cm? of soil is to be calculated ac-
cording to the following formula:

JRER Y Y
b
where: r — the number of bacteria in 1 cm?® of soil, a — the number
of bacteria in the preparation, b — the number of yeasts in the prepa-
ration, ¢ — the number of yeasts in initial suspension, Y — first dilution
of soil.
The coefficient of variation of this method amounts to 16.00%.
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