ΧΑΡΟΚΟΠΕΙΟ ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ

ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟ ΜΙΚΡΟΒΙΟΛΟΓΙΑΣ

3η ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΗ ΑΣΚΗΣΗ 

ΕΚΤΙΜΗΣΗ ΤΟΥ ΜΕΓΕΘΟΥΣ ΜΙΚΡΟΒΙΑΚΩΝ ΠΛΗΘΥΣΜΩΝ (Α)

ΕΚΤΙΜΗΣΗ ΤΟΥ ΜΕΓΕΘΟΥΣ ΜΙΚΡΟΒΙΑΚΩΝ ΠΛΗΘΥΣΜΩΝ ΜΕ ΤΗΝ ΜΕΘΟΔΟ ΤΟΥ ΠΛΕΟΝ ΠΙΘΑΝΟΥ ΑΡΙΘΜΟΥ (ΠΠΑ)

Η  μέθοδος  του  Πλέον  Πιθανού  Αριθμού  αποτελεί  στατιστική  προέκταση  της  βασικής μικροβιολογικής τεχνικής των διαδοχικών αραιώσεων. Η μέθοδος στηρίζεται στην εκτίμηση του αριθμού των μικροβιακών κυττάρων που υπάρχουν σε ένα δείγμα υλικού με στατιστική επεξεργασία καλλιεργητικών δεδομένων μιας σειράς διαδοχικών αραιώσεων του αρχικού πληθυσμού, και όχι με άμεση καταμέτρηση των κυττάρων ή των αποικιών τους. 
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Ας υποθέσουμε ότι από δείγμα κάποιου υδατικού αιωρήματος που περιέχει άγνωστο αριθμό βακτηρίων, πραγματοποιούμε μια σειρά διαδοχικών δεκαδικών αραιώσεων μεταφέροντας 1 ml αρχικού δείγματος σε δοκιμαστικό σωλήνα με 9 ml υγρό  μέσο (αραίωση 10 –1 ) , ακολούθως 1 ml σε δεύτερο σωλήνα (αραίωση 10 –2 ) κ.ο.κ., όπως δείχνει το σχήμα που ακολουθεί.

Όλοι οι χειρισμοί γίνονται υπό ασηπτικές συνθήκες και οι σωλήνες περιέχουν υγρό θρεπτικά μέσο  κατάλληλο  για  την  ανάπτυξη  των  μικροοργανισμών  εκείνων που επιδιώκουμε να προσδιορίσουμε τον πληθυσμό τους (εκλεκτικά υλικά). 

Ας υποθέσουμε τώρα ότι το υπό εξέταση δείγμα περιέχει 100.000 βακτήρια ανά ml. Ο σωλήνας επομένως που αντιστοιχεί στην αραίωση 10-5 αναμένεται να περιέχει 10 μόνο βακτηριακά κύτταρα, ή κατά μέσο όρο ένα κύτταρο ανά κυβικό εκατοστό. Από την αραίωση αυτή και μετά, το αν θα  

μεταφερθεί  ή όχι  ένα τουλάχιστον βακτηριακό κύτταρο στους σωλήνες  των μεγαλύτερων αραιώσεων αποτελεί στατιστικό γεγονός και η πιθανότητα να συμβεί μειώνεται δραστικά με την αύξηση του βαθμού της αραίωσης. 'Έτσι, αν επωασθούν οι σωλήνες στην κατάλληλη θερμοκρασία, είναι πιθανό να παρατηρηθεί αύξηση μέχρι και την αραίωση 10-6 όχι όμως και στις αμέσως επόμενες 10-7, 10-8 κλπ. Κατά συνέπεια μπορούμε να υποθέσουμε ότι o πληθυσμός στο υπό εξέταση δείγμα ήταν κάπου μεταξύ 106 και 107 κύτταρα ανά  ml. Η ακρίβεια όμως αυτού του τρόπου εκτίμησης του πληθυσμού είναι πολύ περιορισμένη, διότι το μέγεθος του σφάλματος καθώς αυξάνει ο βαθμός αραίωσης γίνεται όλο και μεγαλύτερο. Μια δόκιμη μέθοδος για ακριβέστερη και πιο αξιόπιστη εκτίμηση στηρίζεται στην αύξηση του πλήθους των στατιστικών γεγονότων, δηλαδή της παρουσίας - απουσίας μικροοργανισμών στο κάθε επίπεδο αραίωσης στη σειρά των διαδοχικών αραιώσεων. 

Η μέθοδος αν εφαρμοστεί σωστά, είναι ταχεία και δίνει αξιόπιστα αποτελέσματα υπό την προϋπόθεση ότι ο υπό εξέταση μικροβιακός πληθυσμός έχει την ικανότητα να επιφέρει κάποια χαρακτηριστική και εύκολα αναγνωρίσιμη μεταβολή στο υπόστρωμα στο οποίο εμβολιάζεται, ή να είναι εύκολα αναγνωρίσιμος ο ίδιος μετά την αύξησή του στο υπόστρωμα. 

Ο υπολογισμός του ΠΠΑ στηρίζεται στην εξίσωση την οποία διατύπωσαν οι Halvorson και Zigler (1933), σύμφωνα με την οποία: 

α1n1 + α2n2 + α3n3 = {α1p1/(1-e –α 1 x )} + {α2p2/(1-e –α  2 x )} + {α3p3/(1-e -α 3 x )}

'Όπου: 

Οι δείκτες 1, 2 και 3 αναφέρονται στην πρώτη, δεύτερη και τρίτη αραίωση αντίστοιχα στις οποίες παρατηρούνται σαφείς αντιδράσεις. 

Τα α1, α2 και α3 είναι οι ποσότητες ή οι σχετικές ποσότητες του υπό εξέταση δείγματος στον όγκο του εμβολίου που χρησιμοποιήθηκε στις αντίστοιχες αραιώσεις. 

Τα n1, n2 και n3 είναι οι αριθμοί των σωλήνων (επαναλήψεων) που χρησιμοποιήθηκαν σε κάθε αραίωση. 

Τα p1,  p2 και p3 είναι οι σωλήνες με θετική ένδειξη. 

Το e είναι η βάση των Νεπερείων λογαρίθμων ( = 2,718...), και το x εκφράζει τον Πλέον Πιθανό Αριθμό του πλήθους των μικροοργανισμών ο οποίος υπήρχε στην ποσότητα του εμβολίου που προστέθηκε στην μεσαία αραίωση. 

Ο Πλέον Πιθανός Αριθμός στο υπό εξέταση δείγμα (αριθμός κυττάρων ανά ml) προκύπτει πολλαπλασιάζοντας το x επί τον συντελεστή της μεσαίας αραίωσης. 

Επειδή στην πράξη η εφαρμογή της εξίσωσης είναι δύσχρηστη,  ο υπολογισμός του ΠΠΑ γίνεται βάσει στατιστικών Πινάκων. Ο Πίνακας του ΠΠΑ που ακολουθεί έχει καταρτισθεί και ισχύει για δεκαδικές αραιώσεις και πέντε σωλήνες - επαναλήψεις σε κάθε αραίωση. 

Οι τρεις διαδοχικές αραιώσεις επιλέγονται έτσι ώστε ο p3 να αντιστοιχεί σε αριθμό θετικών σωλήνων της μεγαλύτερης αραίωσης με τους λιγότερους θετικούς σωλήνες. Κατά συνέπεια οι p2 και p1, αντιστοιχούν στους αριθμούς των θετικών σωλήνων των αμέσως δύο προηγούμενων αραιώσεων. Ο πληθυσμός στο αρχικό δείγμα προκύπτει πολλαπλασιάζοντας την τιμή του ΠΠΑ με τον βαθμό της αραίωσης που αντιστοιχεί στην τιμή p2.

Παράδειγμα 

Στον Πίνακα που ακολουθεί δίνονται τα αποτελέσματα μιας εφαρμογής με εννιά διαδοχικές αραιώσεις. 
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Επομένως,  p1 = 3 (στην αραίωση 10-5 ),  p2 = 2 (στην αραίωση 10-6 ), και p3 = 2 (στην αραίωση 10-7 ). 

Άρα το δείγμα περιείχε 0,2 x 106 βακτήρια /ml. 

Σήμερα υπάρχει ειδικά πρόγραμμα Η/Υ που καθιστά την εφαρμογή ευχερέστατη.
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