Indikatorové mikroorganismy v potravinach
Zadouci

- pfirozena mikrofléra
- (isté potravinarské kultury

Nezadouci

- patogenni mikroorganismy
- mikroorganismy s nezddouci enzymatickou aktivitou

ve

Pozitivni ucinek MO v potravinach

Vyroba:
— fermentovanych mlécnych vyrobka
— fermentovanych masnych vyrobkd
— drozdi, vina, piva, octa, lihu, peciva, kysané zeleniny, atd.
Uplatnéni: pfirozena mikrofldra x kulturni mikrofldra
Vliv: trvanlivost, organoleptické, fyzikalni a chemické vlastnosti, zvySeni nutri¢ni hodnoty, atd.

Negativni ucinek MO v potravinach
MO pfitomné v potravinach se mohou podilet na:
—  mikrobidlnim kaZeni potravin
— vzniku alimentdrnich infekci (patogenni MO)
— vzniku alimentdrnich intoxikaci (toxinogenni MO)
Sacharolytické MO
- bakterie, kvasinky, plisné
- tvorba alkohold, kyselin
- aplynl (COy Hy)
Proteolytické MO
- rody Bacillus, Clostridium, Proteus, dale E. coli, Pseudomonas, zastupci ¢eledé Micrococcaceae,
nékteré plisné
- tvorba amini a toxickych biogennich amin(
- tvorba amoniaku, sirovodiku, indolu, skatolu (hnilobné bakterie)
Lipolytické MO
- Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa, plisné — Penicillium, Aspergillus,
- kvasinky — Geotrichum, Torulopsis
- tvorba mastnych kyselin, keton a methylketon(

Mikrobiologicka analyza potravin

Mikrobiologické vysetteni potravin je nezbytné pro:
—  kontrolu spravnosti technologickych postupt
— ovéreni trvanlivosti potravin
—  zajisténi bezpecnosti potravin

V praxi nelze vysSetfovat vSechny nezadouci mikroorganismy - vySetfovani pouze vytypovanych
skupin, rod(l, druh( = indikatorové mikroorganismy.



Indikatorové mikroorganismy

Stanoveni indikatorovych mikroorganism, ndm poskytuje daleZité informace o mikrobialni kvalité
testovanych vzork(, Udrznosti a bezpeénosti potravin.
Jedna se predevsim o udaje o:

—  kvalité pouzitych surovin

— Udaje poukazujici na uroven hygieny a sanitace v potravinarském provozu

— nedostatky v technologii vyroby potravin

— sekundarni kontaminaci

Vyhody stanoveni indikatorovych (indexovych) MO:

— rychlost

— jednoduchost (plotnové metody, hygikulty, Petrifilmy,...)

— finanéni nenaroénost

— snadna rozpoznatelnost od jinych MO

— jejich vyskyt a prezivani, pomnoZovani v potraviné musi korelovat s patogennimi MO

1. skupina indikatorovych MO

Tato skupina indikdtorovych MO informuje o:

Zahrnuje:

primarni a sekundarni kontaminaci surovin, potravin a vyrobnich ploch
dodrZovani technologickych postupl a principl spravné vyrobni praxe (GMP=Good
Manufacturing Practise).

celkovy pocet mikroorganism( (CPM)
pocet bakterii celedi Enterobacteriaceae
pocet koliformnich bakterii

pocet Escherichia coli

pocet Enterococcus spp.

pocet psychrotrofnich bakterii

pocet termorezistentnich bakterii

pocet termofilnich bakterii

2. skupina indikatorovych MO

Tyto MO a jejich pocty informuji o kaZzeni potravin.

Zahrnuje:

pocet kvasinek a plisni

pocet aerobnich sporotvornych bakterii
pocet anaerobnich sporotvornych bakterii
pocet proteolytickych bakterii

pocet lipolytickych bakterii

bakterie rodu Proteus

celkovy pocet mikroorganismi
psychrotrofni mikroorganismy

pocet koliformnich bakterii

bakterie €. Enterobacteriaceae



Indexové mikroorganismy

Indexové MO informuji o mozné pritomnosti patogennich bakterii v potravinach nebo ve vodé.
— Escherichia coli
— termotolerantni koliformni bakterie
— Enterokoky

Celkovy pocet mikroorganisma (CPM)

Vyssi pocty CPM v potraviné (vyrobku):
— byl vyroben ze surovin s vyssim CPM
— byl vyroben nevhodnou technologii
— hygienicky nevhodné prostredi, naradi, zafizeni
— nedostatecné chlazeni, nevhodné podminky skladovani

Alternativni metoda pro CPM:
— 3M™ Petrifilm™ — Aerobic Count Plate
— Pocitany vSechny Cervené kolonie nezavisle na tvaru

Psychrotrofni MO

- MO, které bez ohledu na svou optimalni teplotu rlstu rostou i pfi teplotach do 7 °C.

- Psychrotrofnost se vyskytuje u rznych rodl a druh. Tyto bakterie maji v cytoplazmatické
membrané vétsi mnoZstvi nenasycenych mastnych kyselin, coZ jim umoziuje aktivni
metabolizmus pfi nizkych teplotach.

- G- psychrotrofy produkuji extraceluldrni lipolytické i proteolytické enzymy.

- v pfirodé jsou psychrotrofni MO hojné rozsifeny v pidé a vodé, zpUsobuji kaZzeni potravin
(zejména skladovanych pfi chladirenskych teplotach)

- indikdtorovy vyznam je podobny jako u CPM, zvysené pocty poukazuji na primarni ¢i sekundarni

kontaminaci potravin z hlediska jejich chladirenského skladovani
- stanoveni: 10 dni pfi 6 °C, aerobné, GTK agar, pocitame vSechny narostlé kolonie

Zastupci rodQ: Pseudomonas, Escherichia, Bacillus, Proteus, Alcaligenes, Flavobacterium

Termofilni MO
— MO s optimalni teplotou rastu 45 - 50 °C, maximalni teplota ristu je 80 °C

—  pfioptimalnich teplotach se vyznacuji mimoradné vysokou metabolickou aktivitou a rychlosti

rdstu
— v potravinach zpUsobuji senzorické zmény
—  tyto bakterie maji odlisné slozeni bilkovinnych slozek enzymu

Zastupci rod(: Bacillus, Geobacillus, Clostridium, Lactobacillus, aktinomycety
Stanoveni: 48 h pfi 55 °C, aerobné, GTK agar, pocitame vSechny narostlé kolonie



Termorezistentni MO
— MO odolné k vyssim teplotam 60 - 80 °C.
— stupen rezistence zaleZi na fyziologickém stavu a genovém vybaveni
— dalsi faktory vyssi rezistence: shluky bunék => vyssi ochrana bakterii, vys$si termorezistence;
obsah vody, pfitomnost ochrannych latek, vhodné pH
— spory — vyssi odolnost oproti vegetativnim bunkam (pfitomnost dipikolindtu vdpenatého,
morfologie spor)

Zastupci rodG: Micrococcus, Enterococcus, Bacillus, Geobacillus, Clostridium
Stanoveni: vzorky se zahfeji na teplotu 63 °C/5 min, rychle ochladi a stanovuji aerobné pfi 30 °C/72 h,
GTK agar, pocitdme vSechny narostlé kolonie

Stanoveni sporotvornych indikatorovych bakterii
Aerobni sporotvorné bakterie

Vzorky se zahfeji na teplotu 80 °C/10 min

Podminky inkubace: 30 °C/2-3 dny, aerobné, GTK ¢i KA

Anaerobni sporotvorné bakterie
Vzorky se zahteji na teplotu 80 °C/10 min
Podminky inkubace: 37 °C/2-3 dny, anaerobné, GTK ¢i KA

Bakterie celedi Enterobacteriaceae
Fakultativné anaerobni, nesporulujici gramnegativni, oxiddza negativni, pohyblivé rovné tycinky se
zaoblenymi konci v priiméru 2-3 um dlouhé.
Z pohledu potravinarského priimyslu se v ramci této celedé vyskytuji mikroorganismy:
— technologicky skodlivé (psychrotrofni druhy s proteolytickou a lipolytickou aktivitou,
napft. Proteus, Serratia)
— zdravotné skodlivé (patogenni a toxinogenni bakterie, napf. salmonely, shigely,
nékteré kmeny E. coli)
— indikatorové mikroorganismy fekalni kontaminace
Stanoveni: VCZG agar, 37 °C, 24 h, aerobné, ¢ervené a7 fialové kolonie
Alternativni metoda pro Enterobacteriaceae:
3M™ Petrifilm™ — Enterobacteriaceae Count Plate
— Enterobacteriaceae jsou Cervené kolonie se Zlutou zénou a Cervené kolonie s
bublinkami plynu s nebo bez Zluté zény

Koliformni bakterie
—  zastupci: E. coli, Enterobacter spp., Cronobacter spp., Citrobacter spp., Klebsiella spp.
— naleZi do Celedi Enterobacteriaceae
—  koliformni bakterie jsou fakultativné anaerobni nesporulujici pohyblivé gramnegativni tycinky
—  koliformni bakterie jsou soucasti intestindlni mikroflory ¢lovéka a teplokrevnych Zivocichi
— indikator fekalniho znecisténi a tim i mozné pritomnosti patogennich MO z GIT
— indikatory dodrZeni sanitacnich a technologickych postupl
— ukazatel urovné hygieny
— vyskyt v pasterovanych vyrobcich je znamkou sekundarni kontaminace nebo hrubych zavad
pfi tepelném osetreni
— vyznam maji nékteré psychrotrofni druhy a termorezistentni formy
—  prifermentaci laktdzy produkuji kyseliny a plyn



Stanoveni koliformnich bakterii: VCZL agar, 30 °C (37 °C), 48 h, aerobni kultivace, Eervenofialové
kolonie s / bez zony nadervenalé precipitace Zluée

Alternativni metoda pro koliformni bakterie:
—  3M™ Petrifilm™ — Rapid Coliform Count Plate
— Cervené kolonie se Zlutou zénou

Escherichia coli
— E. coli (Enterobacteriaceae) bézna soucast intestinalni mikrofléry
— vyskyt v potravinach a surovinach Zivocisného plvodu a v prostredi vyrobnich podnik( je
povazovan za indikator fekalni kontaminace, a tedy nizké Urovné hygieny a sanita¢niho
rezimu
— E. coli - indexovy mikroorganismus pitné vody, indikuje mozné riziko pfitomnosti Salmonella
spp.
— vyskyt E. coli v pasterovanych vyrobcich svédci o jejich sekundarni kontaminaci
— u nékterych potravin (napf. mléénych vyrobkd) muze plsobit vazné technologické vady a
senzorické znehodnoceni vyrobki
Stanoveni: TBX agar, 44 °C, 18-24 h, aerobné, E. coli s enzymem B-D-glukuronidaza: modré az
tyrkysové kolonie
Alternativni metody pro stanoveni E. coli:
3M™ Petrifilm™ — E. coli/Coliform Count Plate
— E. coli jsou modré az cervenomodré kolonie s plynovou bublinkou
— koliformni bakterie jsou ¢ervené s plynovou bublinkou

Enterococcus spp.
— rod Enterococcus je reprezentovan G+ koky vyskytujicimi se ve dvojicich ¢i kratkych retizcich,
morfologicky velmi podobné streptokokiim
— enterokoky vykazuji zna¢nou odolnost viéi nepfiznivym vnéjsim podminkam (60 °C/30 min,
6,5 % NaCl, 40 % zluci)
—  jsou schopny rast v Sirokém rozmezi teplot (10 i 45 °C) a hodnot pH (9,6)
— enterokoky jsou indikatory fekalni kontaminace
— vyskyt enterokok(l u tepelné opracovanych potravin je citlivym ukazatelem defekt(
pasteracniho rezimu a dalsich technologickych postupd
— mohou signalizovat pfitomnost G+ patogennich bakterii s podobnou osmo a termotoleranci,
napft. Listeria spp. and Staphylococcus spp.
Stanoveni: Slanetz-Bartley agar, 37 °C, 24-48 h, aerobné, enterokoky rostou v malych
cervenohnédych koloniich

Kvasinky a plisné

Kvasinky — jednobunécné houby, hojné rozsitené v pfirodé, vétSinou maji sacharolytické vlastnosti
(¢asto na ovoci, potravinach bohatych na cukry, odolavaji kyselému prostredi, vyssimu osmotickému
tlaku

Plisné — obecné nenaroc¢né, schopné vyuzivat vzdusnou vlihkost, rozmnoZovat se pti nizké aw, nizkych
teplotach, vyssim osmotickém tlaku, kyselém prostredi, striktné aerobni, produkuji proteolytické,
lipolytické, sacharolytické enzymy



Stanoveni: DRBC agar (chloramfenikolovy agar s dichloranem a bengalskou cerveni), 25 °C, 5 dni,
aerobné, kvasinky — nartGzovélé, okrouhlé, matné nebo lesklé, pravidelny okraj, vypouklé; plisné —
velké, chmyrovité kolonie, s rlizné zbarvenymi plodicimi nebo sporulujicimi strukturami

Proteolytické a lipolytické MO
—  rozklad bilkovin a tukd
— vedou ke zhorseni organoleptickych vlastnosti a kaZeni potravin
—  zastupci se vyskytuji mezi psychrotrofnimi, mezofilnimi, termorezistetnimi, termofilnimi i
obligatné anaerobnimi MO

Proteolytické mikroorganismy
— agar s odstfedénim mlékem, 30 °C, 72 h, aerobné
—  kolonie se zénou projasnéni
Alternativni metoda:
agar se Zelatinou, po inkubaci preliti kyselym roztokem chloridu rtutnatého, béhem minuty se kolem
kolonii proteolytickych MO vytvofi zéna Zelatinolyzy

Lipolytické mikroorganismy
— agar s zelatinou a Tweenem, 30 °C, 72 h, aerobné
—  kolonie se zénou precipitace

Stanoveni mikrobialni kontaminace prostfedi potravinaiskych podniki
Monitoring vyrobniho prostiedi
- suroviny, pracovni plochy a zafizeni, findlni vyrobky, potravinari
- odbéry vzork(
- detekce patogennich, indikdtorovych MO
- typizace bakterii
Cilem je ziskat presné informace o Urovni hygieny ve vyrobnim prostredi

MozZna uskali pti odbéru vzorki
—  Casto Spatné dostupna mista s vyskytem nezadoucich mikroorganismu
— schopnost adheze mikroorganisma k povrchu a tvorby biofilmu
—  subletdlni poskozeni mikroorganismu odebranych po sanitaci
— mozZnost ulpivani sanitacniho prostfedku na povrchu stérovych materialli
— délka doby od odebrani vzorku po jeho zpracovani v laboratofi
Odbér vzorki z prostiedi
— identifikace mist ve vyrobnim prostredi, kde by se mohly vyskytovat nezadouci
mikroorganismy
— stanoveni ¢etnosti a vhodné doby odbéru kli¢ovych oblasti
— urceni velikosti vzorkované plochy
—  vybér vhodného odbérového materialu



Stanoveni mikrobialni kontaminace prostfedi potravinaiskych podniku

Stérova metoda

— ke zjistovani MO kontaminace povrchd vyrobnich ploch, zatizeni, pomicek, rukou, obald i
nékterych vyrobk

—  princip: pfeneseni MO z vySetfovaného povrchu pomoci zvihéeného tamponu do Zivného
média

—  kvalitativni — cilem je vyloucit/potvrdit pfitomnost MO

—  kvantitativni - provadi se z presné definované plochy (sterilni Sablona), stanoveni poctu MO
na vySetfovanou plochu

Metoda seskrabu
— UCinnéjsi neZ stér
— napf. pti hodnoceni povrchové kontaminace dribeze
—  princip: pfeneseni MO z vySetfovaného povrchu pomoci sterilniho skalpelu do Zivného
prostredi
—  kvalitativni x kvantitativni

Otiskova metoda
—  princip: pfeneseni MO z vySetfovaného povrchu lehkym pfitlaéenim pfimo na povrch Zivného
média
—  kontaktni Petriho misky — Zivné médium na misce prevysuje hranu spodniho dilu misky,
prekryto upravenym vickem
—  Hygikulty — sklopné oboustranné nosice pokryté Zivnym médiem a uzaviené ve sterilnich
zkumavkach, vyhody: snadné a rychlé pouziti mimo laborator

Metoda oplachu
—  VyuZiva se pfi MO vysetfeni obtizné homogenizovatelnych potravin (napf. celé koreni,
susené testoviny), nékterych typ( obald
—  princip: ptreneseni MO na povrchu vzorku oplachnutim do Zivného média, uvolnéni MO se je
podporeno protfepavanim vzorku

Metoda vyplachu
—  vyuZiva se pfi MO vysSetieni uzaviratelnych oball (lahvi, krabic), potrubnich systémd,
uchovnych tankd, prepravek
—  princip: pfeneseni MO pfitomnych na vnitini ploSe obalu vyplachnutim do Zivného média

Metoda spadu
—  vyuZiva se pfi hodnoceni MO Ccistoty ovzdusi (obvykle se stanovuje CPM, nékdy kvasinky,
plisné)
—  princip: pasivni pfeneseni MO ptitomnych v ovzdusi spadem na povrch Zivného agaru v
Petriho misce, expozice alespor 10 min.
— dobra mikrobialni ¢istota ovzdusi: max. 10 KTJ/Petriho miska/10 min. (tj. 1 KTJ/min.)
— Aeroskop — pfistroj umoZziujici vysetfit pfesné definovany objem vzduchu, vzduch je
nasavan hlavici, ve které je Petriho miska s Zivnym agarem



Petrifilmy
—  Petrifilm je desticka potazena Zivnym médiem ve formé gelu.
— Inokuluje se 1 ml natedéného vzorku, po prekryti félii a roztlaceni vzorku se inkubuiji v
termostatu.
— DalSi pouziti je pfi metodé otisku ¢i spadu po predchozi rehydrataci gelu sterilnim
fyziologickym roztokem.

— desticka je opatifena mrizkou pro snazsi pocitani kolonii

— specidlni indikdtory zbarvuji narostlé kolonie a tim je zvyraznuji

— nékterd stanoveni jsou mezinarodné validovana a mohou slouZit jako rovnocennd nahrada
referencni kultivacni metody (nap¥. stanoveni poctu S. aureus)



