Odbér a zpracovadni vzorki

1. Odbér a priprava vzorki k mikrobiologickému vySeteni

Kazdé vySetfeni, fyzikalni, chemické & mikrobiologické, zatind odb&rem vzorkd. Na
odbér vzorki bezprostfedné navazuje jeho pfeprava, uchovavéni a zpracovani v laboratofi.
VZdy je tfeba mit na paméti, Ze zplisob odbéru a piipravy vzork miZe vyznamné ovlivnit
vysledky provedeného vySetieni.

1.1. Odbér vzorki

Vzorek ptedstavuje jednotku vyrobku, suroviny nebo jiného zkou$eného materidlu. MiZe
jim byt origindlni spotfebitelské baleni, urity podet kusti u kusovych vyrobkd nebo uréita
hmotnost (objem) u nekusovych vyrobkl a surovin. Pro mikrobiologické vySetfeni se
nejéast&ji odebiraji vzorky vychozich surovin, pomocnych latek, fazové vzorky v pribéhu
vyroby, déle stéry z provozni zafizeni, hotové vyrobky &i skladované potraviny.

Za vzorkovanou jednotku se povaZuje:

- 1 velkoobchodni origindlni baleni (karton, bedna, balik, pytel, paleta atd.),

- 1 upraveny celek, jde-li o kusové produkty,

- cela zésilka, jde-li o sypané &i jiné voln& loZené produkty (odebira se 5 vzorkd
z riznych &asti zasilky),

- 1 nadrZ, tank, konev ¢i jind nddoba, jde-li o produkty tekuté.

1.1.1. Obecné zdsady

Odbér vzorkli provadi tzv. opravnéna osoba, kterd je sezndmena se zasadami spravného
vzorkovani a nese zodpov&dnost za spravnost provedeni odb&ru.

Pred vlastnim odbérem se zkouSené vyrobky rozd&€li podle senzorickych vlastnosti
(vzhledu a viin€) do nasledujicich skupin:

- 1. skupina — vyrobky, u kterych nejsou navenek patrmé zmény zpisobené
mikroorganismy,

- 2. skupina — vyrobky, které jsou podle vzhledu podezielé, Ze v nich nastaly zmény
v disledku neZddouci mikrobidlni &innosti, pfp. chemickymi & biochemickymi
pochody,

- 3. skupina — vyrobky, které jsou zjevné zkaZené v disledku &innosti mikroorganisma
(napf. osliznuti, hniti, plesnivéni, kyséani). Tato skupina vzorki se b&Zn& pro kontrolni
ucely mikrobiologicky nevysetiuje.

U kazdé skupiny vzorki se provede odbér vzorkl oddéleng, a to takovym zptisobem, aby
nemohlo dojit ke kontaminaci a neZadoucim zméném v mikrobidlnim sloZeni.

Pokud se souCasn€ odebiraji vzorky k mikrobiologickému i chemickému vySetfeni,
odebiraji se zasadn& nejprve vzorky k vySetfeni mikrobiologickému. Jestlize se odebird
pouze jeden vzorek pro mikrobiologické i chemické vySetieni, prepravuje se do laboratote
za podminek stanovenych pro mikrobiologické vySetfeni. V laboratofi se v tomto piipadé
provadi nejdiive mikrobiologické vySetfeni, pak smyslové a nakonec chemické.

Pokud neni odebirano celé spotfebitelské baleni, musi byt ke vzorkovéni pouZito vyhradng
sterilni nacini z korozivzdorné oceli (sondy, nebozezy, nabéracky, 1Zice, noZe, pinzety,
atd.) ¢i skla (pipety), které se pfedem bali do hlinikové félie a sterilizuji v horkovzduiném

11



Mikrobiologie potravin — praktickd cviceni 1L

sterilizatoru &i autoklavu. Kovové nastroje lze pfi odbéru pribézme sterilizovat 70%
etanolem a opalenim v plameni. Vzorky se odebiraji do sterilnich, dostatetné velkych
vzorkovnic se zabrousenou zatkou, sterilnich folii, polyetylénovych s4¢ki nebo sterilniho
nepropustného papiru.

Odebrané vzorky musi byt f4dn& oznaleny potadovym Eislem, kédem kontrolované
dodavky ¢i Cislem odb&rového protokolu tak, aby nemohlo dojit kjejich zaméné.
V nekterych piipadech se vzorek opatii pedeti nebo plombou a oznati razitkem organizace,
ktera za vyrobky odpovida. Majitel zbozi smi Zadat 0 odbér soubéZného vzorku, a to ve
stejném poltu a slozeni jako vzorky odebirané kontrolnim organem. O odbéru musi byt
vyhotoven protokol o odbéru vzorki, v némz jsou uvedeny tdaje o dob¢ a mistu odbéru
vzorkd, jejich drubu a mnoZstvi, zpisobu vzorkovéni, smyslovém posouzeni, konzervaci,
atd. Protokol musi byt opatfen podpisem osoby provadgjici odber i zastupcem majitele
vzorkt. Soutasné se vyplni 4danka o laboratorni vySetfeni, ve které je nutno specifikovat,
jaka konkrétni vySetteni majf byt u vzorku provedena (Viz. obr. 2).

1.1.2. MnoZstvi odebraného vzorku

Odebrany potet vzorkil musi vystihovat celou vySetfovanou partii tak, aby bylo mozno
posoudit povahu, stupeti a rozsah mikrobialniho znegisténi. PH odbéru vzorkl pro
mikrobiologické vySetfeni se neodebiraji vzorky pramémeé (4. smésné).

P Gfedni kontrole — 1. hodnoceni, zda dand SarZe (davka) odpovida stanovenym
mikrobiologickym poZadavkim, se odebira zpravidla 5 yzorkd. U vybranych skupin
vyrobki miiZe byt tento polet jeste vyssi (upravuje platnd evropské legislativa tykajici se
mikrobiologickych kritérii pro potraviny).

Hmotnost odebraného vzorku musi byt dostatend pro provedeni vSech predepsanych
vysetten (viz. tab. 1). Odebirame-li vzorek vyrobku ve spotiebitelském baleni, potom:

a) odebereme 1 spotfebitelské baleni, pokud jeho hmotnost (objem) dosahuje pozadovane
hmotnosti; :

b) pokud hmotnost (objem) spottebitelskeho baleni vyrazng pievySuje potfebné mnozstvi,
stadi odebrat jako vzorek pomérnou ¢ast spotiebitelského baleni, nesmi tim viak byt
ohroZeno dosaZeni tcelu vySetfeni,

c) pokud hmotnost (objem) spottebitelského baleni je niZSi neZ pozadované mnozstvi,
odebereme potiebny pocet spotfebitelskych baleni.

Tabulka 1: PotFebnd mnoZstvi vzorkil pro mikrobiologické vySetieni.
tekuté 300 ml ~ | koncentraty 150 g

kasovite 250 g vejce 3 ks

pevné 300 g | drlbez 1ks

_ suené 150g pitné voda | 500 ml

1.1.3. Zplisoby odbéru vzorku

Vzorky v originalnim spotiebitelském baleni s¢ u viech druht vzorkd odebiraji veelku.
V ostatnich ptipadech se zptisob vzorkovani 1i§i podle povahy odebiraného materidlu,
poctu odebiranych vzorkl a charakteru zafizeni, ze kterého se odbér provadi. PFi odbéru

vzorkit do sterilnich vzorkovnic je nutno jeji hrdlo predem opdlit plamenem.
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Odbér a zpracovdni vzorki

1.1.3.1. Kusové materidly

Drobné kusové vyrobky se odebiraji po n&kolika kusech z riznych mist a hloubek (v&etng
mist styku s obalem) pomoci sterilni 1Zice, nab&ragky, pinzety, atd. Ukladaji se do sterilni
vzorkovnice nebo se bali do sterilni f6lie.

Stfedné€ velké a velké kusové vyrobky se vzorkuji jednim z nasledujicich zpiisobi:

a) vpkrojem — pomoci sterilniho noZe & pilky se z kus@i bochnikového tvaru odebira
vykroj klinovitého tvaru, u kust étvercového pidorysu se vedou fezy kolmo na hrany,
u vyrobkd podlouhlého tvaru se vede fez kolmo na podélnou osu. Odebrané vzorky se
zabali do sterilni folie.

b) z vnitinich Feznych ploch — vyrobek se sterilné rozkroji noem na n&kolik &4sti a
z raznych feznych ploch se odeberou v potfebném thrnném mnozstvi dilei vzorky a
pienesou se do sterilni vzorkovnice;

c) vzorkovadem — po odkrojeni povrchové vrstvy (0,5 — 1 cm) se z n&kolika mist odebere
vyvrt sterilnim vzorkovadem (nebozezem, sondou) a vytlaéi do sterilni vzorkovnice.
Vyrobky se navrtavaji na riiznych mistech do poloviny jejich vysky nebo z jednoho
mista riznymi smery. U tvrdych syrt se povrch otfe etanolem, odebere se vyvrt a z ngj
se odkroji povrchova vrstva, ktera se pouZije k uzavieni vzniklého otvoru.

1.1.3.2. Tekuté a kaSovité materidly

Pii odbéru jednoho vzorku se obsah v nadob& ditkkladn® promiché a sterilni pipetou nebo
sterilni kovovou nab&ratkou se odpovidajici mnoZstvi prenese do sterilni vzorkovnice.

Pii odbéru vétstho pottu vzorkii z velké nddoby nebo nadr¥e obsah nepromichévéme a
vzorky odebereme z riiznych mist a hloubek nédrZe (nejméng ze t¥ vrstev). Podle tgelu
vySetfeni se vzorky pfenesou bud’ do jedné, nebo do samostatnych vzorkovnic.

Dalsim zptisobem je odbé&r pomoci vypoustéctho ventilu. Ventil nejprve deZinﬁkujeme
70% etanolem a opédlime plamenem, poté odpustime 10 — 100 ml tekutiny a nasledn&
napustime potfebné mnoZstvi vzorku do sterilni vzorkovnice.

1.1.3.3. Sypké materidly

Dovoluje-li to baleni vyrobku, obsah nejdiive promichdme sterilnfim michadlem nebo
nabérackou a sterilni 17ici & nab&ratkou odebereme z riiznych mist potfebné mnostvi
vzorku, ktery pfeneseme do sterilni vzorkovnice.

Vzorky zvelkych baleni nebo nebalené (volng loZené) se odebiraji zriznych mist a
hloubek specidlnim vzorkovadem. Mimo to se odebira i vzorek z povrchovych vrstev &
vistev, které se pfimo dotykaji obalu vyrobku.

1.1.3.4. Materidly smiSené konzistence

Odebiraji se vSechny slozky vyrobku, a to
vpome€ru, vjakém jsou ve vyrobku
zastoupeny. Podle povahy vySetieni se

umistuji do jedné nebo do vice samostatnych
Obr. 1: Vzorkovac na pevné a pastovité materidly.  sterilnich vzorkovnic.
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1.2. Pfeprava, pfijem a uchovédvdni vzorki

Pfi pfepravé a uchovavani vzorkl musi byt vytvoreny takové podminky, aby nemohlo-dojit
k jejich zdméné, poSkozeni a zneCist€ni obald a neZidoucimu pisobeni atmosférickych
vlivil. Déle je tfeba zajistit, aby nenastaly zmény v mikrobidlnim sloZeni vzorkd, tj. aby se
mikroorganismy ve vzorku nerozmnoZovaly, neodumiraly, aby si podrZely Zivotaschopnost
a pivodni poCetni a druhové zastoupeni. Toho lze docilit Setrnym omezenim nebo
zastavenim metabolismu mikroorganismi, a to sniZenim teploty pod ristové minimum
nebo ve specifickych pfipadech nékterymi chemickymi latkami (napf. konzervadni &inidla
pouZivand pro vzorky syrového kravského mléka uréeného k vySetfeni v centrilnich
laboratofich).

1.2.1. PFeprava vzork

Zvladtni pozornost musi byt v€novéna zachovani doporudenych teplot tichovy v prib&hu

prepravy jednotlivych druhii vzorki:
stabilni vyrobky — okolni teplota

- Cerstvé a chlazené vyrobky — rozmezi teplot 0 — 4 °C

- zmrazené a hlubokozmrazené vyrobky — teploty pod -18 °C

- pasterované a podobné vyrobky — rozmezi teplot 0 — 4 °C

- ZkaZzené jednotky stabilnich vyrobki — rozmezi teplot 0 — 4 °C

- rychle se kazici potraviny (napf. vnitfnosti, Serstvé ryby) — musi byt p¥i prepravd
uchovavany pfi teploté v rozmezi 0 — 2 °C.

K pfepravé vzorkid se pouZivaji rizné izotermické obaly s chladicimi vlioZkami nebo
speviym CO, (suchy led), déle pfenosné chladni¢ky, mrazici boxy, atd. Transportni
teplota musi byt dodrZena po celou dobu prepravy do laboratofe. Vzorky konzerv se
pfepravuji v podminkéch, které vyluuji zmrznuti obsahu nebo poruSeni hermeti¢nosti
obalu. ZkaZené jednotky stabilnich vyrobkdi musi byt pfepravovany v ochrannych
uzavienych obalech. Doba transportu vzorkli by neméla pfesdhnout 6 hodin.

1.2.2. PFijem a uchovdvéni vzorka v laboratori

Pii pfijmu vzorkl v laboratofi se posoudi jejich stav, zkontroluje se, zda souhlasi tidaje
uvedené v privodni dokumentaci a provede se zdznam o p¥jmu vzorkt do laboratorntho
deniku. Je-li stav vzorkd neuspokojivy, nebo je-li jich nedostateéné mnoZstvi, musi
laboratot takové vzorky odmitnout. Obecn& musi byt o vzorcich piijatych do laboratote
vedena dokumentace tak, aby byl monitorovan jejich postup od okamZiku pfijeti aZ do
doby zpracovani protokolu o vysltedku zkouSeni.

Zapis do laboratorniho denfku musi obsahovat zejména: pofadové &islo zdznamu, datum a
hodinu pifjmu vzorkd, druh a mnoZstvi vzorkd, jejich charakteristiku, tidaje o vzorkovani
(datum, zptisob vzorkovani, konzervace atd.), jméno a adresu majitele vzorkd, datum a
hodinu zahéjeni rozboru, zplsob piipravy vzorkd k rozboru, hmotnost naviZek a stupett
fedéni, zji¥t&né mikrobiologické ukazatele, jméno osoby, kterd vySetfeni provedla a
piipadné dal$i nezbytné tidaje.

Zpracovani vzorkdl v laboratofi by mélo byt zahdjeno co nejdfive po pfijmu vzorkd. Po
celou dobu pfed zapoCetim zkouSeni musi byt vzorky uchovavany v podminkach, které
brani jak€koli zm&n€ v potu a sloZeni mikroorganismi pfitomnych ve vzorcich.
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Pro jednotlivé druhy vzorki jsou pfipustné nasledujici teploty a doby uchovy:

- stabilni vyrobky — zpracovat €O ‘mo#n4 nejdfive a pfed datem ukonéeni trvanlivosti,
uchovévat je 1ze pfi okolni teplot® na suchém a chladném miste;

_ &erstvé a chlazené vyrobky — zpracovat nejpozdgji do 24 hodin po piijmu, uchovavat v
rozmezi teplot 0 — 4 °C; je-li nutné dobu tichovy prodlouZit, vzorky se co nejrychleji
zamrazi na teplotu -18 °C atato skutecnost se uvede do protokolu o vysledku zkousent;

- pasterované a podobné vyprobky — zpracovat co mo¥né nejdiive a pted ukonéenim
trvanlivosti, uchovavat v rozmezi teplot 0 —4 °C;

- zkaZené jednotky stabilnich vyrobkii — zpracovat co moZna nejdfive (nejpozdgji do 48
hodin), uchovavat v rozmezi teplot 0 — 4 °C. Vysetfeni zkazenych vyrobki se provadi
pouze ve zvlastnich ptipadech, nikoli v ramci b&Zné kontroly.

1.3. Zpracovéni vzorkil v laboratori

Laboratorni zpracovani vzorki se sklada z ¥ady na sebe navazujicich pracovnich krokt,
zadinajicich otevienim obaltt vzork®, navaZenim (odmé&fenim) mno¥stvi potfebného
k vySetfeni, homogenizaci vzorku, jeho nafed€nim, otkovanim do Zivnych pid a kultivaci.
PHi stanoveni termorezistentnich mikroorganismi je soutasti zpracovéni take tepelna
inaktivace vzorku. Obecné plati, ze doba mezi ukonéenim piipravy vychozi suspenze a
okamzikem, kdy dojde ke kontaktu inokula s Zivnou pidou nesmi presahnout 435 minut.

Aby nedoslo ke kontaminaci okoli a zkusebniho vzorku je vhodné pracovat Ve zvlastnich
provoznich ‘mistnostech nebo v bezpetnostnich boxech. Jako prvni v pofadi se zkousi
vyrobky obsahujici velmi malo mikroorganismti (napi. pasterovane vyrobky) a teprve po
nich vyrobky s kontaminaci vySSi.

1.3.1. Otevirdni oball vzorkl

Obal, v némz je vyrobek uloZen, se musi oteviit tak, aby bylo mozno odebrat navazku
- odpovidajict pramérmym hodnotam celého vzorku a soutasné aby nemohlo dojit ke
kontaminaci vzorku. Neni-li moZno pracovat v bezpetnostnim boxu, provadgji se viechny
pracovni operace Y blizkosti plamene. '

Pied vlastnim otevienim se hermeticky uzaviené obaly omyji detergentem, oplachnou
tistou vodou a osusi. Dale je vhodné provést i zkousku hermeticnosti obalu, a to uplnym

ponofenim konzervy do vody o teploté 85 oC na dobu 5 — 7 minut, kdy pozorujeme tvorbu

7

vzduchovych bublinek na obale. Jinou moZnosti je vyuziti na vyvévu napojen¢ho

anaerostatu &i exikétoru, do kterého vlozime zkouSeny vyrobek. Pii netésnosti obalu.

dochazi pfi podtlaku k unikéni obsahu konzervy. Nehermetické obaly se otfou vatovym
tamponem namodenym v 70% etanolu, je-li to moZne opéli se plamenem. Vzorky tekutych
nebo sypkych materidli se pfed otevienim promichaji desetinasobnym pievracenim dnem
vzhtiru nebo kruhovym pohybem. Vzorky zinrazenych vyrobkll se nechaji rozmrazit pfi
teploté 2 — 5 °C, navézka se zhotovi ihned po rozmrazeni, nejdéle do 18 hodin od pocatku
rozmrazovéani. VSechny nastroje, které se pouZiji k otevfeni obalu (otvirad plechovek,
ndzky, niz, atd.), musi byt sterilni.

Vzorkovhice, 1dhve & ptvodni spotiebitelské baleni (mimo konzerv) se v misté styku

s uzavérem otfou tamponem namotenym v 70% etanolu, o%ehnou v plameni (dovoluje-li
_to material obalu) nebo se etanol necha samovolng odpafit. Obal se otevie (odtrhnutim,
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Odbér a zpracovdni vzorki

sterilnim otviraGem na lahve, atd.) hrdlo se znovu opali a odebere se potfebné mnoZstvi
vzorku. -

Pfi otvirani sakd a jinych oball z riznych fo6lii &i papiru se obal v misté€ otevieni potie
tampénem namocenym do 70% etanolu. Potom se rozstiihne sterilnimi nizkami nebo
rozfizne sterilnim skalpem ¢i noZem a odebere se potiebné mnoZstvi.

Vzhledové nezménéné . konzervy se pied otevienim - dekontaminuji nékterym
z nésleduyjicich zptsobi:

- vicko sklenice nebo horni Celo plechovky (protilehlé vytlaci) se potfe tamponem
namoc¢enym v 70% etanolu, tampon se necha na povrchu a pfed otevienim konzervy se
zapali. Plechové vi¢ko se otevird sterilnim otviraCem nebo probiji sterilnim
prubojnikem v bezprostiedni blizkosti hoficitho tamponu, primér nebo délka otvoru
musi €init 1 — 3 cm.

- gumové a plastové uzdvéry se rovn€Z dezinfikuji 70% etanolem, ale tampon se
nezapaluje;

- pfi otvirani lahvi a tub se Sroubovacim uzdvérem se uzAvér nejprve opéli v plameni,
poté odSroubuje a sejme, okraje lahvi nebo membréna tuby se opéli, membréna se
prorazi sterilnim skalpelem.

Vzhledové defektni konzervy se uklddaji do kovového koSe, povrch vicka
dekontaminujeme 70% etanolem, ale tampon nikdy nezapalujeme. Po odpateni etanolu se
vicko piekryje sterilni nélevkou, kterd musi pokryvat cely povrch. Otvorem nalevky se
opatrné sterilnim pribojnikem prorazi vicko-a vytvoii se velmi maly jehlovy otvor. AZ
z konzervy prestane vychézet plyn a jeji obsah, odstranime nalevku, vi¢ko otfeme sterilnim
tamponem a pribojnikem roz§ifime otvor. Ihned odebereme potfebnou navazku. Misto
nalevky lze pouZit polyetylenovy sacek, do kterého dekontaminovanou konzervu vloZime a
saCek u dna konzervy pevné zavazeme. DalSi postup je shodny.

1.3.2. Navdzka vzorku

Odbér navazky se .provadi ihned. po otevieni vzorkovnice nebo obalu vzorku,
v bezprostredni blizkosti plamene kahanu, sterilnimi néstroji (1Zice, pinzeta, skalpel, pipeta
atd.) do sterilni nadoby ¢&i sterilntho homogenizaéniho saéku. Nadoby ¢&i salky se pedlivé
ozna¢i udaji o -analytickém vzorku. Navazka se odebird tak, aby vni byly zastoupeny
viechny slozky vzorku v takovém poméru, v jakém se v ném vyskytuji.

Pokud nebylo moZno tekuté, kasovité ¢i sypké vzorky dokonale
promichat pfed otevienim obalu, musi se asepticky promichat po
jeho otevieni, a to sterilni sklenénou ty€inkou ¢&i 1Zici. Tekuté
vzorky se odméfuji sterilni pipetou z hloubky - vzorkovnice,
roztok ulpivajici na povrchu pipety se nech4 stéci k jejimu hrotu
a odstrani se otfenim o vnitini sténu vzorkovnice. Viskdzni
tekutiny se odstrani otfenim povrchu pipety sterilni buni¢inou.

Hmotnost nebo objem navazky je konkrétn€ stanoven
v pfislusnych norméch pro uréity vyrobek nebo metodu rozboru.
Obvykle to byva pro kvantitativni vySetfeni 10 g nebo 10 ml, pro
pfimé oCkovani tekutého vzorku 1 ml. Pro kvalitativni vySetfeni
se obvykle odebird 25 g nebo 25 ml zkouSeného vzorku.

Obr. 3: Navazovdni vzorku.
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