Metody stanoveni poctu mikroorganismai

2.1.4. Stérovd metoda

Stérova metoda se pouziva pii zjistovani mikrobidlni kontaminace na povrchu pfedmétt
(rizného tvaru i nerovného povrchu), kterymi mohou byt vyrobni plochy a zatizeni, dalsi
pomicky, ale i ruce pracovniki, obaly & nékteré vyrobky. Princip metody spodiva
v pfeneseni mikroorganismi z vySetfovaného povrchu pomoci zvlhéeného tamponu do
Zivného prostiedi. Podle ucelu vysetteni 1ze provadét stér kvantitativni nebo kvalitativni.

2.1.4.1. Kvantitativni stér

Kvantitativni stér provadime z presné definované plochy, k jejimu ohrani¢eni pouZijeme
sterilni $ablonu. Do sterilni zkumavky pfipravime 10 ml fediciho roztoku (napt. sterilni
fyziologicky roztok). Sterilni tampon namocime do fediciho roztoku a pfitisknutim ke
sténé zkumavky odstranime piebyte¢nou tekutinu.

Na vySetfovanou plochu pfiloZime Sablonu a stirdme ji
v nékolika smérech zvlhéenym tamponem, kterym postupné
ota¢ime. Poté vlozime tampon zpét do zkumavky a horni
¢ast Spejle odlomime o hrdlo zkumavky. Zkumavku
intenzivné protfepeme na tfepaéce az dojde k uvolnéni
jednotlivych vldken tamponu. Tim mame pfipravenou
vychozi suspenzi (10", kterou miZeme dale obvyklym
zpisobem fedit. Vychozi suspenzi ¢i zvolena fedéni
kultivujeme ~zalitim nebo roztérem, Zivné médium a
podminky inkubace jsou zavislé na druhu prokazovanych mikroorganismii.

Obr. 10: Kvantitativni stér.

Po ukonceni inkubace Petriho misek se spocitaji narostlé kolonie a stanovi se podet
mikroorganismi na vyS$etfované ploSe. Pokud stirame mikroorganismy z celého povrchu
vySetiovaného pfedmétu a nezname jeho ptesnou plochu, vyjadiime vysledek jako pocet
mikroorganismi na vy$etfovanou plochu pfedmétu (napt. vnitini plochu kelimku).

Priklad 14:
Dv& po sobg jdouci fed&ni (1072, 10?), v kazdém jedna poéitatelna miska, metoda roztsru:
68 +7 75
N= = ———  =34090 = 34000 = 3,4-10*
0,2-(1+0,1)-10? 0,2-1,1-10

Vysledek vyjadiime ve tvaru 3,4 - 10* KTJ na vySetfovanou plochu, napt. 100 cm?,

5 4;2;5 Kvalitativni stér

Jestlizé__ chceme vyloudit nebo potvrdit pfitomnost nékterého druhu nebo skupiny
mikroorganismti ve vzorku pouZivame stér kvalitativni, v tomto p¥ipadé neni potieba znat
velikost vySetfované plochy. Casto se timto zpiisobem vySetfuji §patng pfistupnd mista,
jako jsou kohouty, ventily, rohy, spoje, atd. Provedeni je stejné jako u kvantitativni
metody, pouze se pro ohranifeni vySetfovaného mista nepouZiva $ablona. Tampon se
nejprve kultivuje v neselektivnim &i selektivnim tekutém médiu a ndsledné se provadi
vyockovani na selektivné diagnostickou pevnou piidu.
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Mikrobiologie potravin — prakticka cviceni II.

2.1.5. Metoda seskrabu

Udinngjsi ne¥ stérova metoda je metoda seskrabu, ktera se pouZiva napf. pfi hodnoceni
povrchové kontaminace driibeZe. Princip metody spoliva v pfeneseni mikroorganismi
z vySetfovaného povrchu pomoci sterilniho skalpelu do Zivného prostiedi. Podle Géelu
vySetfeni 1ze seSkrab opét provadét kvantitativné nebo kvalitativng.

Kvantitativni seskrab provadime zpfesné definované plochy, kjejimu ohranieni
pouZijeme sterilni Sablonu. Do sterilni zkumavky p¥ipravime 10 ml sterilniho fediciho
roztoku, na vySetfovanou plochu pfilozime Sablonu a vymezeny prostor seskrabneme
sterilnim skalpelem v n&kolika smérech. Poté opatrné oplachneme &epel skalpelu v fedicim
médiu ve zkumavce a zkumavku intenzivné protfepeme na tiepatce, skalpel odlozime do
desinfekéniho roztoku. Tim méme ptipravenou vychozi suspenzi (10™), kterou mizeme
dale obvyklym zpisobem fedit. Vychozi suspenzi & zvolend fedéni kultivujeme zalitim
nebo roztérem, Zivné médium a podminky inkubace jsou zavislé na druhu prokazovanych
mikroorganismi. Po ukonceni inkubace spo¢itdme narostlé kolonie a vysledek vyjadiime
na vySetfovanou plochu (napf. 25 cm?).

2.1.6. Otiskovd metoda

Daldi metodou vyuZitelnou pii kvantitativnim hodnoceni mikrobidlni kontaminace .= |

povrchil, zafizeni €i potravin je otisk. Princip metody spoéiva v pfeneseni mikroorganismii
z vySetfovaného povrchu lehkym pfitladenim pfimo na povrch Zivného média. Optimalni
doba kontaktu Zivného média s vySetiovanym povrchem je 10 sekund.

Pro otisk je Zivné médium naneseno na specidlni nosiée umoZiiujici pfimy kontakt celé
plochy média s vySetfovanym povrchem. Jednou z moZnosti jsou tzv. kontaktni Petriho
misky, ve kterych je Zivné médium nalito ve vrstvé pfevysujici hranu spodniho dilu misky
a pfekryto specialné upravenych vickem. V praxi se asto pouZivaji sklopné otiskové
nosice oboustranné pok{gté Zivnym médiem a uzaviené ve sterilnich zkumavkach, jedna se
napf. o systém Hygicult™.

2.1.6.1. Skiopny otiskovy nosic¢ - Hygicult®

Hygicult® je sklopny nosi¢ z umélé hmoty po obou stranach pokryty agarovou Zivnou
pidou a uzavieny ve sterilni plastové zkumavce. Jedna zkumavka umoZiiuje odbér a
kultivaci dvou vzorkt. PouZiva se pro mikrobiologickou kontrolu provozni hygieny, a to
zejména v potravinafském primyslu. Hygicultem lze rychle a spolehlivé testovat suroviny,
vyrobni zafizeni i hotové vyrobky. :

Odbér vzorki a inokulace se provadi jednim

z nasledujicich zptisobu:

- pfitlaenim obou stran prouzku na testovany
vzorek (povrchy a pevné vzorky), _

- prenosem vzorkd st€rovym tamponem, ktery se
lehce otfe o povrch agaru na prouzku (t&zko
dostupna mista),

- nékolikasekundovym ponofenim prouzku do .
testované tekutiny. Obr. 11: Hygiculf®.

Po inkubaci (Zivné médium, délka a podminky se odviji dle vySetiovaného ukazatele) se
vysledky ziskaji bud’ pfimo spoéitani kolonii narostlych na povrchu Zivného média
(standardni rozmér 2 x 5 cm, tj. 10 cm?) nebo v ptipadé masivnéj$iho nartistu srovnanim
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Metody stanoveni poétu mikroorganismi

Setnosti kolonii na agarovém prouzku s ¢etnosti kolonii na pfiloZené obrazové tabulce (viz
obr. 12).

. 10° CFU/m 104 CFU/mI 108 CFUMI 108 CFU/mI 107 CFU/MmI
Tekutiny
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'
»
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.

Povrchy 1 CFU/em? 5 CFU/cm? 45 CFU/cm? ' 80 CFU/cm? > 100 CFU/cm?

Obr. 12: Hygicult®T PC - §ablona pro vyhodnoceni.
TPC — CPM, tj. celkovy pocet mikroorganismil ‘

Otiskové nosice jsou uréeny pro stanoveni indikdtorovych mikroorganismi, napt. celkovy

pocet mikroorganismi, pocet baktérii Celedi Enterobacteriaceae, koliformnich baktérii, E.
coli €1 pocet kvasinek a plisni.

2.1.7. Metoda oplachu

Pti mikrobiologickém vySetfeni obtiZn€¢ homogenizovatelnych potravin (napi. celé kofeni,
susené téstoviny) ¢i né€kterych typt oballi se pouzivd metoda oplachu. Princip metody
spodiva v pfeneseni mikroorganismi piitomnych napovrchu vySetfovaného vzorku
oplaichnutim do Zivného média. Uvoltiovani mikroorganismii. z povrchu vzorku je
podpofeno kontinudlnim protiepavanim po dobu nejméné 10 minut.

r Ny

Vzorek navazime do vhodné sterilni nddoby a zalijeme desetindsobnym mnoZstvim
sterilniho fedicitho roztoku (10 g vzorku + 100 ml fyziologického roztoku). Nadobu
asepticky uzavieme, umistime na tfepacku a tfepeme pti cca 300 rpm po dobu 10 — 20
minut (dle povahy vzorku). Tim mame p¥ipravenou vychozi suspenzi (10™), kterou
miZeme dale obvyklym zplsobem fedit. Vychozi suspenzi ¢i zvolend fedéni kultivujeme
zalitim nebo roztérem, Zivné médium a podminky inkubace jsou zavislé na druhu
prokazovanych mikroorganismi. Po ukon¢eni inkubace vyhodnotime obvyklym zptisobem
a vysledek vyjadiime na 1 g vySetfovaného vzorku.

2.1.8. Metoda vyplachu

Vyplach pouzivame pfi vySetieni uzaviratelnych obald, zejména riznych druhid sklenénych
¢i plastovych lahvi, krabic atd., dale také pfi kontrole mikrobialni Eistoty riznych
potrubnich systémt, ichovnych tankt €i pfepravek. Princip metody spoéiva v pfeneseni
mikroorganismu piftomnych na vnitinim plose obalu vyplachnutim do Zivného média.

YN

Do vySettovaného obalu asepticky odmétime vhodné mnozZstvi sterilniho fediciho roztoku,
abychom zlepsili smacitelnost vySetiovaného povrchu, pfidavame do fediciho roztoku
nékolik kapek Tweenu 80. PouZzité mnozstvi fediciho roztoku zavisi na velikosti
vySetfovaného obalu, pti objemu do 1 1 pouZijeme k vyplachu 10 ml fediciho média. Obal
uzavieme a krouZivym pohybem postupné smocime celou vnitini plochu. Nechame asi
minutu odstat a poté cely postup nékolikrat zopakujeme (celkova doba cca 10 minut). Po
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Mikrobiologie potravin — praktickad cviceni I1.

ukonéeni vyplachu vyplachovy roztok slijeme do sterilni nddoby ¢&i zkumavky a miZeme
jej dale obvyklym zpisobem fedit. Vyplachovy roztok &i zvolend fedéni kultivujeme
zalitim nebo roztérem, Zivné médium a podminky inkubace jsou zavislé na druhu
prokazovanych mikroorganismi. Po ukonceni inkubace spoitime narostlé kolonie a
vysledek prepocitame na pivodni mnoZstvi vyplachového roztoku.

Pfi hodnoceni mikrobidlni Cistoty technologickych systémid a piepravnich oball lze
k vySetfeni vyuzit pfimo vodu pouZitou k poslednimu vyplachu po ukondeni ¢isténi a
desinfekce. Pro zhodnoceni vysledkil je nutno znét mnoZstvi vzorkované tekutiny. Jeji
celkovy objem se proto po odebrani vzorku odméfi vhodnym zptisobem.

Priklad 15: ‘

Vyplachova tekutina — objem 10 ml, nefedéno, 2 poditatelné misky, metoda zaliti:
68 + 74 142

N= = — =T71v1iml

2 2
Hodnotu pievedeme na celkovy objem vyplachové tekutiny: 71 -10=710=7,1 - 10
Vysledek vyjadtime ve tvaru 7,1 - 10> KTJ/10 ml vyplachového roztoku.

2.1.9. Metoda spadu

Nezbytnou soucésti hodnoceni mikrobiologické &istoty prostiedi vyrobnich podnikti €i
laboratofi je vySetfeni ovzdusi. Nejcastéji je stanovovan celkovy pocet mikroorganismi,
v odivodnénych ptipadech lze vySetfeni zaméfit také na stanoveni po¢tu kvasinek a plisni.

K objektivnimu vySetfeni ovzdu$i lze pouzit aeroskop, pfistroj
umoziiujici vySetfit ptesné definovany objem vzduchu. Ten je pfistrojem
aktivn€ nasavan odbérovou hlavici, ve které je umisténa Petriho miska

s Zivnou pidou. Po ukonceni expozice se Petriho miska vyjme a neché
inkubovat.

Pfi provozni kontrole Cistoty ovzdusi se béZné€ pouZiva metoda spadu.

Princip metody spodiva v pasivnim . pfenesem’- mikrogrgani.smﬁ Obr. 13: Aeroskop.
ptitomnych v ovzdusi spadem na povrch Zivného média v Petriho misce.

Otevienou Petriho misku naplnénou Zivnym médiem umistime na klidném bezpraSném
mist¢ a nechdme exponovat nejméné po dobu 10 minut. Po ukonéeni expozice misku
uzavieme a inkubujeme, podminky inkubace (teplota, doba) jsou zavislé na druhu
prokazovanych mikroorganismii. Nasledn& spoéitime poclet kolonii narostlych na celé
plose Petriho misky, ktery vydélime dobou expozice v minutdch. O dobré mikrobidlni
Cistoté ovzdusi svéd¢i hodnota maximalné 10 KTJ/Petriho miska/10 minut expozice, tj. 1
KTJ za 1 minutu.

2.1.10. Kultivaéni desticky Petrifilm™

Petrifilmy jsou pocitaci desti¢ky s kultivaénim médiem pfipravenym pro inokulaci vzorku.
Pouziti nachazi pfi stanoveni poétu rtiznych druhii a skupin mikroorganismii a pro detekci
mikrobidlni kontaminace prostfedi. U fady Petrifilm™ systémi jiZz byla provedena
pfislusna validace a jsou proto rovnocennou nahradou klasickému kultivaénimu vySetteni.
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Metody stanoveni poctu mikroorganismai

Pfi stanoveni poétu mikroorganismii se zkouSeny vzorek nafedi
1:10 a homogenizuje. Poté se sterilni pipetou napipetuje 1 ml
takto upraveného vzorku do stfedu destitky. Vrchni film se
opatrné roluje tak, aby se zabramilo zachyceni vzduchovych
bublin. Nésledn€ se vzorek roztlatovaem rovnomérné
rozprostie po celé kruhové plose desti€ky. Desti¢ky Petrifilm™
se inkubuji vrchni stranou nahoru ve sloupcich po max.: 20
kusech, podminky inkubace se lii podle metodiky stanoveni. Po
ukondeni inkubace se spoéitaji charakteristické kolonie, které _
mohou byt dale izolovény pro dalsi identifikaci. Dt

Vptipad¢ Petrifilmii pouZivanych pro testovani hygieny prostfedi se nejprve provede
hydratace desti¢ek pfidanim 1 ml vhodného sterilizovaného rozpoustédla (napk.
fyziologicky roztok), které se roztlati po celém povrchu destitky. Takto pfipravené
destitky Ize pouZit pro metodu otiskovou, stérovou &i hodnoceni spadu z ovzdusi.

Destitky Petrifilm™ jsou uréeny napf. pro stanoveni celkového poctu mikroorganisma,
poltu baktérii Celedi Enterobacteriaceae, koliformnich baktérii a E. coli, dale pro
stanoveni poctu Staphylococcus aureus, Listeria spp. &i poétu kvasinek a plisni.
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Cvi¢eni — kontrola hygieny prostiedi

Ukol &. 1 Kvantitativni stér
Provést stér prostiedi z pfesné definované plochy (3ablona 5x5 cm) pomoci stérového tamponu.

7 Fedéni 10 a 1072 stanovit celkové poéty mikroorganism@ (CPM) metodou zaliti médiem PCA (Plate
Count Agar).

Vypocet

N- 2C
V (n1+0,1ny) d

N pocet mikroorganismu ve vzorku
>C soucet kolonif ze véech Petriho misek vybranych pro vypocet ze dvou po sobé nésledujicich
Fed&nich (nejméné jedna z misek obsahuje 10 kolonii)

Vv objem inokula v ml o¢kovaného na kazdou z misek

ny pocet misek vybranych k vypoctu z prvniho zvoleného fedéni

n, pocet misek vybranych k vypoétu z druhého zvoleného fedéni

d faktor Fedéni odpovidajici prvnimu pro vypocet zvolenému fedéni (napf. 10?)

Ukol &. 2 Otiskova metoda — Hygicult

Provést stanoveni CPM metodu otisku pomoci sklopného nosice Hygicult (5x2 cm).



Hodnoceni tkolu &. 1 a &. 2 podle tabulky 1

Vyhlaska &. 289/2007 Sb. o veterinarnich a hygienickych pozadavcich na Zivocisné produkty, které
nejsou upraveny pfimo pouZzitelnymi predpisy Evropskych spolecenstvi

Stéry z povrchu vyrobniho zafizeni, odebrané z plochy 10 cm? po skon¢eni ¢isténi a dezinfekce, nesmi
obsahovat

a) vice nez 102 aerobnich a fakultativné anaerobnich mikroorganizmd,

b) salmonely.

Tabulka 1: Kritéria hodnoceni kvantitativniho stéru a otisku

Hodnoceni Cistoty Hygicult (KTJ/plocha) Stérova metoda (KTJ /10 cm?
Velmi dobra <20 <20

Prijatelna 20 -100 20 -100
Nepfijatelna > 100 > 100

Ukol &. 3 Kontrola bakterialni kontaminace ovzdusi (aeroskop)
0dbér vzduchu pomoci aeroskopu (Spin Air Merck, Némecko).

Objem odebiraného vzorku vzduchu 100 litr pfi rychlosti nasavani vzduchu 100 litr(/min. PouZité
médium — PCA (stanoveni CPM/100 L vzduchu).

Ukol &. 4 Kontrola bakterialni kontaminace ovzdusi metodou spadu

Otevfit Petriho misku s krevnim agarem na frekventovaném misté v misté odbéru vzorkd pro ukol ¢.
1-3 po dobu odebirani vzorku (zapsat ¢as v minutach).

Hodnoceni Ukolu ¢. 4

Vyhovujici vysledek v pfepoctu 1 KTJ/1 min.



Ukol &. 5 Kvalitativni stér k prikazu bakterii Staphylococcus aureus a MRSA

Po otevieni odbé&rové soupravy se stérovou houbickou provést stér z co nejvétsi plochy (i ¢lenité
povrchy). Houbigku vloZit zpét do sacku a odlomit plastové drzadlo, sacek uzavfit, pfenést do
laboratofe k dal$imu zpracovani. V laboratofi pfidat 20 ml pufrované peptonové vody (PPV) a
zhomogenizovat na Stomacheru.

Ukol €. 6 Kontrola hygieny rukou (kvantitativni stanoveni)

VloZit ruku do latexové rukavice, nalit do rukavice 20 ml PPV, promnout (cca 1 min), opatrné sundat
rukavici a slit tekutinu do jednoho prstu a z toho pipetovat 200 pl na povrch selektivnich médii (Baird-
Parker agar, Manitol salt agar, Koliformni/E. coli agar) — metoda roztéru.

Vypocet

N 2C
V (n:+0,1nz) d



