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Zadani:
Proved’te mikrobiologicky rozbor uréeného potravinaiského ¢i kosmetického vyrobku —
stanovte u n¢j nasledujici skupiny mikroorganismu:

» Celkovy poc¢et mikroorganismui
» Kuvasinky a plisn¢
> Koliformni mikroorganismy

o napadé VCZL

o na pudé Chromocult

Proved'te mikrobiologickou kontrolu pracovniho prostfedi:

» kontrola povrchu metodou stéru
» kontrola ovzdusi metodou spadu

Priprava vzorku k rozboru, redéni vzorku

Ptiprava vzorka k mikrobiologickému rozboru se fidi druhem vyrobku nebo suroviny,
které jsou pfedmétem stanoveni.

Uchovavani vzorka

Po doruceni do laboratofe aZz do doby rozboru musi byt vzorky uchovavany
za takovych podminek, aby nedoSlo ke zméné mnozstvi nebo sloZzeni kontaminujici
mikroflory. Podminky, za kterych se vzorky v laboratofi musi uchovavat, se fidi charakterem
vzorku.

o Vzorky, ve kterych se mohou mikroorganismy vyznamné pomnoZovat (syrové
mléko, tekuté mlécné vyrobky) se zpracovavaji pokud mozno ihned, nejdéle vSak
do 3 h po doruceni. Po tuto dobu musi byt vzorky uchovavany pii teploté do 6 °C.

e  Vzorky vyrobkli, ve kterych se mikroorganismy pomnozuji pomaleji (syry,
fermentované mlécné vyrobky) se zpracovavaji nejdéle do 24 h po doruceni.
Do zpracovani musi byt uchovavany pfi teploté do 10 °C.

e  Vzorky vyrobki, ve kterych se mikroby jiZz nepomnozuji ani neodumiraji, se
zpracovavaji do 48 h, vyjimecné i pozdé€ji. Vzorky se uchovavaji pfi teploté
doporucené vyrobcem.



Naviazka nebo odméreni mnoZzstvi vzorku K rozboru

Hmotnost nebo objem vzorki odebranych k mikrobiologickému rozboru je obvykle
100 — 200 g (ml). Ze spotiebitelskych baleni se pro vlastni mikrobiologicky rozbor odmétuje
representativni vzorek (napi. vyse¢ syra nebo odpovidajici pocet baleni): 1 — 25 g (ml)
navazovanim nebo pipetovanim. Navazka se odebira z riznych mist vzorku tak, aby v ni byly
zastoupeny vSechny slozky v pfiblizné€ ve stejném poméru jako v ptivodnim vzorku. Tekuté
vzorky ve vzorkovnici nebo ve spotiebitelské baleni se pied odbérem dikladné promichaji
protfepanim, krouzivymi pohyby nebo pievracenim obalu ¢i vzorkovnice dnem vzhiru.
Béhem navazovani nebo pipetovani vzorku nesmi dojit k jeho kontaminaci (v misté otevieni
se obal otfe roztokem 70 % obj. ethanolu).

Homogenizace vzorku

Diikladnda homogenizace je jednim ze zékladnich predpokladi ziskani spravného
vysledku pifi mikrobiologickém rozboru. Ptfi homogenizaci dochdzi k rovnomérnému
rozptyleni pfitomnych mikroorganismi ve vzorku nebo jeho fedéni.

Postup homogenizace je zavisly na charakteru vzorku. Nejjednodussi je homogenizace
tekutych vzorkl tfepanim, které nesmi byt pfili§ intenzivni, aby nedochédzelo k napénéni
vzorku. Viskézni, rosolovité a sypké vzorky se protfepavaji v fedicim roztoku, ktery obsahuje
sklenéné perly. Pevné vzorky se asepticky roztiraji ve sterilni tfeci misce. U vzorku
s vysokym obsahem tuku se provadi homogenizace pfi teploté 40 — 45 °C.

Pro vyrobky jiné nez tekuté konzistence se doporucuje pouzit k piipravé vychozi
suspenze (tzv. zakladniho, prvniho fedéni) peristalticky homogenizator (stomacher) se
sterilnim plastovymi sacky.

Objem sackti homogenizatoru ma byt asi dvojnasobny proti objemu vzorku, ktery ma
byt homogenizovan.

Z analyzovaného vzorku se odvazi vzorek do plastového sacku (obecné 10 g),
prida se vhodny Fedici roztok v poméru 1 dil vzorku a 9 dili Fediciho roztoku
predepsané teploty. Stomacherem se homogenizace provadi 1 — 2 min podle charakteru
vyrobku. Stomacher neni vhodny pro vyrobky obsahujici ostré nebo nesnadno
desintegrovatelné ¢astice.

Po ukonceni homogenizace se ponechaji velké ¢astice sedimentovat (nejdéle 15 min),
poté se pienese potiebny objem horni vrstvy suspenze do sterilni nadoby vhodné kapacity
pipetou. Je-1i horni vrstva tvofena tukem, odebere se vzorek z vodné faze.

Redéni vzorku

Jestlize se ptredpokladd, ze vzorek obsahuje vyssi pocet mikroorganismi, je tieba
podle pfedbézné odhadnutého poctu zvolit fedéni, ktera budou analyzovéana. Tekuté vzorky
S nizkym poctem mikroorganisml se oc¢kuji nefedéné. Vzorky viskozni a pevné je tieba fedit
vzdy.

Vychozi (zakladni) Fedéni je definovano takto: suspenze, emulze nebo roztok,
ziskané z navazeného nebo odméireného mnoZstvi vzorku smichané s devitindsobnym
mnoZstvim fediciho roztoku a dikladné promichané. Jedna se tedy o I. Fedéni
vySetifovaného vzorku.

Dalsi fedéni se pripravi smisenim 1 ml I. Fedéni s 9 ml Fediciho roztoku (viz
obrazek). Timto postupem se pripravi Fedéni, ktera jsou potiebna pro provedeni
mikrobiologického rozboru tak, aby vysledek bylo moZno objektivné vyhodnotit.



Jestlize se predpokladd nizky pocet mikroorganismil, vzorky se nefedi, pfipadné se
mikroorganismy koncentruji (napf. membranovou filtraci).
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Schematické znazornéni ptipravy fedéni.

v

Redici roztoky

Fyziologicky roztok: 8,5 g chloridu sodného, 1 g peptonu, 1000 ml destilované vody; pH pied sterilaci
72.

Fyziologicky roztok s Tweenem

Citratovy pufr: 20 g citranu sodného, 1000 ml destilované vody; pH pied sterilaci 7,5.

Oc¢kovani suspenze, kultivace a vypocet kolonie tvoricich jednotek
Metoda prelivu

Na Petriho misku se aplikuje 1 ml z vybraného vhodného Fedéni a suspenze se
prelije vhodnym kultivaénim médiem (cca 15 ml) vytemperovanym na 45 °C. Sm¢és se
dikladné promichd krouZivymi pohyby a necha se zatuhnout. Petriho misky se nasledné
premisti do termostatu o zvolené kultivacni teploté, oto¢i se dnem vzharu (kviali piipadné
precipitaci vody na povrch zaoCkované pudy) a nechaji se kultivovat po dobu potfebnou dle
jednotlivych druh@i stanovovanych mikroorganismil.

Metoda roztéru

Na Petriho misku se nalije vhodné kultivaéni médium, necha se zatuhnout a
povrch misky s médiem se necha predsusit ve flow-boxu. Na piedsusenou misku se
aplikuje 100 pl z vybraného vhodného Fedéni a pomoci sterilni hokejky se rovhomérné
rozetice. Po dokonalém vsaknuti aplikované suspenze do média se Petriho misky nasledné
pfemisti do termostatu o zvolené kultivacni teploté, oto¢i se dnem vzhiru (kvili pfipadné



precipitaci vody na povrch zaoCkované pudy) a nechaji se kultivovat po dobu potiebnou dle
jednotlivych druhii stanovovanych mikroorganismu.

Vypocet kolonie tvoricich jednotek (KTJ)

Po inkubaci se vyberou plotny vhodné K pocitani: 10 - 300 kolonii na plotné
(pti stanoveni celkového poctu mezofilnich mikroorganismii, celkovy pocet psychrotrofnich
mikroorganismi apod.) nebo 10 — 150 kolonii na plotné (specificka stanoveni napi.
koliformni mikroorganismy), pfiCemz musi byt splnéna dulezitd podminka, Ze alespon
na jedné plotné je vice nez 10 kolonii.

Celkovy pocet mikroorganismit N pritomnych ve vzorku se pocita jako vazeny
primér po sobé nasledujicich fedéni podle nasledujici rovnice:

C
_ 2 [KTJ.ml™] & [KTJ.g"]
V-(n,+01-n,)-d

Kde je:
z C soucet kolonii ze vSech ploten vybranych pro vypocet po sob& jdoucich fedéni,

\ objem inokula v mililitrech zao¢kovaného na plotny,
ny pocet ploten vybranych k vypoctu z prvniho vybraného fedéni,
n, pocet ploten vybranych k vypoctu z druhého vybraného fedéni,

d faktor odpovidajici prvnimu pro vypocet zvolenému fedéni.

Pozn.: Dle normy CSN EN ISO 7218 (560103) v pripadé aplikace 2 po sobé
nasledujicich redeni Ize pouZit pouze jednu misku od kazdého redeni. Ve jmenovateli rovnice
1 se pak zavorka nahrazuje koeficientem 1,1. Pokud se provadi pouze jedno redeni, tak
zustavaji nutné 2 misky od redeni.

Rozbor prostredi
Mikrobiologicka kontrola vzduchu — sedimenta¢ni metoda
Princip
Na vhodné piid€ se zjistuje pocet mikroorganismil, které za urcitou casovou jednotku

sedimentuji ze vzduchu na standardni plochu. Po kultivaci se spocitaji vyrostlé kolonie,
ptipadné se provede jejich identifikace.



Postup

Dvé nebo vice Petriho misek s vhodnou Zzivnou plidou pro prikaz zjisStovanych
mikroorganisml se polozi na vybrané misto ve vySetfovaném prostoru, na kterém chceme
zjistit intenzitu kontaminace sedimentujicimi mikroby. Plotny se exponuji sejmutim vicek.
Délka expozice se fidi pfedpokladanou intenzitou mikrobialniho znecisténi ovzdusi (obvykle
se pouziva 10, 15 nebo 30 min). Po skonCeni expozice se misky uzaviou vicky
a po prepraveni do laboratoie (pfi pokojové teploté) se inkubuji pii teplot¢ a po dobu
odpovidajici druhu sledovanych mikroorganismu a pouzitych kultiva¢nich pad.

Vypocet

Po skonceni inkubace se spocitaji kolonie mikroorganismu (na zivném agaru vSechny
kolonie, na selektivné-diagnostickych ptadach pouze charakteristické kolonie) a vypocte se
jejich aritmeticky pramér. Vysledky se piepoéitavaji na plochu 100 cm? a dobu expozice
10 min podle vztahu:

K-10

Smy, 5T 100 (rovnice 2)
Kde je
Smyg....... pocet mikroorganismu sedimentujicich na plochu 100 cm? za 10 min,
Koo aritmeticky primér poc¢tu kolonii na miskach,
| plocha misky [cm?],
T délka expozice [min].

Mikrobiologicka kontrola provozniho zaiizeni a obalového materialu
Metoda stéru
Princip

Mikroorganismy kontaminujici vySetfovany predmét se setfou sterilnim tamponem
a pfevedou se do fediciho roztoku nebo do zivné pidy. Kultivuji se za podminek optimalnich
pro zjistovany typ mikroorganismu.

Postup

Sterilni tampon se namoci ve sterilnim fedicim roztoku a dvaceti tahy ve smérech
na sebe kolmych se jim setfe 100 cm? vySetiovaného povrchu. Pii kvantitativnim stanoveni
poctu kontaminujicich mikroorganismt se tampon vlozi do zkumavky s 10 ml sterilniho
univerzalniho fediciho roztoku (napt. fyziologicky roztok), pifi kvalitativnim prikazu
pfitomnosti mikroorganismi nebo ur¢itého typu mikroorganismid do zkumavky s 10 ml
nutriéniho nebo selektivné — diagnostického meédia. Zachycené mikroorganismy se vytiepou
25 thozy o dlan. Pfi kvantitativnim stanoveni se z tohoto roztoku ockuje 1 ml na Petriho
misku a prelije agarovou zivnou pudou. Mikroorganismy se nasledn¢ inkubuji za podminek
piedepsanych pro stanoveni jednotlivych druht prokazovanych mikroorganisma.

Vyhodnoceni vysledkii

Po inkubaci se spocitaji na zivném agaru vSechny vyrostlé kolonie, na selektivné-
diagnostickych ptiddch vSechny charakteristické kolonie a vypocte se jejich aritmeticky
pramér. Vysledek se vyjadii v poétu mikroorganismi na 100 cm?® vySetiené plochy.



Mikrobiologicky rozbor vyrobku

Inokulace a podminky kultivace

Puada
Celkovy pocet MO PCA 1 ml prelivem aerobné
vicky dolli
1 ml prelivem
Koliformni MO vCZL dale prelit cca 4 ml aerobné
pudy po utuhnuti agaru vicky dolli

aerobné, po zasati

Koliformni MO + E. coli Chromocult 0,1 ml roztérem vicky doll
aerobné
Kvasinky + plisné GKCh 0,1 ml roztérem vicky nahoru

Vzorky se vidy odméruiji sterilni pipetou!
Roztér vzorkul se provadi sterilni roztiraci ty¢kou - sklenénou nebo plastovou.

Od kazdého redéni kultivujeme vZdy dvé misky s vyjimkou stanoveni koliformnich MO na Chromocultu - zde pouze 1 miska!

Mikrobiologicky rozbor prostredi

Mikrobiologicka kontrola povrchti - metoda stéru

PouZijte 1. a 2. fedéni a od kazdého zaockujte 1 misku na stanoveni celkového poc¢tu mikroorganism.

Mikrobiologicka kontrola znecisténi vzduchu - sedimentacni metoda

PouZijte pfipravené misky - 1 misku pro stanoveni celkového poctu a 1 misku pro stanoveni

kvasinek a plisni (kultivace dle tabulky).



