3.9. Stanovení ostatních indikátorových mikroorganismů

3.9.1. Stanovení psychrotrofních mikroorganismů

Psychrotrofní mikroorganismy jsou bakterie, kvasinky a plísně schopné růst na neselektivní živné půdě při teplotě 6,5 °C (obecně v rozmezí 1 – 7 °C), kde během 10 dnů vytváří viditelné kolonie.

Psychrotrofní bakterie mají význam zejména u chladírensky skladovaných surovin a potravin. Většinou se jedná o gramnegativní  oxidázopozitivní tyčinky (např. rody Pseudomonas, Acinetobacter, Moraxella, Serratia), mohou se vyskytnout i grampozitivní zástupci (např. rod Bacillus). Pro psychrotrofní bakterie je typická značná proteolytická a lipolytická aktivita.

3.9.1.1. Princip metody

Určený objem tekutého vzorku, výchozí suspenze u ostatních vzorků a jejich desetinásobných ředění se roztírá na neselektivní živnou půdou v Petriho miskách, např. agar s glukózou, tryptonem a kvasničným extraktem (GTK agar). Metoda roztěru se volí proto, abychom zabránili tepelnému stresu mikroorganismů. Inokulované plotny se inkubují aerobně při 6,5 °C po dobu 10 dnů. Stanoví se počet psychrotrofních mikroorganismů v 1 ml nebo 1 g vzorku z počtu kolonií vyrostlých na vybraných plotnách.

3.9.1.2. Postup metody

· Odebereme zkušební vzorek a připravíme výchozí ředění a tolik dalších desetinásobných ředění, aby bylo možno stanovit předpokládaný počet mikroorganismů.

· Tekutý vzorek či výchozí suspenzi ostatních vzorků a jejich desetinásobná ředění očkujeme roztěrem na povrch GTK agaru v Petriho miskách, a to vždy jinou sterilní pipetou po 0,2 ml souběžně na dvě řádně označené misky. Doba mezi ukončením přípravy výchozí suspenze a okamžikem, kdy se inokulum roztírá na půdu, nesmí překročit 15 minut.

· Inokulované misky necháme zaschnout po dobu asi 15 minut při laboratorní teplotě, následně je obrátíme dnem vzhůru a inkubujeme aerobně při teplotě 6,5 °C po dobu 10 dnů.

· Alternativní metoda: Při stanovení psychrotrofních mikroorganismů v syrovém mléce lze použít tzv. zkrácený způsob, kdy jsou misky inkubovány aerobně při teplotě 21 °C po dobu 25 hodin.

3.9.1.3. Hodnocení výsledků

Po ukončení inkubace spočítáme kolonie narostlé na každé misce, a to bez ohledu na jejich velikost, barvu či tvar. Je důležité, aby do počtu byly zahrnuty také bodové kolonie. Pro výpočet použijeme misky obsahující 10 – 150 kolonií ve dvou po sobě jdoucích ředěních. Počet psychrotrofních mikroorganismů vyjádříme jako počet KTJ v 1 ml nebo 1 g vzorku.

3.9.2. Stanovení aerobních a anaerobních sporotvorných bakterií

Stanovení sporotvorných bakterií má význam zejména u tepelně opracovaných výrobků. Aerobní sporuláty (příslušníci rodu Bacillus) se ve zvýšené míře vyskytují zejména v nedostatečně chlazených pasterovaných výrobcích, anaerobní sporuláty (příslušníci rodu Clostridium) jsou nežádoucími kontaminanty konzervárenského průmyslu či zrajících sýrů.

3.9.2.1. Princip metody

Určený objem tekutého vzorku či výchozí suspenze u ostatních vzorků se roztírá na neselektivní živnou půdou v Petriho miskách, např. krevní agar (KA). Před vlastním očkováním se provede tepelná inaktivace vzorku záhřevem na teplotu 80 °C po dobu 10 minut. Jejím účelem je devitalizace vegetativních forem sporotvorných bakterií a ostatních mikroorganismů. Inokulované plotny se inkubují v případě stanovení aerobních sporulátů aerobně při 30 °C po dobu 72 hodin, v případě stanovení anaerobních sporulátů anaerobně při teplotě 37 °C po dobu 72 hodin. Stanoví se počet aerobních, resp. anaerobních sporotvorných baktérií v 1 ml nebo 1 g vzorku z počtu kolonií vyrostlých na vybraných plotnách.

3.9.2.2. Postup metody

· Odebereme zkušební vzorek a připravíme výchozí ředění.

· Do sterilní zkumavky odebereme 10 ml tekutého vzorku či výchozí suspenze ostatních vzorků. Zkumavku zahříváme ve vodní lázni tak, aby došlo k zahřátí jejího obsahu na teplotu 80 °C po dobu 10 minut (viz kapitola 1.3.4.). Po ukončení záhřevu obsah zkumavky prudce ochladíme.

· Tepelně inaktivovanou suspenzi očkujeme roztěrem na povrch krevního agaru v Petriho miskách, a to vždy jinou sterilní pipetou po 0,2 ml souběžně na dvě řádně označené misky. Doba mezi ukončením záhřevu a okamžikem, kdy se inokulum roztírá na půdu, nesmí překročit 15 minut.

· Inokulované misky necháme zaschnout po dobu asi 15 minut při laboratorní teplotě, následně je obrátíme dnem vzhůru a inkubujeme: aerobní sporuláty – aerobně při teplotě 30 °C po dobu 72 hodin; anaerobní sporuláty – v anaerostatu při teplotě 37 °C po dobu 72 hodin.

3.9.2.3. Hodnocení výsledků

Po ukončení inkubace spočítáme kolonie narostlé na každé misce. Pro výpočet použijeme misky obsahující 10 – 150 kolonií. Počet aerobních, resp. anaerobních sporotvorných bakterií vyjádříme jako počet KTJ v 1 ml nebo 1 g vzorku.
