2. Metody stanovení počtu mikroorganismů

Většina vyšetření v potravinářské mikrobiologii je zaměřena kvantitativně, tzn. na stanovení počtu vybraného druhu či skupiny mikroorganismů obsažených ve vyšetřovaném vzorku. Počet mikroorganismů lze zjišťovat buď přímo, mikroskopicky či kultivačně, anebo nepřímo, tyto metody jsou většinou založeny na hodnocení biochemické aktivity mikroorganismů. Metod využitelných pro kvantifikaci mikroorganismů je celá řada, my se zaměříme na ty, které mají pro rutinní mikrobiologické vyšetření potravin největší význam.

2.1. Kultivační metody stanovení počtu mikroorganismů
Princip kultivačních metod spočívá v přenesení mikroorganismů na vhodnou živnou půdu, kde jsou schopny rozmnožování. Na rozdíl od mikroskopického vyšetření tedy zjišťujeme počet živých buněk, a to buď určitého druhu nebo skupiny mikroorganismů. Určitým omezením je, že jedním kultivačním vyšetřením nejsme schopni stanovit všechny mikroorganismy přítomné ve vzorku, protože mají odlišné růstové nároky. Dále je to doba potřebná k provedení kultivačního vyšetření, tj. nejméně 24 hodin. Proto byly vyvinuty různé rychlometody, které lze s úspěchem použít ke stanovení počtu mikroorganismů (např. Petrifilm™), o kterých se v krátkosti zmíníme v závěru této kapitoly.

Mezi základní techniky stanovení počtu mikroorganismů patří:

· stanovení počtu při použití tekutých půd (metoda MPN),

· stanovení počtu při použití pevných půd (metoda zalití, metoda roztěru na povrch média),

· stanovení počtu při použití membránových filtrů.

Mimo tyto základní techniky se při vyšetření některých druhů potravin (např. koření, těstoviny, povrchová kontaminace drůbeže), při vyšetření obalů a obalových materiálů, hodnocení mikrobiologického znečištění výrobních ploch a zařízení či při hodnocení účinnosti čistění a desinfekce používají některé další metody. Jedná se např. o stěrovou metodu, metodu oplachu, výplachu, spadu či otiskovou metodu.

2.1.1. Stanovení počtu mikroorganismů při použití tekutých půd

Ke stanovení počtu mikroorganismů v tekutém prostředí se používá metoda stanovení nejpravděpodobnějšího počtu mikroorganismů (metoda MPN, angl. Most Probable Number), která je indikována pro stanovení počtu mikroorganismů ve vzorcích, kde se očekává počet menší než 10 bakterií v 1 ml nebo 100 bakterií v 1 g vzorku. Tato metoda je založena na pravděpodobnosti záchytu mikroorganismů ze vzorku. Zkušební vzorky se inokulují do tekuté půdy, jejíž složení obvykle podporuje růst určitého mikroorganismu nebo skupiny mikroorganismů a může obsahovat i látky inhibující růst jiných než cílových mikroorganismů. K určení, zda došlo k růstu cílového mikroorganismu, lze použít různá kritéria (vizuální hodnocení zákalu, tvorba plynu, barevné změny) obvykle s následnou izolací mikroorganismů na selektivní agarovou půdu (např. při stanovení baktérií čeledi Enterobacteriaceae). Nejvýše pravděpodobný počet (MPN) se zjistí v tabulkách, kde jsou statisticky vypočtené nejpravděpodobnější hodnoty odpovídající počtu záchytů, tj. počtu pozitivních zkumavek zjištěných po inkubaci.

U vzorků, kde je očekávaná koncentrace mikroorganismů nízká nebo se očekává, že kolísá pouze mírně, je vhodné použít metodu jedné série navzájem shodných zkušebních vzorků, tj. systém založený na jednom ředění vzorku, které je současně inokulováno do série zkumavek (obvykle 10, 15, 20 nebo 25 zkumavek).

Pokud není koncentrace mikroorganismů ve vzorku známa, nebo se očekává, že silně kolísá, volíme metodu několika ředění, která jsou inokulována do série zkumavek. Podle počtu očkovaných zkumavek v každé sérii rozlišujeme test třízkumavkový, pětizkumavkový nebo desetizkumavkový. Používáme-li k odhadu hodnoty MPN tabulky, obvykle očkujeme 3 po sobě jdoucí ředění vzorku. Vzorky odebíráme, zpracujeme a naředíme podle obecných zásad mikrobiologického vyšetření. Souběžně očkujeme stejný počet zkumavek stejným objemem téhož ředění. 

Pokud není v odpovídající normě uvedeno jinak, obvykle se přidávají objemy zkušebního vzorku nižší nebo rovné 1 ml k pětinásobnému až desetinásobnému objemu půdy o jednoduché koncentraci. Objemy zkušebního vzorku v rozmezí nad 1 ml do 100 ml se obvykle přidávají k týmž objemům půdy o dvojnásobné koncentraci.
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	Obr. 8: Základní schéma provedení metody MPN – třízkumavkový test


2.1.1.1. Hodnocení a interpretace výsledků
Hodnotu MPN určujeme na základě počtu pozitivních zkumavek v každém ředění očkované série. Při kultivaci v neselektivních médiích se za pozitivní považují zkumavky se zřetelným projevem růstu (zákal, sediment, povrchová blanka nebo kombinace těchto projevů). V selektivně diagnostických půdách se za předběžně pozitivní považují zkumavky, které jeví změny charakteristické pro růst nebo metabolickou aktivitu stanovovaného mikroorganismu (např. tvorba plynu, změna barvy média). Přítomnost sledovaných mikroorganismů potvrzujeme dalšími testy a subkultivací na pevnou půdu.

K určení hodnoty MPN můžeme použít 3 různé postupy: a) výpočet podle matematické rovnice, b) určení podle tabulek MPN nebo c) použití specifických počítačových programů. Všechny tyto metody jsou rovnocenné a poskytují validní výsledky.

Při vyhodnocení metody několika ředění pomocí tabulek MPN sestavujeme podle počtu pozitivních zkumavek ve třech po sobě jdoucích ředěních tzv. trojčíselný kód. Pokud při vyšetření vzorku očkujeme více než tři ředění, provedeme při vyhodnocení výběr „správné“ kombinace tří po sobě jdoucích ředění následujícím způsobem – zaznamenáme všechny vzniklé kombinace pozitivních zkumavek a podle tabulky MPN jim přiřadíme příslušné kategorie (viz tabulka 2, 3).
Ke zjištění vlastní hodnoty MPN použijeme: 

1. kombinaci tří po sobě jdoucích ředění, která patří do kategorie 1. Pokud více kombinací patří do kategorie 1 použijeme tu, v níž je vyšší počet pozitivních zkumavek.

2. nezjistí-li se žádná kombinace patřící do kategorie 1, použijeme kombinaci patřící do kategorie 2. Pokud více kombinací patří do kategorie 2 použijeme tu, v níž je vyšší počet pozitivních zkumavek.

3. nezjistí-li se žádná kombinace patřící do kategorie 2, použijeme kombinaci patřící do kategorie 3. Pokud více kombinací patří do kategorie 2 použijeme tu, v níž je vyšší počet pozitivních zkumavek.

Některé kombinace pozitivních zkumavek mají vyšší pravděpodobnost výskytu než jiné (např. kombinace pozitivních výsledků 3-2-1 oproti 0-0-3). Aby se tato pravděpodobnost kvantifikovala, byla všem kombinacím pozitivních výsledků přiřazena kategorie od 0 do 3. Výsledek kategorie 1 je vysoce pravděpodobný, zatímco výsledek kategorie 3 je vzácný a nemusí být snadno reprodukovatelný. Nejhorší případy jsou výsledky kategorie 0, ty je třeba hodnotit s velkou nedůvěrou. 

Jsou-li všechny zkumavky očkované série ředění negativní, je MPN nižší než nejnižší počet mikroorganismů touto metodou prokazatelný. Jsou-li všechny zkumavky očkované série ředění pozitivní, je MPN vyšší než nejvyšší počet mikroorganismů touto metodou prokazatelný.

Tabulka 2: Příklady výběru pozitivních výsledků pro kalkulaci MPN.
	Vzorek
	Počet pozitivních zkumavek ze tří inokulovaných uvedeným množstvím vzorku
	Kód

	
	tekuté:
	10 ml
	1 ml
	10-1 ml
	10-2 ml
	10-3 ml
	

	
	ostatní:
	1 g
	10-1 g
	10-2 g
	10-3 g
	10-4 g
	

	1
	
	3
	3
	2
	1
	0
	332

	2
	
	3
	3
	3
	0
	
	330

	3
	
	2
	2
	1
	1
	0
	110

	4
	
	3
	3
	0
	0
	0
	330

	5
	
	2
	2
	0
	1
	0
	220


Pozn.: Podtržení označuje vybranou kombinaci.

Vzorek 1 – lze postupně sestavit 3 různé kombinace: 332, 321 a 210, všechny kombinace jsou v kategorii 1 (viz tabulka 3), proto vybereme tu s největším počtem pozitivních zkumavek – 332;

Vzorek 3 – lze postupně sestavit 3 kombinace: 221 (kategorie 3), 211 (kategorie 2) a 110 (kategorie 1), vybereme tu patřící do kategorie 1 – 110.

Pokud série ředění použitá k sestavení kódu začíná jiným ředěním než je uvedeno v tabulce, musí se hodnota MPN z tabulky násobit, např. při ředění 10-2, 10-3 a 10-4 tabulkovou hodnotu násobíme číslem 10, při ředění 10-3, 10-4 a 10-5 tabulkovou hodnotu násobíme číslem 100, atd. Pokud jsme pro první ředění použili objem 10 ml místo 1 ml nebo pokud jsme očkovali 1 ml neředěného vzorku musíme tabulkovou hodnotu vydělit číslem 10.

Výsledek se vyjádří jako nejvýše pravděpodobný počet mikroorganismů (nebo skupiny mikroorganismů) v 1 a nebo 1 ml vzorku.

Tabulka 3: Indexy MPN – třízkumavkový test.
	Kód
	MPN v 1 g (ml) vzorku
	Kategorie
	Kód
	MPN v 1 g (ml) vzorku
	Kategorie

	100
	10-1
	10-2
	
	
	100
	10-1
	10-2
	
	

	0
	0
	0
	( 0,30
	
	2
	2
	0
	2,1
	1

	0
	0
	1
	0,30
	3
	2
	2
	1
	2,8
	3

	0
	1
	0
	0,30
	2
	2
	2
	2
	3,5
	0

	0
	1
	1
	0,61
	0
	2
	3
	0
	2,9
	3

	0
	2
	0
	0,62
	3
	2
	3
	1
	3,6
	0

	0
	3
	0
	0,94
	0
	3
	0
	0
	2,3
	1

	1
	0
	0
	0,36
	1
	3
	0
	1
	3,8
	1

	1
	0
	1
	0,72
	2
	3
	0
	2
	6,4
	3

	1
	0
	2
	1,1
	0
	3
	1
	0
	4,3
	1

	1
	1
	0
	0,74
	1
	3
	1
	1
	7,5
	1

	1
	1
	1
	1,1
	3
	3
	1
	2
	12
	3

	1
	2
	0
	1,1
	2
	3
	1
	3
	16
	0

	1
	2
	1
	1,5
	3
	3
	2
	0
	9,3
	1

	1
	3
	0
	1,6
	3
	3
	2
	1
	15
	1

	2
	0
	0
	0,92
	1
	3
	2
	2
	21
	2

	2
	0
	1
	1,4
	2
	3
	2
	3
	29
	3

	2
	0
	2
	2,0
	0
	3
	3
	0
	24
	1

	2
	1
	0
	1,5
	1
	3
	3
	1
	46
	1

	2
	1
	1
	2,0
	2
	3
	3
	2
	110
	1

	2
	1
	2
	2,7
	0
	3
	3
	3
	( 110
	


Jako alternativní metodu pro stanovení počtu mikroorganismů lze použít automatizovaný systém TEMPO®, který byl vyvinut pro kvantifikaci indikátorových a vybraných patogenních mikroorganismů v potravinách. Výsledek je získán na principu metody nejpravděpodobnějšího počtu mikroorganismů (MPN). TEMPO® představuje jednoduše proveditelný, finančně a časově úsporný systém, který nabízí automatický odečet a záznam výsledků bez nutnosti použít další konfirmační kroky.

2.1.2. Stanovení počtu mikroorganismů při použití pevných půd

Pro stanovení počtu mikroorganismů na pevných půdách se používají dvě kultivační techniky – očkování zaléváním do pevných agarových půd (metoda zalití) a očkování roztěrem na povrch pevné půdy (metoda roztěru). Postup provedení těchto metod byl uveden dříve, v této kapitole se zaměříme na hodnocení a interpretaci výsledků stanovení.

2.1.2.1. Vyjádření výsledku – metoda výpočtu
Po ukončení inkubace stanovené příslušnou metodikou se počítají kolonie narostlé na Petriho miskách, a to všechny kolonie v případě stanovení celkového počtu mikroorganismů (CPM) nebo pouze kolonie s charakteristickou morfologií, které dávají charakteristické reakce se složkami půdy (tzv. typické či presumptivní kolonie), při stanovení určitých druhů nebo skupin mikroorganismů. 

Pro vlastní výpočet vybereme misky obsahující ne více než 300 kolonií (CPM), resp. 150 kolonií (stanovení určitého druhu či skupiny mikroorganismů) ve dvou po sobě jdoucích ředěních. Je nutné, aby alespoň jedna z těchto misek obsahovala minimálně 10 kolonií.

Počet mikroorganismů (N) přítomných ve vzorku se vypočítá jako vážený průměr ze dvou po sobě jdoucích ředění podle následující rovnice:


                 Σ C


N = ———————


         V (n1 + 0,1n2) d

Kde:

Σ C
je součet kolonií ze všech ploten vybraných pro výpočet ze dvou po sobě následujících ředění, přičemž nejméně jedna z ploten obsahuje 10 kolonií,

V 
je objem inokula v ml očkovaného na každou z ploten,

n1
je počet ploten vybraných k výpočtu z prvního zvoleného ředění,

n2
je počet ploten vybraných k výpočtu ze druhého zvoleného ředění,

d
je faktor ředění odpovídající prvnímu pro výpočet zvolenému ředění (např. 10-2).

Výsledek se zaokrouhlí tak, aby obsahoval pouze dvě platné číslice. Je-li třetí číslice čísla určeného k zaokrouhlení nižší než 5, předchozí číslice se nemění; je-li třetí číslice čísla určeného k zaokrouhlení vyšší nebo rovna 5, předchozí číslice se zvýší o hodnotu jedna.

Počet mikroorganismů – kolonie tvořících jednotek (KTJ) v 1 ml u tekutých výrobků nebo v 1 g u ostatních výrobků se vyjádří jako číslo 1,0 až 9,9 ∙ 10X, kde x je příslušná mocnina 10. 

Výsledek tedy vyjádříme tímto způsobem: např. 5,8 ∙ 101 KTJ/g či ml (dle povahy vzorku).

Příklad 1: 

Dvě po sobě jdoucí ředění (10-2, 10-3),  v každém dvě počitatelné misky, metoda zalití:

           68 + 48 + 7 + 4
     125

N =    


     =  


=  5 682  =  5 700  =  5,7 ∙ 103
        1 ∙ (2 + 0,1 ∙ 2) ∙ 10-2
1 ∙ 2,2 ∙ 10-2


Příklad 2: 

Dvě po sobě jdoucí ředění (10-2, 10-3),  v každém dvě počitatelné misky, metoda roztěru:

           68 + 48 + 7 + 4 
     125

N =    


     =    


=  28 409  =  28 000  =  2,8 ∙ 104
        0,2 ∙ (2 + 0,1 ∙ 2) ∙ 10-2  0,2 ∙ 2,2 ∙ 10-2


Příklad 3: 

Dvě po sobě jdoucí ředění (10-2, 10-3),  v prvním jedna, ve druhém dvě počitatelné misky, metoda zalití:

             148 + 67 + 42 
     257

N =    


     =    


=  21 416  =  21 000  =  2,1 ∙ 104
        1 ∙ (1 + 0,1 ∙ 2) ∙ 10-2
1 ∙ 1,2 ∙ 10-2


Příklad 4: 

Dvě po sobě jdoucí ředění (10-2, 10-3),  v prvním jedna, ve druhém dvě počitatelné misky, metoda roztěru:

             148 + 67 + 42 
     257

N =    


     =    


=  107 083  =  110 000  =  1,1 ∙ 105
        0,2 ∙ (1 + 0,1 ∙ 2) ∙ 10-2   0,2 ∙ 1,2 ∙ 10-2


Příklad 5: 

Dvě po sobě jdoucí ředění (10-2, 10-3),  v každém jedna počitatelná miska, metoda zalití:


    68 + 7

     75

N =    


     =    


=   6 818  =  6 800  =  6,8 ∙ 103
        1 ∙ (1 + 0,1 ∙ 1) ∙ 10-2
1 ∙ 1,1 ∙ 10-2


Příklad 6:

Dvě po sobě jdoucí ředění (10-2, 10-3),  v každém jedna počitatelná miska, metoda roztěru:


     68 + 7

     75

N =    


     =    


=  34 090  =  34 000  =  3,4 ∙ 104
        0,2 ∙ (1 + 0,1 ∙ 1) ∙ 10-2 0,2 ∙ 1,1 ∙ 10-2


Příklad 7:

Jedno ředění (10-2),  dvě počitatelné misky, metoda zalití:


     68 + 48

    116

N =    


     =    


=  5 800  =  5,8 ∙ 103
                1 ∙ (2) ∙ 10-2

 1 ∙ 2 ∙ 10-2


Příklad 8:

Jedno ředění (10-2),  dvě počitatelné misky, metoda roztěru:


     68 + 48

    116

N =    


     =    


=  29 000  =  2,9 ∙ 104
               0,2 ∙ (2) ∙ 10-2
0,2 ∙ 2 ∙ 10-2


2.1.2.2. Odhad počtu NE – méně než 10 kolonií
Jestliže na dvou miskách naočkovaných neředěným zkušebním vzorkem (tekuté výrobky) nebo výchozí suspenzí (10-1, ostatní výrobky) vyrostlo méně než 10 kolonií, ale nejméně 4 kolonie, vypočítá se hodnota NE (odhad počtu sledovaných mikroorganismů ve vzorku) jako aritmetický průměr počtu kolonií podle následující rovnice:


                 Σ C


NE = ———————


             (V ∙ n ∙ d)

Kde:

Σ C
je součet kolonií z obou ploten,

V 
je objem inokula v ml očkovaného na každou z ploten,

n
je počet ploten zvolených k výpočtu,

d
je ředící faktor výchozí suspenze nebo prvního z použitých ředění zvoleného  k výpočtu (pokud byl inokulován neředěný tekutý výrobek potom d = 1).

Výsledek se zaokrouhlí tak, aby obsahoval pouze dvě platné číslice a vyjádří se jako odhad počtu NE mikroorganismů v 1 ml u tekutých výrobků nebo v 1 g u ostatních výrobků.

Příklad 9:

Výchozí suspenze (10-1),  dvě počitatelné misky, metoda roztěru: 

                14 + 8

     22

NE =    


     =    


=  550  =  5,5 ∙ 102
             0,2 ∙ 2 ∙ 10-1
                0,04


Výsledek vyjádříme ve tvaru např. odhad počtu NE 5,5 ∙ 102 KTJ/g (pevný vzorek).

2.1.2.3. Odhad počtu NE – kolonie nepřítomny
Jestliže na dvou miskách naočkovaných neředěným zkušebním vzorkem (tekuté výrobky) nebo výchozí suspenzí (10-1, ostatní výrobky) nebyly zjištěny žádné kolonie, výsledek se vyjádří následujícím způsobem:

· méně než 1/(V ∙ d) KTJ v ml (tekuté výrobky) nebo v g (ostatní výrobky)

Kde:

V 
je objem inokula v ml očkovaného na každou z ploten,

d
je ředící faktor výchozí suspenze (pokud byl inokulován neředěný tekutý výrobek potom d = 1).

Příklad 10:

Neředěný vzorek (tekuté výrobky), bez nárůstu kolonií, metoda zalití: 

NE = < 1 ∙ 1/1  =  < 1 ∙ 1  =  < 1 KTJ/ml  

Neředěný vzorek (tekuté výrobky), bez nárůstu kolonií, metoda roztěru: 

NE = < 1 ∙ 1/0,2  =  < 1 ∙ 5  =  < 5 KTJ/ml  

Výchozí suspenze (ostatní výrobky), bez nárůstu kolonií, metoda zalití: 

NE = < 1 ∙ 1/(10-1 ∙ 1)  =  < 1 ∙ 1/0,1  =  < 1 ∙ 10  =  < 10 KTJ/g  

Výchozí suspenze (ostatní výrobky), bez nárůstu kolonií, metoda roztěru: 

NE = < 1 ∙ 1/(10-1 ∙ 0,2)  =  < 1 ∙ 1/0,02  =  < 1 ∙ 50  =  < 50 KTJ/g  

2.1.2.4. Odhad počtu NE – více než 300 (150) kolonií
Jestliže na dvou miskách naočkovaných nejvyšším použitým ředěním zkušebního vzorku převýšil počet kolonií hranici 300 KTJ (CPM), resp. 150 KTJ (ostatní kvantitativní ukazatele), výsledek se vyjádří následujícím způsobem:
· pro CPM: více než 300 ∙ 1/(V ∙ d) KTJ v ml (tekuté výrobky) nebo g (ostatní výrobky)

· pro ostatní ukazatele: více než 150 ∙ 1/(V ∙ d) KTJ v ml nebo g

Kde:

V 
je objem inokula v ml očkovaného na každou z ploten,

d

je faktor ředění odpovídající nejvyššímu použitému ředění.

Příklad 11:

CPM, více než 300 kolonií, ředění 10-3, metoda zalití, tekutý vzorek: 

NE = > 300 ∙ 1/(10-3 ∙ 1)  =  > 300 ∙ 1000  =  > 3,0 ∙ 105 KTJ/ml  

Enterokoky, více než 150 kolonií, ředění 10-3, metoda roztěru, pevný vzorek: 

NE = > 150 ∙ 1/(10-3 ∙ 0,2)  =  > 150 ∙ 5000  =  > 7,5 ∙ 105 KTJ/g
2.1.3. Stanovení počtu mikroorganismů membránovou filtrací
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	Obr. 9: Filtrační aparatura.


Filtrační metoda stanovení počtu mikroorganismů se používá při mikrobiologickém vyšetření kapalin s nízkým obsahem mikroorganismů (např. pitná voda), kdy je potřeba zpracovat větší objem vzorku (např. 100 ml), abychom dosáhli směrodatných výsledků. Princip metody spočívá ve filtraci vzorku přes sterilní membránový filtr a přenesení filtru na povrch pevné živné půdy na Petriho misce (kvantitativní vyšetření), případně do tekuté živné půdy ve zkumavce či baňce (kvalitativní vyšetření). Filtrací dochází k nahromadění mikroorganismů obsažených ve vzorku na membránovém filtru a tím k jejich zakoncentrování. Tuto metodu lze použít pouze u čirých vzorků, pro rozbor suspenzí či homogenátů nemůže být tato metoda použita, neboť dochází k zanášení pórů filtru.

Filtrační aparatura se obvykle skládá z nálevky nasedající na podložku z porézního materiálu, na kterou se pokládá membránový filtr, pro stanovení počtu mikroorganismů se obvykle používají filtry o velikosti pórů 0,45 μm. Pokud není filtr dodáván výrobcem jako sterilní, je nutno ho před použitím 3x vyvařit v destilované vodě. Aparatura se nasazuje na filtrační baňku připojenou na vývěvu, takže filtrace probíhá za sníženého tlaku. Po ukončení filtrace se filtr asepticky vyjme z aparatury a pokládá se na povrch předsušené agarové půdy spodní stranou tak, aby k médiu dokonale přilnul a nevznikaly bublinky. Růst kolonií na filtru je umožněn difúzí živin z půdy přes membránový filtr. Podmínky inkubace jsou dány příslušnou metodikou.

2.1.3.1. Vyjádření výsledku – vyšetření pitné vody
Při vyšetření pitné vody se po ukončení inkubace se spočítají kolonie narostlé na filtrech a stanoví se počet KTJ sledovaných mikroorganismů ve vyšetřovaném objemu (tj. 100 ml).

Příklad 12:

Vzorek pitné vody, dva filtry: 


    68 + 48

     116

N =    


     =    


=  58  

                       2
  
       2


Výsledek neupravujeme a vyjádříme ve tvaru 58 KTJ/100 ml.

2.1.3.2. Vyjádření výsledku – vyšetření ostatních filtrovatelných vzorků
Po skončení inkubace se spočítají kolonie narostlé na filtrech a stanoví se počet KTJ sledovaných mikroorganismů ve vyšetřovaném objemu.

Příklad 13:

Neředěný vzorek, dva filtry: 


    88 + 48

     136

N =    


     =    


=  68  =  6,8 ∙ 101
                1 ∙ (2) ∙ 100
             1 ∙ 2 ∙ 100


Výsledek vyjádříme ve tvaru např. 6,8 ∙ 101 KTJ na vyšetřovaný objem, např. 10 ml.

2.1.4. Stěrová metoda

Stěrová metoda se používá při zjišťování mikrobiální kontaminace na povrchu předmětů (různého tvaru i nerovného povrchu), kterými mohou být výrobní plochy a zařízení, další pomůcky, ale i ruce pracovníků, obaly či některé výrobky. Princip metody spočívá v přenesení mikroorganismů z vyšetřovaného povrchu pomocí zvlhčeného tamponu do živného prostředí. Podle účelu vyšetření lze provádět stěr kvantitativní nebo kvalitativní.

2.1.4.1. Kvantitativní stěr

Kvantitativní stěr provádíme z přesně definované plochy, k jejímu ohraničení použijeme sterilní šablonu. Do sterilní zkumavky připravíme 10 ml ředícího roztoku (např. sterilní fyziologický roztok). Sterilní tampon namočíme do ředícího roztoku a přitisknutím ke stěně zkumavky odstraníme přebytečnou tekutinu. 
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	Obr. 10: Kvantitativní stěr.


Na vyšetřovanou plochu přiložíme šablonu a stíráme ji v několika směrech zvlhčeným tamponem, kterým postupně otáčíme. Poté vložíme tampon zpět do zkumavky a horní část špejle odlomíme o hrdlo zkumavky. Zkumavku intenzivně protřepeme na třepačce až dojde k uvolnění jednotlivých vláken tamponu. Tím máme připravenou výchozí suspenzi (10-1), kterou můžeme dále obvyklým způsobem ředit. Výchozí suspenzi či zvolená ředění kultivujeme zalitím nebo roztěrem, živné médium a podmínky inkubace jsou závislé na druhu prokazovaných mikroorganismů.

Po ukončení inkubace Petriho misek se spočítají narostlé kolonie a stanoví se počet mikroorganismů na vyšetřované ploše. Pokud stíráme mikroorganismy z celého povrchu vyšetřovaného předmětu a neznáme jeho přesnou plochu, vyjádříme výsledek jako počet mikroorganismů na vyšetřovanou plochu předmětu (např. vnitřní plochu kelímku).

Příklad 14:

Dvě po sobě jdoucí ředění (10-2, 10-3),  v každém jedna počitatelná miska, metoda roztěru:


    68 + 7

     75

N =    


     =    


=  34 090  =  34 000  =  3,4 ∙ 104
         0,2 ∙ (1 + 0,1) ∙ 10-2      0,2 ∙ 1,1 ∙ 10-2


Výsledek vyjádříme ve tvaru 3,4 ∙ 104 KTJ na vyšetřovanou plochu, např. 100 cm2.

2.1.4.2. Kvalitativní stěr

Jestliže chceme vyloučit nebo potvrdit přítomnost některého druhu nebo skupiny mikroorganismů ve vzorku používáme stěr kvalitativní, v tomto případě není potřeba znát velikost vyšetřované plochy. Často se tímto způsobem vyšetřují špatně přístupná místa, jako jsou kohouty, ventily, rohy, spoje, atd. Provedení je stejné jako u kvantitativní metody, pouze se pro ohraničení vyšetřovaného místa nepoužívá šablona. Tampon se nejprve kultivuje v neselektivním či selektivním tekutém médiu a následně se provádí vyočkování na selektivně diagnostickou pevnou půdu.

2.1.5. Metoda seškrabu

Účinnější než stěrová metoda je metoda seškrabu, která se používá např. při hodnocení povrchové kontaminace drůbeže. Princip metody spočívá v přenesení mikroorganismů z vyšetřovaného povrchu pomocí sterilního skalpelu do živného prostředí. Podle účelu vyšetření lze seškrab opět provádět kvantitativně nebo kvalitativně.

Kvantitativní seškrab provádíme z přesně definované plochy, k jejímu ohraničení použijeme sterilní šablonu. Do sterilní zkumavky připravíme 10 ml sterilního ředícího roztoku, na vyšetřovanou plochu přiložíme šablonu a vymezený prostor seškrábneme sterilním skalpelem v několika směrech. Poté opatrně opláchneme čepel skalpelu v ředícím médiu ve zkumavce a zkumavku intenzivně protřepeme na třepačce, skalpel odložíme do desinfekčního roztoku. Tím máme připravenou výchozí suspenzi (10-1), kterou můžeme dále obvyklým způsobem ředit. Výchozí suspenzi či zvolená ředění kultivujeme zalitím nebo roztěrem, živné médium a podmínky inkubace jsou závislé na druhu prokazovaných mikroorganismů. Po ukončení inkubace spočítáme narostlé kolonie a výsledek vyjádříme na vyšetřovanou plochu (např. 25 cm2).

2.1.6. Otisková metoda
Další metodou využitelnou při kvantitativním hodnocení mikrobiální kontaminace povrchů, zařízení či potravin je otisk. Princip metody spočívá v přenesení mikroorganismů z vyšetřovaného povrchu lehkým přitlačením přímo na povrch živného média. Optimální doba kontaktu živného média s vyšetřovaným povrchem je 10 sekund.

Pro otisk je živné médium naneseno na speciální nosiče umožňující přímý kontakt celé plochy média s vyšetřovaným povrchem. Jednou z možností jsou tzv. kontaktní Petriho misky, ve kterých je živné médium nalito ve vrstvě převyšující hranu spodního dílu misky a překryto speciálně upravených víčkem. V praxi se často používají sklopné otiskové nosiče oboustranně pokryté živným médiem a uzavřené ve sterilních zkumavkách, jedná se např. o systém Hygicult®.

2.1.6.1. Sklopný otiskový nosič - Hygicult®
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	Obr. 11: Hygicult®.


Hygicult® je sklopný nosič z umělé hmoty po obou stranách pokrytý agarovou živnou půdou a uzavřený ve sterilní plastové zkumavce. Jedna zkumavka umožňuje odběr a kultivaci dvou vzorků. Používá se pro mikrobiologickou kontrolu provozní hygieny, a to zejména v potravinářském průmyslu. Hygicultem lze rychle a spolehlivě testovat suroviny, výrobní zařízení i hotové výrobky.

Odběr vzorků a inokulace se provádí jedním z následujících způsobů:

· přitlačením obou stran proužku na testovaný vzorek (povrchy a pevné vzorky),

· přenosem vzorků stěrovým tamponem, který se lehce otře o povrch agaru na proužku (těžko dostupná místa),

· několikasekundovým ponořením proužku do testované tekutiny.

Po inkubaci (živné médium, délka a podmínky se odvíjí dle vyšetřovaného ukazatele) se výsledky získají buď přímo spočítání kolonií narostlých na povrchu živného média (standardní rozměr 2 x 5 cm, tj. 10 cm2) nebo v případě masivnějšího nárůstu srovnáním četnosti kolonií na agarovém proužku s četností kolonií na přiložené obrazové tabulce (viz obr. 12). 
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	Obr. 12: Hygicult®TPC  - šablona pro vyhodnocení. 

TPC – CPM, tj. celkový počet mikroorganismů


Otiskové nosiče jsou určeny pro stanovení indikátorových mikroorganismů, např. celkový počet mikroorganismů, počet baktérií čeledi Enterobacteriaceae, koliformních baktérií, E. coli či počet kvasinek a plísní.

2.1.7. Metoda oplachu
Při mikrobiologickém vyšetření obtížně homogenizovatelných potravin (např. celé koření, sušené těstoviny) či některých typů obalů se používá metoda oplachu. Princip metody spočívá v přenesení mikroorganismů přítomných na povrchu vyšetřovaného vzorku opláchnutím do živného média. Uvolňování mikroorganismů z povrchu vzorku je podpořeno kontinuálním protřepáváním po dobu nejméně 10 minut.

Vzorek navážíme do vhodné sterilní nádoby a zalijeme desetinásobným množstvím sterilního ředícího roztoku (10 g vzorku + 100 ml fyziologického roztoku). Nádobu asepticky uzavřeme, umístíme na třepačku a třepeme při cca 300 rpm po dobu 10 – 20 minut (dle povahy vzorku). Tím máme připravenou výchozí suspenzi (10-1), kterou můžeme dále obvyklým způsobem ředit. Výchozí suspenzi či zvolená ředění kultivujeme zalitím nebo roztěrem, živné médium a podmínky inkubace jsou závislé na druhu prokazovaných mikroorganismů. Po ukončení inkubace vyhodnotíme obvyklým způsobem a výsledek vyjádříme na 1 g vyšetřovaného vzorku.

2.1.8. Metoda výplachu
Výplach používáme při vyšetření uzavíratelných obalů, zejména různých druhů skleněných či plastových lahví, krabic atd., dále také při kontrole mikrobiální čistoty různých potrubních systémů, úchovných tanků či přepravek. Princip metody spočívá v přenesení mikroorganismů přítomných na vnitřním ploše obalu vypláchnutím do živného média.

Do vyšetřovaného obalu asepticky odměříme vhodné množství sterilního ředícího roztoku, abychom zlepšili smáčitelnost vyšetřovaného povrchu, přidáváme do ředícího roztoku několik kapek Tweenu 80. Použité množství ředícího roztoku závisí na velikosti vyšetřovaného obalu, při objemu do 1 l použijeme k výplachu 10 ml ředícího média. Obal uzavřeme a krouživým pohybem postupně smočíme celou vnitřní plochu. Necháme asi minutu odstát a poté celý postup několikrát zopakujeme (celková doba cca 10 minut). Po ukončení výplachu výplachový roztok slijeme do sterilní nádoby či zkumavky a můžeme jej dále obvyklým způsobem ředit. Výplachový roztok či zvolená ředění kultivujeme zalitím nebo roztěrem, živné médium a podmínky inkubace jsou závislé na druhu prokazovaných mikroorganismů. Po ukončení inkubace spočítáme narostlé kolonie a výsledek přepočítáme na původní množství výplachového roztoku.

Při hodnocení mikrobiální čistoty technologických systémů a přepravních obalů lze k vyšetření využít přímo vodu použitou k poslednímu výplachu po ukončení čištění a desinfekce. Pro zhodnocení výsledků je nutno znát množství vzorkované tekutiny. Její celkový objem se proto po odebrání vzorku odměří vhodným způsobem.

Příklad 15:

Výplachová tekutina – objem 10 ml, neředěno, 2 počitatelné misky, metoda zalití:


    68 + 74

     142

N =    


     =    


=  71 v 1 ml 

                       2

       2


Hodnotu převedeme na celkový objem výplachové tekutiny:      71 ∙ 10 = 710 = 7,1  ∙ 102
Výsledek vyjádříme ve tvaru 7,1 ∙ 102 KTJ/10 ml výplachového roztoku.

2.1.9. Metoda spadu
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	Obr. 13: Aeroskop.


Nezbytnou součástí hodnocení mikrobiologické čistoty prostředí výrobních podniků či laboratoří je vyšetření ovzduší. Nejčastěji je stanovován celkový počet mikroorganismů, v odůvodněných případech lze vyšetření zaměřit také na stanovení počtu kvasinek a plísní.

K objektivnímu vyšetření ovzduší lze použít aeroskop, přístroj umožňující vyšetřit přesně definovaný objem vzduchu. Ten je přístrojem aktivně nasáván odběrovou hlavicí, ve které je umístěna Petriho miska s živnou půdou. Po ukončení expozice se Petriho miska vyjme a nechá inkubovat. 

Při provozní kontrole čistoty ovzduší se běžně používá metoda spadu. Princip metody spočívá v pasivním přenesení mikroorganismů přítomných v ovzduší spadem na povrch živného média v Petriho misce.

Otevřenou Petriho misku naplněnou živným médiem umístíme na klidném bezprašném místě a necháme exponovat nejméně po dobu 10 minut. Po ukončení expozice misku uzavřeme a inkubujeme, podmínky inkubace (teplota, doba) jsou závislé na druhu prokazovaných mikroorganismů. Následně spočítáme počet kolonií narostlých na celé ploše Petriho misky, který vydělíme dobou expozice v minutách. O dobré mikrobiální čistotě ovzduší svědčí hodnota maximálně 10 KTJ/Petriho miska/10 minut expozice, tj. 1 KTJ za 1 minutu.

2.1.10. Kultivační destičky Petrifilm™

Petrifilmy jsou počítací destičky s kultivačním médiem připraveným pro inokulaci vzorku. Použití nachází při stanovení počtu různých druhů a skupin mikroorganismů a pro detekci mikrobiální kontaminace prostředí. U řady Petrifilm™ systémů již byla provedena příslušná validace a jsou proto rovnocennou náhradou klasickému kultivačnímu vyšetření.
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	Obr. 14: Petrifilm™.


Při stanovení počtu mikroorganismů se zkoušený vzorek naředí 1:10 a homogenizuje. Poté se sterilní pipetou napipetuje 1 ml takto upraveného vzorku do středu destičky. Vrchní film se opatrně roluje tak, aby se zabránilo zachycení vzduchových bublin. Následně se vzorek roztlačovačem rovnoměrně rozprostře po celé kruhové ploše destičky. Destičky Petrifilm™ se inkubují vrchní stranou nahoru ve sloupcích po max. 20 kusech, podmínky inkubace se liší podle metodiky stanovení. Po ukončení inkubace se spočítají charakteristické kolonie, které mohou být dále izolovány pro další identifikaci.

V případě Petrifilmů používaných pro testování hygieny prostředí se nejprve provede hydratace destiček přidáním 1 ml vhodného sterilizovaného rozpouštědla (např. fyziologický roztok), které se roztlačí po celém povrchu destičky. Takto připravené destičky lze použít pro metodu otiskovou, stěrovou či hodnocení spadu z ovzduší.

Destičky Petrifilm™ jsou určeny např. pro stanovení celkového počtu mikroorganismů, počtu baktérií čeledi Enterobacteriaceae, koliformních baktérií a E. coli, dále pro stanovení počtu Staphylococcus aureus, Listeria spp. či počtu kvasinek a plísní.
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