2.4. Praktické rady pro provedení kvantitativního vyšetření
Na rozdíl od kvalitativního vyšetření se při provádění kvantitativního vyšetření často setkáváme s určitými obtížemi. Nejprve je nezbytné zvolit vhodné ředění vzorku, a to tak, abychom v optimálním případě získali počitatelné misky ve dvou po sobě jdoucích ředěních. Na závěr potom vybrat a spočítat charakteristické kolonie sledovaného mikroorganismu a zvolit do výpočtu pouze ty Petriho misky, které nám umožní objektivní zhodnocení míry mikrobiální kontaminace vyšetřovaného vzorku. Touto kapitolou bychom vám chtěli demonstrovat možné cesty k dosažení výsledku.

2.4.1. Volba ředění – porovnání s limitní hodnotou

Při volbě ředění musíme vždy zohlednit sledovaný ukazatel, výši limitu, použitou metodu inokulace vzorku a kritéria pro výběr počitatelných misek. Ředění zvolíme tak, abychom byli schopni posoudit zda vzorek splňuje či překračuje danou limitní hodnotu. 

Příklad 16:

Limitní hodnota celkového počtu mikroorganismů pro syrové kravské mléko je platnou legislativou stanovena na 105 KTJ/ml. CPM stanovujeme metodou zalití 1 ml, jako nepočitatelné hodnotíme misky s více než 300 KTJ.

V tomto případě budeme vyšetřovat ředění vzorku 10-3 a 10-4. 

Zdůvodnění: 105 (legislativní limit pro daný ukazatel) - 102 (řádově maximální přípustný počet KTJ na misce) = 103 (  ředění 10-3 a následující.

Jestliže na miskách v obou ředěních bude ( 300 KTJ, odhadneme počet na ( 3,0 ∙ 106 KTJ/ml. Je tedy jednoznačné, že CPM je vyšší než daná limitní hodnota a vzorek nevyhovuje.

Jestliže na miskách v obou ředěních nenarostou žádné kolonie, odhadneme počet na ( 1,0 ∙ 103 KTJ/ml. Je tedy jednoznačné, že CPM je nižší než daná limitní hodnota a vzorek vyhovuje.

Ve všech ostatních případech jsme schopni spočítat konkrétní hodnotu CPM a následně ji porovnat s limitní hodnotou.

Zapamatujte si:
- neselektivní půda počítáme do 300 KTJ/Petriho miska

- selektivní půda počítáme do 150 KTJ/Petriho miska

Příklad 17:

Limitní hodnota koagulázopozitivních stafylokoků pro sýry vyrobené ze syrového kravského mléka je platnou legislativou stanovena na 104 KTJ/g. Koagulázopozitivní stafylokoky obvykle stanovujeme metodou roztěru 0,2 ml, jako nepočitatelné hodnotíme misky s více než 150 KTJ.

V tomto případě budeme vyšetřovat ředění vzorku 10-1 a 10-2.

Zdůvodnění: 104 (legislativní limit pro daný ukazatel) - 102 (řádově maximální přípustný počet KTJ na misce) = 102 (  ředění 10-3 a předcházející (protože vyšetřujeme 0,2 ml násobíme při výpočtu počet kolonií hodnotou [1/0,2] tj. 5, takže v řadě případů dojde k navýšení výsledného počtu o jeden logaritmický řád).

Jestliže na miskách v obou ředěních bude (150 KTJ, odhadneme počet na ( 7,5 ∙ 104 KTJ/g. Je tedy jednoznačné, že stanovená hodnota koagulázopozitivních stafylokoků je vyšší než daná limitní hodnota a vzorek nevyhovuje.

Jestliže na miskách v obou ředěních nenarostou žádné kolonie, odhadneme počet na ( 5,0 ∙ 101 KTJ/g. Je tedy jednoznačné, že stanovená hodnota koagulázopozitivních stafylokoků je nižší než daná limitní hodnota a vzorek vyhovuje.

Ve všech ostatních případech jsme schopni spočítat konkrétní hodnotu a následně ji porovnat s  hodnotou limitní.

2.4.2. Volba ředění – hodnocení mikrobiální kontaminace

Jestliže stanovujeme mikrobiologický ukazatel, pro který nemáme k dispozici limitní hodnotu k porovnání nebo potřebujeme stanovit konkrétní míru kontaminace potraviny sledovanými mikroorganismy, snažíme se zvolit ředění tak, abychom alespoň v jednom ředění měli počitatelné misky použitelné pro výpočet. Při volbě ředění využijeme znalosti o obvyklé kontaminaci daného či příbuzného typu potraviny sledovanými mikroorganismy – tato hodnota nám nahradí hodnotu limitní. Vlastní výběr ředění provedeme výše popsaným způsobem. 

Pokud nemáme k dispozici údaje o obvyklé kontaminaci vzorku, použijeme při prvním vyšetření širší škálu ředění, můžeme i některá ředění přeskočit (např. 10-1,10-3,10-5). Tím si zajistíme, že alespoň v jednom ředění získáme počitatelné misky. U následujících vzorků pak použijeme pro výběr ředění výsledky z prvního vyšetření.

2.4.3. Hodnocení a interpretace nestandardních výsledků

Při rutinním vyšetřování vzorků potravin se často sekáváme s tím, že výsledky kultivačního vyšetření nejsou vždy optimální a stojíme před problémem, jak tyto výsledky správně vyhodnotit. Norma sice udává správný teoretický postup vyhodnocení, v praxi ale musíme používat „selský“ rozum a před každým vyhodnocením logicky zhodnotit, zda dosažené výsledky budou mít dostatečnou výpovědní hodnotu.

V této kapitole uvádíme několik nejčastějších případů „nestandardních“ výsledků kultivačního vyšetření a postup správného způsobu jejich vyhodnocení. Zapamatujte si, že do laboratorního protokolu musíme vždy uvést odůvodnění všech změn či úprav standardního schématu vyhodnocení. Kdokoli bude v budoucnu protokol číst, musí mít možnost sledovat naši úvahu a případně posoudit, zda jsme výsledek vyhodnotili správně.

Příklad 18:

Při stanovení CPM u syrového mléka byly získány následující výsledky: 

· ředění 10-3 
89 a 97 KTJ

· ředění 10-4

37 a 68 KTJ

Na první pohled je zřejmé, že výsledky zjištěné v ředění 10-4 jsou chybné (při správně provedeném ředění by mělo obvykle dojít ke snížení počtu kolonií o 1 logaritmický řád). Výsledky ředění 10-4 tedy do výpočtu vůbec nezahrneme a výpočet provedeme pouze z hodnot zjištěných v ředění 10-3. Do protokolu zdůvodníme, proč jsme pro výpočet použili pouze některé hodnoty. Máme-li k dispozici původní vzorek je vhodné vyšetření zopakovat.

Důvody nestandardního výsledku: mohlo se jednat např. o nesprávný postup ředění vzorku či inokulace ředění 10-3 i do misek označených jako ředění 10-4. 

Příklad 19:

Při stanovení CPM u syrového mléka byly získány následující výsledky: 

· ředění 10-3 
89 a 97 KTJ

· ředění 10-4

137 a 168 KTJ

Opět je na první pohled zřejmé, že výsledky zjištěné v ředění 10-4 jsou chybné (při správně provedeném ředění by mělo dojít ke snížení počtu kolonií o 1 logaritmický řád, nikoli k jeho zvýšení). Výsledky ředění 10-4 tedy do výpočtu vůbec nezahrneme a výpočet provedeme pouze z hodnot zjištěných v ředění 10-3. Do protokolu zdůvodníme, proč jsme pro výpočet použili pouze některé hodnoty. Máme-li k dispozici původní vzorek je vhodné vyšetření zopakovat.

Důvody nestandardního výsledku: mohlo se jednat např. o záměnu jednotlivých ředění vzorků či inokulaci správných ředění do špatně označených Petriho misek. 

Příklad 20:

Při stanovení enterokoků u sušeného mléka byly získány následující výsledky: 

· ředění 10-1 
89 a 97 KTJ

· ředění 10-2

35 a 9 KTJ

V tomto případě vyloučíme z výpočtu hodnotu 35 KTJ zjištěnou v ředění 10-2 (opět neodpovídá požadavku na snížení počtu kolonií o 1 logaritmický řád). Do protokolu zdůvodníme, proč jsme pro výpočet použili pouze některé hodnoty. Chyba mohla nastat např. použitím stejné špičky pro nanesení obou ředění. 

Příklad 21:

Při stanovení enterokoků u sušeného mléka byly získány následující výsledky: 

· ředění 10-1 
89 a >150 KTJ

· ředění 10-2

7 a 9 KTJ

V tomto případě zahrneme do výpočtu z ředění 10-1 pouze hodnotu 89 KTJ. Chyba mohla být nejspíš způsobena kontaminací druhé misky při inokulaci vzorku. 

Příklad 22:

Při stanovení Bacillus cereus ve vzorku těstovin mléka byly získány následující výsledky: 

· ředění 10-1 
123 a 150 KTJ

· ředění 10-2

45 a 8 KTJ

V tomto případě vyloučíme z výpočtu hodnotu 8 KTJ zjištěnou v ředění 10-2 (došlo k poklesu počtu o 2 logaritmické řády). Uvedená skutečnost mohla být způsobena např. špatně provedeným roztěrem inokula (vznik spojených shluků kolonií, které odečítáme jako celek), nanesením menšího objemu inokula na uvedenou misku či neprovedením homogenizace (promíchání) výchozí suspenze před pipetováním inokula. 

Příklad 23:

Při stanovení koliformních bakterií u syrového mléka byly získány následující výsledky: 

· ředění 10-2 
83 a 45 KTJ

· ředění 10-3

0 a 1 KTJ

V tomto případě použijeme pro výpočet pouze hodnoty zjištěné v ředění 10-2.

Na závěr si zapamatujte jednoduchý způsob ověření správnosti dosažených výsledků:

· metoda zalití 1 ml

· ředění 10-2 
123 a 149 KTJ

· ředění 10-3 
30 a 51 KTJ

Použijeme-li k výpočtu hodnoty z ředění 10-2 potom získáme výsledek řádově 104, z hodnot v ředění 10-3 získáme opět výsledek řádově 104, je tedy zřejmé, že ředění vzorku proběhlo správně a do výpočtu můžeme zahrnout všechny misky. 

Pokud nejsou dílčí výsledky z jednotlivých ředění řádově odpovídající, je potřeba rozhodnout, které misky do výpočtu zařadit a které nikoli. V případě velkého rozdílu je samozřejmě vhodné vyšetření zopakovat.
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