M.2.
Pocet charakteristickych mikroorganizmov v kyslomliecnych vyrobkoch.

1. Uréenie metody

Metoda je uréena pre kyslomliecne vyrobky, v ktorych st pritomné zivé mikroorganizmy
rodov: Lactobacillus, Streptococcus a Bifidobacterium.

2. Princip metody

Vhodné riedenia vySetrovanej vzorky sa o¢kuju na agarove pody, ktoré su Specifické pre rast
sledovanych rodov mikroorganizmov:

a) Rod Lactobacillus - kultiva¢na pdda MRS: bezfarebné, SoSovicovité alebo hviezdicovité,
¢asto ostro ohrani¢ené kolonie o priemere 1 —3 mm.

Mikroskopicky: ty¢inky, véacsinou kratke, ale niekedy aj v dlhsej forme. Netvori spory, je
grampozitivny, nepohyblivy a kataldzo negativny.

b)_Rod Streptococcus - kultivacna pdda M17: SoSovicovité kolonie 0 priemere 1 — 2 mm.
Mikroskopicky: gulaté alebo vajcovité koky (priemer 0,7um az 0,9 um) vyskytujice sa
Vv paroch alebo dlhych retiazkach. St grampozitivne a katalazo negativne.

c)Rod Bifidobacterium:Kultivaéna poda TOS: typicka kolonia rastie v bielej farbe a s vonou
kyseliny octovej v priemere 1 —4 mm.

Mikroskopicky: nepravidelne tvarované ty¢inky (zvacsenie 300 x pri fazovom kontraste).

3. Pomocky

3.1. Kultivaéné média a ¢inidla

3.1.1. Riediace roztoky:
podl'a STN EN ISO 8261

3.1.2. Kultivaéné pddy:
A. Kultiva¢na pdda MRS — komer¢ne dostupna

B. Kultivacna péda M17 — komerc¢ne dostupna

C. Kultiva¢na poda TOS agar — komercne dostupna

3.2. Pristroje a pomocky:

1. pristroje pre mikrobiologické laboratorium ( STN EN ISO 7218)
- termostat 37°C, 45°C, 48°C
- anaerdbne kultivacné nadoby



- Stomacher

- Vahy

- Mikroskop

- Pocitacie zariadenie, lupa
- Sterilné laboratérne sklo

2. Anaerocult A, C.

3. chemikalie:
- etanolovy roztok methylénovej modrej 6¢/I
-70% etanol
-chemikalie na Grammovo farbenie
- peroxid vodika 1,5%

4. Bezpecnost’ pri praci

Kedze sledované rody mikroorganizmov z bezpe¢nostného hladiska (podla STN EN ISO
7218) zarad'ujeme do ,,rizikovej kategorie 1 (Ziadne alebo vel'mi malé riziko pre jednotlivca
aj pre spolo¢nost’), dodrziavame bezné bezpecnostné opatrenia pri praci v mikrobiologickom
laboratoériu.

5. Pracovny postup

5.1. Priprava vzorky:

a) Pred otvorenim obalu vySetrovaného kyslomlie¢neho vyrobku je potrebné ocistit’” vonkajsi
povrch bezprostredne stvisiaci s oblastou, z ktorej sa odobera vzorka napr. 70% etanolom
aby sa zabranilo kontaminacii vzorky. Obal so vzorkou sa otvara asepticky.

b) Obsah nadobky so vzorkou sa v zavislosti na konzistencii dokladne premiesa, vzorky
hustejsej konzistencie vhodnym sterilnym nastrojom.

Pri stanoveni bifidobaktérii premieSavame jemne bez vzniku vzduchovych bublin!

¢) Navazi sa 10g = 0,1 g do vhodnej nadobky (,,Stomacher* vrecko, sterilna sklenena

kadinka)

d) Prevedie sa predbezna mikroskopickéd skuska vySetrovanej vzorky rozotrenej na sklicku,
vopred ofarbenej methylénovou modrou — na zistenie vhodného riedenia pre stanovenie poctu
charakteristickych mikroorganizmov.

5.2. Vlastny pracovny postup:

I priprava primarneho aj desatndsobnych riedeni nesmu byt vykondvané na priamom
slne€nom svetle!



a) Primarne riedenie: K navazenej vzorke sa pridava riediaci roztok, tak aby hmotnost
navazenej vySetrovanej vzorky a riediaceho roztoku bola 50 g.

- Dokladne sa homogenizuje cca 1 mintitu na Stomacheri
pri dokaze bifidobaktérii sa homogenizuje ruéne vhodnym sterilnym néstrojom ddkladne ale
opatrne bez vzniku vzduchovych bublin.

- Doplni sa na 100 g rovnakym riediacim roztokom, aby sa ziskalo riedenie 10 ".
Riediaci roztok: 1. Peptonovy roztok
2. Ringerov roztok so Stvrtinovou silou —

pre rod Bifidobacterium

b) Priprava desatnasobnych riedeni: podl'a STN EN ISO 8261.

) Ockovanie a inkubécia:

1. ockovanie : metdda zalievania vzorky agarom.
Prenasa sa 1 ml z dvoch vhodnych po sebe nasledujucich riedeni, paralelne
do sterilnych Petriho misiek.

- Zalieva sa 15 ml kultiva¢nej pody udrzovanej: MRS kultiva¢na péda na 45 °C, M17
kultivacna pdda v rozpéiti 44 +47 °C, TOS kultiva¢na poda na 48 °C.

- Bezprostredne po zaliati sa zmes inokula s pddou v Petriho miskach dokladne
premieSa krazivym pohybom.

Poznamka:

Pre redukciu stresu pre laktobacily a bifidobaktérie na ¢o najnizsiu uroven
¢as od pripravy primarneho riedenia az po zaliatie vzorky agarom by nemal
presiahnut’ 15 minut.

- Petriho misky sa umiestnia na chladnom vodorovnom mieste, aby zmes
stuhla.

2. Inkubacia:

Pripravené misky sa inkubuju v termostate obratene (vieckom dole ).

1. misky na stanovenie po¢tu laktobacilov sa inkubujt teplote 37°+ 1°C
72 hodin anaerdbne (Anaerocult C ).

2. misky na stanovenie poctu streptokokov sa inkubuju pri 37°+ 1°C 48
hodin aerdbne.

3. misky na stanovenie poctu bifidobaktérii sa inkubuju pri 37°+ 1°C 72
hodin + 3 hodiny anaerébne (Anaerocult A).

6. Pocitanie kolonii



Po predpisanej inkubécii sa pocitaju kolonie vykazujice charakteristické rysy uvedenych
rodov mikroorganizmov — vid'.: 2. Princip metddy a),b),c).

Pre stanovenie poctu laktobacilov, streptokokov sa vyberaju misky, kde vyrastlo 10 az 300
charakteristickych koldnii

Pre stanovenie bifidobaktérii sa vyberaji misky s poc¢tom koldonii < 300.

Petriho misky sa prezeraju v nepriamom osvetleni.

Pre potvrdenie sa na miskach vybert kolonie, ktoré sa ofarbia podl'a Grama a potvrdia, ze su
grampozitivne a kataldzonegativne tyCinky (v pripade rastu na kultivatnej pdde MRS),
a grampozitivne, kataldzonegativne retazce kokov alebo diplokokov (v pripade rastu na
kultivaénej pode M17).

7. Vypocet a vyjadrenie vysledku.

Postupuje sa podl'a CSN ISO 7889.
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