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Rychla mikrobiologicka kontrola sirupii

mikrobitesty PRPM

663.814/.815 : 576.8.07
576.8.093

RNDr. LIBUSE SVORCOVA, Vyzkumn§ Gstav balneologicky v Marianskych Léznich

Jednim ze zdrojii kontaminace nealkoholick§ch
napoji jsou sirupy, na jejichZ mikrobidlni zne&i§ts-
ni jiZ mnozi auto¥i upozornili [1—5], n&kte¥i do-
konce pozorovali zvySovani po&tu mikroorganismi
pfi skladovani. Z kontrolnich laborato¥i vsak do-
stdvdme obvykle negativni vysledky, i kdyZ v n&-
kterych sledovanych p¥ipadech mohl byt sirup je-
dinou pfFifinou kontaminace napoje. Negativni néa-
lez vy3etfeni sirupu miiZe byt, mezi jinym, zptisoben
pouZitim nevhodné vySetFovaci techniky, a to nap¥.
pfimym oc¢kovdnim sirupdi na plotny s kultivaénim
médiem, kdy silnd vrstva cukru, obklopujici zdrod-
ky znemoZiiuje pFistup k Zivnym latkdm média a je-
jich vyuZivani. Tim se brzdi déleni nebo puéeni bu-
ngk a vytvoreni makroskopické kolonie. Negativni
vysledek je moZny pFi ofkovdni malého mnoZstvi
silné zFed&ného sirupu, takZe pravd&podobnost za-
chyceni zdrodku v nepatrném mnoZstvi sirupu je
prili§ mala.

Pfesto pro vySetFovani sirupl v zafizenych bakte-
riologickych laboratofich je jedin& moZnou a spo-
lehlivou metodou klasickd kultivace dopln&né
event. membréanou filtraci Ffedénych vzorki. VEtsSina
zdvodli vS8ak nema zafizeny bakteriologické labo-
ratofe, ani vhodné odborniky a pfesto by se mély
provadét vstupni i vystupni kontroly vyrobengjch
i dodavanych sirupii. Pro tyto Gcely jsem vyzkou-
Sela a aplikovala rychlou orientaéni kontrolu
mikrobitesty PRPM.

Experimenty a diskuse
Klasickd kultivace

1 ml 10% roztoku sirupu jsme ockovali rozsevem
na sladinovy a Zivny agar. Sladinovy agar jsme
pFipravovali z erstvé sladiny po tdpravé na 9° Bé
a pridali 2 % agaru. Zivny agar jsme pFipravovali
ze suSené pldy, doddvané IMUNOU v S&risskych
Michalanech.

Vyrazu Zivné médium jsem pouZila proto, abych se
vyhnula soustavnému opakovani Zivn§ agar nebo sla-
dinovy agar. Je to obvyklé i v zahrani&i.

Popis metody mikrobitestii

Princip této metody zaleZi v piipravé 10 % roz-
toku vzorku zFed&nim sirupu sterilnim fyziologic-
kym roztokem ve sterilnim valci, nebo transfdzni
lahvi NTS, do néhoZ se pono¥i 2 mikrobitesty PRPM
s nasdvaci schopnosti 5 ml. Vy3etfeni se provede
z 10 ml 10 % roztokuy, tj. z 1 ml sirupu.

Fyziologicky roztok miiZe byt pfipraven ve 100 ml vélci
se $irSim hrdlem
s obsahem 90 ml fyziologického roztoku, a v zavpdé

se dolije po rysku 10 ml sirupu

v ldhvi NTS 100 ml rovné&Z 90 ml fyziologického

roztoku se dolije po rysku 10 ml sirupu

v 1dhvi NTS 250 ml s obsahem 225 ml fyziologického

roztoku se dolije po rysku 25 ml sirupu

v 1dhvi NTS 300 ml v obsahem 270 ml fyziologického

roztoku se dolije po rysku 30 ml sirupu

Do redakce doslo 25. 1. 1971

v 1ldhvi NTS 500 ml s obsahem 450 ml fyziologického
roztoku se dolije po rysku 50 ml sirupu.

Po promichéni se pf¥idd k dpravé pH na 3,5 aZ 4,5
na kazdych 100 ml roztoku 1 ml 20 % louhu sod-
ného a ihned se provede mikrobitestovd zkouska
takto:

Sacek s mikrobitestem se rozstfihne ntiZkami
opdlenymi nad plamenem t¥eba i lihového kahanu,
opdlenou pinzetou se vyjme mikrobitest, ktery je
stoCen a obalen polyetylénovou f6lii a pfevdazan gu-
mic¢kou. Gumicka se sejme, mikrobitest se opatrné
zbavi PE f6lie, uchopi se sterilni pinzetou tak, aby
se svitek nerozvinul a stofeny se ponofi do rozto-
ku sirupu. Po diikladném nasati (pokud unikaji
bubliny) za soucasného promichdvéani, se mikrobi-
test vyjme, odkdpne a vloZi zpét do sacku, v némz%
se rozvine. S4c¢ek se pritiskne k mikrobitestu a me-
zi dvéma podloZnimi skly se zastavi. Stejné se pro-
vede vySetfeni s druhym mikrobitestem. Ob&ma
mikrobitesty se tedy nasdlo 10 ml 10 % roztoku,
takZe vySetfeni se provedlo z 1 ml sirupu.

Mikrobitest se inkubuje v termostatu p¥i 25 °C,
pokud je teplota v mistnosti 20 aZ 25 °C, p¥imo
v laboratoFi v temnu. Hodnoceni je stejné jako pFi
kontrole slazenych nealkoholickych ndpoji nasdva-
cimi mikrobitesty PRPM [7]. Po 30 aZ 48 hodinach
se pocitaji Cervené tecky vyredukovaného tetrazo-
liumchloridu, indikujici podet baktérii, po 4 aZ 5
dnech pocet kvasinek a plisni.

Upravené mikrobitesty by podle objednavek vy-
rab&la IMUNA v Sé&riSskych Michalanech.

Srovndvaci experimenty—optimdlni pH

Abychom zjistili rozdil mezi klasickou kultivaci a
mikrobitesty PRPM ockovali jsme roztoky sirupt na
2 mikrobitesty a 2 misky se sladinovym a Zivnym
agarem. Ziskané vysledky jsme pfepocitali a na-
vzajem srovndvali. Celkem jsme takto vySetfili 63
vzorky. Maximdlni, minimdlni a primé&érné hodnoty
téchto vySetreni jsou uvedeny v tabulce 1.

JiZ na pocatku pokusi jsme zjistili, Ze pf¥i pFi-
mém zFedéni sirupu fyziologickym roztokem, pokud
nepusobi do jisté miry pufrovaci schopnost mine-
ralni vody, posouva se pH pfili§ na kyselou stranu,
a to dokonce pod 2. Toto pH je pro vétSinu orga-
nismi sirup@, (tj. pro kvasinky a baktérie), i kdyZ
jsou acidofilni, pfili§ nizké a inhibuje jejich rist.
Inhibi¢ni vliv se sice neprojevil na Zivném a sladi-
novém agaru, které maji dostateénou pufrovaci
schopnost i dostatek Zivin pro naruSené buiiky,
znacny vliv v3ak byl patrny p¥i ockovani na mikro-
bitesty. Na zdkladé tohoto poznéni jsme zadali roz-
toky sirupu alkalizovat a vySetfovat optimdlni pH
pro kultivaci na mikrobitestech. Vysledky vSech
pokusi spolu se statisticky vyznamnymi veli¢inami
pro posouzeni zkou3ek jsou uvedeny v tabulce 3.
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Tabulka 1. Vyskyt mikroorganismi na klasickjch Ziv- Uvedenymi pokusy jsme zjistili, Ze pfi pH od 2,5
nyjch piddch a mikrobitestech PRPM do 3,5 se pfi stanoveni poCtu kvasinek a baktérii
ziskaji 4krat mensi vysledky (fab. 2) na mikrobi-
Kliiseks Mikrobitest testech ne‘z: pfi klasickia vlfultivaci. ’Pf'i s’tanf)v'envi
H Skupina kultivace/ml PRPM/ml poctu plisni byl rozdil vétSi, sedmindsobny, zfejmeé
2 organismi T pri- [l e pri- proto, Ze ristu plisni vyhovuje pH vy38i. P¥i dpra-
; " | mér ; " | mér vé pH na 3,5 aZ 4,5 byl rozdil mezi kultivaci plisni
e a kvasinek na mikrobitestech PRPM a sladinovém
<3 E:I;:f;‘]: 328 33 lig lgg (1] 32’3 agaru témé&F Ctyfnadsobny, avSak vzrostl rozdil me-
| plisné 4 110 0 47 | 6k 6 zi po¢tem baktérii na agaru a na mikrobitestech na
‘ pétindsobek. Primé&rn& vSak rostlo pri tomto pH
¢tyFikrat méné zarodkd na mikrobitestech neZ pfi
3,5 | baktérie 150 | 20 | 81| 8 | 0 |15 klasické Kkultivaci, tedy stejné jako pFi pouZiti
az | kvasinky 90 0 17 16 | 0 4
4,5 | plisné 70 0 24 20 1} 1
Tabulka 2. Piepoéitdvaci faktory pro jednotlivé skupiny
organismii pFi riizném pH
4,5 | baktérie 200 | 10 79 28 0 4
az | kvasinky 50 0 7|1 60 0 6 pH Baktérie | Kvasinky| Plisné | Pramér
6,0 | plisné 100 0 26 16 0 6
| 2,5—3.5 4,0 4,0 1,4 5,1
6 | baktérie 250 | 20 | 123 6 0 2 3,5—4.,5 52 3.8 3,5 4,2
kvasinky 260 0 79 4 0 1 4,5—6,0 18,0 1,2 5,3 8,3
plisné 50 1 24 4 1 & nad 6,0 69,0 61,0 12,0 47,3
|
Tabulka 3. Zdvislost mezi poétem zdrodkil na klasickgch piddch a mikrobitestech PRPM
Baktéri Kvasink Plisné
pH Statistické velitiny st T .
agar PRPM agar PRPM agar PRPM
<3 soucet 1390 471 190 48 508 82
pocet n 12 12 11 11 13 13
prumeér x 115,8 39,3 17,2 4.3 46,7 6,3
smérodatna odchylka sy 86,1 57,4 21,8 6,6 56,0 4,5
Sx 25,4 16,9 6,6 2,0 16,4 1.3
B, C 75 692 25991 4218 380 21 000 217
A 38 288 18 800 1951
| korelaéni koeficient k 0,88 1,5 0,93
| determinaéni koeficient d 77,5% — 86,5%
i
|
l .
3,5—4,5 , soucet S 1780 341 370 97 540 154
| poéet n 22 22 22 22 22 22
| pramér x 81,0 15,5 16.8 4.4 24,5 7
| Sx 39 8 26,0 3,9 19.6 6
| sx 8.8 2,7 3.7 0,8 4,1 1.3
| B,C 31 782 13 000 14 077 372 7 446 697
j A 17 940 1489 2260
| korelaéni koeficient k 0,9 0,66 0,95
| determinaéni koeficient d 81 % 43,5 % 94,5 %
b i g 4 gl 2
4,5—6 soudet S 1585 88 I 150 125 530 112
| pocet n 20 20 20 20 20 20
| primér x 79,2 4,4 1.5 6,2 265 | 5,6
Sx 61,0 8,6 16,7 5.4 23.6 5,1
Sx 13.8 1,9 3,8 1,2 5,4 1,2
B, C 54 523 1223 4 375 22 9 455 500
A 5378 3 640 2 342
korelaéni koeficient k 0,66 14,5 1,07
determinaéni koeficient d 43,5 — =5
Ay dofial, $ oyl et S
=6 soucet S ’ 1105 16 713 12 216 [ 18
pocet n 9 9 9 9 9.0 9
prumér x 123,0 1.8 79 1.4 24 2
sx 84,7 19 | 108 I 16 35 0,8
Sx 27,3 0,6 36 0,5 11,6 0,2
| B,C 52 389 28 [89315 | 17 31748 6
| A 1067 1291 | 98
korelaéni koeficient k 0,88 1,05 | 0,88
determinaéni koeficient d 78% ; 78%
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Tabulka 4. Regresni pFimky pro vztah poétu zdrodkid na mikrobitestech a piddch

pH Skupina organ.

Zavislost agar/PRPM

Zavislost PRPM/agar

2,5—-3,5 baktérie ¥y =
3,5—4,5 baktérie Yy =
4,5—6 baktérie ys= 59
3,5—4,5 kvasinky ¥e= —0
3,5—4,5 plisné oL

8 + 1,5x% Moo= S5x
+ 113 Xg .‘)',2 = —33 + 076 x’l
8 + 4,4 x4 y's= —2,7+ 0,1 x4
4 + 3,9 x, Y= 2,74 01x,
14 3,2 x5 ys= 024 0,3

mikrobitestl pro jiné ucely, tj. pro slazené nealko-
holické ndpoje s pH 3,5 aZ 4 a pfirodni i mineralni
vody s pH 6,0 aZ 7,5 pokud podet zarodkdi na
mikrobitestu nepfesdhne 80 v 1 ml.

Jesté vice se vliv alkalizace projevil pfi zvy3eni
PH na 4,5 aZ 6, kdy pfi srovndvani po&tu baktérii
na agaru a mikrobitestech vznikl rozdil osmnécti-
nasobny. Kvasinky a plisn& toto pH snéaSely jeste
pomérné dobfe, tedy zhruba stejné jako p¥i pH 2,5
az 4,5. Pfi zvySeni pH nad 6 byl ji¥ rozdil mezi
obéma metodami pf¥i kultivaci kvasinek a baktérii
60—70nésobny. Mensi vliv alkalizace p¥i tomto pH
byl pozorovdn u spor plisni (rozdil 12nésobny),
které jsou chrénény pfed nepfizlivymi vlivy silno-
sténnym pouzdrem.

Z pozorovéani tedy vyplyvd, Ye nelze ménit ra-
dikdlné a libovoln& pH prostFedi, (nap¥. alkalizaci
nebo okyselovdnim) na které jsou zvyklé mikro-
organismy, jejichZ poc¢et chceme kultivaci zjistovat.
PT¥i takovém zdsahu se poskozuji buiiky, které &4s-
teCné se mohou v prostfedi bohatém na Ziviny zre-
generovat (sladina, Zivny agar), aviak nevyrostou
v prostfedi na Ziviny chud$im, jako je mikrobitest.
Na mikrobitestu je tedy tFeba zachovat pH, které je
pro stanovenou skupinu organismii optiméalni.

Tuto teorii potvrzuje i skutednost, Ze vysledky
ziskané pFi vySetfovani sirupii a slazenych mine-
ralnich vod s pH 3,5 aZ 4,5 jsou zhruba stejné jako
pIi vySetfovani vod p¥irodnich s pH 6 a% 7,5 a to
pFi poétu zarodkd do 50 roste na mikrobitestech
zhruba CtyFikrdt méné&, pfi poétu do 100 p&tkrat
méng zarodkd na mikrobitestech neZ na klasickych
Zivnych médiich.

VSechny ziskané vysledky byly statisticky zpra-
covany a jsou uvedeny v tabulce 3, rovnice regres-
nich pfimek v tabulce 4. Z tabulky 3 je patrné, Ze
u v3ech soubori byly zjistény vysoké smérodatné
odchylky, mnohdy vy33i neZ primér. Stalo se tak
proto, Ze v souborech jsou zahrnuta vySetfeni riiz-
nych sirupd z rtznych zavodd a tedy riiznd mikro-
hidlné zne€iSténgch. Soubory byly sledovany hlav-
né& pro zhodnoceni vztahi mezi obéma metodami za

rizného pH a jeho vlivu na podet zarodkii na
mikrobitestech a klasickych Zivhych médiich, coZ
se také zfetelné projevilo.

Zaver

1. Mikrobitesty PRPM s nasdvaci schopnosti 5 ml
se pro orienta¢ni vstupni a vystupni kontrolu sirup
pfimo v zdvodech osvéddily, nebot 1ze jimi stanovo-
vat poCet baktérii, kvasinek a plisni velice jednodu-
Se po zfedéni vzorku sterilnim fyziologickym rozto-
kem a alkalizaci na pH 3,5 aZ 4,5. Kultivuje se pfi
pokojové teplot& 20 aZ 25 °C. Po 30 aZ 48 hodindch
se pocitd polet baktérii, po 4 aZ 5 dnech kolonie
kvasinek a plisni.

2. P¥i vyskytu celkového poc¢tu vSech zdrodkid do
80 v 1 ml roste na mikrobitestech zhruba ¢tyfikrat
méné kolonii neZ pFi klasické kultivaci. Aby sirup
vyhovoval normé&, nemél by celkovy pocet zarodki
na obou mikrobitestech, tj. v 1 ml sirupu, byt vétsi
nez 13.

3. PFi vySetfovani vzork@t mikrobitesty je nutno
zachovavat pH prostfedi, které je optimédlni pro
sledovanou skupinu mikroorganismi, tj. p¥i vy-
SetFovani sirupti a slazenych nealkoholickych néa-
poju pH 3,5 aZ 4,5, pfi vySetfovani pfirodnich vod
pH 6—7,5. Pfi ndhlych zméndch pH se poSkozuji
hlavné buiiky baktérii a kvasinek, které potom
nejsou schopny rist v médiu chudSim neZ jsou kla-
sické Zivné pldy.
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