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Overenie vhodnosti pouzitia novovyvinutych suSenych Zivnych
péd na stanovenie mikroorganizmov

BERNADETTA HOZOVA - IVAN SIMEK

Sthrn. Cielom prace bolo overit vhodnost pouzitia novovyvinutych susenych zZivnych
pod (vyrobca IMUNA, n. p., Sarisské Michalany) na kvantitativne stanovenie mikroorga-
nizmov podla novych Cs. Statnych noriem s definitivnou platnostou od 1. 1. 1990. Porov-
navali sa: agar GTK (glukoza-trypton-kvasni¢ny extrakt) oproti doteraz pouzivanému Ziv-
nému agaru ¢. 2 (Za) (celkovy pocet mikroorganizmov, aerébne spérotvorné mikroorga-
nizmy) a agar GKCH (glukéza-kvasni¢ny exstrakt-chloramfenikol) oproti dosial platnému
Sladinovému agaru (SA) alebo Agaru so sladinovym extraktom (SAe) (kvasinky a plesne)
prostrednictvom 5 druhov potravinového materidlu (surové hovidzie miéso, vlassky Salat,
hydinova pastéta, mrkva a Cierne korenie). Vysledky sa Statisticky vyhodnotili (F- a r-tes-
ty) na pocitaci ATARI 800 XL.

S téinnostou od 1. 7. 1984 postupne az do roku 1990 nadobidaju platnost
nové ceskoslovenské normy (CSN 56 0080 az 56 0099) na kvalitativne a kvan-
titativne stanovenie mikroorganizmov, zahffiajice okrem metodiky, sposobu
vzorkovania, kultivdcie mikroorganizmov a spracovania vysledkov aj nové
hygienické smernice na mikrobiologické hodnotenie pozivatin. Vypracovala
ich stala komisia RVHP pre potravinarsky priemysel s cielom zjednotit ich
s medzindrodnymi $tandardizovanymi metédami (ISO metddy). Su ndhradou
za doteraz pouzivané CSN 56 0100 [1] z roku 1968. V stvislosti so zavedenim
zmien a doplnkov az do zabezpecenia novych arbitraznych pod vyrabanych
IMUNOU, n. p., Saridské Michalany platia este do konca roka 1989 prechod-
né ustanovenia, dovolujice pouzivat doteraz vyrdbané Zivné pody. Vyroba
novych zivnych pod je uz naplno zavedena a do zatiatku roka 1990 tuplne
pokryje objednavky mikrobiologickych pracovisk. Pre nase vyskumné labo-
ratérium sa nam podarilo prednostne ziskat dve Sarze nového zivného média
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na stanovenie celkového poctu mezofilnych mikroorganizmov a aer6bnych
sporotvornych mikroorganizmov — tzv. agar GTK s glukézou, trypténom
a kvasni¢nym extraktom, na porovnanie s doteraz pouzivanym Zivnym aga-
rom ¢. 2 a jednu SarZu Zivnej pody s pridavkom antibiotika chloramfenikolu —
tzv. agar GKCH na kvantitativne stanovenie kvasiniek a plesni namiesto do-
teraz pouzivaného Sladinového agaru alebo Agaru so sladinovym extraktom.
V sérii modelovych pokusov sme sledovali a porovnavali rozdiely v repro-
dukovatelnosti a zachytnosti jednotlivych pod, zalozenych na rozdielnom
selektivhom principe pri kvantitativnom stanoveni celkového poctu mikro-
organizmov, aerobnych sporotvornych mikroorganizmov, kvasiniek a plesni
v 5 druhoch potravinového materidlu: hovadzie surové miso, vlassky Salat,
hydinova pastéta, surova mrkva a Cierne korenie. Vysledky stanovenia ak-
tudlneho poctu uvedenych skupin mikroorganizmov, vyrastenych z prislus-
nych decimalnych riedeni, sme $tatisticky spracovali metédou Studentovho -
testu [2] podla pogramu v jazyku Basic na osobnom pocita¢i ATARI 800 XL
(v spolupraci s Katedrou chemickej technolégie plastickych latok a viakien).

Material a metodika

Stanovenie celkového poctu mikroorganizmov (dalej CPM) a aerébnych
sporotvornych mikroorganizmov. Na overenie vhodnosti pouzitia novovyvi-
nutych susenych pod na stanovenie CPM a aerébnych sporotvornych mikro-
organizmov sme pouzili agar GTK v zlozeni:

tryptén alebo enzymovy kazeinovy hydrolyzat 50g
kvasni¢ny extrakt 258
glukoza 1,0g
agar 15,00 g

na 1000 cm? destilovanej vody
a Zivny agar ¢. 2 (ZA) pouzivany ako 4 % vodny roztok. Zlozenie:

méasovy vytazok 10,0 g
pepton pre bakterioldgiu 10,0 g
chlorid sodny 50¢g
agar 150¢g

na 1000 cm? destilovanej vody

Obidve porovnavacie pody po 2-3 h napucani sme nechali rozvarit v pradia-
cej pare, pH sme upravili na 7,1 = 0,1 a sterilizovali sme 15 min pri 121 %
1 °C. Pouzili sme metddu inokuldcie zalievanim podla CSN 56 0083 [3] a CSN
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<5 0082 [4], pricom sme oc¢kovali 1 cm? prislusného riedenia navazku vzorky

Podstata metody. Stanovené mnozstvo vzorky alebo jej riedenia sa zalieva
:zarovou zivnou pdédou do vrstvy 4-5 mm v Petriho miskach. Inokulované
~ody sa inkubuju v prevratenej polohe pri teplote 30 = 1 °C pocas 72 £ 3 h.
Spoditaju sa vSetky vyrastené koldnie (30-300) a vypocita sa mnozstvo mikro-

rganizmov v 1 g alebo 1 cm? vzorky.

Poznamka. Stanoveniu sporotvornych mikroorganizmov predchadza inak-
-0 predpokladaného riedenia.

Priprava riedeni (podla CSN 56 0081) [5]. Pri priprave vychodiskovych —
~rvych riedeni sem sa riadili pomerom 1 + 9 (1 diel vzorky — 10 g + 9 dielov
- 90 ml fyziologického roztoku).

Stanovenie kvasiniek a plesni. Pouzili sme hotovy Sladinovy agar (SA)
. bankdch, ktoré sme sterilizovali 5 min pri 115 + 1 °C, alebo Agar so sladi-
novym extraktom (SAe) v zloZeni:

nivovarska sladina sudena 350¢
nepton pre bakterioldgiu 50¢g
agar 13.0 g

na 1000 cm?® destilovanej vody
Sterilizuje sa 15 min pri 115 £ 1 °C. pH po sterilizacii je 3,5 £ 0,1 pri 25 °C.
Pody sme porovndvali s novovyvinutym agarom GKCH v zloZeni:

xvasniény extrakt 50¢g
agar 20,0 g
zlukoza 20,0 g
chloramfenikol 250¢

na 1000 cm® destilovanej vody
Sterilizuje sa 15 min pri 121 = 1 °C. pH po sterilizacii je 6.5 £ 0,1 pri 25°C [6].
Podstata metody. Stanovené mnozstvo vzorky alebo jej riedenia sa zalieva
selektivnou agarovou pddou v Petriho miskach. Inokulované pédy sa inkubu-
ju pri teplote 24 =+ 1 °C pocas 5 dni. Spo¢itaji sa vietky kolonie kvasiniek
a plesnf a prepocitajt sa na 1 g alebo 1 cm? vzorky (na vypocet sa pouziju tie
riedenia, kde vyrastlo 15 az 150 kolonii kvasiniek a 5 az 50 kolonii plesni).
Na kvantitativne stanovenie vymenovanych skupin mikroorganizmov sme
st zvolili 5 druhov potravinového materidlu pouzivaného ako zakladné suro-
viny v potravindrskom priemysle, alebo hotové vyrobky ziskan¢ z obchodne;j
siete. Boli to: 1. surové hovadzie maso, 2. viassky $aldt, 3. hydinova pastéta,
4. surova mrkva, 5. ¢ierne korenie.
Vhodné decimalne riedenie sme ockovali v 9 paralelnych stanoveniach
(CPM vo vlasskom Salate iba v 6 paralelnych analyzach) pre kazdy druh po-
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traviny a kazdy testovany typ zivnej pody. Vysledky sa $tatisticky spracovali,
ako uz bolo uvedené, podla programu v jazyku Basic na osobnom pocitaci
ATARI 800 XL.

Vysledky a diskusia

Vysledky vyskytu jednotlivych sledovanych skupin mikroorganizmov v 5
zvolenych druhoch potravinového materidlu si v tabulkach 1-5 spolu s pri-
sluSnymi vypoctami Statistickych merani (s, F, ) [2]. Ako zakladné porovna-
vacie hladisko sme uvazovali rozdielnost Zivnych pod:

1. v reprodukovatelnosti metdd,

2. v zachytnosti mikroorganizmov

(ZA: GTK pre CPM a spory aerébnych mikroorganizmov; SA (SAe):
GKCH pre kvasinky a plesne).

Reprodukovatelnost

Z vypoctov F-testov v tabulkdch 1-5 vyplyva:

CPM. Presnost metddy na agare GTK zavisi od druhu materidlu, resp.
po¢tu mikroorganizmov. Napr. pre vla§sky Salat, hydinovd pastétu a surovu
mrkvu je presnost metédy rovnaka ako pri pouziti ZA; v surovom hovidzom
mise, ako vidiet z vypoctov v tabulke 1, je stanovenie na agare GTK vyznam-
ne nepresnejsie, ale pri iernom koreni, naopak, presnejsie.

Aerdbne sporotvorné mikroorganizmy. Vyznamnost rozdielu v presnosti sa
prejavila len v hoviddzom mise (tab. 1) a v hydinovej pastéte (tab. 3). V tejto
vzorke bola presnost stanovenia na agare GTK lepsia — rozptyl hodnot bol
mensi (por. 10'), naproti tomu v hoviddzom mise bol rozptyl hodndt vagsi
(por. 10%). V ostatnych sledovanych vzorkach (tab. 2, 4, 5) bola presnost sta-
novenia na pdde GTK rovnak4 ako na ZA.

Kvasinky. Presnost stanovenia na agare GKCH bola vyznamne lepsia v ho-
vidzom madse (por. 10! - 10— tabl. 1), vo vlagskom 3aléte (tab. 2) bola rovna-
ké ako na SA. V hydinovej pastéte (tab. 3) sa kvasinky ani plesne nevyskytli
na obidvoch porovnavacich pddach, takze reprodukovatelnost metéd bola
v zhode. V surovej mrkve (tab. 4) bola reprodukovatelnost vyssia na SAe
a v ¢iernom koreni (tab. 5) bola na obidvoch sledovanych podach rovnaka.

Plesne. Presnost stanovenia na agare GKCH v hovidzom mise (tab. 1),
ako aj vo vladskom Saldte (tab. 2) bola rovnaka ako na SA; vyznamne horsia,
ako ukazuji vypocty v tabulke 5, bola v ¢iernom korenti, ale na SA bol poéet
mikroorganizmov nepreukazny (ojedinely). Reprodukovatelnost bola v zho-

de na obidvoch podach vo vzorke mrkvy (tab. 4) a v hydinovej pastéte (tab.
3).
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Tabulka 1. Statistické vyhodnotenie (reprodukovatelnost) rozdielnych zivnych pod (surové

hovidzie méso)

Table 1. Statistical evaluation (reproducibility) of various culture mediums* (raw beef meat)

Mikro- l sign. 5 %
organizmus! | E X, 5y £ 5, exp Loy Foot

\
A CPM? ‘ 1Y 469 036 1561 087 5728 34885 | + +
B Aer. sp.} 1 10t 156 088 1,44 1,67 3571 0,176 | + -
C Kvasinky* 10> 221 026 0,68 0,13 3901, 15961 | + +
D Plesne® 100 8,78 097 467 1.66 2911 64i6 | - +

'ZA: GTK = A, B; SAe: GKCH = C, D.

ZA — zivny agar ¢. 2; Culture agar No. 2. GTK - agar s glukézou, trypténom a kvasni¢nym ex-
traktom; Agar with glucose, thryptone and yeast extract. SA — sladinovy agar; Malt agar: SAe —
agar so sladinovym extraktom; Agar with Malt extract. GKCH - agar s glukézou, kvasni¢nym ex-
traktom a s pridavkom chloramfenikolu; Agar with glucose, yeast extract and with chloramphe-
nicol addition.

E - koeficient decimdineho riedenia vzorky; Coefficient of decimal sample dilution. ¥ - aritme-
ticky priemer poctu mikroorganizmov (n = 9) (ZA.SA), Arithmetic average of microorganisms
number (n = 9) (ZA, SA). s,, s, — smerodajna odchylka; Standard deviation. X, — aritmeticky
priemer po¢tu mikroorganizmov (n = 9) (GTK, GKCH); Arithmetic average of microorganisms
number (n = 9) (GTK, GKCH). chp — F-test (reprodukovatclnost) [2]; F-Test (reproducibility)
[2]. Loy — 1-test (testovanie rozdielu medzi vyberovymi priemermi) [2]; #-Test (testing the differen-
ce between selection means) [2].

'Microorganism; *Total number of microorganisms; *Aerobic spore-forming microorganisms;
‘Yeasts; “Fungi.

Tabulka 2. Statistické vyhodnotenie (reprodukovatelnost) rozdielnych zivnych pod® (vlassky

salat)
Table 2. Statistical evaluation (reproducibility) of various culture mediums) a meat-vegetable

salad)
Mikro- ‘ sign. S5 %
organizmus! E % 5 & s, Fop " . F ot
A CPM? ‘ 10 375 052 435 071 1,885 | 1,661 | - -

\

B Aer. sp.} | 108 1,09 012 267 0.14 1.278‘ 25970 | - +
C Kvasinky* L1008 5.92 0.9 3,00 0,16 1,393 35,774 | - +
D Plesne® ‘ 100 156 073 0.89 0.78 - -

1,157 1.875 !
I

For explanations see Table 1.
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Tabulka 3. Statistické vyhodnotenie (reprodukovatelnost) rozdielnych zivnych pod® (hydinov:
pastéta)
Table 3. Statistical evaluation (reproducibility) of various culture mediums* (poultry paste)

Mikro- i sign. 5 %
organizmus' ‘I E X, 5| X, 5, F, - F 1

A CPM? o 233 240 144 194 15220 0863 | - -

B Aer. sp.* ‘ 100 322 249 0,89 1,05 5575| 2589 | + +
C Kvasinky* ; negativny ndlez na obidvoch podach®

D Plesne’ | negativny nalez na obidvoch podach®

For explanations 1-5 see Table 1: “Negative finding on both mediums.

Tabulka 4. Statistické vyhodnotenie (reprodukovatelnost) rozdielnych zivnych pod® (surova
mrkva)
Table 4. Statistical evaluation (reproducibility) of various culture mediums® (raw carrot)

Mikro- ‘ 1 sign. 5 °
organizmus! f E x5 5 s l Fesp Loxp F 1
A CPM? 100 627 028 1040 025 | 1204 | 32720 | -+
B Aecr. sp.? 107 28 022 307 029| 1779| 1738 | - -
C Kvasinky 10° 210 017 4300 200 | 133333 | 61121 | + +

1,350 | 23453 | - +

D Plesnc* 100 236 028 528 0,24 |

For explanations see Table 1.

Tabulka 5. Statistické vyhodnotenie (reprodukovateinost) rozdielnych zivngch pod? (&ierne ko-
renie)
Table 5. Statistical evaluation (reproducibility) of various culture mediums* (black pepper)

. - - —

Mikro- |

! [ isign.\
organizmus' | E X, 5 £, $; | Fup | By (F @
S . | o B | |
A CPM? 100 278 041 363 048 | 5.059 | s783 |+ o+
B Aer. sp.° 100150 005 189 004 2075 | 21337 | - -
C Kvasinky” ! negativily nalez na obidvoch podach®
Plesne’ 100022 044 1L 215 23714 14901+ <

For explanations see Table 3.
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Tabulka 6. Zachytnost jednotlivych skupin mikroorganizmov na rozdielnych zivnych pddach
T able 6. Plating efficiency of individual groups of microorganisms in various culture mediums

Ziachytnost® [%]

1

|

Mikroorga- i ‘ : ;
nizmus' | hovidzie vlassky hydinova ‘ surova cierne f

E miso? ‘ salat | pastéta’ 1 mrkva® ! korenie’ ‘

| — ' | - | - ‘

“PMe i +232.8 | +16.0 | -38,2 | +65.8 310 1
ser.spor.® |71 | 41440 724 | +7.6 4260 |
Kvasinky"" : 69 .4 | 493 nulova'? | } 20-ndsobnd!? ; nulova'? :
Plesne®!! 6.8 432 nulova'? i +125.0 iS()-nésobné“
- | I | |

.~ ZA (100 %). b - SA (SAe) (100 %).

\Microorganism; 2Plating efficiency: ‘Beef meat: ‘Meat-vegetable salad; *Poultry paste; *Raw car-

“ot: ‘Black pepper: “Total number of microorganisms; *Aerobic spore-forming microorganisms:
Yeasts; "Fungi; '*Zero plating efficiency: ““Plating efficiency 20 times higher; HPlating effi-

2izncy S0 times higher.

Zachytnost zivnych pod

ZA: GTK

CPM. Z vysledkov r-testov, ako aj z percentudlneho vyhodnotenia zachyt-
nosti v tabulke 6 vyplyva, Ze zdchytnost bola vyznamne lepsia na péde GTK
+ materialoch: hoviddzie méso (0 232.8 %), surova mrkva (65,8 %), ¢ierne ko-
~enie (31 %); v ostatnych surovindch sa od ZA vyznamne nelisila.

Aerobne sporotvorné mikroorganizmy. Zachytnost na agare GTK bola lep-
sia vo vzorkdch vlasského Salatu (o 144 %), ¢ierneho korenia (26 %), vo vzor-
«ach hydinovej pastéty bola horSia o 72 % (tab. 6); takmer rovnaka zachyt-
nost na obidvoch porovndvacich pddach bola vo vzorke hoviadzieho misa
2 v surovej mrkve (tab. 1, 4, 6).

SA (SAe): a GKCH

Kvasinky. Z tabulky 6, ako aj z vypoctov prislusnych tabuliek vyplynulo, Ze
zachytnost kvasiniek na agare GKCH bola v neprospech tejto pody oproti SA
node v dvoch potravinovych materidloch: hovidzie surové méso (0 69,4 %),
vlagsky Salat (0 49,3 %), ale bola lepsia ako na SAe; vo vzorke ¢ierneho kore-
nia a v hydinovej pastéte bola zhodna (0). Vo vzorke surovej mrkvy bola za-
chytnost 20-ndsobne vyssia na agare GKCH.

Plesne. Zistili sme zachytnost v neprospech agaru GKCH oproti SA vo
vzorke hovadzieho misa (0 46,8 %) a vlaSského Saldtu (0 43,2 %); v hydinovej
pastéte, ako dokumentuje tabulka 6 a vypocty v tabulke 3, bol zhodny nega-
tivny nélez, vo vzorke ¢ierneho korenia bola zachytnost plesni jednoznaéne
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lepSia na novovyvinutej Zivnej pode. V surovej mrkve (tab. 4, 6) bola zachyt-
nost na agare GKCH asi dvojnasobne vyssia.

Z vysledkov Statistického vyhodnotenia reprodukovatelnosti a zéchytnosti
navzdjom porovnavanych susenych Zivnych p6d pomocou F- a t-testov na po-
¢itaci ATARI 800 XL vyplynula dobra reprodukovatelnost, jednoznacéne vy-
$8ia zdchytnost a selektivnost pre sledované skupiny mikroorganizmov vo
zvolenom materidli.
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3aBepKa TONHOCTH K yﬂOTpCGJQHlﬂO HOBOPA3BHTBHIX CYINEHBIX MHTATEALHBIX CPEX I ONpege.ie-
HHA MUKPOOPraHu3IMoB

Pezwome

ITensio paboThl OBLIO 3aBEPUTL TOAHOCTE K YIOTPeOJIEHMIO HOBOPA3BUTBIX CYLIEHbIX
MMTaTeNbHBIX cpel (nmpousBogurens IMUNA | H. 1., II. MuxansHbl) 418 KaJIM4eCTBeHHOTC
OTpenesIeHNA MUKPOOPTAHU3MOB 110 HOBBIM YeXOCJIOBALKMM rOCyIapCTBEHHBIM HOPMaM ¢
OKOHYaTeJbHBIM JleficTBIeM ¢ 1-oro auBapsa 1990 roga. Mbr cpaBamBasm I'TK arap (roroxo-
30-TPUIITOH-APOZKIKEBON 3KCTPAKT) € 4O CUX NOP yNoTpebiseMbIM NMTATEIBHBIM arapo
Ho. 2 (2KA) (ob1ee 4MCI0 MUKPOOPraHM3MOB, a3pobHbIe CITOPHI CO3AAMIINE MUKPOOPTra-
Hu3Mbl) U KX arap (riroko3a-ApoK:KeBoi SKCTPaKT-XJI0paM@eHMKOJI) IT0 CPaBHEHHK
¢ 0 CUX TOp JAeMCTBYIOLIMM cojogoBbIM arapoMm (CA) mum arapoM €O COJOZOBBIM
sxcTpakToM (CA3) (IpOXKKM ¥ IIJIeCEHM) CPEACTBOM IIATH COPTOB IMUILEBBIX MPOAYKTOE
(cbIpas roBAAMHA, OBOLIHO-MACHLIA CajaT ¢ MajioHe30M, HALITeT U3 IITHI], MOPKOB I ITe-
perL).

Pesysnbrare! 6611 CTATUCTUYECKM OLleHEeHbI (F- U [~TeCThI) Ha BEIYUCINTEJILHON MalllfHe
ATARI 800 XL.
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\ erification of the suitability of new developed dried culture mediums for determination of micro-
organisms

Summary

A propose of the paper was to verify the suitability of new developed dried culture mediums
sroduced by IMUNA, n. p., Sarisské Michalany) for quantitative determination of microorga-
11sms according to new Czechoslovak state standards which are to be definitely enforced from Ja-
suary 1, 1990. The new developed agar (glucose-trypthone-yeast extract) was compared
+ith nowadays used culture agar No. 2 (total number of microorganisms, aerobic sporeforming
microorganisms) and agar (glucose-yeast extract-chloramphenicol) was compared with malt agar

r agar with malt extract (yeasts and fungi) using 5 types of food material (raw beef meat. meat-
zgetable salad, poultry paste, carrot and black pepper).

The results were statistical evaluated (F- and r-tests) by computer ATARI 800 XL.
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