Odbér a zpracovdni vzorki

1. Odbér a priprava vzorkd k mikrobiologickému vySetient

Kazdé vySetfeni, fyzikdlni, chemické & mikrobiologické, za&inid odb&rem vzorkd. Na
odbér vzorki bezprostfedné navazuje jeho pfeprava, uchovavani a zpracovani v laboratofi.
Vidy je tfeba mit na paméti, Ze zptisob odbéru a piipravy vzorkt miize vyznamn& ovlivnit
vysledky provedeného vysetieni.

1.1. Odbér vzorki

Vzorek ptedstavuje jednotku vyrobku, suroviny nebo jiného zkouSeného materidlu. Miize
jim byt originalni spotiebitelské balent, urcity pocet kust u kusovych vyrobki nebo urdita
hmotnost (objem) u nekusovych vyrobki a surovin. Pro mikrobiologické vySetfeni se
nejasteji odebiraji vzorky vychozich surovin, pomocnych latek, fizové vzorky v pribshu
vyroby, déle stéry z provozni zafizeni, hotové vyrobky ¢&i skladované potraviny.

Za vzorkovanou jednotku se povazuje: _

- 1 velkoobchodni originalni baleni (karton, bedna, balik, pytel, paleta atd.),

- 1 upraveny celek, jde-li o kusové produkty,

- cela zésilka, jde-li o sypané & jiné volng loZené produkty (odebira se 5 vzorka
z riznych Easti zasilky),

- 1 nadrz, tank, konev ¢i jind nadoba, jde-li o produkty tekuté.

1.1.1. Obecné zdsady

Odbér vzorkli provadi tzv. opravnéna osoba, ktera je seznimena se zésadami spravného
vzorkovani a nese zodpové&dnost za spravnost provedeni odbéru.

Pied vlastnfm odbérem se zkouSené vyrobky rozdéli podle senzorickych vlastnosti
(vzhledu a viin€) do nésledujicich skupin: -

- 1. skupina — vyrobky, u kterych nejsou navenek patrné zmény zpisobené
mikroorganismy,

- 2. skupina — vyrobky, které jsou podle vzhledu podezielé, Ze v nich nastaly zmény
v disledku nezddouci mikrobialni &innosti, pip. chemickymi & biochemickymi
pochody, '

- 3. skupina — vyrobky, které jsou zjevné zkaZené v diisledku &innosti mikroorganismt
(napt. osliznuti, hniti, plesnivéni, kyséni). Tato skupina vzork se b&Zné pro kontrolni
udely mikrobiologicky nevysettuje.

U kazdé skupiny vzorkd se provede odbér vzorki oddeleng, a to takovym zpiisobem, aby
nemohlo dojit ke kontaminaci a neZ4doucim zm&nam v mikrobidlnim sloZeni.

Pokud se soulasn& odebiraji vzorky k mikrobiologickému i chemickému vySetfeni,
odebiraji se zasadn nejprve vzorky k vySetfeni mikrobiologickému. Jestlize se odebir
pouze jeden vzorek pro mikrobiologické i chemické vySetfeni, pfepravuje se do laboratote
za podminek stanovenych pro mikrobiologické vySetieni. V laboratofi se v tomto piipadé
provadi nejdfive mikrobiologické vySetten, pak smyslové a nakonec chemické.

Pokud neni odebirano celé spotiebitelské baleni, musi byt ke vzorkovani pouZito vyhradné&
sterilni na¢ini z korozivzdorné oceli (sondy, nebozezy, nab&ratky, 1Zice, noze, pinzety,
atd.) ¢i skla (pipety), které se pfedem bali do hlinikové folie a sterilizuji v horkovzdu§ném
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sterilizatoru & autoklavu. Kovové nastroje lze pti odbéru prib&in€ sterilizovat 70%
etanolem a opélenim v plameni. Vzorky se odebiraji do sterilnich, dostatené velkych
vzorkovnic se zabrousenou zatkou, sterilnich folii, polyetylénovych sa&kt nebo sterilntho

nepropustného papiru.

Odebrané vzorky musi byt Fadné oznaleny pofadovym &islem, kodem kontrolované
dodavky & &islem odbérového protokolu tak, aby nemohlo dojit kjejich zdméné.
V nékterych piipadech se vzorek opatfi pedeti nebo plombou a ozna¥i razitkem organizace,
ktera za vyrobky odpovida. Majitel zboZi smi Zadat o odbér soub&Zného vzorku, a to ve
stejném pottu a sloZeni jako vzorky odebirane kontrolnim orgénem. O odbéru musi byt
vyhotoven protokol o odbéru vzorki, v némz jsou uvedeny tdaje o dobé a mistu odbéru
vzorkd, jejich druhu a mnoZstvi, zptisobu vzorkovani, smyslovém posouzeni, konzervaci,
atd. Protokol musi byt opatfen podpisem osoby provadgjici odbér i zastupcem majitele
vzorktl. Soutasné se vyplni Zadanka o laboratorni vysetfeni, ve které je nutno specifikovat,
jaké konkrétni vySetfeni maji byt u vzorku provedena (viz. obr. 2).

1.1.2. MnoZstvi odebraného vzorku

Odebrany pocet vzorkli musi vystihovat celou vySetfovanou partii tak, aby bylo moZno
posoudit povahu, stupeil a rozsah mikrobidlntho znelisténi. Pii odbéru vzorkll pro
mikrobiologické vySetieni se neodebiraji vzorky pramémé (4. smésné).

Pti ufedni kontrole — tj. hodnoceni, zda dana Sar’e (davka) odpovida stanovenym
mikrobiologickym poZadavkim, se odebira zpravidla 5 vzorkd. U vybranych skupin
vyrobki miZe byt tento podet jedtd vyssi (upravuje platna evropské legislativa tykajici se
mikrobiologickych kritérii pro potraviny).

Hmotnost odebraného vzorku musi byt dostatetnd pro provedeni vSech predepsanych
vySetfeni (viz. tab. 1). Odebirame-li vzorek vyrobku ve spotfebitelském baleni, potom:

a) odebereme 1 spottebitelské baleni, pokud jeho hmotnost (objem) dosahuje pozadované
hmotnosti; ‘

b) pokud hmotnost (objem) spotiebitelského baleni vyrazné pievysuje potfebné mnoZstvi,
sta¥l odebrat jako vzorek pomérnou ¢ast spotfebitelského baleni, nesmi tim vSak byt
ohro¥eno dosaZeni lelu vySetient;

c) pokud hmotnost (objem) spotfebitelského baleni je niZ$i nez pozadované mnozstvi,
odebereme potfebny podet spotfebitelskych baleni.

Tabulka 1: PotFebnd mnoZstvi vzorkii pro mikrobiologické vySetient.
tekuté 300 ml koncentraty
kaSovité 250 g vejce
pevné : 300 g dribez
suSené - 150 g pitna voda

1.1.3. Zpisoby odbéru vzorki

Vzorky v originalnim spotfebitelskem baleni se u viech drubii vzorkd odebiraji veelku.
V ostatnich piipadech se zpiisob vzorkovéani li§i podle povahy odebiraného materidlu,
podtu odebiranych vzorki a charakteru zafizeni, ze kterého se odbér provadi. PFi odbéru
vzorkit do sterilnich vzorkovnic je nutno jeji hrdlo pFedem opdlit plamenem.
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Odbér a zpracovdni vzorks

1.1.3.1. Kusové materidly

Drobné kusové vyrobky se odebiraji po n&kolika kusech z riznych mist a hloubek (vEetnd
mist styku s obalem) pomoci sterilni 1Zice, nabéraiky, pinzety, atd. Ukl4daji se do sterilni
vzorkovnice nebo se bali do sterilni folie.

Stfedn® velké a velké kusové vyrobky se vzorkuji jednim z nasledujicich zptisobii:

a) vpkrojem — pomoci sterilntho noZe & pilky se zkusti bochnikového tvaru odebira
vykroj klinovitého tvaru, u kus &tvercového pidorysu se vedou fezy kolmo na hrany,
u vyrobkii podlouhlého tvaru se vede fez kolmo na podélnou osu. Odebrané vzorky se
zabali do sterilni folie.

b) zvnitinich Feznych ploch — vyrobek se sterilné rozkroji noZem na n&kolik &sti a
zriznych feznych ploch se odeberou v potfebném tthrném mnoZstvi dil& vzorky a
pfenesou se do sterilni vzorkovnice;

¢) vzorkovacem — po odkrojeni povrchové vrstvy (0,5 — 1 cm) se z n&kolika mist odebere
vyvrt sterilnim vzorkovadem (nebozezem, sondou) a vytlaéi do sterilni vzorkovnice.
Vyrobky se navrtdvaji na réiznych mistech do poloviny jejich vysky nebo z jednoho
mista riznymi sméry. U tvrdych syrii se povrch otte etanolem, odebere se vyvrt a z ngj
se odkroji povrchové vrstva, ktera se pouZije k uzavieni vzniklého otvoru.

1.1.3.2. Tekuté a kaSovité materidly

Pfi odbéru jednoho vzorku se obsah v nadobg dikladné promich4 a sterilni pipetou nebo
sterilni kovovou nab&ratkou se odpovidajici mnoZstvi pfenese do sterilni vzorkovnice.

Pfi odbéru vétstho podtu vzorkll z velké nadoby nebo nadrZe obsah nepromichévéme a
vzorky odebereme z riiznych mist a hloubek nadr¥e (nejméne ze tH vrstev). Podle udelu
vySetfeni se vzorky pfenesou bud’ do jedné, nebo do samostatnych vzorkovnic.

Dalsim zplisobem je odbér pomoci vypoustéciho ventilu. Ventil nejprve dezinfikujeme
70% etanolem a opélime plamenem, poté odpustime 10 — 100 ml tekutiny a nasledn&
napustime potfebné mnoZstvi vzorku do sterilni vzorkovnice.

1.1.3.3. Sypké materidly

Dovoluje-li to baleni vyrobku, obsah nejdive promichidme sterilnim michadlem nebo
nab&rackou a sterilni i%ici & nab&ratkou odebereme zriznych mist potfebné mnoZstvi
vzorku, ktery pfeneseme do sterilni vzorkovnice.

Vzorky zvelkych baleni nebo nebalené (volng loZené) se odebiraji zriznych mist a
hloubek specidlnim vzorkovadem. Mimo to se odebird i vzorek z povrchovych vrstev &i
vistev, které se pfimo dotykaji obalu vyrobku.

1.1.3.4. Materidly smi¥ené konzistence

Odebiraji se vSechny sloZky vyrobku, a to
vpoméru, vjakém jsou ve vyrobku
zastoupeny. Podle povahy vySetfeni se

umist'uji do jedné nebo do vice samostatnych
Obr. 1: Vzorkovac na pevné a pastovité materidly.  sterilnich vzorkovnic.
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1.2. PFeprava, pfijem a uchovdvdni vzork

Pfi pfepravé a uchovavéni vzorkd musf byt vytvofeny takové podminky, aby nemohlo -dojit
k jejich zdm&n&, poskozeni a zneidténi obalt a neZ4doucimu plsobeni atmosférickych
vlivil. Déle je tfeba zajistit, aby nenastaly zm&ny v mikrobidlnim slo¥eni vzorkd, tj. aby se
mikroorganismy ve vzorku nerozmnozovaly, neodumiraly, aby si podrZely Zivotaschopnost
a plivodni pofetni a druhové zastoupeni. Toho lze docilit Setrnym omezenim nebo
zastavenim metabolismu mikroorganism@, a to sniZenim teploty pod ristové minimum
nebo ve specifickych piipadech nékterymi chemickymi latkami (napt. konzerva&ni &inidla
pouZivand pro vzorky syrového kravského mléka uréeného k vySetfeni v centrlnich
laboratofich).

1.2.1. PFeprava vzorkf

Zvlastni pozornost musi byt vénovana zachovéani doporudenych teplot dchovy v prib&hu

pfepravy jednotlivych druht vzorkii:

- stabilni vyrobky — okolni teplota

- Cerstvé a chlazené vyrobky — rozmezi teplot 0 — 4 °C

- zmrazeri¢ a hlubokozmrazené vyrobky — teploty pod -18 °C

- pasterované a podobné vyrobky — rozmezi teplot 0 —4 °C

- zkaZené jednotky stabilnich vyrobki — rozmezi teplot 0 — 4 °C

- rychle se kazici potraviny (napf. vnitinosti, erstvé ryby) — musi byt pfi pfepravé
uchovavény pfi teploté v rozmezi 0 — 2 °C.

K pfepravé vzorkl se pouZivaji rizné izotermické obaly s chladicimi vloXkami nebo
spevnym CO, (suchy led), dile prenosné chladni¢ky, mrazici boxy, atd. Transportni
teplota musi byt dodrZena po celou dobu pfepravy do laboratote. Vzorky konzerv se
piepravuji v podminkéch, které vyluduji zmrznuti obsahu nebo poruSeni hermeti¢nosti
obalu. ZkaZené jednotky stabilnich vyrobkii musi byt prepravoviny v ochrannych
uzavienych obalech. Doba transportu vzorki by neméla pfesdhnout 6 hodin.

1.2.2. PFijem a uchovdvdni vzorkd v laboratofi

Pii pHjmu vzorkd v laboratoti se posoudi jejich stav, zkontroluje se, zda souhlasi udaje
uvedené v privodni dokumentaci a provede se zdznam o pijmu vzorkd do laboratorniho
deniku. Je-li stav vzorka neuspokojivy, nebo je-li jich nedostategné mnozstvi, musi
laboratof takové vzorky odmitnout. Obecné musi byt o vzorcich pfijatych do laboratore
vedena dokumentace tak, aby byl monitorovan jejich postup od okamZiku pHijeti az do

doby zpracovéni protokolu o vysledku zkouseni.

Zapis do laboratorntho deniku musi obsahovat zejména: pofadové &islo zéznamu, datum a
hodinu ptfjmu vzorkd, druh a mnoZstvi vzorkd, jejich charakteristiku, tidaje o vzorkovéni
(datum, zptisob vzorkovani, konzervace atd.), jméno a adresu majitele vzorkd, datum a
hodinu zahdjeni rozboru, zptisob ptipravy vzorki k rozboru, hmotnost navéZek a stupeti
fed®ni, zji$téné mikrobiologické ukazatele, jméno osoby, ktera vySetfeni provedla a
piipadn€ dal$i nezbytné udaje.

Zpracovani vzorkli v laboratofi by m&lo byt zahdjeno co- nejdfive po piijmu vzorkd. Po
celou dobu pfed zapodetim zkouSeni musi byt vzorky uchovévény v podminkach, které
bréni jakékoli zm&n& v poétu a sloZeni mikroorganismi p¥itomnych ve vzorcich.
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Pro jednotlivé druhy vzorki jsou piipustné fasledujici teploty a doby uchovy:

- stabilni vyrobky — zpracovat €O ‘moZné nejdiive a pfed datem ukongeni trvanlivosti,
uchovévat je lze pfi okolni teploté na suchém a chladném miste;

- &erstvé a chlazené vyrobky — zpracovat nejpozdgji do 24 hodin po piijmu, uchovavat v
rozmezi teplot 0 — 4 °C; je-li nutné dobu tchovy prodlouZit, vzorky se co nejrychleji
zamrazi na teplotu -18 °C a tato skuteCnost se uvede do protokolu o vysledku zkousent;

- pdsterované a podobné vprobky — zpracovat co moZna nejdiive a pfed ukonCenim
trvanlivosti, uchovavat v rozmezi teplot 0 — 4 °C;

- zkaZené jednotky stabilnich vyrobkii — zpracovat co mo¥na nejdiive (nejpozdgji do 48
hodin), uchovévat v rozmezi teplot 0 — 4 °C. Vysetfeni zkaZenych vyrobki se provadi
pouze ve zvlastnich pripadech, nikoli v ramci béZné kontroly.

1.3. Zpracovdni vzorki v laboratoFi

Laboratorni zpracovani vzorki se sklada z fady na sebe navazujicich pracovnich krokd,
zatinajicich otevienim obalti vzorkf, navéZenim (odméfenim) mnozstvi potfebného
k vySetfeni, homogenizaci vzorku, jeho nafedénim, o€kovanim do Zivnych pid a kultivaci.
PH stanoveni termorezistentnich mikroorganismil je soucasti zpracovani také tepelnd
inaktivace vzorku. Obecn& plati, Ze doba mezi ukondenim piipravy vychozi suspenze a
okamzikem, kdy dojde ke kontaktu inokula s ¥ivnou piidou nesmi presahnout 45 minut.

Aby nedoslo ke kontaminaci okoli a zkusebniho vzorku je vhodné pracovat ve zvlastnich
provoznich ‘mistnostech nebo v bezpetnostnich boxech. Jako prvni v potadi se zkousi
vyrobky obsahujici velmi malo mikroorganismt (napt. pasterované vyrobky) a teprve po
nich vyrobky s kontaminacf vySsi. -

1.3.1. Otevirdni oballl vzorki

Obal, v némz je vyrobek uloZen, se musi oteviit tak, aby bylo moZno odebrat navazku
- odpovidajici primémym hodnotdm celého vzorku a soucasné aby nemohlo dojit ke
kontaminaci vzorku. Neni-li moZno pracovat v bezpetnostnim boxu, provadgji se viechny
pracovni operace v blizkosti plamene. ’

Pted vlastnim otevienim se hermeticky uzaviené obaly omyji detergentem, oplachnou
&istou vodou a osusi. Déle je vhodné proveést i zkousku hermeti¢nosti obalu, a to uplnym
ponofenim konzervy do vody o teploté 85 °C na dobu 5 — 7 minut, kdy pozorujeme tvorbu
vzduchovych bublinek na obale. Jinou moZnosti je vyuZiti na vyvévu napojeného

anaerostatu & exikatoru, do kterého vloZime zkouSeny vyrobek. P netésnosti obalu.

dochézi pfi podtlaku k unikani obsahu konzervy. Nehermetické obaly se otfou vatovym

tamponem namod&enym v 70% etanolu, je-li to moZné opali se plamenem. Vzorky tekutych

nebo sypkych material se pfed otevienim promichaji desetindsobnym pfevracenim dnem
vzhtru nebo kruhovym pohybem. Vzorky zimrazenych vyrobkd se nechaji rozmrazit pii
teplot& 2 — 5 °C, navaZka se Zhotovi ihned po rozmrazeni, nejdéle do 18 hodin od po¢atku
rozmrazovani. Viechny néstroje, které se pouziji k otevieni obalu (otvira plechovek,
ntzky, niZ, atd.), musi byt sterilni.

Vzorkovhice, 1dhve & ptvodni spotfebitelske baleni (inimo konzerv) se v misté styku
s uzavérem otfou tamponem namocenym Vv 70% etanolu, ozehnou v plameni (dovoluje-li
-to material obalu) nebo se etanol necha samovolng odpafit. Obal se otevie (odtrhnutim,
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