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Pfedmluva

Tato norma nahrazuje normu GB 4789.26—2013 ,,Narodni norma pro bezpecnost potravin:
Mikrobiologické vySetieni potravin — VySetieni komer¢ni sterility*.
Ve srovnani s normou GB 4789.26—2013 jsou hlavni zmény v této normé nasledujici:
- byly doplnény definice obchodni sterility a kyselych potravin;
- byly doplnény postupy pro zkouseni obchodni sterility pti vyrobé potravin;
- byly odstranény pozadavky tykajici se opétovného vazeni po skladovani a metody
zkousky tésnosti uzavéru;
- byl zménén rozsah pouziti, definice potravin s nizkou kyselosti a kyselych potravin a
zkusebni postupy.
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Narodni norma pro bezpec¢nost potravin
Mikrobiologické vySetieni potravin
VySetreni komerc¢ni sterility

1. Rozsah

Tato norma stanovi postupy, faze zkousek, hodnoceni vysledkll a pozadavky na vykazovani v
oblasti zkousek komercni sterility potravin.
Tato norma se vztahuje na zkousky komer¢ni sterility potravin.

2. Terminy a definice

2.1 Komer¢ni sterilita

Stav, kdy potraviny po podrobeni odpovidajici tepelné sterilizaci neobsahuji ani patogenni
mikroorganismy, ani nepatogenni mikroorganismy schopné se v nich pii normalnich teplotach
mnozit.

2.2 Potraviny s nizkou kyselosti

Potraviny s rovnovaznym pH vysSim nez 4,6 a aktivitou vody vys$si nez 0,85 po sterilizaci.

2.3 Kyselé potraviny

Potraviny, které po sterilizaci, ale bez okyseleni, maji pH 4,6 nebo nizsi v samotném produktu
nebo v jeho tekutém prostiedi, pii aktivit¢ vody vyssi nez 0,85. Rajc¢atové produkty s pH
niz§im nez 4,7 se klasifikuji jako kyselé potraviny.

2.4 Okyselené potraviny

Potraviny okyselené¢ pifidanim reguldtori kyselosti nebo jinymi metodami okyseleni, v
diisledku ¢ehoz je aktivita vody vyssi nez 0,85 a rovnovazné pH je 4,6 nebo nizsi.

3. Vybaveni a materialy

Krom¢ standardnich materialti a vybaveni pro sterilizaci a kultivaci pouzivanych v
mikrobiologickych laboratofich jsou nezbytna také nasledujici zatizeni:

3.1 Chladnicka: 2 °C az 5 °C;

3.2 Inkubétor: 30 °C+ 1 °C,36 °C+1°C, 55 °C £ 1 °C;

33 Inkubaéni komora: 30 °C + 2 °C, 36 °C + 2 °C, 55 °C + 2 °C;

34 Vodni lazen s konstantni teplotou: 55 °C + 1 °C;

3.5 Homogenizator a sterilni homogenizac¢ni sacky, homogenizacni kelimky nebo treci
misky;

3.6 Potenciometricky métic¢ pH: ptesnost 0,01 pH;

3.7 Mikroskopické objektivy: 10x az 100x;

3.8 Otevira¢ na plechovky nebo nadoby;

3.9 Anaerobni inkubator (komora).

4. Kultivaéni média a ¢inidla

4.1  Zivna média: viz piiloha A.

4.2  Barvici roztok s krystalovou fialkou: viz A.8 v piiloze A.

4.3  Gramovo barvici roztok: viz A.9 v ptiloze A.

4.4 Sterilni fyziologicky roztok: viz A.10 v ptiloze A.

4.5  Xylen.

4.6  Roztok etanolu obsahujici 4 % jodu: Rozpust'te 4 g jodu ve 100 ml 70% roztoku
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etanolu.

4.7  75% roztok etanolu: Odméite zvIast' 75 ml bezvodého etanolu a 25 ml vody, dikladné
promichejte a odloZte stranou.

4.8  70% roztok etanolu: Odméite oddélené 70 ml bezvodého etanolu a 30 ml vody,
dikladné promichejte a odlozte stranou.

5. Zkouska komer¢ni sterility v oblasti obchodu s potravinami
5.1 Postup zkousky
Postup zkouSky komer¢ni sterility v oblasti obchodu s potravinami je zndzornén na obrazku 1.
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Obrazek 1: Postup zkousky komercni sterility pro sektor distribuce potravin
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5.2 Postup zkousky

5.2.1 Pftiprava vzorki

Po odebrani vzorkt je tfeba zaznamenat nazev produktu a ¢islo Sarze a oznacit povrch obalu
vzorku. Je tfeba se ujistit, Ze vzorky maji normalni vzhled, nejsou poSkozené, nevykazuji
stopy koroze (tykd se pouze kovovych oball), tniky nebo nafouklé obaly (v ptipadé
plechovek, sackt, lahvi, kelimki atd.), tj. nevykazuji Zadné viditelné nesrovnalosti.

5.2.2 UdrZovani teploty

Z kazdé¢ Sarze je tfeba uchovat jeden vzorek pro skladovani v chladnicce pfi teploté od 2 °C
do 5 °C jako kontrolni vzorek. Ostatni vzorky je tfeba skladovat pii teploté 36 °C £ 1 °C po
dobu 10 dnt.

Béhem tohoto obdobi je tfeba provadét denni kontroly. V ptipadé jakéhokoli nafouknuti
(nddob, sacku, lahvi, kelimkl atd.) nebo Uniku je tfeba dany vzorek okamzité odstranit.
Nasledné je tfeba pfistoupit k otevieni a kontrole v souladu s bodem 5.2.3 a zdokumentovat
vysledky.

5.2.3 Otevirani nadob na potraviny

5.2.3.1 VSechny vzorky uchovavané v teple je tieba pred otevienim ochladit na teplotu okoli,
aby bylo mozné provést kontrolu v aseptickych podminkach.

5.2.3.2 Pokud b¢hem ohtivani vykazuji jakékoli nadoby (sacky, 1dhve, kelimky atd.) bobtnani
nebo unik, je tfeba je okamzité vyhodit. Vzorky, které vyrazné bobtnaly, je tfeba nejprve
ochladit na teplotu 2 °C az 5 °C po dobu né€kolika hodin pfed otevienim nadoby s potravinami
za ucelem provedeni kontroly.

5.2.3.3 Po skonceni inkubacéni doby Ize v ptipad€ potieby vnéjsi povrchy vzorki ocistit teplou
vodou nebo detergentem. Po oplachnuti vodou je tieba je osusit sterilnim ru¢nikem (utérkou
nebo papirem) nebo dezinfikovanou vatou (namocenou v 75% roztoku etanolu). Vnéjsi
povrch je tfeba dezinfikovat ponofenim do 4% roztoku jodu a etanolu (nebo 75% roztoku
etanolu) na 30 minut a poté pted otevienim otfit do sucha sterilnim ru¢nikem. Alternativné l1ze
pied otevienim zapalit v uzaviené¢ komote, dokud se zcela nespali vSechny zbytky roztoku
jodu a etanolu na povrchu. po dobu 30 minut a poté pted otevienim osusit sterilnim ru¢nikem.
Alternativné je tfeba pfed otevienim zapalit nadobu v uzaviené komote, dokud nedojde k
uplnému spaleni vSech zbytkl roztoku jodu v ethanolu na povrchu (pénové vzorky a vzorky v
hotlavych obalech nelze zapalovat).

5.2.3.4 Vzorky pro testovani je tfeba otevirat v souladu s pozadavky aseptické techniky.
Vzorky obsahujici tekutiny je tieba pfed otevienim jemné protiepat. U kovovych nadob je
tteba pouzit sterilni otvirdk na konzervy nebo propichova¢ na konzervy, aby se vytvoril
dostatecné velky otvor na sterilizovaném hladkém povrchu, nebo je otevfit pfimo pomoci
uchytu. Pfi otevirdni je tfeba zabradnit poskozeni struktury vroubkovaného okraje. Ptred
kazdym otevienim se ujistéte, ze je otvirak na konzervy ve sterilnim stavu, aby se zabranilo
ktizové kontaminaci. U vzorkli v pruznych obalech lze k otevieni bez poskozeni uzavéru
pouzit sterilni ntizky.

Upozornéni: Siln¢ stlatené nadoby (plechovky, sacky, lahve, kelimky atd.) mohou prasknout
a potencialné¢ uvolnit toxické latky. Abyste piedesSli takovym rizikiim, zakryjte vzorek
sterilnim ru¢nikem nebo nad néj otocte sterilni trychtyft.

5.2.4 Skladovani vzork

Po otevieni pfeneste pomoci sterilni pipety nebo jiného vhodného néstroje alespon 30 ml (g)
obsahu do sterilni nddoby za aseptickych podminek. Skladujte v chladnicce pfi teploté od 2
°C do 5 °C. Tento vzorek miize byt
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pouzita k dal§imu zkouSeni v ptipadé potfeby a mize byt zlikvidovana po ziskani vysledkt
zkousek pro danou Sarzi.

5.2.5 Senzorické zkousky

V dobfe osvétlené, Cisté a bez zapachu zkuSebni mistnosti pielijte obsah vzorku do bilé
smaltované misky nebo sklenéné nadoby (v piipadé tekutych vzorki). Poté posud'te vzhled
produktu — jeho strukturu, tvar, barvu a vini — pozorovanim a c¢ichanim. U vzorki
obsahujicich pevné latky je tfeba na produkt zatlacit, aby se provétily jeho vlastnosti a zjistily
se pfipadné zndmky znehodnoceni. Soucasné je tfeba zkontrolovat vnitfek obalu a zaznamenat
vysledky.

5.2.6 Mg¢feni pH a analyza vysledka

5.2.6.1 M¢éteni

Konzervované potraviny je tieba stanovit podle metody uvedené v GB5009.237. U ostatnich
potravin je tieba postupovat podle tohoto postupu.

5.2.6.2 Analyza vysledkt

Porovnejte s kontrolnimi vzorky ze stejné SarZe uchovavanymi v chladniCce, abyste zjistili,
zda existuji vyznamné rozdily. Rozdil pH o 0,5 nebo vice se povazuje za vyznamny rozdil.
5.2.7 Barveni natérti a mikroskopické vysetieni

5.2.7.1 Ptiprava natéra

Z obsahu vzorku pfipravte natéry. U vzorkl obsahujicich tekutinu pouzijte kultivacni smycku
k preneseni tekutiny na mikroskopické sklicko. Vzorky potravin v pevném stavu lze natirat
piimo nebo pfed natfenim zifedit malym mnozstvim sterilniho fyziologického roztoku. Nechte
zaschnout a fixujte plamenem. U mastnych potravinovych vzorklti nechte natér pfirozené
zaschnout a fixujte plamenem. Poté omyjte odmastovacim prostiedkem, jako je xylen, a
nechte pfirozené zaschnout.

5.2.7.2 Barveni a mikroskopické vysSetieni

Natéry z bodu 5.2.7.1 obarvit roztokem krystalové fialové, aby se dosahlo
monochromatického zbarveni. Po zaschnuti proved’te mikroskopické vySetieni a pozorujte
alesponi pét zornych poli. Zaznamenejte morfologické znaky bakteridlnich bun€k a pocet
bakterii v kazdém zorném poli. Porovnejte s kontrolnim vzorkem ze stejné Sarze
uchovavanym v chladnicce, abyste zjistili, zda doslo k vyznamné proliferaci mikroorganismu.
Desetinasobny nebo vétsi nartist poctu bakterii se povazuje za vyznamnou proliferaci.

5.3  Vyhodnoceni vysledki a zprava

5.3.1 Pokud po zkousce skladovani pti zvySené teplot¢ vzorek nevykazuje zadné bobtnani
obalt (sklenic, lahvi, kelimk atd.) ani unik, je tfeba jej po ochlazeni otevfit. Je tfeba potvrdit,
ze nedoSlo k mnozeni mikroorganismii, a to senzorickym vySetfenim, méfenim pH a
mikroskopickym vySetfenim natérii. Vzorek lze poté povazovat za sterilni z obchodniho
hlediska.

5.3.2 Pokud po zkousce skladovani pii zvysené teploté¢ vzorek (plechovka, sacek, lahev,
kelimek atd.) nevykazuje vybouleni ani unik, ale po otevieni — na zaklad¢ organoleptického
vySetieni, méfeni pH a mikroskopického vysetieni natéru — byla potvrzena ptitomnost znamek
mnozeni mikroorganismi, vzorek se povazuje za komer¢né nesterilni (nedostatek komer¢ni
sterility).

5.3.3 Pokud vzorky vykazuji nafouklé obaly (sacky, lahve, kelimky atd.) s organoleptickymi
odchylkami nebo unikem pii zkouSce pii zvySené teploté, je tfeba je pfimo povazovat za
nekomer¢né sterilni (nedostatek komer¢ni sterility). V pfipadé nutnosti ovéfeni pficiny
nafouklych obalti, odchylek v pH nebo senzorickych odchylek ¢i mnozeni mikroorganismu
1ze uchované vzorky obsahu naockovat a kultivovat v souladu s ptilohou B a vysledky je tieba
nahlasit.
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6. Komer¢ni testy sterility ve vyrobé potravin
6.1 Postup komer¢nich test sterility ve vyrobé potravin
Postup komer¢nich testl sterility ve vyrob¢ potravin je zndzornén na obrazku 2.

Przygotowanie probki

v

Przechowywanie probki

v

Badanie pHiocena sensoryczna

v

Badanie barwienia 1 (lub) hodowla

v

Okreslenie sterylnosci komercyjnegj

Zgodny z sterylnogcia komercyina

Niezgodny z sterylnoécia komercyjna

'

Analiza przyvezyn niezgodnosci
(element opcjonalny)

Obrazek 2: Postup komerc¢niho testovani sterility v odvétvi vyroby potravin

6.2  Postup kontroly
6.2.1 Ptiprava vzorki

Po dokonceni vyroby a zpracovani potravin by vyrobni podnik mél stanovit vhodny plan
odbéru vzorkl a piijatelnou mez kvality (AQL) v souladu s charakteristikami produktu,
kvalitativnimi cili podniku, metodami sterilizace, specifikacemi, velikosti Sarze a dalSimi

faktory, a to na zakladé¢ piislusnych narodnich norem.

Po odebrani vzorki je tfeba je zkontrolovat a zaznamenat v souladu s cili kontroly. Je tfeba se
ujistit, ze vzorky maji normalni vzhled, nejsou poskozené, nevykazuji korozi (tyka se pouze
kovovych nadob), uniky ani zjevné nesrovnalosti, jako jsou vybouleni nadob (sacky, lahve,

kelimky atd.).
6.2.2 Udrzovani teploty

Vyrobci potravin mohou vypracovat protokoly pro udrzovani teploty vhodné pro kontrolu
svych produktl s odkazem na tabulku 1.
Vzorky je tfeba skladovat pii stanovené teploté v inkubatorech nebo komorach s konstantni

teplotou v souladu s protokolem.

Béhem skladovani je tieba provadét denni kontroly. Veskeré vyboulené
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nadoby (sacky, lahve, kelimky atd.) nebo Uniky je tfeba okamzité¢ odstranit, otevtit za icelem
kontroly v souladu s bodem 6.2.3 a zaznamenat.

Tabulka 1 Doporuceny €asovy a teplotni rezim inkubace vzorkl

Vlastnosti vzorku Typ Teplota (°C) Doba (d)
Tekuté
potravinaiske, jako 36+1 7
jsou mlééné vyrobky a
napoje
Produkty s nizkou Konzervy 361 10
kyselosti,

okyselené produkty | Potraviny s nizkou
kyselosti skladované

pfi teploté

nad 40 °C beéhem 55+1 6+1
planovaného
prodeje

Kyselé potraviny Konzervy, napoje 30+1 10

Poznamka: Ptipustna odchylka teploty v inkubatorech s konstantni teplotou miiZe Cinit
+2 °C.

6.2.3 Otevirani nadob s potravinami

Nadoby je tfeba otevirat v souladu s postupem uvedenym v bod¢ 5.2.3.

6.2.4 Skladovani vzorka

Po otevfeni je tfeba prenést alespont 30 ml (g) obsahu do sterilni nddoby pomoci sterilni pipety
nebo jiného vhodného néstroje za aseptickych podminek. Skladujte v chladnicce pfi teploté od
2 °C do 5 °C pro ptipadné provedeni dalSich zkouSek v souladu s pozadavky. Vzorek lze
zlikvidovat po ziskani vysledkli zkouSek pro danou SarZi. Otevienou nadobu se vzorkem je
tieba fadné zabezpedit pro ucely budouci kontroly nadob.

6.2.5 Senzorické zkouSky

Provést zkousku v souladu s postupy uvedenymi v bod¢ 5.2.5.

6.2.6 Stanoveni pH a analyza vysledkl

Vyrobci stanovi normalni rozsah kontroly pH pro tuto kategorii vyrobkl na zdkladé¢ jejich
vlastnosti. pH se stanovi v souladu s normou GB 5009.237 nebo pfislusnymi normami. Pokud
hodnota pH ptekrac¢uje normalni rozsah kontroly, je tieba provést mikroskopické vySetfeni s
barvenim.

6.2.7 Ptiprava natérQ, barveni a mikroskopické vySetfeni

6.2.7.1 Ptiprava natéra

Vzorky konzervovanych potravin, které jsou na zdklad¢ vysledki senzorického vySetieni
nebo vySetfeni pH povazovany za podezielé, jakoz i vzorky, u nichz je reakce pH b&hem
kazeni nespolehlivd (napf. maso, dribez, ryby), je tfeba podrobit barveni natéra a
mikroskopickému vySetfeni.

Z obsahu vzorku pfipravte natéry. U vzorkl obsahujicich tekutinu pouzijte kultivaéni smycku
k preneseni tekutiny na mikroskopické sklicko. Vzorky pevnych potravin lze natirat ptimo
nebo pfed natirdnim zfedit malym mnozstvim sterilniho fyziologického roztoku. Nechte
zaschnout a fixujte plamenem. U natéri z tuénych potravin nechte ptirozené zaschnout a
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fixujte plamenem pied omytim odmast’ovacim prostiedkem, jako je xylen, a nechte pfirozené
zaschnout.

6.2.7.2 Barveni a mikroskopické vySetieni

Natéry z bodu 6.2.7.1 obarvit roztokem krystalové fialové tak, aby se dosédhlo
monochromatického zbarveni. Po zaschnuti vySetfit pod mikroskopem a pozorovat alespon
pét zornych poli. Zaznamenat morfologické znaky bakteridlnich bunék a pocet bakterii v
kazdém zorném poli.

Vyrobci mohou stanovit kritéria pro urceni vyznamného mnozeni mikroorganismi na zékladé
vlastnosti produktu. Porovnejte s témito kritérii nebo s normalnimi vzorky ze stejné Sarze
(napt. ne nafouklé nadoby [sacky, lahve, kelimky atd.], vzorky bez senzorickych odchylek),
abyste posoudili, zda dochazi k vyznamnému mnozeni mikroorganismii.

6.2.8 Naockovani a kultivace

Béhem skladovani mohou byt vzorky vykazujici nafouknuti obal (sacky, lahve, kelimky
atd.), uniky nebo abnormadlni pH, senzorickou kvalitu nebo zkazeni po otevieni za ucelem
kontroly, jakoz 1 dalsi mikroskopické vySetfeni prokazujici abnormalni pocet bakterii, mohou
byt podrobeny mikrobiologickému kultivovani a analyze anomalii v souladu s ptilohou B.

6.3  Vyhodnoceni vysledkl a podavani zprav

6.3.1 Pokud po zkouSce teplotniho skladovani a senzorické kontrole, zkouSce pH,
mikroskopickém vySetfeni s barvenim nebo mikrobiologickém kultivovani zlistavaji nadoby
se vzorky (plechovky, sacky, ldhve, kelimky atd.) neporuSené a nevykazuji tiniky a zkouska
potvrdi, Ze nedochazi k mnozeni mikroorganismt, bude vzorek nahlaSen jako komercné
sterilni.

6.3.2 Pokud odebrany vzorek produktu nevykazuje po provedeni zkousky skladovani pfi
zvySené teploté zadné bobtnani (plechovky, sacky, 1dhve, kelimky atd.) ani Unik a senzoricka
zkouska, zkouSka pH, mikroskopické vySetfeni obarvenych vzorki nebo mikrobiologicka
kultivace

potvrdi mnoZeni mikroorganismti, méla by byt vzorek nahldSen jako komercné nesterilni
(nedostatek komercni sterility).

6.3.3 Pokud béhem zkousky skladovéani pii zvysSené teploté vykazuje odebrany vzorek
produktu vybouleni obalt (sacku, lahvi, kelimki atd.) spolu se senzorickymi odchylkami nebo
unikem, bude vzorek nahlasen jako komer¢né nesterilni (nedostatek komercni sterility).
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Priloha A
Zivna média a ¢inidla

A.1  Glukézovy bujén s bromkresolovou fialkou

A.1.1 Slozky

Pepton 10,0 g
Hovézi extrakt 30g
Glukéza 10,0 g
Chlorid sodny 50¢g
Bromkresolova fialova etanolu) 0,04 g (nebo 2,0 ml 1,6% roztoku

Destilovana voda 1000,0 ml

A.1.2 Priprava

Zahftejte a michejte vSechny slozky s vyjimkou bromkresolového fialového, dokud se
nerozpusti. Upravte pH na hodnotu 7,0 + 0,2. Pfidejte bromkresolovy fialovy.

Nalijte do zkumavek vybavenych malymi plnicimi trubi¢kami, po 10 ml do kazdé zkumavky.
Sterilizujte v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 10 minut.

A.2  Masovy vyvar

A2.1 Slozky

Hovézi extrakt 1000,0 ml
Pepton 30,0 g
Kvasnicovy extrakt 50¢g
Glukoza 30g
Dihydrogenfosfore¢nan sodny 50¢g
Rozpustny Skrob 20¢g
Zbytky mletého masa podle potieby

A.2.2 Prtiprava

A.2.2.1 Odvazit 500 g Cerstvého mleté¢ho hovéziho masa zbaveného tuku a pojivové tkané.
Ptidat 1000 ml destilované vody a 25,0 ml 1 mol/l roztoku hydroxidu sodné¢ho

Michejte a vaite po dobu 15 minut, nechte dikladné vychladnout, odstraite tuk z povrchu,
vyceite, ptefiltrujte a dopliite vodou na objem 1000 ml, abyste ziskali hovézi vyvar. Pridejte
vSechny slozky z bodu A.2.1 s vyjimkou zbytkd mletého masa a upravte pH na 7,8 + 0,2.

A.2.2.2 Zbytky mletého masa omyjte vodou a nechte na vzduchu vyschnout do polosuchého
stavu. Rozdélte je na porce o rozmérech 15 mm x 150 mm do zkumavek o vysSce 2 cm az 3
cm. Do kazd¢é zkumavky pridejte 0,1 g az 0,2 g praSkového redukovaného zeleza nebo malé
mnozstvi Zeleznych pilin. Do kazdé zkumavky nalijte tekuté Zivné médium ptipravené v bodé
A.2.2.1 tak, aby bylo naplnéno asi 1 cm nad povrch zbytki masa. Na povrch zivného média
naneste vrstvu roztavené vazeliny nebo tekutého parafinu o tloust'ce 0,3-0,4 cm. Sterilizujte
pti teploté 121 °C po dobu 15 minut.
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A3 Zivny agar

A3.1 Slozky

Pepton 10,0 g
Hovézi extrakt 30g
Chlorid sodny 50¢g
Agar 15,0g~20,0g
Destilovana voda 1000,0 ml

A.3.2 Priprava

VSechny slozky kromé& agaru rozpustte v destilované vodé. Pridejte pfiblizné 2 ml 15%
roztoku hydroxidu sodného a upravte pH na 7,2-7,4.

Pridat agar a zahtat k varu, aby se rozpustil. Nalit do kddinek nebo zkumavek o rozmérech 13
mm % 130 mm. Sterilizovat v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 15 minut.

A4  Kysely bujon

A.4.1 Slozky

Mnohondasobny pepton 50g
Kvasnicovy extrakt 50¢g
Glukoza 5,0g
Dihydrogenfosfore¢nan draselny 50¢g
Destilovana voda 1000,0 ml

A.4.2 Priprava
Slozky uvedené v bodé¢ A.4.1 zahiejte a michejte, dokud se nerozpusti. Upravte pH na
hodnotu 5,0 + 0,2 a sterilizujte v autoklavu pii teploté 121 °C po dobu 15 minut.

A.5  Vyvar s extraktem ze sladu
A.5.1 Slozky

Sladovy extrakt 150¢g
Destilovana voda 1000,0 ml

A.5.2 Ptiprava

Sladovy extrakt dikladné rozpust'te v destilované vod¢. Filtrujte ptes filtracni papir, upravte
pH na 4,7 £ 0,2, rozd¢€lte na porce a sterilizujte pii teploté 121 °C po dobu 15 minut.

A.6  Sabouraudiv agar s dextrozou

A.6.1 Slozky

Pepton 10,0 g
Agar 150¢g
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Glukéza 40,0 g
Destilovana voda 1000,0 ml

A.6.2 Pfiprava
Vsechny slozky rozpustit v destilované vodé¢, zahtat k varu, rozlit do banek, upravit pH na 5,6
+ 0,2 a sterilizovat v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 15 minut.

A.7  Agar s jatry a telecim masem

A.7.1 Slozeni

Jaterni extrakt 50,0 g
Teleci extrakt 500,0 g
Pepton ze srde¢niho svalu 20,0 g
Novy pepton 13¢g
Trypsinovy pepton 1.3¢g
Glukoza 50g
Rozpustny Skrob 10,0 g
Plazmaticka kasein (nebo kaseinat sodny) 20¢g
Chlorid sodny 50g
Dusi¢nan sodny 20¢g
Zelatina 20,0 g
Agar 150¢g
Destilovana voda 1000,0 ml

A.7.2 Piiprava

Vsechny slozky smichejte v destilované vodé. Upravte pH na hodnotu 7,3 + 0,2 a poté
sterilizujte pii teploté 121 °C po dobu 15 minut.

A.8  Barvici roztok s krystalovou fialkou

A.8.1 Slozky

Krystalova fialova 10g
95% ethanol 20,0 ml
1% vodny roztok amonného $tavelanu 80,0 ml

A.8.2 Ptiprava
1,0 g krystalické fialové barvy zcela rozpustte v 95% ethanolu a poté smichejte s 1%
roztokem amonného Stavelanu.

A.8.3 Metoda barveni
Natéry zpevnéte nad plamenem alkoholového hordku. Kapku po kapce ptidavejte barvivo
krystalové fialové, barvéte po dobu 1 minuty a poté oplachnéte vodou.

A.9  Roztoky pro barveni metodou Grama

A.9.1 Roztok barviva krystalické fialové podle A.8.
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A.9.2 Gramilv jodovy roztok

A.9.2.1 Slozky

Jod 1.0g
Jodid draselny 20¢g
Destilovana voda 300,0 ml
A.9.2.2 Priprava

Nejprve smichejte 1,0 g jodu s 2,0 g jodidu draselného. Pfidejte malé mnozstvi destilované
vody a intenzivné protiepavejte, dokud se latka zcela nerozpusti. Poté ptidejte destilovanou
vodu tak, aby se dosahl objem 300 ml.

A.9.3 Kontrastni roztok safraninu

A.9.3.1 Slozky

Safranin (7988) 0,25 g
95% ethanol 10,0 ml
Destilovana voda 90,0 ml

A.9.3.2 Zpisob ptipravy
0,25 g safraninu rozpust'te v ethanolu a poté zfed’te destilovanou vodou.

A.9.4 Metoda barveni

A.9.4.1 Natér fixujte nad plamenem, po kapkach ptidejte krystalovou fialovou barvivo,
barvéte 1 minutu a oplachnéte vodou.

A.9.4.2 Kapku po kapce ptidejte Gramlv jodovy roztok, nechte ptsobit 1 minutu a poté
oplachnéte vodou.

A.9.4.3 Piidejte 95% ethanol k odbarveni na 15-30 sekund, dokud nebude barvivo smyto;
vyhnéte se nadmérnému odbarveni. Oplachnéte vodou.

A.9.4.4 Kapku po kapce ptidejte kontrastni roztok, kontrastujte po dobu 1 minuty, oplachnéte
vodou, nechte zaschnout a poté vySetiete pod mikroskopem.

A.10 Sterilni fyziologicky roztok
A.10.1 SloZeni

Chlorid sodny 85¢g
Destilovana voda 1000,0 ml

A.10.2 Ptiprava
Odvazit 8,5 g chloridu sodného a rozpustit v 1000 ml destilované vody. Autoklavovat pfi
teploté 121 °C po dobu 15 minut.
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Priloha B
Odebrani vzorkii, inkubace a analyza odchylek

B.1  Oc¢kovani a inkubace produktii s nizkou kyselosti

B.1.1 U vzorkl potravin s nizkou kyselosti se na kazdy vzorek naockuji Ctyii zkumavky s
masovym bujonem, ktery byl zahiat na teplotu 100 °C a rychle ochlazen na pokojovou
teplotu. Soucasné se naockuji Ctyfi zkumavky s glukézovym bujonem s bromkresolovou
fialkou. Do kazdé zkumavky se naoci 1 ml (g) az 2 ml (g) vzorku (1 ml az 2 ml u tekutych
vzorkl, 1 g az 2 g u pevnych vzorki; v piipadé pritomnosti obou forem se pouzije polovina z
kazdé z nich). Podminky inkubace jsou podrobné popsany v tabulce B.1.

Tabulka B.1 — Zivna média pouzivana k kultivaci produktd s nizkou kyselosti (pH > 4,6):
masové médium a glukézovy bujon s bromkresolovou fiali

Kultivaéni médium Zkl:r(;cae“:ek Teplota inkubace (°C) Doba —

¢ (h)

Masové médium 2 36+l 96-120

Masové médium 2 55+1 24~72

Glukézovy bujon s

bromkresolovou fialkou 2 55+1 24~48

Glukézovy bujon s

bromkresolovou fialovou 2 36+l 96-120

B.1.2 Po inkubaci za podminek uvedenych v tabulce B.1 je tieba zaznamenat, zda v kazdé
zkumavce doslo k rtstu mikroorganismt. Pokud nebyl pozorovan rist mikroorganismt, je
tieba tento vysledek zaznamenat a zkumavky zlikvidovat.

B.1.3 Pokud se vyskytuje rGst mikroorganismt, pfipravte tekuty natér pomoci kultivacni
smycky a vySettete jej pod mikroskopem po obarveni Gramovou metodou. V ptipad¢, ze jsou
v zkumavkach s glukézovym bujonem s bromkresolovou fialkou pozorovany rizné
morfotypy mikroorganismt nebo vyluéné koky ¢i houby, je tfeba to zaznamenat a vzorky
vyfadit. Pokud v zivném médiu s masem nejsou piitomny tyCinky a kultury obsahuji koky,
kvasinky, plisn€ nebo jejich smési, je tfeba to zaznamenat a zkumavky vyhodit.

U zbyvajicich pozitivnich zkumavek s glukézovym bujonem s bromkresolovou fialkou a
zivnym médiem s masem je tieba samostatné provést povrchovy vysev klikatou metodou na
dve agarové desticky: jednu s agarem s jatry a telecim masem nebo s nutriénim agarem pro
aerobni kultivaci a druhou pro anaerobni kultivaci. Postup kultivace je znazornén na obrazku
B.1.

B.1.4 Je tfeba odebrat jednu kolonii z aerobni kultury a naockovat ji na Sikmy zivny agar za
ucelem pozd¢jsiho barveni Gramovou metodou a mikroskopického pozorovani. Z anaerobni
kultury je tfeba odebrat jednu kolonii, pfipravit natér a provést barveni Gramovou metodou
pro mikroskopické pozorovani. Jednotlivé
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kolonie z aerobni a anaerobni kultury je poté nutné naockovat do masového média (masové
médium s kousky masa) za ti€elem ziskani Cistych kultur.

B.1.5 Pfipravte natéry z kultivaci na zivném agaru a anaerobnim agaru s hovézim bujénem
pro mikroskopické vySetteni.

B.1.6 Naockujte aerobni kultury z ¢istych kultur na agarové desticky s hovézi jatrou nebo na
zivné agarové destiCky za Ucelem anaerobniho kultivovani. Naockujte anaerobni kultury z
¢istych kultur na agarové desticky s hovézi jatrou nebo na zivné agarové destiCky za ucelem
aerobniho kultivovani. To umozZiiuje odliSit fakultativni anaeroby.

B.1.7 V pfipadé nutnosti provést test na pfitomnost neurotoxinu Clostridium botulinum
naockujte typické kolonie na masovy bujon za ulelem ziskani Cisté kultury. Inkubujte pii
teploté 36 °C po dobu 5 dnil a poté proved’te test na pfitomnost neurotoxinu v souladu s GB
4789.12.

B.2  Ockovani a inkubace kyselych a okyselenych produkt

B.2.1 Na kazdou vzorku naockujte Ctyfi zkumavky s kyselym bujéonem a dvé zkumavky s
bujonem ze sladového extraktu. Do kazdé zkumavky naockujte 1 ml (g) az 2 ml (g) vzorku (1
ml az 2 ml u tekutych vzorki, 1 g az 2 g u pevnych vzorki; v piipad¢ vyskytu obou forem
pouzijte polovinu z kazdé z nich). Podminky kultivace jsou uvedeny v tabulce B.2.

Tabulka B.2 — Zivna média pouzivana k naotkovani kyselych a okyselenych produkti: kysely
bujon a bujon s extraktem ze sladu

Kultivaéni médium Pocet Teplota inkubace (°C) | 1y ) inkubace (h)
zkumavek
Kysely bujon 2 55+1 48
Kysely vyvar 2 30+1 96
Vyvar oz sladovym 5 3041 96
sladovym

B.2.2 Po inkubaci za podminek uvedenych v tabulce B.2 je tfeba zaznamenat, zda v kazdé
zkumavce doslo k ristu mikroorganismi. Pokud nebyl pozorovéan rlist mikroorganismd, je
tteba tento vysledek zaznamenat a zkumavky zlikvidovat.

B.2.3 U zkumavek, v nichz byl zaznamenan rist mikroorganismt, je tieba pfipravit piimy
natér z inkubovaného obsahu, provést barveni podle Grama a vysetfit pod mikroskopem. Je
tfeba zaznamenat pozorované mikroorganismy.

B.2.4 V piipadé vyskytu riistu mikroorganismii v okyseleném masovém bujonu nebo bujonu
z sladového extraktu pfi teploté¢ 30 °C je tfeba kazdou zkumavku s pozitivnim vysledkem
naockovat na dvé agarové desticky s zivnou smési nebo agarové desticky s zivnou smeési
Sabouraud s dextr6zou: jednu pro aerobni kultivaci a druhou pro anaerobni kultivaci.

B.2.5 V ptipadé¢ vyskytu riistu mikroorganismi v okyseleném masovém bujonu pii teploté 55
°C naockujte kazdou zkumavku s pozitivnim vysledkem na dvé agarové desticky s Zivnou
pudou: jednu pro aerobni kultivaci a druhou pro anaerobni kultivaci.
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Na destickéach vykazujicich rist provedte barveni, ptfipravu néatérii a mikroskopické vysetteni
a zaznamenejte pozorovanou morfologii mikroorganismi.
Postup kultivace je znazornén na obrazku B.2.

B.2.6. Vyberte jednu kolonii z agarové desticky s zivhym médiem nebo z Sabouraudovy
agarové desticky s dextrézou, inkubované aerobné pii teploté¢ 30 °C. Naockujte na agarové
médium pro nasledné barveni podle Grama a mikroskopické vySetteni. Soucasné naockujte do
okyseleného bujonu nebo bujonu s extraktem sladu za ucelem ziskani ¢isté kultury.

Vyberte jednu kolonii z agarovych desti¢ek s Zivnou smési nebo Sabouraudovych agarovych
desti¢ek s dextrozou, kultivovanych anaerobné pii teploté 30 °C. Naockujte do okyseleného
bujonu nebo bujonu s extraktem ze sladu za ucelem ziskani Cisté kultury.

Vyberte jednu kolonii z agarovych desti¢ek s Zivnym médiem kultivovanych aerobné pfti
teplote 55 °C. Naockujte na agarové médium za ti¢elem nésledného barveni metodou Grama a
mikroskopického vySetfeni. Soucasné naockujte okyseleny masovy vyvar za ucelem ziskani
cisté kultury.

Vyberte jednu kolonii z agarovych desticek s zivnym médiem kultivovanych anaerobné pfi
teplote 55 °C a naockujte ji do okyseleného masového bujonu za ucelem ziskani ¢isté kultury.

B.2.7 Ptipravte natéry z kultivaci na zivném agaru pro mikroskopické vySetfeni. Ptipravte
natéry z okyselenych kultur masového bujonu nebo bujéonu ze sladového extraktu
kultivovanych anaerobné pfi teplot¢ 30 °C a z okyselenych kultur masového bujonu
inkubovanych anaerobné pfi teploté 55 °C pro mikroskopické vySetieni natéra.

B.2.8 Cistou kulturu ziskanou z aerobni kultivace pii 30 °C je tieba naotkovat na desticky s
zivnym agarem nebo Sabourova agaru s glukdzou a inkubovat v anaerobnich podminkach.
Cistou kulturu ziskanou z anaerobniho kultivace pii 30 °C je tfeba naockovat na desticky s
zivnym agarem nebo Sabouraudovym agarem s glukdzou a inkubovat za aerobnich podminek.
Cistou kulturu ziskanou z aerobni kultivace pti 55 °C je tfeba naockovat na desti¢ky s zivnym
agarem a inkubovat v anaerobnich podminkach.

Cistou kulturu ziskanou z anaerobni kultivace pii 55 °C je tieba naotkovat na desticky s
zivnym agarem a inkubovat za aerobnich podminek.

Na zékladé vysledki téchto kultivaci se urci, zda je zkoumany kmen fakultativné anaerobni
bakterii.
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Obrazek B.1 — Postup odbéru vzorki a kultivace potravin s nizkym obsahem kyselin
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Obrazek B.2 — Postup pii odbéru vzorki a kultivaci kyselych a okyselenych potravin




Pracovni preklad

B.3  Analyza vysledkl

B.3.1 Pokud ve vzorku odebraném z nabobtnalé nadoby nebyl zjistén rliist mikroorganismi,
mohlo byt bobtnani zplisobeno vodikem vzniklym v dusledku reakce mezi obsahem a
kovovou nddobou. Mnozstvi vzniklého vodiku zavisi na dobé skladovani a podminkach.
Nadmérné naplnéni mize také zplsobit mirné nafouknuti, coZ lze zjistit vaZenim, aby se
ovéftilo, zda bylo pfic¢inou nadmérné naplnéni.

Pozorovani smiSené bakterialni flory v pfimych natérech, ale absence ristu po kultivaci,
naznacuje zkazeni produktu pted sterilizaci. Je to zplisobeno riistem bakterii pfed uzavienim
nadoby, coz vede k abnormélnimu pH produktu, zdpachu a morfologii tkané.

B.3.2 Jsou-li nadoby na potraviny spravné uzavieny a za podminek kultivace pfi teploté 36
°C se vyvijeji pouze bakterie rodu Bacillus, jejichz odolnost vici teplu nepiesahuje odolnost
Clostridium botulinum, naznacuje to nedostate¢nou sterilizaci béhem vyroby.

B.3.3 SmiSené kolonie slozené z tycinek, kokii a hub naznacuji Gnik z nddoby na potraviny.
Miize to také vyplyvat z nedostatecné sterilizace, ale v takovych ptipadech bude tempo ristu
celé Sarze vyrazné zvysené.

B.3.4 Pozorovani tvorby kyseliny a plynu v gluk6zovém bujonu s bromkresolovou fialkou
pii teploté 36 °C nebo 55 °C. Tvorba kyseliny naznacuje rozvoj mezofilnich mikroorganismd,
jako jsou kyselinu snaSejici druhy Bacillus, nebo termofilnich mikroorganismt, jako je
Bacillus tearothermophilus.

Rist bakterii a tvorba plynt pfi teplot€¢ 55 °C v masovém bujonu, doprovazena zapachem,
naznacuje kazeni zptsobené termofilnimi anaerobnimi bakteriemi rodu Clostridium.

Rist a tvorba pachnoucich plynt pii teploté 36 °C v masovém vyvaru, s pod mikroskopem
viditelnymi sporami, naznacuje, ze kazeni muze byt zpusobeno Clostridium botulinum,
Clostridium sporogenes nebo Clostridium perfringens. V piipad¢ potieby lze provést dalsi
testy na pritomnost botulotoxinu.

B.3.5 Kazeni kyselych potravin je obvykle zplGsobeno bakteriemi rodu Lactobacillus a
kvasinkami, které netvoii spory. Kazeni bakteriemi rodu Bacillus se obvykle nevyskytuje pii
pH niz§im nez 4,6. Zkazeny rajcatovy kecup nebo vyrobky z rajcatové stavy vsak nevykazuji
nadymani, ale vydavaji zapach, s poklesem pH nebo bez n¢j, coz Ize obvykle ptipsat acrobnim
bakteriim rodu Bacillus.

B.3.6 Ngkteré¢ konzervované produkty mohou obsahovat spory termofilnich bakterii v
disledku nedostatecné intenzity sterilizace nebo nestandardnich postupt chlazeni. Tyto spory
zustavaji za normalnich skladovacich podminek v dormantnim stavu, ale mnozi se, jsou-li
produkty skladovany pti zvysené teplote (50-55 °C), coz vede ke zkazeni. Termofilni
kyselotolerantni druhy Bacillus a termofilni Bacillus cereus zptisobuji kazeni kyselych a nizko
kyselych potravin, aniz by dochazelo k nafukovani obali. Kultivace pii teploté 55 °C neméni
vzhled obalu, ale zptisobuje vznik nepiijemného zapachu, s poklesem pH nebo bez n¢;.



Pracovni preklad

C. pasteurianum je termofilni anaerob, ktery miiZze zplsobit nafouknuti a neptijemny zapach
produktu.

Termofilni anaerobni bakterie mohou také produkovat plyn. Rychlé mnozeni bakterii po
pocateCnim ristu mize ztizit urceni, zda je nafouknuti zplisobeno plisobenim vodiku nebo
plynu produkovaného termofilnimi anaerobnimi bakteriemi.

Chemicky rozklad zptsobuje vznik oxidu uhli¢itého, zejména v koncentrovanych potravinach
obsahujicich cukry a nékteré kyseliny, jako je rajcatovy koncentrat, melasa, sladké napln¢ a
konzervované ovoce s vysokym obsahem cukru. Tento rozklad se zrychluje s rostouci
teplotou.

B.3.7 U asepticky plnénych a béznych produkti je tfeba pfimé natéry izolujici jakékoli
mikroorganismy povaZovat za laboratorni kontaminaci. Pro potvrzeni kontaminace je tfeba
izolované Zivé mikroorganismy za aseptickych podminek naockovat do jiného normalniho
kontrolniho vzorku, uzavfit jej a inkubovat pfi teploté¢ 36 °C po dobu 14 dnl. V pfipadé, Ze
dojde k nafouknuti nebo zhorSeni kvality produktu, je nepravdépodobné, Ze by tyto
mikroorganismy pochézely z piivodniho vzorku. Pokud vzorek ziistane plochy, je tfeba baleni
oteviit za aseptickych podminek a opakovat vyse popsany postup kultivace. Pokud se znovu
zjisti stejny mikroorganismus a produkt zlistane normalni, povaZuje se za komer¢né sterilni,
protoze tento mikroorganismus se béhem bézné prepravy a skladovani nerozmnozuje.

B.3.8 Pokud se samotnd potravina zakali, nemusi kultivace v bujonu poskytnout
jednoznacné vysledky. V takovych ptipadech je nutnd dalsi kultivace, aby se zjistilo, zda
dochazi k rtistu mikroorganismu.



