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Pekovski izdelki so velik del naSe prehrane, proizvajalec pa mora skrbno nadzorovati

zdravstveno ustreznost izdelkov, ki vkljucuje tudi mikrobiolosko ustreznost zivil.
Namen nase diplomske naloge je bila primerjava klasi¢nih mikrobioloskih metod s testi
RIDA®COUNT. Za preiskavo smo vzeli 11 razli¢nih naravno kontaminiranih mini
pekovskih izdelkov. lzvedli smo mikrobioloSke preiskave s tristopenjskim planom
vzorenja za bakterije vrst E. coli in S. aureus, enterobakterije in skupno Stevilo
mikroorganizmov (SSMO). Vsa mikrobioloska gojis¢a smo pripravili po navodilih
proizvajalcev, prav tako smo glede na navodila izvedli vse klasi¢ne in alternativne
mikrobioloSke preiskave. Rezultati kvantitativne dolocCitve bakterij vrste E. coli so
pokazali, da smo pri vseh vzorcih dobili enake rezultate ne glede na uporabljeno
mikrobiolosko metodo. Pri bakterijah vrste S. aureus so se rezultati ujemali pri 55 %
vzorcev, medtem ko smo enako povpre¢no stevilo SSMO dobili pri 66 % vzorcev.
Statisticno visje povprecno Stevilo koliformnih bakterij smo dobili s klasi¢no
mikrobiolosko preiskavo. Primerjava c¢asa potrebnega za izvedbo posamezne
mikrobioloSke preiskave in zahtevnosti metod glede priprave in izvedbe preiskave je
pokazala, da so testi RIDA®COUNT hitrejSi in manj zahtevni. Ocena stroskov
posamezne mikrobioloSke preiskave z upoStevanjem le stroSkov materiala za izvedbo
posamezne mikrobioloSke preiskave je pokazala, da so testi RIDA®COUNT drazji. Ob
upoStevanju vseh dejavnikov primerjave so naSi rezultati pokazali, da so bili testi
RIDA®COUNT za dolo¢anje SSMO in bakterij vrst E. coli in S. aureus primerni za
hitro, enostavno in stroSkovno opravi¢eno mikrobiolosko preiskavo.
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Bakery products are a big part of our diet and during manufacturing process is

essential to ensure microbiological safety. The aim of our thesis was to compare
traditional microbiological methods with RIDA®COUNT tests. For the purpose of
our research we analysed 11 different naturally contaminated mini bakery products.
Quantitative testing was carried out with three stage plan of sampling for
investigating microorganisms such as E. coli, S. aureus, enterobacteria and aerobic
plate count (PC). All the microbiological media and procedures were prepared and
carried out according to manufacturer's instructions. Quantative results for E. coli,
showed the same average number in all the samples, no matter which method we
used. For S. aureus we got the equivalent results in 55 % of samples and PC the
same average number in 66 % of samples. Statistically higher results of average
number showed only for enterobacteria using classical microbiological method.
Time consumption regarding preparations needed to carry out each method,
complexity of preparation and executions showed that RIDA®COUNT tests are
quicker and less demanding. When compared prices of individual culture media and
RIDA®COUNT test, results showed that RIDA®COUNT test are more expensive
than traditional microbiological culture media. Our results showed, when
considering all aspects of our research, were RIDA®COUNT tests for
determinateing PC, E. coli and S. aureus suitable for rapid results with user friendly
and cost justificated microbiological analysis.
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1 UvOD

Pomembna naloga zivilskopredelovalne industrije je zagotavljanje visoke zdravstvene
ustreznosti Zivil. Z uporabo mikrobioloskih kriterijev dolo¢imo meje sprejemljivost
proizvoda ali serije zivil, na osnovni odsotnosti ali prisotnosti oziroma Stevila dolo¢enih
mikroorganizmov, vkljuéno s paraziti in/ali koli¢ino njihovih toksinov/metabolitov v
doloCeni masi, volumnu, na doloeni povrSini ali doloCeni seriji zivil. Mikrobioloski
Kriteriji za Zivila nam omogocajo dolociti ustreznost proizvoda ali cele proizvodnje serije
Zivil. Z uporabo mikrobioloskih kriterijev opredelimo mikrobiolosko varnost Zivila glede
na njegovo namembnost in upoStevanje roka uporabnosti, ugotovimo ali je bil nek planiran

postopek pravilno izveden (toplotna obdelava Zivila) (Klun in Sedlbauer, 2004).

Z vse ve€jo svetovno oskrbo hrane so mikrobioloSka preiskovanja Zivil v porastu. Kljuéni
za to so Stevilni dejavniki, med njimi tudi povecan obseg zivilskih proizvodov, predvsem
pa povedanje tevila prebivalstva. Stevilo mikrobioloskih preiskav in s tem 3tevilo vzorcev
zivil se poveCuje tudi zaradi vedno novih predpisov o higieni Zivil (Gorris, 2005). S
povecanim obsegom mikrobioloskih preiskav, lahko klasiéne mikrobioloSke metode
postanejo neprimerne za preiskovanje Zivil, saj je njihova izvedba dolgotrajna. Zato se

povecuje povprasevanje po alternativnih metodah, kot so testi, z Ze vnaprej pripravljenimi

.....

Pekovski izdelki so pomembna osnovna zivila v vecini drzav in kultur. Pekovski izdelki in
zita so dragocen vir hranilnih snovi v nasi prehrani. V zadnjih desetletjih se je povecala
raznovrstnost in obseg prodaje kruha in drugih pekovskih izdelkov (Saranraj in Geetha,
2011). Pekovski izdelek je izdelek, ki je po ustreznem tehnoloSkem postopku izdelan iz Zit
in mlevskih izdelkov, vode oziroma druge ustrezne tekocine, pekovskega kvasa ali drugega
sredstva za vzhajanje, dovoljenih aditivov ter drugih surovin, ki ustrezajo predpisani
minimalni kakovosti (Pravilnik ..., 2008). Fini oziroma mini pekovski izdelki so izdelki
narejeni iz razli¢nih vrst moke, sladkorja, mascob in drugih sestavin, pod pogojem, da je v
kon¢nem izdelku vsebnost sladkorja oziroma mascobe vecja od 5 odstotkov, ra¢unano na

suho snov (Pravilnik ..., 2008).
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1.1 CILJI NALOGE

Cilj naloge je bil primerjati postopke in rezultate mikrobioloskih preiskav dobljene s testi
RIDA®COUNT =za dolocanje bakterij vrst Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
enterobakterije, ter skupno Stevilo mikroorganizmov (SSMO) in enake parametre dobljene
s klasi¢nimi mikrobioloskimi metodami. Primerjali smo posamezen postopek, ¢as in
zahtevnost izvedbe ter material in stroSke posamezne mikrobioloSke preiskave. Primerjavo
smo izvajali na naravno kontaminiranih vzorcih mini pekovskih izdelkov narejenih iz

listnatega, listnato kvasSenega, kvasenega in krhkega testa.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Predpostavili smo naslednje delovne hipoteze:
e Rezultati testov RIDA®COUNT so primerljivi z rezultati klasi¢nih mikrobioloskih
metod.
e Izvedba mikrobioloske preiskave s testi RIDA®COUNT je hitrejSa v primerjavi s
klasi¢no mikrobioloSko metodo.
e Testi RIDA®COUNT so manj zahtevni za izvedbo glede opreme in prostora v
primerjavi s klasiénimi mikrobioloskimi metodami.

e Testi RIDA®COUNT so drazji kot gojisca za klasi¢ne mikrobioloske metode.
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2 PREGLED OBJAV

V zivilu pri normalnih razmerah so prisotne naravno prisotne vrste mikroorganizmov in
druge vrste mikroorganizmov, ki so iz zunanjega vira, kateremu so izpostavljena Zivila v

Casu proizvodnje do uporabe (Ray in Bhunia, 2008).

Tradicionalno so pekovski izdelki obravnavani kot mikrobiolosko stabilno zivilo in varno
za uzivanje. Stabilnost teh Zivil je predvsem posledica nizke vsebnosti vode (a,), kar

oteZuje rast in razmnoZevanje mikroorganizmov (Craven in sod., 1975).

2.1  MIKROORGANIZMI, ZNACILNI ZA PEKOVSKE IZDELKE

Mikroflora Zit in Zitnih izdelkov je raznolika in vkljucuje plesni, kvasovke,
mle¢nokislinske bakterije, bacile (Bacillus spp.), patogene bakterije, koliformne bakterije
in enterokoke. Patogeni mikroorganizmi, ki so prisotni v zitnih zrnih in zitnih proizvodih
so bakterije vrst Bacillus cereus, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens,
Escherichia coli, Salmonella, in Staphylococcus aureus. Koliformne bakterije in
enterokoki so tudi kot kazalniki neustreznega ravnanja med procesi in moznost fekalne

kontaminacije (Bullerman in Bianchini, 2009).

2.1.1 Enterobacteriaceae

Enterobakterije so velika skupina bakterij, ki spadajo v druzino Enterobacteriaceae. So
palicaste, fakultativno anaerobne, gramnegativne bakterije (Pandey in sod., 2000). Druzina
vkljucuje stevilne rodove kot so: Escherichia, Shigella, Salmonella, Enterobacter,
Klebsiella in druge. Nekatere enterobakterije kot na primer bakterije vrste E. coli, so del

naravne mikroflore ¢revesja ljudi in Zivali (Brooks in sod., 2013).

Za druzino Enterobacteriaceae je znacilno, da so gibljive palcke, ki dobro rastejo na
peptonu in na gojis¢u MacConkey. Poleg tega fermentirajo glukozo ob tvorbi kisline in
plina in so katalaza pozitivne (Brooks in sod., 2013). Za enterobakterije so hranilne potrebe
minimalne, kljub temu pa rodovi Enterobacter, Proteus in Shigella za optimalno rast
potrebujejo nikotinsko kislino, bakterije rodu Salmonella pa triptofan (Pandey in sod.,
2000). Patogene enterobakterije so bakterij rodov Salmonella, Shigella in Yersinia.

Oportunisti¢no patogene so: bakterije vrste E. coli in rodu Proteus (Nahberger Mar¢ic,
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2008). Bakterije vrste E. coli so naravno prisotne v ¢revesni mikroflori, medtem ko druge
enterobakterije (Proteus, Enterobacter, Klebsiella, Citobacter in druge) so manj pogosto
prisotne v zdravi ¢revesni mikroflori (AAP, 2009). Enterobakterije so pomemben vzrok za
resne okuzbe in mnogi izmed najpomembnejSih ¢lanov te druzine postajajo vedno bolj
odporni na antibiotike (Paterson, 2006). Med higienskimi indikatorji v zivilstvu se

enterobakterije uporabljajo kot parameter dolocanja higiene (Jay in sod., 2005).

Bakterije rodu Salmonella so pali¢aste in gibljive, znacilno za njih je, da fermentirajo
glukozo in manozo brez tvorbe plina, vendar ne fermentirajo laktoze in saharoze. Veéina
bakterij rodu Salmonella proizvaja vodikov sulfid. PrenaSajo se z mesom in Zzivili
zivalskega izvora na Cloveka, kjer povzrocajo entritis, sistemsko okuzbo c¢revesja in
vro¢ino. Znanih je ve¢ kot 2500 serotipov salmonel, vklju¢no z ve¢ kot 1400 kateri so
patogeni za ljudi. Stiri serotipe, ki povzro¢ajo &revesna obolenja je mogoée prepoznati v
klini¢énem laboratoriju z biokemijskimi in seroloskimi testi. Ti serotipi so S. paratiphy (iz
seroloSke skupine A), S. paratiphy B (iz seroloske skupine B), S. choleraesuis (seroloska
skupina C1) in S. typhi (seroloska skupina D). Vir okuzbe so kontaminirana hrana in
pijaca. Voda se kontaminira z blatom, mleko in drugi mlecni izdelki (sir, smetana,
sladoled) zaradi neustrezne pasterizacije. Meso in mesni izdelki se kontaminirajo preko
okuzene zivali ali s fekalijami glodavcev ali ljudi. Za prepre¢evanje in nadzor je treba

sprejeti sanitarne ukrepe za preprecitev kontaminacije zivil in vode (Brooks in sod., 2013).

Pri ¢loveku povzrocajo razlicne okuzbe, kot so klicenostvo brez simptomov, vnetje
zelod¢Ene in Crevesne sluznice z bljuvanjem in diarejo. Bolezni, ki jih povzrocajo bakterije
rodu Salmonella imenujemo salmoneloze (ZZV, 2013). Salmoneloza je ena izmed splosno
raz$irjenih okuzb s hrano, saj je po celem svetu pri ljudeh vec kot deset milijoni primerov
prijavljenih na leto (WHO, 2013). Bakterije rodu Salmonella, lahko povzrocijo dve vrsti
bolezni: netifusno salmonelozo in trebusni tifus. Netifusne salmoneloze so neprijetne
vendar brez hujsih tezav (ZZV, 2013). Trebusni tifus, ki ga povzrocajo bakterije vrste S.
typhi je huda sistemska bolezen, ki poteka z vro¢ino in trebusnimi tezavami, smrtnost je
deset odstotna. Trebusni tifus se prenasa s hrano ali pijaco, ki se kontaminirajo preko
kuzne osebe, ki ravna s hrano ali pijaco ali preko fekalne okuzbe vode, ki se uporablja za

pitje ali pranje zivil (CDC, 2013).
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Rod bakterij Yersinia ima 11 vrst in 4 so patogene vendar le bakterije vrst Y. enterocolitica
in Y. pseudotuberculosis, povzro¢ajo gastroenteritis. Bakterije rodu Yersinia so
gramnegativne majhne pali¢ice. So psihrotrofni mikroorganizmi (lahko Zivijo pri nizkih
temperaturah) vendar je znano, da lahko prezivijo tudi pasterizacijo. Tako bakterije vrst Y.
enterocolitica in Y. pseudotuberculosis, lahko rastejo pri pH od 4 do 10, optimalen pH je
7,6. Najdemo jih v Zivilih, ki so hranjena v hladnih razmerah (okoli 4 °C), v atmosferi brez
Kisika, Zivilih Zivalskega izvora, v kuhanih jajcih, v kuhanih ribah, v pasteriziranemu
mleku, skuti in drugje. Infektivni odmerek za loveka je med 10% in 10° celic. Inkubacijska
doba je med 1 in 11 dnevi, je pa znano, da lahko ta doba traja tudi nekaj mesecev. Najbolj
dovzetni za okuzbo s to vrsto bakterij so otroci, bolni ljudje, starejsi in ljudje s terapijo z
imunosupresivi (FDA, 2012).

Bakterije rodu Klebsiella so palicaste, gramnegativne in negibljive, ki lahko rastejo ob
prisotnosti amonijevih ionov ali soli nitratov. Dobro rastejo pri temperaturi 30-35 °C,
dobro izkoris¢ajo sladkorje, tvorijo encim lizin dekarboksilazo (LDC) ali araginin
dihidrolazo (ADH). Te bakterije pogosto najdemo v zemlji, vodi in na zelenjavi. So
pogosto odgovorne tudi za mastitis pri Zivalih. Bakterije rodu Klebsiella so znane kot za
¢loveka oportunisti¢ni patogeni. Prisotne so pri bolni$ni¢nih pacientih, ki zastopajo 3-8 %
vseh bolni$ni¢nih okuzb. Vecinoma jim pripisujemo simptome okuzbe se€il in dihalnih
organov, kot tudi rane mehkega tkiva. V zadnjih desetletjih se je stopnja odpornosti na
antibiotike pri bakterijah rodu Klebsiella povecala (Brisse in sod., 2006). Za preprecevanje
okuzb moramo skrbeti za osebno higieno pri pripravi zivil, primerno kuhanje hrane ter

dobro shranjevanje zivil (Pandey in sod., 2000).

Druzina Enterobacteriaceae vkljucuje nekatere bolj pogosto preiskovane mikroorganizme,
saj so patogeni in pogosto odgovorni za okuzbe s hrano. Poznanih je veliko patogenih
bakterij te druzine, med drugimi tudi bakterije vrste E. coli O157: H7, velikokrat
odgovorne za okuzbe s hrano. V Preglednici 1 so povzete patogene bakterije druzine

Enterobacteriaceae (Baylis in sod., 2011).
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Preglednica 1. Patogene bakterije druzine Enterobacteriaceae (Baylis in sod., 2011).

Vrsta bakterij

Klini¢ni znaki

Cronobacter spp.

Neonatalni meningitis (moZganski absces/ oblikovanje

ciste).

Enterovazivne E. coli
(EIEC)

Razjede ¢revesja, vodena diareja, okuZeno blato (griza).

Enterotoksigene E. coli
(ETEC)

Akutno vodena diareja, po navadi brez krvi, ob

prisotnosti sluza ali gnoja.

Enteroagregativne E.
coli (EAEC)

Dolgotrajna diareja.

Eneropatogene E. coli
(EPEC)

Akutna diareja (Se posebej dovzetni otroci pod 1 letom

starosti).

Enterohemoragicne E.

coli (EHEC)

Diareja ob prisotnosti krvi, hemoliticno uremic¢ni sindrom

(HUS).

Salmonella

(netifusna salmoneloza)

Slabost, diareja, bruhanje, trebuSne bolecine in povisana

telesna temperatura.

Salmonella

(trebusni tifus

/paratifus)

PoviSana telesna temperatura, zaprtje, izpuscaji, lahko

razli¢na nevropsihoti¢na stanja, ...

Shigella spp.

Diareja, vro€ina, slabost, bruhanje, kré¢i v trebuhu,

vrtoglavica,...

Yersinia enterocolitica

Siroka paleta simptomov, odvisni od seva, odmerka in
dovzetnosti in starosti gostitelja. Lahko tudi diareja z

vroc¢ino, vnetjem bezgavk,...

6



7

Gostec¢nik M. Primerjava klasi¢nih in alternativnih mikrobioloskih preiskav mini pekovskih izdelkov.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2014

2.1.2 Bakterije vrste Escherichia coli

Bakterije vrste E. coli najdemo v ¢revesju ¢loveka in zivali. So gramnegativne palicice, ki
sodijo v druzino Enterobacteriaceae. Bakterije vrste E. coli so najpogosteje uporabljene kot
indikatorski mikroorganizem sveze fekalne kontaminacije. Tvorijo plin in kislino iz
laktoze pri temperaturi 44-45,5 °C in sodijo med fekalne koliformne bakterije. Bakterije
vrste E. coli lahko najdemo tako v surovih zivilih, kot so mleko, smetana, ribe, zelenjava
kot tudi pri slabi toplotni obdelavi mesa (Pandey in sod., 2000). Na mesu, ribah in v mleku
se hitro razmnozujejo in povzro¢ajo zakisanje ter kvar (Adamic¢ in sod., 2003). Bakterije
vrste E. coli so komenzali, saj fermentirajo za nas neprebavljive snovi, v prebavilih §¢itijo

pred vdorom patogenih bakterij in sintetizirajo vitamin K in biotin (Madigan in sod.,
2003).

Leta 1940 so ugotovili, da doloceni sevi bakterij vrste E. coli povzrocajo drisko, predvsem
pri otrocih in tako oznadili to skupino z EPEC. Danes je tako poznanih pet tipov bakterije
vrste E. coli. Delijo se na enteropatogene E. coli (EPEC), enterotoksigene E. coli (ETEC),
enteroinvazivne E. coli (EIEC), enterohemoragi¢ne E coli (EHEC) in enteroagregativne E.
coli (EAEC/EAQQEC). Vrsta okuzbe in prisotni simptomi delno nakazujejo znacilnosti
posameznih tipov bakterij vrste E. coli (Jay in sod., 2005; Ray in Bhunia, 2008).

e Bakterije EPEC ne tvorijo enterotoksinov, Ceprav lahko povzro¢ajo diarejo.
Izlo¢ajo proteine (Esps), ki zavirajo fagocitozo.

e Bakterije ETEC so prisotne v tankem crevesu pritrjene s CFAs plazmidi, to so
kodirani enterotoksini. Poznamo stiri tipe CFA — I, 11, 111 in 1V, ki so bili DNK
sekvencirani. Odgovorni so za diarejo tako pri otrocih kot pri odraslih, redko z
povisano telesno temperaturo.

e Bakterije EIEC ne tvorijo enterotoksinov imajo pa enteroinvazivne plazmide
(pINV), ki so odgovorni za invazivnost. Prisotne so v tankem ¢revesju ¢loveka in
zivali. Najpogosteje so odgovorne za diarejo, ki je lahko tudi krvava, griza pa je
zelo redka. Inkubacijski ¢as je med 2 in 48 urami. Tip bakterij EHEC tvori Sigove

toksine (SLT) in navadno ne okuzijo ¢loveka.
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e Nekateri sevi tipa bakterij EHEC tvorijo fimbrije, za pritrjevanje na povrsino celic.
ko lahko prezivi temperaturo pri -20 °C (Ray in Bhunia, 2008).

e Bakterije EAEC lahko tvorijo toplotno stabilna enterotoksina (ST/EAST1 in STa).
Ni Se jasno ali so ti sevi odgovorni za okuzbo z zivili. Okuzbi s tem sevom
pripisujejo simptome, kot so dolgo trajajoca diareja, ki traja do 14 dni, Se posebno

pri otrocih (Jay in sod., 2005).

Prenos okuzbe na Cloveka je najveckrat z okuzeno hrano ali vodo, prek stika z Zivalmi
(Adami¢ in sod., 2003). Za ¢loveka najnevarnejsi sev je E. coli O157:H7, ¢eprav v zivilih
lahko najdemo ve¢ razliénih sevov (Pandey in sod., 2000). Splosno znano je, da za
prepreCevanje okuzb s hrano zaradi bakterij vrste E. coli lahko dosezemo s hladnim
rezimom shranjevanja zivil, dobro osebno higieno, primernim kuhanjem (¢as in dovolj

visoka temperatura) in podobno (Jay in sod., 2005).

2.1.3 Bakterije vrste Staphylococcus aureus

Bakterije rodu Staphylococcus naseljujejo kozo in sluznico ljudi in zivali. To so
grampozitivni, aerobni ali fakultativno anaerobni koki, druzine Microccaceae (Martin in
landolo, 2000). RazmnoZujejo se pri temperaturah 6,8-40 °C, pri vrednosti pH od 4,2 do
9,3 ter pri minimalni a, 0,86 (Adami¢ in sod., 2003). Nepatogeni sevi rodu so redno
prisotni na kozi, laseh, nosni votlini in sluznici ljudi in zivali (Kapun-Dolinar, 2001). Za
Zivilsko industrijo je pomembnejSa vrsta S. aureus (Adami¢ in sod., 2003).

Bakterije vrste S. aureus so grampozitivni, katalaza pozitivni koki, ki rastejo pri
temperaturi od 7-48 °C, optimalna temperatura je med 35-40 °C in pri 15 % koncentraciji
soli. Razgrajajo glukozo ob tvorbi kisline in plina (Harvey in Gilmour, 2000). Poleg
enterotoksinov lahko sintetizirajo Se koagulazo, DNazo in hemolizin (FDA, 2012).
Bakterije vrste S. aureus so sicer fakultativno anaerobne vendar je najboljSo rast opaziti pri
aerobnih razmerah. Bakterije vrste S. aureus lahko preko bakteriofagov, plazmidov in
transporta med celicami pridobijo elemente oz. lastnosti, s katerimi lazje odgovarjajo na
spremembe v okolju (Martin in landolo, 2000). Te bakterije niso toplotno odporne in jih
uni¢imo ze s pasterizacijo, medtem ko so njihovi toksini termostabilni in jih uni¢imo Sele s

sterilizacijo (ICMSF, 1996). Toksini stafilokokov so preprosti proteini. Poznamo ve¢ kot
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dvajset razli¢nih toksinov, imenujemo jih enterotoksini: SEA, SEB, SEC,SED, SEE, SEG,
SEH, SEI, SEJ, SEL, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER, SES, SET,SEU, SEU2, SEV
(Argudin in sod., 2010).

Pri proizvodnji zivil prihaja do rasti stafilokokov in tvorbe enterotoksinov najpogosteje
zaradi neprimernega hlajenja oziroma hranjenja zivil pri temperaturi primerni za rast
bakterij, zaradi priprave jedi dlje ¢asa pred serviranjem, zaradi slabe osebne higiene in
zaradi neprimerne toplotne obdelave (Milohnoja, 2003). Stafilokokne okuzbe se pojavljajo
posamicno ali epidemi¢no in se prenasajo neposredno (z dotikom okuZene osebe) ali
posredno (preko kontaminiranih predmetov, zivil). Najvecji problem so predvsem
bolni$ni¢ne okuzbe, ki narasc¢ajo po vsem svetu (Kapun-Dolinar, 2001). V veliki meri je za
okuzbe kriva navzkrizna kontaminacija preko zdravstvenega osebja in zdravih klicenoscev.
Pri ¢loveku so primarni izvor stafilokokov nosna votlina, gnojne rane, vneto grlo, lahko so
na kozi, v o¢eh, prebavnem traktu. Od tod prehajajo v zrak, prah, na obleko in pripomocke
(JerSek, 2008). Stafilokoki lahko kontaminirajo skoraj vsa zivila, najbolj kriticna pa so
kremna Zivila (solate, kremne rezine, sladoledi, namazi,...). Veliko je okuzb zaradi
navzkrizne kontaminacije gotovih jedi (perutninsko meso, kuhano meso, pogrete jedi), ki
niso bila shranjene pri dovolj nizki (pod 10 °C) ali dovolj visoki temperaturi (nad 60 °C)
(FDA, 2012).

Infekcijska doza je 10° cfulg Zivila, saj pride pri tej koncentraciji celic do zadostne koligine
izloCenih enterotoksinov. Znaki zastrupitve se pokazejo v Casu od ene do Sestih ur po
zauzitju kontaminirane hrane. Simptomi se kazejo v obliki diareje, slabosti, utrujenosti,
bruhanja, trebusnih bolec¢in, glavobola in poviSane telesne temperature (Kapun-Dolinar,
2001). Za bakterije vrste S. aureus so Ze leta 1961 v Veliki Britaniji objavili novico o
izolatu s pridobljeno odpornostjo na meticilin ali MRSA (ang. Methicilin resistant S.
aureus) (Gibbons, 2008). Za ta sev bakterij velja, da je odporen na penicilin zaradi encima
B-laktamaze (ali penicilinaze), ki razgrajuje ta antibiotik. MRSA je odporna na vse t. i.
beta-laktamske antibiotike, kamor poleg meticilina in penicilina sodi tudi amoksicilin

(Hemaiswarya in sod., 2008).
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2.1.4 Skupno Stevilo mikroorganizmov

V to skupino vklju¢ujemo mikroorganizme, ki so aerobni mezofilni, to pomeni, da rastejo
ob prisotnosti kisika in v temperaturnem obmocju od 20-40 °C, optimalna temperatura
rasti in razmnoZevanja pa je med 35-37 °C. Skupno Stevilo mikroorganizmov vkljucuje
tako bakterije, plesni in kvasovke, ki so odgovorne za razkroj zivil, kot so kruh, mleko in
meso (da Silva in sod., 2012).

Nekatere vrste bakterij povzrocajo kvar zivil, druge vrste bakterij pa povzrocijo zastrupitev
s hrano, so patogene. Skoraj vsi patogeni mikroorganizmi so mezofili, tako s hlajenjem pod
10 °C nudimo dobro zaSito pred njimi. Ena pomembnejSih vrst bakterij, ki so kvarljivci

zivil so aerobni Pseudomonas spp. (FAO, 1991).

Skupno S$tevilo zZivih oziroma za reprodukcijo sposobnih mikroorganizmov dolo¢imo z
metodo Stetja kolonij na ploscah (ang. Plate Count). Pri preiskavah Zivil sta izbira
ustreznega gojisca in izbira razmer za inkubacijo teZavni, saj zivila vsebujejo raznovrstne
mikroorganizme (Harrigan, 1998). Na splosno velja, da ¢im bolj je sestava gojisca
zapletena, ve¢ razlicnih mikroorganizmov bo zrastlo na/v gojis¢u. Dolocitev skupnega
Stevila mikroorganizmov pri temperaturah inkubacije 20-30 °C je lahko indikator higiene
zivilskega obrata ali pri temperaturah inkubacije 30-37 °C indikator potencialnega
zdravstvenega tveganja (JerSek, 2008). Povecano skupno Stevilo pri gotovih jedeh, ki so
toplotno obdelane, pri zivilih iz skupin slas¢ic in delikatesnih jedi kaze tudi na nehigienske
postopke in razmere v kon¢ni pripravi zivila in na sekundarno kontaminacijo. Vzrok za
presezeno skupno Stevilo mikroorganizmov lahko predstavlja tudi dodatek zac¢imb in
sladke smetane pri slas¢icah s kremo ter neprimerni pogoji shranjevanja ze gotovih jedi na
temperaturi, ki ni zadosti visoka ali ni zadosti nizka in zato pospeSuje razmnoZevanje

mikroorganizmov (Smernice..., 2005).

2.2 MIKROBIOLOSKA GOJISCA

Ob poznavanju okoljskih dejavnikov in prehranskih potreb, ki vplivajo na rast

mikroorganizmov, jim lahko priskrbimo optimalne razmere za rast in razmnozevanje v
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laboratoriju. Le-ti vkljuCujejo medij na katerem mikroorganizmi rastejo ter primerno
atmosfero (Nester in sod., 2009). Komercialno je poznanih veliko Stevilo razli¢nih vrst
mikrobioloskih gojis¢. Poznamo sploSna gojisa, na katerih raste ve¢ vrst in rodov
mikroorganizmov (PCA) in selektivna gojisca, kjer raste le ena vrsta mikroorganizma
(VRBL). Nekatera mikrobioloska gojisca vsebujejo razlicna barvila, druga imajo razli¢no
vrednost pH, s sestavo gojis¢ pa se poskuSamo ¢im boj priblizati naravnim razmeram za

posamezne vrste bakterij (Pelczar in sod., 2010).
MikrobioloSka gojisca je mogoce opredeliti vsaj na tri nacine (Sridhar, 2004):

e glede na agregatno stanje gojis¢: tekoce, trdno in pol trdno gojisce,

e (lede sestave gojis¢ (vsebnost hranilnih snovi): sploSna gojis¢a, kompleksna
gojisca in sintetiCna gojisca,

e glede na namembnost: splosna gojiS¢a, obogatitvena, selektivna, diferencialna,

kromogena in druga gojisca.

2.2.1 SplosSna gojisca

Glede na raznolikost mikroorganizmov, se uporablja Sirok spekter razliénih gojis¢ za
kultivacijo (Nester in sod., 2009). Mikroorganizmi potrebujejo hranila, vir energije in
nekatere okoljske dejavnike, ki so potrebni za rast in razmnozevanje (Arulanantham in
sod., 2012). Splodna gojis¢a se uporabljajo za rutinske preiskave Zivil in vode (Nester in

sod., 2009). Komponente takS$nih gojis¢ so doloCene in gojis¢e je kemijsko definirano.

cev v

2012).

2.2.2 Obogatitvena gojisca

Obogatitvena gojis¢a so najveckrat teko¢i medij, ki SO namenjena za pospesevanje rasti in
razmnozevanje posameznih vrst bakterij. Osnovno nacelo je, da z nadzorom hranilnih

snovi (gojisce) in ostalih dejavnikov (temperatura, zrak, svetloba, vrednost pH) ustvarimo
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ustrezne razmere za posamezne vrste mikroorganizmov. Taksne razmere lahko delujejo na
tri nacine:
e iskana vrsta mikroorganizmov se tako namnozi, da preraste ostale prisotne vrste
mikroorganizmov in jo tako lazje izoliramo,
e zinhibicijo nezelenih vrst mikroorganizmov,
e 7z omogocanjem iskani vrsti mikroorganizmov, da se namnozi ali presnavlja na tak
nacin, da jih je mogoce razlikovati od drugih vrst mikroorganizmov (Aaronson,
1989).

Ob predhodni predpostavki, da je v zivilu majhna koli¢ina potencialno patogenih
mikroorganizmov, jih je potrebno namnoziti. Obogatitveno gojis¢e vsebuje vrsto sestavin
kot so mesni sokovi in proteini, pripravljeni kot bogato gojis¢e za hitro rast in
razmnozevanje mikroorganizmov. Kljub specifi¢ni koli¢ini sestavin v mediju, je kemijska

sestava zelo variabilna (Sridhar, 2004).

2.2.3 Selektivna gojisc¢a

Mnoga mikrobioloska gojisa vsebujejo sestavine, ki zavirajo rast nezelenih vrst
mikroorganizmov in podpirajo rast iskani vrsti mikroorganizmov. Selektivna gojis¢a so Se
posebej uporabna pri izolaciji posameznih vrst mikroorganizmov iz meSane populacije. V
Stevilnih selektivnih mikrobioloskih gojis¢ih, ki se uporabljajo za proucevanje
mikroorganizmov v naravi, so v gojis¢e vkljuCene sestavine, ki zagotavljajo samo vir
ogljika ali samo vir duSika, tako da v takSnem gojis¢u lahko raste le nekaj vrst
mikroorganizmov. Selektivne spojine, ki so strupene za posamezne vrste
mikroorganizmov, se uporabljajo tudi za izolacijo posameznih vrst mikroorganizmov iz
vzorcev blata ljudi. Pogosto se v selektivna gojiséa vkljucuje antimikrobne ali strupene
snovi, ki zavirajo rast mikroorganizmov, ki jih ne Zelimo, medtem ko dovoljujejo rast in
razmnozevanje iskane vrste mikroorganizmov. Zoléne soli, selenit, telurit, in razli¢na
barvila, kot so eozin, kristal vijolicno in metilen modro se uporabljajo kot selektivni
dodatki (Atlas, 2006). Na primer, selektivno gojisc¢e Thayer-Martin agar, ki je ¢okoladni

agar z dodatkom vsaj treh antibiotikov in se uporablja za izolacijo bakterij vrste Neisseria
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gonorrhoeae, povzrociteljico gonoreje. Ti antibiotiki zavirajo rast gliv, grampozitivnih
bakterij in gramnegativnih bacilov. Ker ti antibiotiki ne zavirajo rasti bakterij vrste N.
gonorrhoeae, jih lahko izoliramo iz vzorcev v katerih so prisotni drugi mikroorganizmi
(Nester in sod., 2009).

2.2.4 Diferencialna gojisca

Diferencialna gojis¢a vsebujejo snov, ki jo dolo¢ene bakterije razgradijo. Na primer krvni
agar, poleg tega, da je hranilo, je tudi sestavina, ki se jo uporablja za detekcijo
mikroorganizmov, ki proizvajajo hemolizin, ki lizira rde¢e krvne celice. Lizo vidimo kot
¢isto ali zeleno cono okoli kolonije na krvnem agarju. Tip hemolize pa se uporablja za
identifikacijo mikroorganizmov. Na primer bakterije rodu Streptococcus, povzrocajo
hemolizo, ki jo imenujem alfa hemoliza, okarakterizirana z zeleno cono okoli kolonije
(Nester in sod., 2009). Nekatera diferencialna gojis¢a so zasnovana tako, da se razlicne
vrste bakterij in njihove kolonije na gojis€u razli¢cno obarvajo. To omogocajo dodana
barvila, ki jih mikroorganizmi presnavljajo in tako se Kkolonije obarvajo. Taka
mikrobioloSka gojis¢a so MacConkey agar, TCBS, XLD in drugi (Sridhar, 2004).

2.2.5 Kromogena gojisca

Ena izmed novejsih gojis¢ za hitro odkrivanje patogenih mikroorganizmov v vodi in Zivilih
so kromogena gojis¢a. Studije v razli¢nih drzavah so pokazale, da so kromogena goji§¢a
zelo priro¢na za hitro izolacijo in kvantifikacijo, saj so zaradi encimskih substratov na
katere so vezana barvila, kolonije posameznih vrst mikroorganizmov razli¢no obarvane.
Studije so pokazale tudi dobro obéutljivost kromogenih mikrobiologkih gojisé. Za
identifikacijo izolatov ni potrebna nova kultivacija in serije biokemijskih testov, kar
pomeni, da se z uporabo kromogenih gojiS¢ skraj$a Cas preiskave ter prihrani material in
delo (Tavakoli in sod., 2008). Interakcije med mikroorganizmi in kemijskimi sestavinami
20jiS¢ so razli¢ne in ve¢inoma odvisne od strukture kromoforov (Jersek, 2003). Kromofor
je brezbarvna spojina, ki po encimski reakciji spremeni barvo (Budzynski, 2001).

Kromogeni encimski substrati so v vodi topni in neobcutljivi na temperaturo. SO snovi za
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specificne encime z Vvezano kromogeno sestavino. Vecina kromogenih encimskih
substratov vsebuje derivate fenola; o- in p-nitrofenoli (ONP, PNP), p-nitroanilin (PNA),
indoksil (Y) in 5-bromo-4-kloro-3-indlil (X) (JerSek, 2003).

2.3 METODE ODKRIVANJA MIKROORGANIZMOV

MikrobioloSka preiskava Zivil je sestavni del zagotavljanja mikrobioloske varnosti v
Zivilski verigi. Za testiranje ustreznosti Zivil se uporabljajo zakonsko dolo¢ena
mikrobioloSka merila oziroma mikrobioloski kriteriji, ki temeljijo na analizi tveganj in
kritiénih kontrolnih tockah (ang. Hazard Analysis Critical Control Point HACCP) (Jasson
in sod., 2010). Preiskava Zivil in vzorcev okolja, v katerem se Zivila predelujejo in hranijo
omogoca, da ugotovimo prisotnost patogenih in nepatogenih bakterij, ki kvarijo Zivila,
plesni in toksinov. Interpretacija rezultatov v Zivilski mikrobiologiji je veliko bolj tezavna
kot se pri¢akuje, zato je uporaba nacrtov vzorcenja in statistiCnih izra¢unov nujna (Pokorn,
1990). Za zagotavljanje mikrobioloSke neoporecnosti zivil skrbijo razli¢ni standardi in
predpisi, katere nadzorujejo razlicne organizacije. Nekatere mednarodne organizacije, Ki
izvajajo nadzor so Food and Agricultural Organization (FAO), World Health Organization
(WHO) in druge (Pelczar in sod., 2010).

V mikrobioloski preiskavi zivil dolo¢amo mikroorganizme kvantitativno in kvalitativno.
Kvantitativno dolo¢anje uporabljamo za tri namene in skupine mikroorganizmov: osnovno
Stetje skupnega Stevila bakterij, ki opozarja na vse mikroorganizme, prisotnost fekalnih
koliformnih mikroorganizmov in enterobakterij, ki opozarja na morebitno nepopolno
toplotno obdelavo ali naknadno kontaminacijo in specifi¢ne patogene mikroorganizme, Ki
lahko prezivijo toplotno obdelavo, so prisotni v surovih dodatkih zivila ali se zivila
naknadno kontaminirajo (Pokorn, 1990).

2.3.1 Klasiéne mikrobiolo§ke metode

Standardizirane metode (na primer metode opisane v standardih 1SO) so priznane kot

referentne metode za uradni nadzor. Te metode sodijo najveckrat med klasi¢ne
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mikrobioloSke metode in se uporabljajo v Stevilnih laboratorijih, zlasti v drzavnih
agencijah. V zadnjih desetletjih se je povecalo zanimanje v razvoju hitrejSih metod (Jasson
in sod., 2010). Klasi¢éne mikrobioloSke metode za ugotavljanje prisotnosti in Stevila
mikroorganizmov so kombinacija mikrobioloskih in kemijskih reakcij med gojis¢em in
posamezno vrsto mikroorganizmov. Najveckrat se uporabljajo za rast in namnozitev
preucevanih mikroorganizmov selektivna, diferencialna ali kromogena gojisca, ki so trdna
ali poltrdna in teko¢a. Rast mikroorganizmov ugotavljamo s Stetjem kolonij na trdnih
kolonij je kvantitativna metoda, ki z razli¢nimi biokemijskimi testi identificiramo razli¢ne
mikroorganizme in preStejemo nastale kolonije (Houghtby in sod., 1992). Gojis¢a za
Klasi¢éne mikrobioloske preiskave so cenejSa od alternativnih tako imenovanih hitrih
metod, ki uporabljajo Ze vnaprej pripravljena gojis¢a. Ceprav imajo gojis¢a pri klasi¢ni
mikrobioloski preiskavi dovolj nizko mejo detekcije, zahtevajo veliko ro¢nega dela
(Miller, 2009). Tako so Jasson in sod. (2010) naredili obsezno primerjalno raziskavo med
klasi¢nimi mikrobiolo$kimi metodami in alternativnimi mikrobioloskimi metodami, med
posamezne mikrobioloSke metode, prvi parameter je ustreznost posamezne mikrobioloske
metode, glede na zahteve predpisov in zakonov oziroma validacija metode. Drugi
parameter uspes$nost metode (specifi¢nost in meje detekcije metode), operativne zahteve
(zahteve po opremi in koli¢ini dela) in infrastrukturne oziroma prostorske potrebe za
posamezno metodo. Ugotovili so da imajo vse metode posamezne prednosti in slabosti in
da je potrebno priznati, da nobena metoda ne zagotavlja stoodstotnih rezultatov. Izziv je,
da se izbere metodo, ki izpolnjuje vecino zahtev, ki jih ima izvajalec mikrobioloskih
preiskav. Metode, kot Ze vnaprej pripravljena kromogena gojis¢a, SO uporabnikom
prijazna, saj za branje in interpretacijo rezultatov ne potrebujejo dodatne opreme
(mikroskopa, Stevca kolonij) in ne dodatnih biokemijskih preiskav. Pomembno dejstvo pa
je, da so takSne mikrobioloSke preiskave hitro koncane. StroSkovna ucinkovitost se tako
odrazi v zmanjSani koli¢ini dela, z manj opreme in hitreje pridobljenimi rezultati. Tako so
lahko za posamezne laboratorije oziroma izvajalce mikrobioloskih preiskav dobra izbira za
mikrobioloSke preiskave.
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2.3.2 Testi RIDA®COUNT

Zahtevnost in dolgotrajnost postopka priprave mikrobioloSkih gojis¢ spodbuja izvajalce
mikrobioloskih preiskav k uporabi vnaprej pripravljenih gojis¢ (ang.: ready to use media).
Cas in delo, namenjeno temu opravilu, izKoristijo izvajalci mikrobiolodkih preiskav za
izpolnjevanje drugih zahtev. Uporaba pripravljenih gojis¢ omogoca boljso ucinkovitost,
ponovljivost in produktivnost laboratorija: vecje Stevilo testov, opravljenih v krajSem ¢asu

(Mihovec, 2006).

Poznamo razlicne alternativne metode, ki so pretezno usmerjene v zmanjSevanje
obremenitve dela, olajSano delo, zmanjSevanje manipulacije vzorcev in skrajSan cas
preiskave. Mnoge alternativne metode, ki so trenutno na trgu, so dokazano enakovredne
klasi¢nim mikrobioloSkim metodam (Jasson in sod., 2010). Zato je pomembno razumeti,
kaksne so tehni¢ne zahteve, kot so obcutljivost in specificnost metode na ravni zaznavanja,
tip vzorca, avtomatizacija ter zahtevana stopnja izobrazevanja za uporabnika (Miller,
2010).

Testi RIDA®COUNT so sistem ze pripravljenih gojis¢ za Stetje posameznih vrst ali skupin
mikroorganizmov v Zivilih. To so Zze pripravljeni sterilni listi¢i, na katerih so nanesena
gojisca, ki omogocajo dobro absorpcijo vzorca in so prekrita s plasticno folijo, ki
prepreCuje kontaminacijo in izsuSitev gojis¢a (Alonso in Poveda, 2008). Testi
RIDA®COUNT so gojis¢a za kvantitativno ugotavljanje mikroorganizmov. R-Biopharm
AG (Nemcija) nudi hitre teste za dolo¢anje skupnega Stevila mikroorganizmov, kvasovk in
plesni, enterobakterij, koliformnih bakterij, bakterij vrst E. coli, S. aureus in kombinacije
skupin; E. coli/ koliformne bakterije in bakterije rodu Salmonella / enterobakterije. Princip
vseh razliénih testov RIDA®COUNT temelji na vkljucevanju kromogenih snovi v

spremenjena klasi¢na gojis¢a (R-Biopharm, 2012).

2.3.3 Primerjava mikrobioloskih metod

Glede na to, da so klasi¢ne mikrobioloSke metode dolgotrajne, je potreba po hitrejSih
mikrobiolokih metodah, ki bi dale ekvivalentne rezultate, vedno ve&ja. Se posebej to velja
za zivilskopredelovalno industrijo za spremljanje higiene v obratih in ugotavljanje

patogenih bakterij v zivilih (JerSek, 2004).
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Raziskave so pokazale, da so kromogena gojisca, ki so pripravljena za takojsnjo uporabo,

ucinkovitejSa, izvedba metod je hitrejSa in imajo moZnost doloCanja ve¢ vrst bakterij na eni

.....

.....

obcutljiva, s hitreje pridobljenim rezultatom (Tavakoli in sod., 2008).

Validacija mikrobioloSke metode je postopek ugotavljanja ali metoda ustreza svojemu
namenu. Validacijo lahko razdelimo na primarno in sekundarno validacijo. Primarna
validacija je postopek za ugotavljanja uspesnosti nove ali spremenjene metode brez
operativnih omejitev (optimizacija in organizacija postopka). Sekundarna validacija pa je
postopek zbiranja podatkov in so zapisani v specifikaciji metode (EPA, 2009). Specifi¢nost
in obcutljivost sta najbolj kriticna parametra validacije, vendar robustnost in natan¢nost

zahtevajo svojo ceno (Dugid in sod., 2011).

Uporaba alternativnih mikrobioloskih metod v akreditiranih laboratorijih je mozna, ¢e so
le-te validirane glede na referen¢no metodo in jih potrdi tretja stran npr. Slovenska
akreditacija ali tuja nacionalna akreditacijska sluzba, v skladu s protokolom, dolo¢enim v
standardu 1SO 16140 (2003). Ce alternativne mikrobioloske metode niso validirane in
potrjene, morajo biti te metode validirane v skladu z drugimi mednarodnimi sprejetimi
protokoli in je njihovo uporabo potrdil pristojni organ (Smernice, 2009). Kjer se na
ustaljen naéin za interno uporabo v laboratoriju uporablja alternativna mikrobioloska
metoda, brez zahtev za izpolnitev zunanjih meril zagotavljanja kakovosti, je lahko
primerna manj strozja primerljiva validacija alternativne metode, kot je tista, podana v
standardu (1SO 16140, 2003).

Testi RIDA®COUNT se uspesno uporabljajo v zivilski industriji, za iskanje kriti¢nih
kontrolnih tock, kjer je potrebna posebna pozornost ali izboljSano c¢iS¢enje. Testi
RIDA®COUNT so opisani kot kromogena gojis¢a. Kromogena gojis¢a imajo veliko
prednosti pred Kklasi¢nimi mikrobioloskimi gojis¢i za hitro odkrivanje iskanih
mikroorganizmov, z visoko obcutljivostjo in moznostjo avtomatizacije (Salo in sod.,

2006).
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Za dolocitev aerobnih mezofilnih mikroorganizmov (SSMO) na 108 mle¢nih vzorcih se je
metoda z uporabo vnaprej pripravljenih gojis¢, Petrifilm™, izkazala za enako uspesno v
primerjavi s klasicno mikrobioloSko metodo Stetja kolonij in se je izkazala za primerno
alternativo. V primerjavi z vijoli¢no-rde¢im agarjem z laktozo (VRBL) za kvantitativno
dolocitev koliformnih bakterij na 120 vzorcih surovega mleka se je metoda z uporabo
g0jis¢ Petrifilm™ izkazala za bolj$o, obe metodi pa sta primerljivi z rezultati MPN (ang.
Most Probable Number). Za razliko od klasi¢nih mikrobioloskih gojis¢, metoda z uporabo

0jis¢ Petrifilm™ ne omogoca karakterizacije lastnosti kolonij (Jay in sod., 2005).

Lakmini in Madhujith (2012) sta prav tako primerjala metodo z vnaprej pripravljenimi
coli, koliformne bakterije in skupno $tevilo mikroorganizmov (SSMO). V $tudijo je bilo
vkljucenih 24 vzorcev treh razlicnih skupin Zivil, perutninsko meso, sokovi in mleko v
prahu. Rezultati so pokazali, da sta metodi z uporabo vnaprej pripravljenih gojis¢
Petrifilm™ za kvantifikacijo bakterij vrst E. coli in SSMO uginkoviti in glede na

pridobljene rezultate primerljivi s klasi¢nimi mikrobioloskimi metodami.

Testi RIDA®COUNT se uporabljajo v svetu z dokazano zanesljivostjo. Na Kubi so tako
naredili Studijo, v kateri so primerjali klasi¢cne mikrobioloSke metode, za ugotavljanje
koliformnih bakterij in enterobakterij in teste RIDA®COUNT. V vzorce sterilnega mleka
so cepili bakterije vrst E. coli, S. enterica Typhimurium in S. aureus in jih kvantitativno
dolocali. Rezultati so pokazali, da testi RIDA®COUNT predstavljajo dobro alternativo za
laboratorije z omejenimi viri, saj se zmanj$a Cas in delo v laboratoriju. Kvalitativni
rezultati so bili primerljivi s klasi¢nimi mikrobioloSkimi metodami in s tem so pokazali
ustreznost testov RIDA®COUNT (Vasallo in sod., 2013).

de Boer in Beumer (1999) sta zapisala, da je pri uvajanju alternativnih metod pomembno,
da se uposteva doloCene zahteve za nove metode, kot so visoka obcutljivost in specifi¢nost
metode, ovrednotenje metode, hitra izvedba, moznost avtomatizacije metode, neodvisnost
izvedbe metode glede na vrsto Zivila, nizka cena, enostavna izvedba in hitra dostopnost

potrebnih kemikalij.
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2.4  MIKROBIOLOSKI KRITERWI

Ze pred 30 leti je mednarodna komisija za mikrobioloske specifikacije za Zivila (ang.
International Commission on Microbiological Specifications for Foods, ICMSF) zapisala
pravila in navodila za uporabo nacrtov vzorcenja in mikrobioloske kriterije za zivila.
ICMSF je pri zagotavljanju varnosti hrane uvedla koncept verjetnosti in vzoréenja po
mikrobioloskih kriterijih. Mikrobioloski Kkriteriji so odvisni od pogojev v Kkaterih so Zivila,
nujno je, da vzorce hranimo na primerni temperaturi, v originalni in zaprti embalaZzi
(Dahms, 2004). Postavitev smiselnih in logi¢nih mikrobioloskih kriterijev je kompleksen

proces.

MikrobioloSki  kriteriji ~ opredeljujejo  sprejemljivost  Zivila, ki temelji na
prisotnosti/odsotnosti ali Stevila mikroorganizmov (in/ali njihovih toksinov) na enoto mase,
povrsSine, prostornine ali serije (Cordier in Nestec 2004). Mikrobioloski kriterij je merilo,
ki doloca sprejemljivost Zivila, serije Zivil ali proizvodnega postopka na podlagi
odsotnosti, prisotnosti ali  Stevila mikroorganizmov in/ali  koli¢ine njihovih

toksinov/metabolitov na enoto mase, prostornine, povrsSine ali serije.
Mikrobioloski Kkriteriji so:

e mikrobioloski standardi, so obvezno merilo, in so vkljuceni v zakone in uredbe,
glede skladnosti rezultatov. V primeru neskladnosti, so potrebni to¢no doloceni
ukrepi.

e mikrobioloske smernice, so kot vodilo in pomo¢ pri prepoznavanju situacije, Ki
zahteva ukrepe.

e mikrobioloski tehni¢ni podatki oziroma specifikacije zivil ali surovin, ki so del

trgovskega sporazuma med kupcem in dobaviteljem (FAO, 2003).

Obvezni mikrobioloski kriteriji se uporabljajo na dolo¢enih toc¢kah v prehranski verigi kjer
se pricakuje, da lahko izboljSajo stopnjo varnosti potrosnikov. V primeru zivilske
industrije, mikrobioloski kriteriji lahko pomagajo pri preverjanju skladnosti z obstojecimi

predpisi ter pri preverjanju in/ali potrditvi uc¢inkovitosti svojih preventivnih ukrepov, ti so:
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dobra higienska praksa (ang. Good Hygiene Practice GHP) in analiza tveganj kriti¢nih
kontrolnih tock (HACC) (Cordier in Nestec, 2004).

Komponente mikrobioloskih kriterijev so (Stannard, 1997):

e mikroorganizmi in njihovi toksini, ugotavljanje kontaminacije s patogenimi
mikroorganizmi, s fekalnimi mikroorganizmi in z indikatorskimi mikroorganizmi
ali njihovimi toksini. Tu je potrebno paziti na uc¢inkovitost metode glede na ceno
mikrobioloSke metode, saj je ceneje, lazje in hitreje dolocati in identificirati
indikatorske mikroorganizme kot posamezne patogene mikroorganizme.

e tip Zivila; mikrobioloski kriterij mora zavzemati Zivilo v vseh stopnjah
proizvodnje, analizirati je potrebno tako surovine, polizdelke kot tudi konéne
izdelke. Ter merila oziroma kriterije doloamo na podlagi stanja v katerem so
zivila. Kriterij za izdelke, ki so zamrznjeni je drugacen kot za hlajene izdelke ali
sveze izdelke.

e mikrobioloske meje; vrednosti mikrobioloskih mej morajo biti realne in se dolo¢ijo
s pomocjo znanja iz mikrobiologije surovin, ucinkov obdelave zivil, namena
uporabe zivila in skladiS¢enje Zivila. Meje lahko dolo¢imo pri zivilih, kjer so znane
razmere obdelave, shranjevanja in znacilnosti zivila. Da posameznega
mikroorganizma ni v Zivilu ne moremo dokazati, odsotnost mikroorganizmov v
zivilu pa moramo zapisati kot ni najdeno v 20 oziroma 25 g zivila. Za kvantitativne
teste, kjer ni vidne rasti, se rezultat zabelezi kot: je manjSe (npr. <10 cfu/ g) od
meje zaznavnosti.

e plan vzorCenja; je strategija vzorcenja, ki se uporablja za presojo prisotnosti
iskanega mikroorganizma in ukrepi, ki jih je potrebno sprejeti na odziv dobljenih
rezultatov. ICMSF je opisala dva tipa plana vzorCenja, dvostopenjski in
tristopenjski plan vzorcenja, ki se pogosto uporabljata v zivilski industriji.

0 Dvostopenjski plan vzorcenja plan je najveckrat uporabljen pri dolocanju
prisotnosti  patogenih mikroorganizmov. Rezultat takega plana je
prisotno/odsotno.

o0 Tristopenjski plan vzorcenja je kadar vzorec sestavlja pet vzor¢nih enot, je

posamezen parameter ocenjen kot skladen (kar pomeni zadovoljiv,
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ustrezen), ko so rezultati mikrobioloSkega preskusanja manjsi ali enaki kot
mejna vrednost »m« (<m) ali n.n. V primeru ko je maksimum dovoljenih
rezultatov (c) med »m« in »M« in so ostali rezultati manjsi ali enaki mejni
vrednosti »m, je vzorec glede preiskanega parametra sprejemljiv. Ce eden
ali ve¢ rezultatov presezejo mejno vrednost »M« ali n.n. (iskan parameter
je najden) ali ¢e je Stevilo rezultatov med »m« in »M« vecje, kot to dopusca
kriterij (c), je vzorec glede preiskanega parametra neskladen (kar pomeni
nezadovoljiv, neustrezen, lahko varen ali ne varen). V primeru ocenjevanja
parametra za vzorec, ki ga sestavlja samo ena vzorna enota, je treba
upostevati, da je parameter skladen (kar pomeni zadovoljiv, ustrezen), e so
rezultati skladni z zahtevami »m« ali n.n. Kadar je rezultat vecji od »m« ali
n.n. (iskan parameter je najden), je vzorec glede preiskanega parametra
neskladen kar pomeni da je vzorec nezadovoljiv oziroma neustrezen (ZZV,
2004).
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Preglednica 2: Pregled mikrobioloskih kriterijev razli¢nih Zivil (ZZV, 2004, FDA
Phillippines, 2013)

Zivilo Nabor priporocenih Plan vzorcenja Kriterij
parametrov n c
Moka in Plesni in kvasovke 5 2 | m=10°cfulg
mlevski M = 10* cfulg
izdelki SSMO 5 2 | m=10°cfulg
M = 10° cfulg
Enterobakterije 5 2 | m=10°cfulg
M = 10* cfulg
E. coli 5 1 | m=10°cfulg
M = 10* cfulg
Peciva, pite in | SSMO. 5 2 | m=10"cfulg
drugi M = 10° cfulg
pekovski Salmonella spp. 5 0 |nnv25g
izdelki z Enterobakterije 5 2 | m=10°cfulg
nadevom iz M = 10* cfulg
mlecne S. aureus 5 2 | m=2x10 cfu/g
osnove M = 10* cfulg
E. coli 5 2 | m=2x10cfulg
M = 107 cfulg
Peciva, pite in | SSMO 5 2 | m=10cfulg
drugi M = 10° cfulg
pekovski Salmonella spp. 5 0 |nnv25g
izdelki brez | Enterobakterije 5 2 | m=10°cfuig
nadeva iz M = 10* cfulg
mlecne S. aureus 5 2 | m=2x10 cfu/g
osnove M = 10* cfulg
E. coli 5 2 | m=2x10cfulg
M = 10 cfulg
Zamrznjeni S. aureus 5 1 | m=10°cfulg
pekovski M = 10* cfulg
izdelki z
nadevom, ki
ima visok ay

n.n — ni najdeno, n — 8t. vzorénih enot, ¢ — 3t. vzorénih enot, kjer je st. bakterij med »m« in »M«, m — mejna
vrednost, pod katero se vse rezultate Steje za zadovoljive, M — mejna dopustna vrednost, nad katero se
rezultati ne Stejejo ve¢ za zadovoljive.
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3

MATERIAL IN METODE

3.1 MATERIAL

3.1.1 Testi RIDA®COUNT

Test RIDA®COUNT Enterobacteriaceae (R-Biopharm AG, R1009, Nemcija):
Gojis¢e je namenjeno doloc¢anju bakterij druZine Enterobacteriaceae. Suha srednja
plos¢éa je gojis¢e za kvantitativno ugotavljanje mikroorganizmov. Test
RIDA®COUNT je izdelan iz filmske plasti s suhim gojis¢em zajetim v tkanino, Ki
omogoca popolno absorpcijo raztopine vzorca, spodnje plasti, ki sluzi kot podpora in
vrhnji prosojni film preprecuje nezazeleno onesnazenje z mikroorganizmi iz zraka.
Test RIDA®COUNT Escherichia coli (R-Biopharm AG, R1006, Nemcija): Gojisce
je namenjeno doloc¢anju bakterij vrste E. coli.

Test RIDA®COUNT Staphylococcus aureus (R-Biopharm AG, R1005, Nemcija):
Test RIDA®COUNT Total (R-Biopharm AG, R1001, Nemcija): Gojisce je
namenjeno dolo¢anju skupnega Stevila bakterij (SSMO), ki rastejo na tem
neselektivnem gojis¢u pri 35 °C (AOAC-RI approved, Certifi cate-No.: 011001).

3.1.2 Klasi¢na mikrobioloska gojis¢a

Gojisce Vijolicno rdeci zol¢ni agar z laktozo (VRBL,; ang.: Violet Red Bile Glucose
Agar w/o Lactose) (Himedia Laboratories, M581, Indija); je selektivno gojisce za
izolacijo koliformnih bakterij. Gojis¢e je sestavljeno iz: peptidov, ekstrakt kvasa,
natrijev klorid, meSanica Zol¢nih soli, glukoza barvilo nevtralno redece, barvilo

kristal vijoli¢no in agar.

Gojisce za dolocanje bakterij vrste E. coli (Hi Crome, ang.: HiCrome Escherichia
coli Agar) (Himedia Laboratories, M1295, Indija): je priporofeno gojisce za
dolo¢anje bakterij vrste E. coli v zivilih brez nadaljnjih potrditvenih testov. To

gojisce je sestavljeno iz sledecih komponent; kazeinski hidrolizat, pepton, meSanica
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zol¢nih soli, dinatrijev hidrogen fosfat, natrijev dihidrogen fosfat, natrijev klorid, X-
glukuronid in agar.
Gojisce za dolocanje bakterij vrste S. aureus (BP, ang.: Baird Parker Agar Base)
(Himedia Laboratories, M043, Indija): z dodatki; je selektivno gojisce za izolacijo in
identifikacijo domnevno koagulaza pozitivnih stafilokokov. Sestavljen je iz izvlecka
kazeinskega hidrolizata, ekstrakta govedine, ekstrakta kvasa, litijevega klorida,
glicina, natrijevega piruvata in agarja.
Dodatki k gojiscu:
0 Koncentriran jajéni beljak (ang.: Concentrated Egg Yolk Tellurite
Emulsion) (FD046) in

o Kalijev telurit (ang.: Potassium Tellurite solution) (FD052);

Gojisc¢e za dolocanje skupnega Stevila mikroorganizmov (PCA; ang: Plate count
agar) (Himedia Laboratories, M091, Indija): je gojisce, ki ga proizvajalec priporoca
za dolo¢anje mikroorganizmov v hrani, vodi in odpadnih vodah. Sestavljeno je iz
encima kazein hidrolizat, ki zagotavlja aminokisline in druge duSikove kompleksne
snovi, kvasnega ekstrakta, ki zagotavlja potrebe po vitaminih kompleksa B,
dekstroze in agarja.

3.1.3 Vzorci zivil

Vzorci so bili izbrani na podlagi najbolje prodajanih izdelkov Pekarne Pe¢jak d.o.o.:

Cokoladna rulada

Francoski rogljicek

Temni francoski roglji¢ek z marelicnim nadevom
Lin3ki piskoti

Navihanci s ¢okoladno - leSnikovim nadevom
Potica orehova — pecena

Resetko jogurt - malina

Skutin burek

Skutin Strukelj

Sveze vleceno testo
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3.14

Zavitek jabol¢ni

Laboratorijski pribor in oprema

Osebna varovalna oprema:

o

o

0]

halja
kapa

rokavice

Oprema:

O O O o o O

tehtnica (Satorius BL1500, ZDA)

homogenizator (IUL Masticator, Spanija)

inkubator (Binder 115BD, Nemcija)

avtoklav (Kambi¢ A-21, Slovenija)

grelnik z magnetnim meSalom (Stuart UC152, Velika Britanija)
plinski gorilnik (Bunsen erdgas DIN 30665, Nemcija)

Pribor:

O O O 0O o 0O o o o o o

petrijeve plosce

steklena CasSa

steklena palcka

pincete

Skarje

avtomatska pipeta (1pul)
polnilna pipeta (50mL)

sterilni nastavki za pipeto (1mL)
homogenizirne vrecke

NaCl

pisalo (alkoholni marker)

25
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3.2 METODE

3.2.1 Nacrt eksperimentalnega dela

+ FIZIOLOSKA
VZOREC 20g RAZTOPINA 180 mL

- Cokoladna rulada
- Francoski rogljicek
- Temni francoski roglji¢ek z marelicnim nadevom
- Linski piskoti
- Navihanci s ¢okoladno - leSnikovim nadevom
- Potica orehova
- ReSetko jogurt - malina

- Skutin burek
- Skutin Strukelj

- Sveze vle€eno testo

==

HOMOGENIZACIJA: 1 min, srednja hitrost

== ~=

Testi RIDA®COUNT Klasi¢na mikrobioloska gojiSca
- RIDA®COUNT E. coli - Gojisce Hi Crome E. coli Agar
- RIDA®COUNT Enterobacteriaceae - Gojis¢e Baird Parker
- RIDA®COUNT S.aureus - Gojis¢e VRBL
- RIDA®COUNT Total - Gojisce PCA

Inkubacija 24 ur, 35 °C in 44 °C za gojisc¢e Hi Crome

Vrednotenje rezultatov

¢

Primerjalna analiza rezultatov

Slika 1: Shema eksperimentalnega dela
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3.2.2 Priprava gojis¢

Klasi¢na mikrobioloska gojis¢a smo pripravili po navodilih proizvajalca gojis¢. Testi

RIDA®COUNT so Ze vnaprej pripravljena gojisca.

Za pripravo vzorca zivil smo uporabili fizioloSko raztopino, ki smo jo pripravili tako, da
smo zatehtali 9 g NaCl v stekleno ¢aSo in ji dodali 1000 mL destilirane vode, vsebino smo
premesali ter razdelili v erlenmajerice po 180 mL. Erlenmajerice smo pokrili s folijo in jih
15 minut avtoklavirali pri 121° C. Po koncani sterilizaciji smo erlenmajerice ohladili na
sobno temperaturo nato do uporabe hranili v hladilniku. Pred zacetkom mikrobioloske
preiskave smo erlenmajerice s sterilno fiziolosko raztopino vzeli iz hladilnika in jih

ponovno segreli na sobno temperaturo.

3.2.3 Vzorcenje izdelkov

Posamezne vzorce smo vzor¢ili na pakirni liniji. Vzorec smo vzeli asepti¢no ( rokavice in
sterilna posoda) in prenesli do laboratorija. Nekateri vzorci so bili zamrznjeni (Navihanci s
¢okoladno - leSnikovim nadevom, Temni francoski rogljic¢ek z mareli¢cnim nadevom,
Resetko jogurt - malina, Skutin burek, Skutin Strukelj in Zavitek jabol¢ni; -20 °C), drugi
hlajeni (sveze vle¢eno testo in Cokoladna rulada; 4 °C) ter sobne temperature (Potica
orehova, Linski piskoti; 25 °C).

3.2.4 Priprava vzorcev za mikrobioloske preiskave

Zamrznjene izdelke smo odtajali, tako da smo jih za 4 ure postavili na sobno temperaturo
(25 °C). Hlajene izdelke smo segreli na sobno temperaturo tako, da smo jih za 2 uri

postavili iz hladilnika na sobno temperaturo.

Vsak posamezen vzorec smo zatehtali (20 g) v homogenizirno vrecko, dodali 180 mL

fizioloSke raztopine in homogenizirali 1 minuto pri srednji hitrosti.
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3.2.5 Mikrobioloske preiskave s testi RIDA®COUNT
e Testi RIDA®COUNT:

Pred samo izvedbo smo najprej vse teste RIDA®COUNT primerno oznacili. Najprej smo
oznacili kontrolo; to je test z 1 mL sterilne fizioloSke raztopine, kar smo uporabili za
primerjavo z ostalimi testi. Nato smo po pet testov RIDA®COUNT oznacili z zaporednim
Stevilom enote vzorca (od 1 do 5), imenom izdelka, lotom izdelka in datumom izvedbe
preiskave. Nato smo iz homogenizirne vrece (3.2.4) prenesli po 1 mL homogeniziranega
vzorca na test RIDA®COUNT.

Po 24 urni inkubaciji pri 35 °C smo odcitali rezultate. Na testu RIDA®COUNT smo
presteli Stevilo kolonij, ki so zrasle na testu RIDA®COUNT in se obarvale, glede na
izbrano gojis¢e in preiskovan mikroorganizem. Stevilo mikroorganizmov (N) smo

izraCunali po enacbi 1.
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3.2.6 Klasi¢ne mikrobioloske preiskave

.....

smo oznacili kontrolo; to je petrijeva plosca z ustreznim gojis¢em na katerega smo dodali 1
mL sterilne fizioloSke raztopine. Nato smo po pet petrijevk z gojis¢em oznadili z vrsto
gojisca, zaporednimi Stevilom enote vzorca (od 1 do 5), imenom izdelka, lotom izdelka in
datumom izvedbe preiskave. Nato smo iz homogenizirne vrece (3.2.4) po 1 mL
homogeniziranega vzorca prenesli na ustrezno gojis¢e v petrijevki. Vzorec smo s stekleno
sterilno stekleno palc¢ko razmazali po celotnem gojiscu. Po 24 urni inkubaciji pri 35 °C in
44 °C za gojisc¢e HiCrome E. coli Agar smo odcitali rezultate. Na gojis¢u smo presteli

Stevilo kolonij. Stevilo mikroorganizmov (N) smo izra¢unali po enacbi 1.

Za enterobakterije so znacilne rozno-rdece kolonije na gojis¢u VRLB. Za bakterije vrste E.
coli so znacilne svetlo modre kolonije na gojis¢éu HiCrome E. coli Agar in za bakterije
vrste S. aureus so znadilne ¢rne-svetlede in relativno velike kolonije gojis¢u BP. Za SSMO

so znacilne bledo rumene kolonije na gojis¢u PCA.

3.2.7 Statisti¢na analiza

Vrednosti opazovanih parametrov, smo vnesli v racunalnik s programom Microsoft Excel
2000, nato smo s programskim paketom SAS/STAT (SAS Software, 1999) izracunali
osnovne statisticne parametre, kot povprecje, standardna deviacija, najmanjsa in najvecja
vrednost ter statisticno obdelali podatke za posamezno opazovano lastnost. Za vrednotenje
razlik med klasiéno metodo in testi RIDA®COUNT pa smo uporabili postopek PROC
TTEST (t-test v paru).
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4 REZULTATI

4.1 KVANTIFIKACIJA RAZLICNIH MIKROORGANIZMOV Z RAZLICNIMI
METODAMI

Za kvantifikacijo mikroorganizmov smo uporabili dve metodi. Prva je bila klasi¢na
mikrobioloSka metoda, katera uporablja klasi¢na gojis¢a in druga testi, to so testi
RIDA®COUNT.

Preglednica 3: Dolo¢anje razli¢nih mikroorganizmov v Zivilih s klasi¢énimi mikrobioloskimi

metodami in testi RIDA®COUNT

. Parameter (n =11) | Klasi¢na metoda | Testi
Skupina MO RIDA®COUNT
N 656 127
. SO 1081 185
SSMO (cfu/g) K 165 15
t-vrednost 2,12 (znac. 0,052)
N 501 190
Enterobakterije | SO 629 276
(cfu/g) KV 126 145
t-vrednost 3,71 (znaé. 0,0005)
N 9 9
. SO 0 0
E. coli (cfu/g) K 0 0
t-vrednost 1 (znac. 0,322)
N 56 64
SO 76 126
S. aureus (cfu/g) K 136 196
t-vrednost 0,46 (znac. 0,645)

Legenda: n: Stevilo vzorcev, N: povpre¢no Stevilo mikroorganizmov (cfu/g), SO: standardni odklon, KV:
koeficient variacije, SSMO: skupno Stevilo mikroorganizmov, zna¢: raven statistiéne znacilnosti

V Preglednici 3 so prikazana povprecna Stevila mikroorganizmov v testiranih Zzivilih in
sicer smo dolocali skupno Stevilo mikroorganizmov, $tevilo enterobakterij, ter Stevilo
bakterij vrst E. coli in S. aureus. Povpre¢na Stevila mikroorganizmov smo dolo¢ili
vzporedno s klasicno mikrobioloSko metodo in s testi RIDA® COUNT v razli¢nih vzorcih
zivil. Razlika med povpre¢nim Stevilom dobljenim s klasi¢no mikrobiolosko metodo in

testom RIDA®COUNT je statisticno znacCilna pri enterobakterijah, medtem ko so



Gostec¢nik M. Primerjava klasi¢nih in alternativnih mikrobioloskih preiskav mini pekovskih izdelkov. 31
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2014

povpreéna §tevila bakterij vrst E. coli, S. aureus ter SSMO enaka oziroma je razlika med
njimi statisticno neznacilna.

V Preglednici 4 so prikazana povpre¢na Stevila mikroorganizmov, enterobakterij, bakterij
vrste E. coli in bakterij vrste S. aureus, dolo¢enih v izdelku Cokoladna rulada. Statistiéno
znacilno visje povprecno Stevilo enterobakterij in bakterij vrste S. aureus smo dolocili s
klasiéno mikrobiolosko metodo.

Povprecno Stevilo bakterij vrste E. coli je enako pri klasi¢ni mikrobioloski preiskavi in
testu RIDA®COUNT.

Preglednica 4: Dolo¢anje razli¢nih mikroorganizmov v izdelku Cokoladna rulada s
klasi¢nimi mikrobiolo$kimi metodami in testi RIDA®COUNT

. Parameter (n =5) Klasi¢na metoda | Testi
Skupina MO RIDA®COUNT
N 1950 364
g SO 975 122
SSMO (cfu/g) KV 50 3
t-vrednost 3,29 (zna¢. 0,0301)
N 472 34
Enterobakterije | SO 153 11
(cfu/g) KV 32 34
t-vrednost 6,73 (zna¢. 0,030)
E. coli (cfu/g) N 9 9
N 28 9
SO 15 0
S. aureus (cfu/g) K\ 54 0
t-vrednost 3,29 (zna¢. 0,05)

Legenda: n: Stevilo vzorcev, N: povpre¢no Stevilo mikroorganizmov (cfu/g), SO: standardni odklon, KV:
koeficient variacije, SSMO: skupno Stevilo mikroorganizmov, znag.: raven statisti¢ne zna¢ilnosti

Rezultati v preglednici 5 so povprecna Stevila enterobakterij, bakterij vrst E. coli in S.
aureus, vzporedno dolo¢ena v izdelku Francoski rogljicek.

Statisticno znacilno vi§je povprecno Stevilo bakterij vrste S. aureus smo dolo€ili s klasi¢no
mikrobioloSko metodo. Povpre¢no Stevilo bakterij vrste E. coli je enako pri klasi¢ni
mikrobioloski preiskavi in testom RIDA®COUNT.
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Preglednica 5: Doloc¢anje razli¢nih mikroorganizmov v izdelku Francoski rogljic¢ek s

klasi¢nimi mikrobioloSkimi metodami in testi RIDA®COUNT

. Parameter (n = 5) Klasi¢na metoda | Testi

Skupina MO RIDA®COUNT
N 494 452

Enterobakterije | SO 74 73

(cfu/g) KV 15 16
t-vrednost 1,44 (znac. 0,224)

E. coli (cfu/g) N 9 9
N 104 32
SO 53 17

S. aureus (cfu/g) K = 53
t-vrednost 2,69 (znac. 0,054)

Legenda: n: $tevilo vzorcev, N: povpreéno Stevilo mikroorganizmov (cfu/g), SO: standardni odklon, KV:
koeficient variacije, znac.: raven statisti¢ne znacilnosti

Rezultati v preglednici 6 so povpreéne vrednosti enterobakterij, bakterij vrst E. coli in S.
aureus, vzporedno doloc¢enih v izdelku Temni francoski rogljicek z mareli¢nim nadevom.
Statisticno znacilno vi§je povprecno Stevilo enterobakterij smo dolocili s klasi¢no
mikrobiolo§ko metodo. Statisticno znacilno visje povprecno Stevilo bakterij vrst S. aureus
dolo¢ili s testom RIDA®COUNT. Povprecno Stevilo bakterij vrst E. coli je enako pri
klasi¢ni mikrobioloski preiskavi in testom RIDA®COUNT.

Preglednica 6: Dolo¢anje razli¢nih mikroorganizmov v izdelku Temni francoski rogljic¢ek z

mareliénim nadevom s klasi¢nimi mikrobioloSkimi metodami in testi RIDA®COUNT

. Parameter (n =5) Klasi¢na metoda | Testi
Skupina MO RIDA®COUNT
N 1300 306
Enterobakterije | SO 274 60
(cfu/g) KV 21 20
t-vrednost 8,52 (zna¢. 0,001)
E. coli (cfu/g) N 9 9
N 50 358
SO 21 217
S. aureus (cfu/g) K 1 61
t-vrednost 3,03 (zna¢. 0,039)

Legenda: n: Stevilo vzorcev, N: povpreéno Stevilo mikroorganizmov (cfu/g), SO: standardni odklon, KV:
koeficient variacije, znac.: raven statisti¢ne znacilnosti

Rezultati v Preglednici 7 so povprecna Stevila mikroorganizmov, enterobakterij, bakterij

vrst E. coli in S. aureus, vzporedno dolocenih v izdelku Linski piskoti.
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Povpreéno $tevilo SSMO, enterobakterij, bakterij vrst E. coli in S. aureus je enako pri
klasi¢ni mikrobioloski preiskavi in testom RIDA® COUNT.

Preglednica 7: Dolo¢anje razli¢nih mikroorganizmov v izdelku Lin3ki piSkoti s klasi¢nimi
mikrobioloskimi metodami in testi RIDA®COUNT

. Parameter (n = 5) Klasi¢na metoda | Testi
Skupina MO RIDA®COUNT
SSMO (cfu/g) N 9 9
Enterobakterije | N 9 9
(cfu/g)
E. coli (cfu/g) N 9 9
S. aureus (cfu/g) | N 9 9

Legenda: n: 3tevilo vzorcev, N: povpre¢no 3tevilo mikroorganizmov (cfu/g), SSMO: skupno Stevilo
mikroorganizmov.

Rezultati v preglednici 8 so povprecna Stevila enterobakterij, bakterij vrst E. coli in S.
aureus, vzporedno dolo¢enih v izdelku Navihanci s ¢okoladno - leSnikovim nadevom.
Statisticno znacilno visje povprecno Stevilo enterobakterij smo dolocili s klasi¢no
mikrobioloSko metodo. Povpre¢no Stevilo bakterij vrst E. coli je enako pri klasi¢ni
mikrobioloski preiskavi in testom RIDA®COUNT.

Preglednica 8: Dolo¢anje razli¢nih mikroorganizmov v izdelku Navihanci s ¢okoladno -

lesSnikovim nadevom s klasiénimi mikrobiolo§kimi metodami in testi RIDA®COUNT

. Parameter (n = 5) Klasi¢na metoda | Testi
Skupina MO RIDA®COUNT
N 374 46
Enterobakterije | SO 104 21
(cfu/g) KV 28 45
t-vrednost 7,74 (zna¢. 0,002)
E. coli (cfu/g) N 9 9
N 152 150
SO 168 141
S. aureus (cfu/g) K 111 o2
t-vrednost 0,03 (znac. 0,981)

Legenda: n: Stevilo vzorcev, N: povpreéno Stevilo mikroorganizmov (cfu/g), SO: standardni odklon,
KV: koeficient variacije, znag.: raven statisti¢ne znacilnosti

Rezultati v preglednici 9 so povprecna Stevila mikroorganizmov, enterobakterij, bakterij

vrst E. coli in S. aureus, vzporedno dolocenih v izdelku Potica orehova — pecena.
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Statisticno znacilno visje povprecno Stevilo enterobakterij smo dolocili s klasi¢no
mikrobiolosko metodo.

Povpreéno §tevilo SSMO, bakterij vrst E. coli in S. aureus je enako pri klasiéni
mikrobioloski preiskavi in testom RIDA®COUNT.

Preglednica 9: Dolo¢anje razli¢nih mikroorganizmov v izdelku Potica orehova — peena s
klasi¢nimi mikrobioloskimi metodami in testi RIDA®COUNT

. Parameter (n =5) Klasi¢na metoda | Testi
Skupina MO RIDA®COUNT
SSMO (cfu/g) N 9 9
N 68 9
Enterobakterije | SO 13 0
(cfu/g) KV 19 0
t-vrednost 10,12 (znac. 0,005)
E. coli (cfu/g) N 9 9
S. aureus (cfu/g) | N 9 9

Legenda: n: Stevilo vzorcev, N: povpreéno Stevilo mikroorganizmov (cfu/g), SO: standardni odklon, KV:
koeficient variacije, znac.: raven statisti¢ne znacilnosti

Rezultati v preglednici 10 so povpre¢na Stevila enterobakterij, bakterij vrst E. coli in S.
aureus, vzporedno dolo¢enih v izdelku ReSetko jogurt - malina.

Razlika med povprecnim Stevilom je statisticno neznacilna pri enterobakterijah, medtem
ko so povprecna Stevila bakterij vrst E. coli in S. aureus enaka oziroma je razlika med

njimi statisticno neznacilna.
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Preglednica 10: Dolo¢anje razli¢nih mikroorganizmov v izdelku ReSetko jogurt - malina s

klasi¢nimi mikrobiolo§kimi metodami in testi RIDA®COUNT

. Parameter (n = 5) Klasi¢na metoda | Testi
Skupina MO RIDA®COUNT
N 252 13
Enterobakterije | SO 240 9
(cfu/g) KV 95 68
t-vrednost 2,28 (znac. 0,085)
N 7 9
. SO 4 0
E. coli (cfu/g) KV 56 0
t-vrednost 1 (znac. 0,374)
N 82 75
SO 79 57
S. aureus (cfu/g) K 96 75
t-vrednost 0,21 (znac. 0,842)

Legenda: n: Stevilo vzorcev, N: povpreéno Stevilo mikroorganizmov (cfu/g), SO: standardni odklon, KV:
koeficient variacije, znac.: raven statisti¢ne znacilnosti

Rezultati v preglednici 11 so povpre¢na Stevila enterobakterij, bakterij vrst E. coli in S.
aureus, vzporedno doloc¢enih v izdelku Skutin burek.

Statisticno znacilno vi§je povprecno Stevilo bakterij vrst S. aureus smo dolocili s klasi¢no
mikrobiolo§ko metodo, medtem ko so povprecna Stevila enterobakterij enaka oziroma je
razlika med njimi statisticno neznacilna. Povpreéno Stevilo bakterij vrst E. coli je enako pri

klasi¢ni mikrobioloski preiskavi in testom RIDA®COUNT.

Preglednica 11: Dolo¢anje razli¢nih mikroorganizmov v izdelku Skutin burek s Klasi¢nimi

mikrobioloSkimi metodami in testi RIDA®COUNT

. Parameter (n =5) Klasi¢na metoda | Testi
Skupina MO RIDA®COUNT
N 340 200
Enterobakterije | SO 200 50
(cfu/g) KV 59 25
t-vrednost 1,51 (zna¢. 0,206)
E. coli (cfu/g) N 9 9
N 142 9
SO 40 1
S. aureus (cfu/g) K 28 5
t-vrednost 7,42 (znac. 0,002)

Legenda: n: Stevilo vzorcev, N: povpreéno Stevilo mikroorganizmov (cfu/g), SO: standardni odklon, KV:

koeficient variacije, zna¢.: raven statisti¢ne znacilnosti
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Rezultati v preglednici 12 so povpre¢na Stevila enterobakterij, bakterij vrst E. coli in S.
aureus, vzporedno dolo¢enih v izdelku Skutin Strukelj.

Razlika med povpre¢nim Stevilom je statisticno neznacilna pri enterobakterijah. Povprecno
Stevilo bakterij vrst E. coli in S. aureus je enako pri klasi¢ni mikrobioloski preiskavi in
testom RIDA®COUNT.

Preglednica 12: Dolo¢anje razli¢nih mikroorganizmov v izdelku Skutin Strukelj s klasi¢nimi
mikrobioloskimi metodami in testi RIDA®COUNT

. Parameter (n = 5) Klasi¢na metoda | Testi

Skupina MO RIDA®COUNT
N 614 912

Enterobakterije | SO 460 192

(cfu/g) KV 75 21
t-vrednost 1,92 (znac. 0,127)

E. coli (cfu/g) N 9 9

S. aureus (cfu/g) | N 9 9

Legenda: n: Stevilo vzorcev, N: povpreéno stevilo mikroorganizmov (cfu/g), SO: standardni odklon, KV:
koeficient variacije, znag.: raven statisti¢ne znadilnosti

Rezultati v preglednici 13 so povpre€na $tevila enterobakterij, bakterij vrste E. coli in
bakterij vrste S. aureus, vzporedno dolocenih v izdelku Sveze vleceno testo.

Razlika med povpre¢nim Stevilom je statisticno neznacilna pri enterobakterijah.

Povprecno Stevilo bakterij vrste E. coli in bakterij vrste S. aureus je enako pri klasi¢ni
mikrobioloski preiskavi in testom RIDA®COUNT.

Preglednica 13: Dolo¢anje razli¢nih mikroorganizmov v izdelku SveZe vle¢eno testo s
klasi¢nimi mikrobioloskimi metodami in testi RIDA®COUNT

. Parameter (n = 5) Klasi¢na metoda | Testi

Skupina MO RIDA®COUNT
N 13 9

Enterobakterije | SO 9 0

(cfu/g) KV 69 0
t-vrednost 1,06 (znac. 0,349)

E. coli (cfu/g) N 9 9

S. aureus (cfu/g) | N 9 9

Legenda: n: Stevilo vzorcev, N: povpreéno Stevilo mikroorganizmov (cfu/g), SO: standardni odklon, KV:
koeficient variacije, znac.: raven statisti¢ne znacilnosti
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Rezultati v preglednici 14 so povprecna Stevila enterobakterij, bakterij vrst E. coli in S.
aureus, vzporedno doloc¢enih v izdelku Zavitek jabol¢ni.

Razlika med povprecnim Stevilom je statisticno neznacilna pri enterobakterijah. Povprecno
Stevilo bakterij vrst E. coli in S. aureus je enako pri klasi¢ni mikrobioloski preiskavi in
testom RIDA®COUNT.

Preglednica 14: Dolo¢anje razli¢nih mikroorganizmov v izdelku Zavitek jabol¢ni s klasi¢nimi

mikrobioloskimi metodami in testi RIDA®COUNT

. Parameter (n =5 Klasi¢na metoda | Testi

Skupina MO (=9 RIDA®COUNT
N 13 9

Enterobakterije | SO 9 0

(cfu/g) KV 69 0
t-vrednost 2,53 (znac. 0,064)

E. coli (cfu/g) N 9 9
N 9 9

S. aureus (cfu/g) t-vrednost 1,22 (znac. 0,291)

Legenda: n: Stevilo vzorcev, N: povpreéna vrednost stevila mikroorganizmov (cfu/g), SO: standardni odklon,
KV: koeficient variacije, znac.: raven statisti¢ne znacilnosti

4.2 CASIZVEDBE KLASICNIH IN ALTERNATIVNIH MIKROBIOLOSKIH
PREISKAV

Primerjali smo ¢as izvedbe klasi¢éne mikrobioloske preiskave in testa RIDA®COUNT. Za
pregledno primerjavo smo izvedbo preiskave razdelili na pet elementov: priprava gojisc,
oznacitev gojiS¢, nanos vzorca na gojisce, inkubacija in od¢itavanje rezultatov.

Za vzorcCenje smo upostevali Cas asepticnega odvzema vzorca iz linje in prenos do
laboratorija. Priprava vzorca za mikrobiolosko preiskavo zavzema tajanje zamrznjenih
gojisca, ustrezna razredcCitev z destilirano vodo, meSanje in gretje, da se gojisce raztopi in
homogenizira, avtoklaviranje, hlajenje gojis¢ na 45 °C in prelivanje gojis¢ v petrijeve
plosce in hlajenje gojis¢ na 25 °C. Oznagitev gojis¢, to je napis na petrijevo plosco gojisca
oziroma napis na test RIDA®COUNT, ki vkljucuje ime gojisca, za klasi¢éno mikrobiolosko
metodo, ime nanesenega vzorca, zaporedno Stevilo enote vzorca (od 1 do 5), lot vzorca in
datum izvedbe mikrobioloske preiskave. Nanos vzorca vkljucuje prenos 1 mL vzorca za

hitre teste, ter prenos vzorca in razmaz po gojiS¢u v petrijevi plos¢i pri klasi¢nih
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mikrobioloskih metodah. Odcitavanje rezultatov je Stetje kolonij, ki je pri testih

RIDA®COUNT hitrejSe zaradi Ze vnaprej odtisnjene centimetrske mreze ez celotno

.....

Preglednica 15: Cas za izvedbo klasi¢ne mikrobioloske metode in testa RIDA®COUNT

Element postopka

Cas (min)

Klasi¢na metoda Testi RIDA®COUNT
Vzorcenje 5 5
Priprava vzorca za mikrobiolosko | 240 240
preiskavo
Priprava gojis¢ 120 0
Oznacitev gojis¢ 5 2
Nanos vzorca na gojisce 7 5
Inkubacija 1440 1440
Odcitavanje rezultatov 10 7
> 1837 1709

V Preglednici 15 smo predstavili elemente izvedbe mikrobioloSke preiskave za en vzorec v
petih ponovitvah, za ¢asovno enoto smo vzeli minut0. Za izvedbo klasi¢ne mikrobioloSke

metode smo potrebovali 30,6 ur, medtem ko smo za teste RIDA®COUNT potrebovali 28,5

ur kar pomeni, da smo pri klasi¢ni mikrobioloSki metodi potrebovali 2,1 ure vec Casa.
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4.3 ZAHTEVNOST IZVEDBE KLASICNIH IN ALTERNATIVNIH
MIKROBIOLOSKIH PREISKAV

Zahtevnost mikrobioloskih metod smo razdelili na zahtevnost priprave materiala za
mikrobiolosSko preiskavo, zahtevnost izvedbe ter zahtevnost glede potrebnega materiala in

aparatur.

4.3.1 Zahtevnost priprave materiala, nanos in od¢itavanje rezultatov

Za pregledno primerjavo smo izvedbo mikrobioloskih preiskav razdelili na Stiri elemente;

priprava gojis¢, oznacitev gojis¢, nanos vzorca na gojiSce in od¢itavanje rezultatov.

Za pripravo gojis¢ smo upoStevali tehtanje suhega gojis€a, ustrezno razredCitev z
destilirano vodo, meSanje in gretje, da se gojis¢e raztopi in homogenizira, avtoklaviranje,
hlajenje gojisca na 45 °C in prelivanje gojis¢a v petrijeve plos¢e nato hlajenje gojis¢ na
sobno temperaturo (25 °C). Oznacitev gojis¢, to je napis na gojisce, ki vkljuCuje ime
gojisca pri klasi¢ni mikrobioloski metodi, ime nanesenega vzorca, zaporedno Stevilo enote
vzorca (od 1 do 5), lot vzorca in datum izvedbe mikrobioloSke preiskave. Nanos vzorca
vklju¢uje prenos 1 mL vzorca in razmaz po gojiScu v petrijevi plos¢i pri klasi¢nih
mikrobiolo§kih metodah. Od¢itavanje rezultatov je Stetje kolonij, pri testih
RIDA®COUNT je hitrejSe zaradi Ze vnaprej odtisnjene centimetrske mreze Cez celotno

gojisce.

V Preglednici 16 smo predstavili zahtevnost elementov za izvedbo mikrobioloSke
preiskave za en vzorec v petih ponovitvah. Predstavljeni posamezni elementi so bili vzeti
zaradi njihove specificnosti glede na izbrano mikrobiolosko metodo, zato so izvzeti
elementi, kot so vzorCenje, priprava vzorca za mikrobiolosko preiskavo, inkubacija in
vrednotenje rezultatov. Rezultate smo vrednotili z ocenami od 1 do 3, tako so pokazali, da
je zahtevnost testov RIDA®COUNT 2,5-krat manjSa oziroma lazja kot pri klasi¢nih

mikrobioloskih preiskavah.
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Preglednica 16: Prikaz elementov priprave materiala za mikrobioloSko preiskavo pri klasi¢ni

mikrobioloski metodi in testu RIDA®COUNT

Element Klasi¢na Ocena Testi Ocena
postopka mikrobioloska zahtevnosti | RIDA®COUNT | zahtevnosti
metoda
Priprava Tehtanje suhega 3 / 0
gojis¢ gojisca,
raztapljanje v
destilirani vodi,
avtoklaviranje,
hlajenje gojis¢,
prelivanje gojisc¢,
hlajenje gojis¢
Oznacitev Pisanje ime 2 Pisanje 1
gojis¢ gojisca, zaporednega St.
zaporedno St. enote enote vzorca, ime
vzorca, ime vzorca, vzorca, lot vzorca
lot vzorca in in datuma
datuma preiskave preiskave
Nanos Nanos in razmaz 2 Nanos vzorca 1
vzorca vzorca
Odcitavanje Stetje kolonij 3 Stetje kolonij 2
rezultatov
Y 10/12 4/12

Legenda: ocena 1 je nezahtevno, 2 je zahtevno, 3 je zelo zahtevno.

4.3.2 Zahtevnost glede materiala in aparatur

V temu delu smo naredili pregled vsega uporabljenega materiala in aparatur potrebnih za
izvedbo preiskav in primerjali uporabo le teh pri klasi¢ni mikrobioloSki metodi in testih
RIDA®COUNT.



41

Gostec¢nik M. Primerjava klasi¢nih in alternativnih mikrobioloskih preiskav mini pekovskih izdelkov.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2014

Preglednica 17: Pregled aparatur in materiala uporabljenega pri klasi¢nih in alternativnih

mikrobiolodkih preiskavah

Pribor Klasi¢na Ocena Testi Ocena
mikrobioloska | zahtevnosti | RIDA®COUNT | zahtevnosti
metoda
Tehtnica da 2 da 1
Homogenizator da 1 da 1
Inkubator vedji 2 manjsi 1
Avtoklav da 2 da 1
Grelnik z da 2 ne 0
magnetnim meSalom
Plinski gorilnik da 1 da 1
Petrijeve plosce da 1 ne 0
Steklena ¢asa da 1 ne 0
Steklena pal¢ka da 1 ne 0
Nastavki za pipeto da 1 da 1
Avtomatska pipeta z da 1 da 1
nastavki
Polnilna pipeta da 1 ne 0
Pinceta in Skarje da 1 da 1
Homogenizirne da 1 da 1
vrecke
Pisalo (oznaditev) da 2 da 1
Y 20/30 10/30

Legenda: ocena 0 ni potrebno, 1 je manj zahtevno in 2 je bolj zahtevno.

Kot prikazuje preglednica 17 je klasi¢na mikrobioloska metoda glede materiala in aparatur
zahtevnejSa metoda kot test RIDA®COUNT.

klasi¢ni mikrobioloski metodi visja ocena zahtevnosti kot pri testu RIDA®COUNT.
Avtoklav in inkubator sta aparaturi, ki sta prav tako nujni pri obeh vrstah mikrobioloskih
preiskav, vendar je ocena zahtevnosti pri klasi¢ni mikrobioloski metodi visja zaradi
veCkratne uporabe avtoklava in pri inkubatorju zaradi velikost aparature, saj je velikost
kljuénega pomena tako pri ceni aparature kot tudi prostor, ki ga zavzame v laboratoriju.
Petrijeve plosce, steklena Casa, steklena palcka in polnilna pipeta so material potreben le
pri izvedbi klasi¢ne mikrobioloSske metode, zaradi priprave gojis¢. Pisalo je tudi material,
ki je pri klasi¢ni mikrobioloski metodi ocenjen z ve¢jo zahtevnostjo, zaradi vec¢jega Stevila

informacij, ki so potrebne pri oznacitvi gojisc.
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4.4 OCENA STROSKOV MATERIALA PRI KLASICNIH MIKROBIOLOSKIH
GOJISCIH IN TESTIH RIDA®COUNT

V preglednici 18 smo prikazali cene klasi¢nih mikrobioloskih gojiSC ter testov
RIDA®COUNT. Stroski so ocenjeni za en vzorec v petih ponovitvah. Cene prikazane v

preglednici 18 so brez davka na dodano vrednost.

Preglednica 18: Primerjava stroSkov materiala za klasi¢na mikrobioloska gojis¢a in teste
RIDA®COUNT

Preiskovani Ime Klasi¢no Ime testa Testi
mikroorganizmi | gojiséa | mikrobiolosko RIDA®COUNT
gojisce (5 (5 kom)
kom)
SSMO PCA 0,15 € RIDA®COUNT 3€
Total
Enterobakterije VRBL 0,22 € RIDA®COUNT 4€
Enterobacteriacea
e
E. coli Hi 0,6 € RIDA®COUNT 4€
Crome Escherichia coli
S. aureus Baird 0,65 € RIDA®COUNT 4€
Parker Staphylococcus
aureus
Petrijeve plosce 2€ 0€
> 3,6€ 15 €

Kot prikazuje preglednica 18 so klasi¢na mikrobioloska gojisc¢a skoraj 4-krat cenejsa kot
testi RIDA®COUNT. Pri tem pa je potrebno upoStevati Se dejavnike, ki dodatno vplivajo
na kon¢no ceno klasicne mikrobioloske metode. Pri klasi¢ni mikrobioloski metodi je
potreben vecji inkubator, magnetno mesalo ter dodatna steklovina, kar predstavlja visji
zacCetni stroSek. Prav tako je pri klasi¢ni mikrobioloski metodi potrebno 0,9-krat ve¢ Casa,

kar ravno tako zvi$a kon¢ni strosek.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

V naSem eksperimentalnem delu smo se osredotocili na primerjavo klasi¢nih
mikrobioloSkih metod s testi RIDA®COUNT. Dolocali smo enterobakterije, bakterije vrst
E. coli in S. aureus in skupno 3tevilo mikroorganizmov (SSMO) v mini pekovskih
izdelkih. Poskusili smo dokazati, da testi podajo primerljive rezultate, da so Casovno
hitrejSi in so manj zahtevni. Kvantitativne rezultate smo statisticno primerjali tako, da smo
izraunali povpre¢no Stevilo mikroorganizmov in nato primerjali rezultate s t-testom.
Zahtevnost mikrobioloskih metod smo razdelili na zahtevnost priprave materiala za
mikrobioloSko preiskavo, zahtevnost izvedbe preiskave in zahtevnost glede potrebe
materiala in aparatur. Cas izvedbe preiskav smo razdelili na pet elementov: priprava gojis¢,
oznacitev gojis¢, nanos vzorca na gojisce, inkubacija in odc¢itavanje rezultatov. Inkubacija
je pri klasiéni mikrobioloski metodi, po navodilih proizvajalca Himedia Laboratories
(Indija) za vse mikroorganizme 24 ur pri 35 °C za gojis¢e HiCrome E. coli Agar pa 44 °C.
Inkubacija je pri testih RIDA®COUNT, po navodilih proizvajalca R-Biopharm AG
(Nemc¢ija), tudi 24 ur pri 35 °C.

Testi lahko pomenijo pomembne izboljSave glede pravocasnosti v primerjavi s klasi¢nimi
mikrobioloskimi metodami. Ceprav se klasi¢ne mikrobioloske metode uporabljajo za
izolacijo mikroorganizmov v proizvodnem okolju, te predstavljajo omejitve, ki postajajo
vse bolj ocitne. Zahteve za velike koli¢ine vzorcev, ro¢ni pregled kultur, ter odkrivanjem
rasti, ki temeljijo na vizualnem opazovanju, so nekatere omejitve, ki so bistvene za
klasi¢ne mikrobioloske metode (FAO, 2008). Pierce (2012) navaja, da se bo v naslednjih
letih uporaba tradicionalne mikrobioloske metodologije zmanjsala, ceprav je Se vedno
prevladujo¢ mehanizem za testiranje, medtem ko se bo povpraSevanje po hitrih testih

povecalo.
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5.1 RAZPRAVA

5.1.1 Primerjava kvantitativnih rezultatov

Z eksperimentalnim delom smo pokazali, da pri bakterijah vrst E. coli in S. aureus in
SSMO dobimo primerljive rezultate. V 100 % vzorcev, ne glede na izbrano mikrobiolosko
metodo, so bili rezultati enaki za bakterije vrst E. coli. V 55 % vzorcev smo dobili enako
povprecno Stevilo bakterij vrst S. aureus. V 66 % vzorcev pa smo dobili enako povprecno
skupno Stevilo mikroorganizmov SSMO. Rybal in sod. (2012) so primerjali klasi¢ne
mikrobioloSke metode s testi RIDA®COUNT. Za detekcijo bakterij vrste Paenibacillus
larvae so uporabili teste RIDA®COUNT Total z dodatkom TTC v inokulumu.
Kvantitativna primerjava med klasi¢no mikrobiolosko metodo in testi RIDA®COUNT je
pokazala enaka Stevila inokuliranih spor bakterij vrste P. larvae. Ellis in Meldrum (2002)
sta primerjala hitri metodi, Compact Dry TC in Petrifilmi™, s klasi¢no mikrobiolosko
metodo. V 236 naklju¢no izbranih in naravno kontaminiranih vzorcih zivil in mleka sta
dologila SSMO. Ob primerjavi rezultatov vseh treh metod, sta ugotovila, da sta povpre¢na
logaritemska vrednost in standardni odklon primerljiva za vse tri metode. V 86 %
rezultatov so le-ti podali enako oceno v skladu z angleSkimi smernicami za mikrobioloSko
varnost zivil. Tako kot Rybal in sod. (2012) ter Ellis in Meldrum (2002) smo tudi mi dobili
primerljive kvantitativne rezultate primerjave testov s klasi¢no mikrobioloSko metodo.
Rezultati so bili razli¢ni le pri enterobakterijah, visje povprecno Stevilo bakterij smo dobili
s klasi¢no mikrobiolo$ko metodo. VVzrokov za razlike med metodami je lahko vec¢. Najprej
so tehni¢ni, kot neumerjena pipeta ali tehtnica, saj delo je bilo opravljeno asepti¢no,
istoCasno in brez razlik med temperaturo in ¢asom inkubacije posamezne preiskave. Nato
je to lahko le nakljucje in bi za realnej$o oceno bilo potrebno izvesti ve¢ preiskav, moznost
je tudi ob upostevanju, da smo primerjali dve mikrobioloSki metodi med seboj brez metode
po standardih 1SO, da tako nimamo osnovne oziroma standardizirane metode za
primerjavo dolocitve, katera metoda je natan¢nejSa oziroma je rezultat metode blizje

standardizirani.
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5.1.2 Cas izvedbe

Izraz »hitri test« lahko razlagamo tako, da do rezultatov pridemo v krajSem casu, ali pa se
nanasa tudi na boljsi pretok dela med rokovanjem z veC vzorcev naenkrat in se torej nanasa

na udobje in avtomatizacijo v laboratoriju (Pierce, 2012).

Cas izvedbe metod smo razdelili na posamezne elemente, pri katerih nastane ¢asovna
razlika. Priprava gojis¢ za klasicno mikrobiolosko metodo je dolgotrajen in zahteven
postopek (Smittle in Okrend, 2001). VV nasem eksperimentalnem delu smo pokazali, da
priprava klasi¢nih mikrobioloSkih gojis¢ vzame 15 % casa celotne izvedbe klasicne
mikrobioloSke metode. To predstavlja 2 uri, ro¢nega dela, avtoklaviranje,... medtem ko pri
testih RIDA®COUNT ni tega zamudnega dela.

Oznacitev gojis¢ pri klasi¢ni mikrobioloski metodi je nekoliko dolgotrajnejSe, saj je poleg
vseh oznacb, kot so ime preiskovanega vzorca, zaporedno Stevilo enote vzorca, datum
izvedbe preiskave, potrebno Se dopisati ime gojis¢a oz. vrsto preiskovanega
mikroorganizma, medtem ko imajo testi RIDA® COUNT razli¢ne barvne trakove za vsak
preiskovan mikroorganizem oziroma skupino mikroorganizmov. Pri klasi¢ni mikrobioloski
metodi se vzorec vmeSava ali razmazuje po povrsini gojiséa, pri testih RIDA®COUNT to
ni potrebno, saj za to poskrbi delno vpojna netkana tkanina delno pa zascitna folija s katero
prekrijemo gojisc¢e in z njo tudi razmazemo vzorec po gojis¢u. Odcitavanje rezultatov je pri
testih RIDA®COUNT zelo poenostavljeno zaradi Ze vnaprej odtisnjene centimetrske
mreZze na zgornji prekrivni foliji ter vedno bele podlage. Medtem ko pri klasi¢ni
enterobakterijah. Cas, ki je bil potreben za izvedbo klasi¢ne mikrobioloske metode, je bil v
nasem primeru 30,6 ur, medtem ko za teste RIDA®COUNT 28,5ur. Kot je navedel ze
Miller (2009), je klasi¢na mikrobioloSka preiskava poceni, vendar zahteva veliko Casa in
med tem ¢asom lahko izdelek ¢aka, da opravijo pregled na preiskovane mikroorganizme.
Avtomatizacija pri mikrobioloskih metodah je lahko zelo koristna, tako se da zmanjsati ¢as
potreben za pripravo medijev, serijskih razred¢itev, preStevanja kolonij, itd. (Glynn in sod.,
2006).
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5.1.3 Zahtevnost izvedbe

Pregledali smo zahtevnost posameznih elementov mikrobioloske preiskave, kot so priprava
gojis¢, oznacba gojiS¢, nanos vzorca na gojise in odCitavanje rezultatov. V
eksperimentalnem delu naloge smo ocenili zahtevnost od 1 do 3, pri ¢emer je 1 nezahtevno
in 3 zelo zahtevno. Pri klasi¢ni mikrobioloski metodi je postopek priprave gojisca
dolgotrajen, vsebuje pripravo razmerja gojisc¢a in destilirane vode, meSanje oz. kuhanje
gojisca, avtoklaviranje, hlajenje na 45 °C, prelivanje v petrijeve plosce in hlajenje na 25 °C
(Garci a-Armesto in sod., 1993). Medtem ko pri testih RIDA®COUNT vse to ni potrebno,

saj so testi pripravljeni za takojsnjo uporabo.

Oznacba gojis¢ se pri klasi¢ni mikrobioloski metodi podaljsa, saj je poleg imena vzorca,
lot, datuma izvedbe preiskave, zaporedno Stevilo enote vzorca, potrebno vpisati tudi ime
gojis¢a, medtem ko so testi RIDA®COUNT barvno oznaceni po skupini
mikroorganizmov. Nanos vzorca se pri klasi¢ni mikrobioloski metodi podaljsa zaradi
razmaza po petrijevi plos¢i (Koch, 1994) medtem, ko pri testu RIDA®COUNT to ni
potrebno zaradi vpojne netkane tkanine in zasScitne zgornje plasti testa (R-Biopharm AG,
2011).

Za inkubacijo pri klasi¢ni mikrobioloski metodi potrebujemo inkubator z vecjo
prostornino, zaradi prostornega razmerja med petrijevimi ploS¢ami in testi
RIDA®COUNT. Petrijeve plos¢e v visino merijo 1 cm, medtem ko so testi
RIDA®COUNT tanki kot list papirja. Prostorninsko razmerje med petrijevimi plo§¢ami in
testi RIDA®COUNT je 1:10. Od¢itavanje rezultatov je pri testu RIDA®COUNT olajsano
zaradi Ze vnaprej odtisnjene Stevne mreze ter zaradi bele barve tkanine, katera omogoca

boljsi kontrast med gojiS€em in obarvanimi kolonijami preiskovanih mikroorganizmov.

Ocenili smo, da je klasi¢na mikrobioloska metoda zelo zahtevna glede priprave materiala

za mikrobioloSko preiskavo z oceno 10 in testi RIDA®COUNT z oceno 4 od moznih 12.

NaSa ocena zahtevnosti vsebuje tudi zahtevnost metode glede aparatur in potrebnega
materiala. Klasicna mikrobioloska metoda potrebuje vecji inkubator, grelnik z magnetnim
mesalom, petrijeve plosce, stekleno ¢aso, stekleno palcko in polnilno pipeto z razliko od
testov RIDA®COUNT, ki vsega nasStetega ne potrebujejo. Glede aparatur in materiala smo

zahtevnost ocenili od 0, ki pomeni, da je nepotrebno, 1 manj zahtevno in 2 bolj zahtevno.
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Od skupaj 30 moznih tock tezavnosti je klasi¢éna mikrobioloska metoda dosegla 20 tock,
medtem ko so testi RIDA®COUNT bili ocenjeni s tezavnostno stopnjo 10 tock od 30.

Ob upostevanju vseh ocen zahtevnosti metode lahko re¢emo, da je klasi¢na mikrobioloska
metoda zelo zahtevna glede ro¢nega dela, aparatur in materiala. Skupaj smo ocenili, da je
klasi¢na mikrobioloska metoda dosegla skupno oceno zahtevnost 70 %, medtem ko so testi
RIDA®COUNT dosegli le 33 % mozne zahtevnosti metode.

5.1.4 Ocena materialnih stroskov

V eksperimentalnem delu smo ugotovili, da so testi RIDA®COUNT 4-krat drazji kot
klasi¢ne mikrobioloske metode. Miller (2009) predlaga, da pred uporabo alternativne
metode, ki izpolnjuje zastavljene cilje, da razvijemo poslovni primer, ki vkljucuje uporabo
finan¢nih modelov, s katerim lahko primerjamo skupne stroSke povezane z nakupom,
usposabljanje in izvajanje ukrepov za obvladovanje tveganja med prehodom na
alternativno metodo. Prvi cilj je ekonomska upravi¢enost nakupa alternativne metode.
Klasi¢ne mikrobioloske preiskave so po navadi drage tudi zaradi veliko ro¢nega dela
ga metodi zahtevata temve¢ tudi visji zacetni strosek. Vi§ji zacetni stroSek pri klasi¢ni
mikrobioloSki metodi predstavlja nakup ve¢jega inkubatorja, magnetnega grelnega mesala
in dodatno steklovino. Pokazali smo Ze, da je za izvedbo klasi¢ne mikrobioloSke metode
potrebno 14,6 % vec Casa kot testi RIDA®COUNT. Baylis (2011) je zapisal, da rezultat z
uporabo hitre metode, lahko mo¢no pospesi sproscanje izdelkov. To lahko upoStevamo kot

prednost hitrih metod, ko upoStevamo stroske metode.
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5.2 SKLEPI

48

- Klasi¢ne mikrobioloske metode in testi RIDA®COUNT so pokazali primerljive

rezultate pri bakterijan wvrst E. coli in S. aureus in pri skupnem Stevilu

mikroorganizmov.

- lzvedba mikrobiolosSke preiskave je s testi RIDA®COUNT hitrejSa kot pri klasi¢ni

mikrobioloski metodi.

- Testi RIDA®COUNT so manj zahtevni kot klasi¢ne mikrobioloSke metode.

- Materialni stroSki so visji pri testih  RIDA®COUNT kot pri klasiénih

.....
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6 POVZETEK

V danasnjem casu so pekovski izdelki velik del naSe prehrane. Pekovski izdelki so postali
tudi velik del prehrane v bolnisnicah, Solah in vrtcih. Mikroorganizmi imajo pomembno
vlogo pri proizvodnji pekovskih izdelkov, vendar lahko povzroc¢ijo tudi kvar izdelkov,
najveCkrat zaradi neprimernega rokovanja, neustrezne priprave, neustrezne hrambe ali
transporta izdelkov od proizvodnje do potrosSnika. Kvar zivil povzro¢a gospodarsko skodo

za proizvajalce in potrosnike.

Zagotavljanje varnosti zivil je globalni izziv. S porastom svetovne oskrbe s hrano in
Stevilom prebivalstva je posledicno v porastu tudi Stevilo mikrobioloskih preiskav zivil.
Zaradi tega je pomembna izbira mikrobioloSke metode, s katero bomo lahko hitro,

uc¢inkovito in kar se da poceni preiskovali vzorce Zivil.

Klasi¢ne mikrobioloske metode se uporabljajo v Stevilnih laboratorijih, zlasti v drzavnih
agencijah, ker so metode usklajene z zakonskimi predpisi. V zadnjih desetletjih se je

povecalo zanimanje za razvoj hitrejSih metod.

Cilj naSe naloge je bil primerjati postopke in rezultate mikrobioloskih preiskav dobljene s
testi  RIDA®COUNT in klasi¢nimi mikrobioloskimi metodami. Primerjali smo
kvantitativne rezultate, ¢as potreben za izvedbo, zahtevnost posamezne mikrobioloSke
metode, ter potreben material in stroSke posamezne mikrobioloSke preiskave na naravno
kontaminiranih vzorcih mini pekovskih izdelkov.

Poznamo razlicne alternativne metode, ki so pretezno usmerjene v zmanjSevanje
obremenitve dela, olajSano delo, zmanjSevanje manipulacije vzorcev in skrajSan cas
preiskave. Mnoge alternativne metode, ki so trenutno na trgu, so dokazano enakovredne

klasi¢énim mikrobioloskim metodam (Ferrati in sod., 2005).

Rezultati naSih eksperimentov so pokazali, da pri kvantitativnem dolo¢anju bakterij vrst E.
coli, S. aureus in SSMO obe metodi podata primerljive rezultate. Rezultati so bili razliéni
le pri enterobakterijah, vi§je povprecno Stevilo bakterij smo dobili s klasicno
mikrobioloSko metodo. Primerjava Casa potrebnega za izvedbo mikrobioloske preiskave je

pokazala, da s testi RIDA®COUNT prihranimo veliko ¢asa, saj so gojis¢a Ze vnaprej
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pripravljena. Medtem ko je pri klasi¢énih mikrobioloskih preiskavah potrebna priprava
g0jis¢, ki zajema tehtanje suhega gojiS€a, ustrezno razredcCitev, meSanje in gretje, da se
gojisce raztopi in homogenizira, avtoklaviranje, hlajenje gojiS¢ na 45 °C, prelivanje v
petrijeve plosce in hlajenje na 25 °C. Poleg same priprave klasi¢nih mikrobioloskih gojis¢
pri testih RIDA®COUNT ni potrebno, saj prekrivna folija razmaZe vzorec po gojiscu.
Zahtevnost mikrobioloSke metode smo razdelili na posamezne elemente mikrobioloSke
zahtevnosti izvedbe mikrobioloSke metode poleg naina nanosa vzorca na gojisce,
odc¢itavanja rezultatov in potrebe glede materiala in aparatur. Saj je pri klasi¢ni
mikrobioloSki metodi postopek priprave gojis¢a dolgotrajen in zahteva izobrazen kader za
izvedbo. Testi RIDA®COUNT so Ze vnaprej pripravljena gojis¢a in poleg tega imajo
prekrivno folijo, na kateri je odtisnjena centimetrska mreza, ki olajSa Stetje kolonij po
koncani inkubaciji. Medtem ko petrijeve plos¢e pri klasicnih mikrobioloskih metodah
nimajo Stevne mreze, ter zaradi razlicnih barv gojiS¢ so lahko mikroorganizmi, ki rastejo
na njih slabse vidni in posledi¢no je Stetje bolj zahtevno. Glede potreb materiala in aparatur
so klasi¢ne mikrobioloske preiskave tudi bolj zahtevne kot testi RIDA®COUNT. Kot smo
ze pri Casu potrebnem za pripravo mikrobioloSkih gojiS¢ naSteli korake priprave
mikrobioloSkih gojis¢, so za to potrebne aparature, kot so tehtnica, grelni mesalnik, za
raztapljanje in homogenizacijo klasi¢nih mikrobioloskih gojis¢, avtoklav, petrijeve plosce,
steklena palCka za razmaz vzorca in vecji inkubator, saj klasicna mikrobioloska gojis¢a v
petrijevih ploscah zavzamejo veliko ve¢ prostora kot testi RIDA®COUNT. Ocena stroskov
materiala pa je pokazala, da so klasicna mikrobioloska gojis¢a cenejSa kot testi
RIDA®COUNT. Vendar pri oceni stroSkov posamezne mikrobioloske preiskave ne
moremo upoStevati le stroSkov materiala kot so cene posameznih mikrobioloskih gojis¢,
temvec tudi zacetne stroske in Cas, ki je potreben za pridobitev rezultatov mikrobioloskih
preiskav. Tako ob upostevanju vseh dejavnikov naSe primerjave so nasi rezultati pokazali,
da so bili testi RIDA@COUNT za dolodanje SSMO in bakterij vrst E. coli in S. aureus

primerni za hitro, enostavno in stroskovno upravi¢eno mikrobiolosko preiskavo.
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