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Laboratorni cviceni ¢. 2 — kvantitativni hodnoceni mikrobialni
kvality vnitrniho vzduchu, vyhodnoceni

Nazev: Kvantitativni hodnoceni odebranych vzorki

Cviceni slouzi pro zakladni stanoveni poctu kolonii KTJ (kolonie tvorici jednotky)
vzduchu a povrchd, podrobnéji bude zkoumano znecisténi bakteriemi a plisnémi.
Studenti vyuziji nakultivované Petriho misky z predeslého cviceni. Nejprve se seznami
s metodami pocitani kolonii, nasledné si praci vyzkousi na svych odebranych a
nakultivovanych vzorcich.

Potrebné vybaveni a pomucky:

e Ochranné pom{cky (laboratorni plast’ a jednorazové rukavice)

e Inkubator

e Petriho misky s koloniemi (vzorky ziskané nasavanim vzduchu, vzorky ze
spadu a stéru)

e Manualni pocitadlo kolonii (obr. €. 1)

e Znackovaci pero pro oznaceni spocitanych kolonii

e Informace o objemu nasatého vzduchu (napf. litrech, v metrech krychlovych,
|, m3)

e Zapisovaci arch a protokoly z méreni

e Autoklav

e Desinfekce — denaturovany lih v rozprasovaci a Savo

Obr. ¢. 1 — Manuaini pocitadlo kolonii



Teoretickd cast:

Pro kvantitativni hodnoceni je potfeba mit mikroorganismy na odebranych médiich
nakultivované v inkubatoru pfi nastavené teploté potfebné pro kultivaci po presné
stanovenou dobu podle toho, zda se hodnoti plisné ¢i bakterie.

Ke kvantitativnimu hodnoceni slouzi specidlni pristroj - pocitadlo kolonii. Pocitadlo
mdZze byt automatické nebo manualni. Pro Gcely vyuky je pouzito manualni Citacka
kolonii.

Petriho misky s namnozenymi koloniemi z aktivniho nasavani vzduchu aeroskopem,
je nutno vyhodnotit oddélené a rozliSit pozitivni nalez a faleSné pozitivni nalez.
Impaktor aeroskopu ma specialni ,hvézdici* (obr. €. 2), pres kterou se vzduch nasava
na petriho misku. Tudiz kolonie narostlé v misté této ,hvézdice" jsou pozitivnim
nalezem. Kolonie narostlé mimo tuto ,hvézdici" jsou falesné pozitivhim
nalezem a do hodnoceni se nezapocitavaji. Priklad pozitivnich a falesSné
pozitivnich vysledku je znazornén na obr. ¢. 4.

Obr. ¢. 3 —,Hvézdice" na petriho misce



Obr. ¢. 4 — Priklad petrihy misky s koloniemi (vievo) a petrihy misky s oznacenymi
pozitivnimi a falesné pozitivnimi vysledky (vpravo)

Na Petriho se miskach se spocita pocet kolonii KTJ (kolonie tvorici jednotky) jak pro
bakterie, tak pro plisné. Nasledné dojde k vyhodnoceni poctu KTJ na miskach.
Zejména dojde k porovnani poctu kolonii mezi pasivnim sbérem a aktivnim sbérem
aeroskopem. Z Petriho misek odebranych aeroskopem se na zakladé mnozstvi
pouzitého vzduchu pfi odbéru stanovi KTJ/m?3 vzduchu.

V soucasné dobé mame podle Vyhlasky ¢. 6/2003 Sb., kterou se stanovi hygienické
limity chemickych, fyzikalnich a biologickych ukazateld pro vnitfni prostiedi
pobytovych mistnosti nékterych staveb, nastaveny pozadavky, kdy limit je spinén,
neprekroCi-li koncentrace mikroorganism& 500 a plisni 500 kolonii tvoficich jednotek
na 1 m3 vzduchu aktivnim nasavanim vzduchu za pomoci aeroskopu (KTJ/m3).

Zjednoduseny postup:

1) Vyjmuti Petriho misek z inkubatoru (v rukavicich)

2) Umisténi Petriho misek jednotlivé na uréené misto v manualnim citaci kolonii

3) Manualni odecet poctu kolonii — znackovacim perem si oznacit kazdou kolonii, pfi
dotyku Petriho misky citadlo automaticky zapocita kolonii, potvrdi i zvukovym
signdlem a zobrazi se na displeji, misky s nakultivovanymi koloniemi zasadné
neotevirat! (obr. ¢. 5)

4) Postupné vypocet KTJ na vSech Petriho miskach

5) Zapsat do archu pocty KTJ pro plisné a bakterie pro jednotlivé odbéry

6) Porovnat mnozstvi KTJ mezi pasivnim sbérem a aktivnim sbérem aeroskopem

7) Popsat barvu, tvar, odhadnout kolik réiznych druht mikroorganism@ narostlo

8) Sterilizace pouzitych Petriho misek v autoklavu (pri 134°C)



9) Desinfekce pocitadla kolonii a vSech povrchl v pracovnim misté
10)Likvidace Petriho misek s pouzitim desinfekce

Obr. ¢. 5 — Petriho miska umisténa v pocitadle kolonii

Experimentain/ cast:

Laboratorni postup: Vypocet poctu kolonii na Petriho miskach

1. Priprava pracovniho prostoru:
o Usporadani Petriho misek vyjmutych z inkubator{ a kontrola jejich
oznaceni.
o Rozdéleni Petriho misek do tfi skupin: na vzorky z aktivniho odbéru,
pasivniho odbéru a stéru
2. Vizualizace kolonii:
o Umistéte Petriho misku pod lupu manualni ¢itacky kolonii
o Nastavte si intenzitu podsviceni
o Zhodnotit pocet typd kolonii z hlediska tvaru, barvy a velikosti
3. Pocitani kolonii:
o Kolonie spocitejte manualné pomoci citacky kolonii. Kazdou kolonii
pocitejte jednim kliknutim citacky.
o Pro snadnéjsi kontrolu oznacte jiz spocitané kolonie na spodni strané
Petriho misky pomoci markeru.



4. Zaznamenani vysledkdi:
o Po spocitani vSech kolonii na Petriho misce zaznamenejte celkovy pocet
kolonii do zapisovaciho archu a protokolu o méreni
5. Vypocet poctu kolonii ve vzduchu KTJ/m3 (CFU/m3):
o Pro vypocet koncentrace mikroorganismi ve vzduchu pouzijte
nasledujici vzorec:

Pocet kolonii (CEFU)

Objem nasatého vzduchu (m?)

CFU/m® =

Kde:

o Pocet kolonii (CFU) = pocet spocitanych kolonii na Petriho misce.
Objem nasatého vzduchu (m3) = objem vzduchu, ktery byl
nasavan a kultivovan na Petriho misce (napt. 0,5 m3, 1 m3 apod.).

Priklad: Pokud jste nasali 1 m3 vzduchu a na Petriho misce narostlo 100
kolonii:

e 100 _ _
CFU/m3 = o — 100 CFU /1n3

Tento vysledek znamenag, ze ve vzduchu bylo 100 kolonii na metr krychlovy
vzduchu.

6. Opakovani postupu u dalsich vzorki:
o Pokud mate vice Petriho misek s rliznymi objemy nasatého vzduchu,
zopakuijte vypocet pro kazdy vzorek zvlast.
7. Zaveér:
o Zkontrolujte, zda vSechny vysledky byly spravné zapsany a vypocty
provedeny pro vSechny misky.

Poznamky:

o CFU/m?3 (kolonie tvorici jednotky na metr krychlovy vzduchu) je standardni
jednotkou pro vyjadreni koncentrace mikroorganismd v nasavaném vzduchu.

o Pokud byl nasan prilis maly objem vzduchu a na misce narostlo malo kolonii, vysledky
mohou byt nepfesné — v takovém pripadé je vhodné nasat vétsi objem vzduchu.

o Pokud je pocet kolonii prilis vysoky a neni mozné je presné spocitat, mdze byt
potreba odebrat mensi mnozstvi vzduchu.

Protokol z méereni viz. Prilohac. 1 a2



Priloha C. 1 - Protokol z hodnoceni mikrobialni kvality vnitfniho vzduchu

Datum méreni: [doplnit]

Misto méreni: [doplnit]

Pouzité zarizeni: Aeroskop [typ zafizeni, napf. BioCapt® Single-Use]
Objem vzduchu: [doplnit] pocet litrli na kazdy odbér

Celkovy pocet odbérti: [doplnit] odbéry ([doplnit] na TSA, [doplnit] na
Sabouradovu ptdu)

Limit KTJ (kolonie tvorici jednotky): 500 KTJ/m?3

Popis méreni

Méreni bylo provedeno v uzaviené mistnosti o velikosti priblizné [doplnit] m2 s
[doplnit zplsob vétrani, pocet osob apod.]. Za Ucelem stanoveni mikrobialni Cistoty
ovzdusi byly pouzity dvé rlizné kultivacni pQdy: Trypticase Soy Agar (TSA) a
Sabouradova glukdzova plda.

Parametry a postup méreni:
Aktivni odbér aeroskopem:

1. Odbér c. 1a:

o Pouzita plida: TSA

o Misto odbéru: [doplnit]

o Objem vzduchu: [doplnit]

o Vysledek: [doplnit pocet KTJ/m3]
2. Odbér ¢. 1b:
Pouzita ptlida: Sabouradova plda
Misto odbéru: [doplnit]
Objem vzduchu: [doplnit]
Vysledek: [doplnit pocet KTJ/m?3]

(0]

O O O

3. Odbér ¢. 2a:

o Pouzita ptida: TSA

o Misto odbéru: [doplnit]

o Objem vzduchu: [doplnit]

o Vysledek: [doplnit pocet KTJ/m?3]
4. Odbér c. 2b:

o Pouzita plida: Sabouradova pilda
Misto odbéru: [doplnit]
Objem vzduchu: [doplnit]
Vysledek: [doplnit pocet KT1/m?3]

o O O

[doplnit popis dalSich odbér{]



Pasivni odbér:

1. Odbér ¢. 3a:

o Pouzita plida: TSA

o Misto odbéru: [doplnit]

o Vysledek: [doplnit pocet KTJ/misku]
2. Odbér ¢. 3b:

o Pouzita plida: Sabouradova plda

o Misto odbéru: [doplnit]

o Vysledek: [doplnit pocet KTJ/misku]

3. Odbér <. 4a:

o Pouzita ptida: TSA

o Misto odbéru: [doplnit]

o Vysledek: [doplnit pocet KTJ/misku]
4. Odbér c. 4b:

o Pouzita plida: Sabouradova pilda

o Misto odbéru: [doplnit]

o Vysledek: [doplnit pocet KTJ/misku]

[doplnit popis dalSich odbér{]

Vyhodnoceni vysledkii:

Limitem pro mikrobialni kontaminaci vzduchu je 500 KTJ/m3. V pripadé prekroceni
tohoto limitu je nutné provést dalSi Setfeni a prijmout opatreni k odstranéni zdroje
kontaminace.

« Odbeér ¢. 1a (TSA): [doplnit vysledek KTJ/m3 a zda je nad/pod limitem]
« Odbér ¢. 1b (Sabouradova ptda): [doplnit vysledek KTJ/m3 a zda je
nad/pod limitem]

« Odbér ¢. 2a (TSA): [doplnit vysledek KTJ/m3 a zda je nad/pod limitem]
« Odbér ¢. 2b (Sabouradova ptida): [doplnit vysledek KTJ/m3 a zda je
nad/pod limitem]



o Odbér ¢. 3a (TSA): [doplnit vysledek KTJ/misku]
« Odbér ¢. 3b (Sabouradova ptida): [doplnit vysledek KTJ/misku]

A porovnat s aktivnim odbérem, zda je mnozstvi KTJ vyssi/nizsi
o Odbér ¢. 4a (TSA): [dopInit vysledek KTJ/misku]

« Odbér ¢. 4b (Sabouradova ptida): [doplnit vysledek KTJ/misku]
« A porovnat s aktivnim odbérem, zda je mnozstvi KTJ vyssi/nizsi

[doplnit popis dalSich odbér{]

Zaveér:

Na zakladé vysledkl odbérl [zaveérecné hodnoceni, napf. "vysledky méfeni jsou v
normé a nejsou nutna zadna dalsi opatreni" nebo "doslo k prekroceni limitu, je tfeba
provést napravna opatieni"]. Zhodnoceni a diskuse nad vysledky aktivniho a
pasivniho odbéru.

Podpis osoby provadéjici méreni:
[doplnit jména]



Priloha ¢. 2 - Protokol z hodnoceni mikrobialni kvality povrchii

Datum méreni: [doplnit]

Misto méreni: [doplnit]

Celkovy pocet odbérti: [doplnit] odbéry ([doplnit] na TSA, [doplnit] na
Sabouradovu ptdu)

Popis méreni

Méreni bylo provedeno ...... , stéry byly odebrany z mist ........ Za Ucelem stanoveni
mikrobidlni Cistoty byly pouzity dvé rlizné kultivacni ptdy: Trypticase Soy Agar (TSA)
a Sabouradova glukézova plda.

Parametry a postup méreni:

1. Odbérc. 1a:
a. Pouzita pada: TSA
b. Misto odbéru: [doplnit]
c. Vysledek: [doplnit pocet KTJ]

2. Odbér C. 1b:

a. Pouzita pada: Sabouradova plida
b. Misto odbéru: [doplnit]
c. Vysledek: [doplnit pocet KTJ]

[doplnit popis dalSich odbér{]

3. Odbeér <. 2a:
a. Pouzita pada: TSA
b. Misto odbéru: [doplnit]
c. Vysledek: [doplnit pocet KTJ]
4. Odbér ¢. 2b:
a. Pouzita pada: Sabouradova plida
b. Misto odbéru: [doplnit]
c. Vysledek: [doplnit pocet KTJ]

[doplnit popis dalSich odbér{]

Vyhodnoceni vysledkii:

Namérené hodnoty nelze porovnat s vyhlaskou ¢. 6/2003 Sb., jelikoz se jedna o stéry
a ziskané hodnoty jsou pocty plisni ¢i KTJ (kolonii tvoricich jednotek) na stér, tedy
ziskané Udaje jsou o mikroorganismech Zzijicich na povrchu.



« Odbér ¢. 1a (TSA): [doplnit vysledek KTJ]
« Odbér ¢. 1b (Sabouradova ptida): [doplInit vysledek KTJ]

« Odbér ¢. 2a (TSA): [doplnit vysledek KTJ]
« Odbér ¢. 2b (Sabouradova ptada): [doplnit vysledek KTJ]

[doplnit popis dalSich odbér{]

Zaveér:

Vysledky jsou ukazatelem znecisténi daného povrchu a i s témito vysledky Ize nadale
provadét diskusi.

Podpis osoby provadéjici méreni:
[doplnit jména]



