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Laboration i mikrobiologi

Bakteriehalt i livsmedel

I livsmedels hygieniska undersokningar 4r man intresserad av att dels kunna pévisa fore-
komst av eventuella sjukdomsalstrande bakeerier, dels kontrollera att livsmedlet inte inne-
héller f6r stora miangder av sidana mikroorganismer som forstor smak, konsistens och ni-
ringsvirde. Hog halt av mikroorganismer i matvaror behéver i och fér sig inte innebira att
dessa dr farliga att dta. I produkter som filmjolk, ost och bagerijist utgor mikroorganis-
merna en nédvindig ingrediens.

Vid bakteriologiska undersokningar av livsmedel utf6rs forutom bestimning av total anta-
let bakterier dven bestimning av koliforma bakterier. Inom denna grupp finner man bl.a.
E. coli, som normalt forekommer i stora mingder i minniskans tarmkanal och oftast dr helt
ofarlig. Forekomsten av E. coli i ett livsmedel eller i ett vatten ger dock en fingervisning om
att dven andra tarmbakterier kan féorekomma i produkten t ex Salmonellabakterier.

Vissa arter inom den koliforma gruppen finns normalt i jorden och pa vixtmaterial dirfor
visar ett positivt prov inte nédvindigtvis en fekal fororening, d v s direkt kontakt med
avforing eller foremal som f6rorenats med detta. Om det finns koliforma organismer i ett
livsmedel visar detta att produkten férorenats pa nigot sitt. Mojliga féroreningskillor 4r
t.ex. smutsiga maskiner, fororenat vatten eller diligt tvittade hinder hos nagon som kom-
mit i kontakt med livsmedlet.

Kéttfirs och korv kan innehalla upp till 106 bakterier per gram utan att det behéver mir-
kas. Stora mingder koliforma bakterier i en produkt visar att det funnits méjlighet till
kraftig forokning av bakeerier, vilket beror pd att livsmedlet forvarats vid fel temperatur.
Det finns da risk for att dven patogena bakterier av slikten som Salmonella, Shigella och
Stafylococcus har massférokats. Hur livsmedlens bakterichalt dr beroende av olika forva-
ringstemperatur kan undersokas, liksom betydelsen av olika konserveringsmetoder. Som
testmaterial kan kottfirs, smorgaspaligg, firdiglagade matritter, mejeriprodikter som glass,
filmj6lk m.m. anvindas.

Laborationens syfte ir att bestimma dels totalantalet bakterier i ett livsmedel, dels antalet
koliforma bakterier i nagra olika livsmedelsprover.

Sakerhet Det kan finnas sjukdomsframkallande bakterier i livsmedelsproverna. Oppna dirfor inte
plattorna efter uppodlingen och renodla inte bakterier frin de uppodlade plattorna.
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Material och Mortel med pistill (sterila) om livsmedelsprovet behover malas sonder
kemikalier Sked, skalpell eller spatel (sterila)
1 ml pipetter (proppade och sterila), 5 st
Petriskalar, 10 st
Violett-gallagar (VGA), 100 ml, 45-50°C
Nutrientagar (NA), 100 ml, 45-50°C
1 flaska med 45 ml sterilt peptonvatten (0.1 % pepton, 0.9 % NaCl per liter)
4 ror med 9 ml sterilt peptonvatten (5 ror om livsmedlet férvarats i rumstemperatur.)
Bomull
Gasbrinnare
70%-ig spritlosning
Virmeskap, 35°C
Utférande

Utforande 1. Torka av binkytan med 70 % spritlosning.

2. Invigning

Vig in ett representativt prov pd 5 gram av det livsmedel som ska undersokas. Vig direke i
en steril flaska eller mortel. Anvind sterila verktyg. Flytande livsmedel spids direke enligt
punkt fyra nedan.

3. Homogenisering

Tillsitt 45 ml sterilt peptonvatten till provet. Skaka flaskan eller mal sonder provet i mor-
teln. Nir provet 4r vil homogeniserat far blandningen sta orérd i ca 10 minuter.

4. Spadningsserie

Efter ca 10 minuter gors en spadningsserie enligt foljande for att fi foljande utspadningar
107, 102, 10, 10* och 10°. (Se figur nedan.) Spid ytterligare ett steg om livsmedlet for-
varats i rumstemperatur) (Spidningen 107 ir blandningen i flaskan eller morteln). Mirk 4
alternativt fem provrér som innehaller peptonvatten. En ml av homogenatet (10) éverfors
med steril pipett till ett ror med 9 ml sterilt peptonvatten. Efter omskakning dverfors med
ny pipett en ml av denna blandning (10~) till ett nytt rér med 9 ml peptonvatten osv. Detta
upprepas tills utspidningen 10~ eller 10 natts.

5. Ingjutning

Mirk de 10 eller 12 petriskilarna med namn och utspidningsgrad enligt figuren pi nista
sida. Mirk undersidan av skélarna.

Overfor med steril pipett 1 ml-portioner av de olika spidningarna till res- pektive ska-
lar. Om man bérjar med den mest utspadda l6sningen (10-5 eller 10-6)och gir mot mindre
utspadningar, si kan samma pipett anviindas. Det ska vara tvi petriskilar med samma ut-
spadning. Sug upp och blis ut pipetten ett par gnger vid vergang till ny spidning.

Hill snarast mojligt ca 15 ml smilt NA (45°C) i fem alternativt sex av petriskdlarna (mirk-
ning 107, 10, 10, 10, 10°,10° ) och blanda om genom att forsiktigt rotera skilarna.
I fem skélar alternativt sex (mirk-ning 10!, 10, 103, 10, 107, 10°¢ ) hills p4 samma
sitt VGA for test pa coliforma bakterier. (I skilarna med VGA kan hillas ett tunt skikt av
samma agar for att pa sd sitt gjuta in alla bakterier. Avldsningen av resultatet underlittas d4)

6. Inkubering

Nir agarn stelnat vinds skélarna och inkuberas vid 35°C under 1 dygn f6r VGA och tre
dygn f6r NA. Plattorna kan avlisas vid senare tillfille om de forvaras i kylskap.

Nationellt resurscentrum for biologi och bioteknik, www.bioresurs.uu.se
F&r fritt kopieras i icke-kommersiellt syfte om kallan anges.



Nationellt resurscentrum for
biologi och bioteknik

7. Avlisning

Vid avldsning av totalhalt bakterier viljer man ut en NA-platta som beriknas innehalla
mellan 30 och 300 kolonier. Vid avlisning av antalet koliforma bakterier viljs en VGA-
platta som innehaller maximalt 100 kolonier. (Ovriga skilar anvinds ej.) Rikna samtliga
kolonier genom att markera med en tuschpenna pa skélens undersida. (OBS! Kolonierna
pa NA-plattorna kan vara mycket smé och kriva forstoring for avlisning.) Berikna antalet
bakterier per gram livsmedel.

Figur éver utférandet
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