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Predmluva

Mikrobiologie potravin je na Fakulté¢ veterinarni hygieny a ekologie VFU Brno vyu¢ovana
v ramci bakalaiského 1 magisterského studijniho programu. Je samoziejmé, ze v obou
pfipadech jsou na studenty kladeny rozdilné naroky vyplyvajici z rizného zaméteni
uvedenych studijnich obort. Na druhou stranu odlisnost praktické vyuky mikrobiologie
potravin neni natolik vyznamna, aby vyzadovala samostatné studijni materialy, zvlast’ pro
bakalaisky a zvlast pro magistersky studijni program. Z tohoto diivodu jsme povazovaly
za ucelnéjsi vytvorit jednotny studijni material rozd€leny do dvou dila.

Druhy dil — Metody stanoveni mikroorganismii v potravindch je urCen pro oba studijni
programy a ucelené shrnuje problematiku mikrobiologie potravin, tj. odbér a zpracovani
vzorkd, metody pouzivané pii kvantifikaci mikroorganismii a standardni kultivacni
techniky stanoveni indikatorovych, technologicky vyznamnych a patogennich
mikroorganismti v potravinach. Celd problematika je doplnéna o stanoveni rezidui
inhibi¢nich latek v surovindch a potravinach zivociSného pivodu, mikrobiologické
vySetfeni pitné vody, mikrobiologické hodnoceni obali a obalovych materidlti a dalsi
dopliikkové metody. Uvadéné metodiky jsou v souladu S mezinarodné platnymi
vysetfovacimi postupy (CSN ISO, resp. CSN EN ISO). V piipadé, Ze dané stanoveni neni
standardizovano pfislusnou normou ¢i jinym piedpisem, je uveden postup obvykle
pouzivany v ramci Ceské republiky. Samostatna kapitola je vénovana stru¢nému vykladu
nafizeni komise (ES) ¢. 2073/2005 o mikrobiologickych kritériich pro potraviny ve znéni
nafizeni komise (ES) ¢. 1441/2007.

Vhodnym studijnim doplitkem k tisténych skriptim jsou multimedialni uéebni texty Atlas
mikrobiologie potravin a Laboratorni metody v mikrobiologii potravin, které jsou volné
pristupné na internetové adrese: http://fvhe.vfu.cz/sekce ustavy/uhtml/index.html.

Zavérem bychom rady podékovaly recenzentkdm Prof. Ing. Katefiné Demnerové, CSc. a
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Odbér a zpracovani vzorkii

1. Odbér a pFiprava vzorkd k mikrobiologickému vySetreni

Kazdé vysetfeni, fyzikalni, chemické ¢i mikrobiologické, zac¢ind odbérem vzorkl. Na
odbér vzorkl bezprostiedné navazuje jeho preprava, uchovavani a zpracovani v laboratofi.
Vzdy je tfeba mit na paméti, Ze zpiisob odbéru a piipravy vzorkii mize vyznamné ovlivnit
vysledky provedeného vySetieni.

1.1. Odbér vzorki

Vzorek piedstavuje jednotku vyrobku, suroviny nebo jiného zkouSeného materialu. Muze
jim byt originalni spotiebitelské baleni, urcity pocet kusti u kusovych vyrobki nebo urcita
hmotnost (objem) u nekusovych vyrobki a surovin. Pro mikrobiologické vySetfeni se
nejcasteji odebiraji vzorky vychozich surovin, pomocnych latek, fazové vzorky v pribéhu
vyroby, déle stéry z provozni zafizeni, hotové vyrobky ¢i skladované potraviny.

Za vzorkovanou jednotku se povazuje:

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

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

- celd zésilka, jde-li o sypané ¢i jiné volné lozené produkty (odebird se 5 vzorkil
z ruznych Casti zasilky),

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

1.1.1. Obecné zdsady

Odbér vzorki provadi tzv. oprdvnéna osoba, kterd je seznamena se zasadami spravného
vzorkovani a nese zodpoveédnost za spravnost provedeni odbéru.

Pfed vlastnim odbérem se zkouSené¢ vyrobky rozdéli podle senzorickych vlastnosti
(vzhledu a viin€) do nasledujicich skupin:

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

- 2. skupina — vyrobky, které jsou podle vzhledu podezielé, Ze v nich nastaly zmény
v disledku neZzadouci mikrobidlni cinnosti, piip. chemickymi ¢i biochemickymi
pochody,

- 3. skupina — vyrobky, které jsou zjevné¢ zkazené v disledku ¢innosti mikroorganismi
(napft. osliznuti, hniti, plesnivéni, kysani). Tato skupina vzorki se bézné pro kontrolni
ucely mikrobiologicky nevysetiuje.

U kazdé skupiny vzorki se provede odbér vzorkli oddélené, a to takovym zptsobem, aby
nemohlo dojit ke kontaminaci a nezddoucim zméndm v mikrobidlnim slozeni.

Pokud se soucCasné¢ odebiraji vzorky k mikrobiologickému i1 chemickému vySetieni,
odebiraji se zasadné nejprve vzorky k vySetfeni mikrobiologickému. Jestlize se odebira
pouze jeden vzorek pro mikrobiologické 1 chemické vySetfeni, prepravuje se do laboratofe
za podminek stanovenych pro mikrobiologické vySetieni. V laboratofi se v tomto piipadé
provadi nejdiive mikrobiologické vySetieni, pak smyslové a nakonec chemické.

Pokud neni odebirano celé spottebitelské baleni, musi byt ke vzorkovani pouzito vyhradné
sterilni n&cini z korozivzdorné oceli (sondy, nebozezy, nabéracky, l1zice, noze, pinzety,
atd.) ¢i skla (pipety), které se ptredem bali do hlinikové folie a sterilizuji v horkovzdusném
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Mikrobiologie potravin — prakticka cviceni I1.

sterilizadtoru ¢i autokldvu. Kovové nastroje lze pfi odbéru prubézné sterilizovat 70%
etanolem a opalenim v plameni. Vzorky se odebiraji do sterilnich, dostatecné velkych
vzorkovnic se zabrousenou zatkou, sterilnich folii, polyetylénovych sackt nebo sterilniho
nepropustného papiru.

Odebrané vzorky musi byt fadn¢ oznaCeny potfadovym CcCislem, kédem kontrolované
dodavky ¢i Cislem odbérového protokolu tak, aby nemohlo dojit k jejich zdméné.
V néekterych ptipadech se vzorek opatii peceti nebo plombou a oznaci razitkem organizace,
kterd za vyrobky odpovida. Majitel zbozi smi zadat o odbér soubézného vzorku, a to ve
stejném poctu a slozeni jako vzorky odebirané kontrolnim orgdnem. O odbéru musi byt
vyhotoven protokol o odbéru vzorkii, v némz jsou uvedeny udaje o dobé a mistu odbéru
vzorku, jejich druhu a mnozstvi, zpisobu vzorkovani, smyslovém posouzeni, konzervaci,
atd. Protokol musi byt opatfen podpisem osoby provadéjici odbér i zastupcem majitele
vzorkd. Soucasné se vyplni zddanka o laboratorni vySetfeni, ve které je nutno specifikovat,
jaka konkrétni vySetfeni maji byt u vzorku provedena (viz. obr. 2).

1.1.2. MnoZstvi odebraného vzorku

Odebrany pocet vzorkili musi vystihovat celou vySetfovanou partii tak, aby bylo mozno
posoudit povahu, stupeni a rozsah mikrobialniho znecisténi. Pfi odbéru vzorkd pro
mikrobiologické vySetfeni se neodebiraji vzorky primérné (tj. smésné).

Pti ufedni kontrole — tj. hodnoceni, zda dana Sarze (davka) odpovidad stanovenym
mikrobiologickym pozadavkim, se odebird zpravidla 5 vzorkli. U vybranych skupin
vyrobkd miize byt tento pocet jesté vyssi (upravuje platnd evropska legislativa tykajici se
mikrobiologickych kritérii pro potraviny).

Hmotnost odebraného vzorku musi byt dostateCnd pro provedeni vSech ptfedepsanych
vySetieni (viz. tab. 1). Odebirame-li vzorek vyrobku ve spotiebitelském baleni, potom:

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

b) pokud hmotnost (objem) spotiebitelského baleni vyrazné prevySuje potfebné mnozstvi,
staci odebrat jako vzorek pomérnou ¢ast spotiebitelského baleni, nesmi tim vSak byt
ohroZeno dosaZeni ucelu vysetieni;

c) pokud hmotnost (objem) spotiebitelského baleni je niz§i nez pozadované mnozstvi,
odebereme potiebny pocet spotiebitelskych baleni.

Tabulka 1: Potrebna mnoZstvi vzorkii pro mikrobiologické vySetieni.

Druh vzorku MnoZstvi Druh vzorku MnoZstvi
tekuté 300 ml koncentraty 150 g
kasovité 250 g vejce 3 ks
pevné 3009 driibez 1ks
susené 150 g pitna voda 500 ml

1.1.3. Zplsoby odbéru vzorki

Vzorky v originalnim spotiebitelském baleni se u vSech druhti vzorkd odebiraji vecelku.
V ostatnich ptipadech se zplsob vzorkovani lisi podle povahy odebiraného materiélu,
poctu odebiranych vzorkl a charakteru zafizeni, ze kterého se odbér provadi. Pii odbéru
vzorkii do sterilnich vzorkovnic je nutno jeji hrdlo piedem opalit plamenem.
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1.1.3.1. Kusové materialy

Drobné kusové vyrobky se odebiraji po nékolika kusech z riznych mist a hloubek (véetné
mist styku s obalem) pomoci sterilni 1zice, nabéracky, pinzety, atd. Ukladaji se do sterilni
vzorkovnice nebo se bali do sterilni folie.

Stiedné velké a velké kusové vyrobky se vzorkuji jednim z nasledujicich zptsobii:

a) vykrojem — pomoci sterilniho noze ¢i pilky se z kusti bochnikového tvaru odebira
vykroj klinovitého tvaru, u kust ¢tvercového piidorysu se vedou fezy kolmo na hrany,
u vyrobkl podlouhlého tvaru se vede fez kolmo na podélnou osu. Odebrané vzorky se
zabali do sterilni folie.

b) z vnitinich ¥Feznych ploch — vyrobek se sterilné rozkroji nozem na n¢kolik ¢asti a
Z raznych feznych ploch se odeberou v potiebném thrnném mnozstvi dil¢i vzorky a
prenesou se do sterilni vzorkovnice;

c) vzorkovacem — po odkrojeni povrchové vrstvy (0,5 — 1 cm) se z n€kolika mist odebere
vyvrt sterilnim vzorkovacem (nebozezem, sondou) a vytla¢i do sterilni vzorkovnice.
Vyrobky se navrtavaji na riznych mistech do poloviny jejich vysky nebo z jednoho
mista riznymi sméry. U tvrdych syrii se povrch otie etanolem, odebere se vyvrt a z néj
se odkroji povrchova vrstva, kterd se pouzije k uzavieni vzniklého otvoru.

1.1.3.2. Tekuté a kaSovité materialy

Pfi odbéru jednoho vzorku se obsah v nadobé dikladné promicha a sterilni pipetou nebo
sterilni kovovou nabérackou se odpovidajici mnozstvi ptenese do sterilni vzorkovnice.

Pti odbéru vétSiho poctu vzorkl z velké nadoby nebo nédrZze obsah nepromichdvame a
vzorky odebereme z rtiznych mist a hloubek nadrze (nejméné ze tii vrstev). Podle ucelu
vySetieni se vzorky pfenesou bud’ do jedné, nebo do samostatnych vzorkovnic.

Dalsim zplsobem je odbér pomoci vypoustéciho ventilu. Ventil nejprve dezinfikujeme
70% etanolem a opalime plamenem, poté odpustime 10 — 100 ml tekutiny a nésledné
napustime potiebné mnoZstvi vzorku do sterilni vzorkovnice.

1.1.3.3. Sypké materialy

Dovoluje-li to baleni vyrobku, obsah nejdiive promichame sterilnim michadlem nebo
nabérackou a sterilni 1zici ¢i nabérackou odebereme z riznych mist potfebné mnozstvi
vzorku, ktery pfeneseme do sterilni vzorkovnice.

Vzorky z velkych baleni nebo nebalené (volné¢ lozené) se odebiraji z riznych mist a
hloubek specidlnim vzorkovacem. Mimo to se odebird i vzorek z povrchovych vrstev ¢i
vrstev, které se ptimo dotykaji obalu vyrobku.

1.1.3.4. Materialy smiSené konzistence

Odebiraji se vSechny slozky vyrobku, a to
Vpoméru, vjakém jsou ve vyrobku
zastoupeny. Podle povahy vySetieni se

umist'uji do jedné nebo do vice samostatnych
Obr. 1: Vzorkovac na pevné a pastovité materidaly.  sterilnich vzorkovnic.
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Inspektorat Hodonin svs €R

Hubaékova 1484, Hodonin, 595 01, IC: 72722727

Hygienicky dozor nad zivo¢iSnymi produkty
Objednavka laboratorniho vysetreni
C. 01234 567000 S72000

Pro:Statni veterinarni istav Hodonin, Jakoubka ze Udaje laboratore:
Stfibra 32, 525 00, Hodonin 5 labor. protokol
Veterinarni inspektor: MVDr. Jan Novak

Kéd inspektora:S72000 prijal

Protokol zaslete na adresu:

Krajska veterinarni sprava pro Jihomoravsky kraj, datum

Nejedlého 57, Brno, 648 00

vzorek ¢.: 01234 567000 S72044 1)
datum odbéru: 23.10.2007 hodina odbéru: 09:00

misto odbéru ]

veter. registr. ¢.: CZ 1234 zemé: CZ KU: 786762 okres: HO
nazev a adresa: Ctibor Svihak — Reznik a uzenaf, Koblizkova 135, Muténice, 589 00
odbéru pfitomen zastupce subjektu: p. Svihak

identifikace vzorku/zvirete

pocet vzorku: 1

datum vyroby: 20.10.2007 teplota pfi odbéru: 4 °C
popis upravy:

zplsob konzervace: chlazeni

vzorek mnozstvi vz. | jednotka

TOMV varené 5 ks

nakup sluzeb pro SVD: ano  cena za vzorek (zaplaceno majiteli): 0,- K&
duvod vysetfeni: bézny hygienicky dozor

Nafizeni ES 2073/2005: 1.3. - Potraviny uréené k pfimé spotiebé, které nepodporuji
rist L. monocytogenes;

poznamka: vyrobce Ctibor Svihak CZ 5811

Razitko a podpis Podpis maijitele,
veterinarniho inspektora u kterého byly vzorky odebrany
Slouzi jako pfiloha k protokolu o kontrolnim zjisténi.

Vyplfiuje se 3x — 1x pro KVS, 1x pro maijitele, 1x pro laboratof

Obr. 2: Zadanka o laboratorni vysetieni.
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1.2. PFeprava, prijem a uchovdvani vzorki

Pti pfepraveé a uchovavani vzorki musi byt vytvoreny takové podminky, aby nemohlo dojit
k jejich zaménég, poskozeni a zneCiSténi obalti a nezddoucimu pulsobeni atmosférickych
vliva. Dale je téeba zajistit, aby nenastaly zmény v mikrobidlnim slozeni vzorku, tj. aby se
mikroorganismy ve vzorku nerozmnozovaly, neodumiraly, aby si podrzely zivotaschopnost
a puvodni pocetni a druhové zastoupeni. Toho lze docilit Setrnym omezenim nebo
zastavenim metabolismu mikroorganismt, a to snizenim teploty pod ristové minimum
nebo ve specifickych piipadech nékterymi chemickymi latkami (napf. konzervacéni ¢inidla
pouzivand pro vzorky syrového kravského mléka urceného k vySetieni v centralnich
laboratofich).

1.2.1. PFeprava vzorki

Zvlastni pozornost musi byt vénovana zachovani doporucenych teplot uchovy Vv pribéhu

prepravy jednotlivych druhti vzorki:

- stabilni vyrobky — okolni teplota

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

- zmrazené a hlubokozmrazené vyrobky — teploty pod -18 °C

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

- zkazené jednotky stabilnich vyrobkl — rozmezi teplot 0 — 4 °C

- rychle se kazici potraviny (napf. vnitfnosti, Cerstvé ryby) — musi byt pii piepraveé
uchovavany pfi teploté v rozmezi 0 — 2 °C.

K ptepravé vzorkd se pouzivaji rizné izotermické obaly s chladicimi vlozkami nebo
spevnym CO: (suchy led), dale pfenosné chladnicky, mrazici boxy, atd. Transportni
teplota musi byt dodrzena po celou dobu ptepravy do laboratofe. Vzorky konzerv se
ptepravuji v podminkéch, které vylucuji zmrznuti obsahu nebo poruSeni hermeti¢nosti
obalu. ZkaZené jednotky stabilnich vyrobkli musi byt pfepravovany v ochrannych
uzavienych obalech. Doba transportu vzorkl by neméla piesahnout 6 hodin.

1.2.2. PFijem a uchovdvadni vzorku v laboratofi

Pti piijmu vzorkl v laboratofi se posoudi jejich stav, zkontroluje se, zda souhlasi tidaje
uvedené v privodni dokumentaci a provede se zdznam o piijmu vzorkd do laboratorniho
deniku. Je-li stav vzorkli neuspokojivy, nebo je-li jich nedostatené mnoZstvi, musi
laboratot takové vzorky odmitnout. Obecné musi byt o vzorcich pfijatych do laboratote
vedena dokumentace tak, aby byl monitorovan jejich postup od okamziku piijeti az do
doby zpracovani protokolu o vysledku zkouseni.

Zapis do laboratorniho deniku musi obsahovat zejména: potadové Cislo zdznamu, datum a
hodinu pfijmu vzorkd, druh a mnozstvi vzorkd, jejich charakteristiku, udaje o vzorkovani
(datum, zptlisob vzorkovani, konzervace atd.), jméno a adresu majitele vzorkli, datum a
hodinu zahajeni rozboru, zptsob piipravy vzorkl k rozboru, hmotnost navazek a stupen
fedéni, zjiSténé mikrobiologické ukazatele, jméno osoby, kterd vySetfeni provedla a
ptipadné dalsi nezbytné udaje.

Zpracovani vzorkl v laboratofi by mélo byt zahdjeno co nejdiive po ptijmu vzorka. Po
celou dobu pied zapocetim zkouSeni musi byt vzorky uchovavany v podminkéch, které
brani jakékoli zméné v poctu a slozeni mikroorganismi pfitomnych ve vzorcich.
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Pro jednotlivé druhy vzorkt jsou ptipustné nasledujici teploty a doby uchovy:

- stabilni vyrobky — zpracovat co mozna nejdiive a pred datem ukonceni trvanlivosti,
uchovavat je lze pii okolni teploté na suchém a chladném miste¢;

- Cerstvé a chlazené vyrobky — zpracovat nejpozdéji do 24 hodin po piijmu, uchovavat v
rozmezi teplot 0 — 4 °C; je-li nutné dobu uchovy prodlouzit, vzorky se co nejrychle;ji
zamrazi na teplotu -18 °C a tato skutec¢nost se uvede do protokolu o vysledku zkouseni;

- pasterované a podobné vyrobky — zpracovat co mozna nejdiive a pred ukoncenim
trvanlivosti, uchovavat v rozmezi teplot 0 — 4 °C;

- zkaZené jednotky stabilnich vyrobkii — zpracovat co mozna nejdiive (nejpozdéji do 48
hodin), uchovavat v rozmezi teplot 0 — 4 °C. Vysetfeni zkazenych vyrobki se provadi
pouze ve zvlastnich piipadech, nikoli v rdmci bézné kontroly.

1.3. Zpracovéni vzorka v laboratofi

Laboratorni zpracovani vzorka se sklada z fady na sebe navazujicich pracovnich kroki,
zaCinajicich otevienim obald vzorkli, navdZzenim (odméfenim) mnozstvi potiebného
k vySetieni, homogenizaci vzorku, jeho natedénim, o¢kovanim do Zivnych ptd a kultivaci.
Pti stanoveni termorezistentnich mikroorganismi je soucasti zpracovani také tepelna
inaktivace vzorku. Obecné plati, Ze doba mezi ukoncenim pfipravy vychozi suspenze a
okamzikem, kdy dojde ke kontaktu inokula s zivnou ptidou nesmi piesahnout 45 minut.

Aby nedoslo ke kontaminaci okoli a zkuSebniho vzorku je vhodné pracovat ve zvlastnich
provoznich mistnostech nebo v bezpecnostnich boxech. Jako prvni v pofadi se zkousi
vyrobky obsahujici velmi malo mikroorganisml (napf. pasterované vyrobky) a teprve po
nich vyrobky s kontaminaci vyssi.

1.3.1. Otevirdni oball vzorkd

Obal, v némz je vyrobek ulozen, se musi oteviit tak, aby bylo mozno odebrat navazku
odpovidajici primérnym hodnotdm celého vzorku a soucasné aby nemohlo dojit ke
kontaminaci vzorku. Neni-li moZno pracovat v bezpecnostnim boxu, provadéji se vSechny
pracovni operace V blizkosti plamene.

Pfed vlastnim otevienim se hermeticky uzaviené obaly omyji detergentem, opldchnou
¢istou vodou a osusi. Dale je vhodné provést i zkousku hermeti¢nosti obalu, a to uplnym
ponofenim konzervy do vody o teploté 85 °C na dobu 5 — 7 minut, kdy pozorujeme tvorbu
vzduchovych bublinek na obale. Jinou moznosti je vyuziti na vyvévu napojeného
anaerostatu ¢i exikatoru, do které¢ho vlozime zkouSeny vyrobek. Pfi netésnosti obalu
dochazi pti podtlaku k unikani obsahu konzervy. Nehermetické obaly se otfou vatovym
tamponem namocenym v 70% etanolu, je-li to mozné opali se plamenem. Vzorky tekutych
nebo sypkych materidlii se pfed otevienim promichaji desetindsobnym pievracenim dnem
vzhliru nebo kruhovym pohybem. Vzorky zmrazenych vyrobkl se nechaji rozmrazit pfi
teploté 2 — 5 °C, navazka se zhotovi ihned po rozmrazeni, nejdéle do 18 hodin od pocatku
rozmrazovani. VSechny nastroje, které se pouziji k otevieni obalu (otvira¢ plechovek,
nlzky, niiz, atd.), musi byt sterilni.

Vzorkovnice, 1dhve ¢i plivodni spotiebitelské baleni (mimo konzerv) se Vv misté styku
S uzavérem otfou tamponem namocenym v 70% etanolu, ozehnou v plameni (dovoluje-li
to material obalu) nebo se etanol nechd samovolné odpaftit. Obal se otevie (odtrhnutim,
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sterilnim otviraCem na lahve, atd.) hrdlo se znovu opali a odebere se potfebné mnozstvi
vzorku.

Pii otvirani sackt a jinych obald z riznych folii ¢i papiru Se obal v misté otevieni potie
tamponem namocenym do 70% etanolu. Potom se rozstfihne sterilnimi ntizkami nebo
rozfizne sterilnim skalpem ¢i nozem a odebere se potiebné mnozstvi.

Vzhledové nezménéné konzervy se pred otevienim dekontaminuji nékterym
Z nasledujicich zpiisobi:

- vicko sklenice nebo horni celo plechovky (protilehlé vytlaci) se potfe tamponem
namocenym v 70% etanolu, tampon se necha na povrchu a pred otevienim konzervy se
zapali. Plechové vicko se otevird sterilnim otviraem nebo probiji sterilnim
prabojnikem v bezprostfedni blizkosti hoficiho tamponu, primér nebo délka otvoru
musi ¢init 1 —3 cm.

- gumové a plastové uzavéry se rovnéZ dezinfikuji 70% etanolem, ale tampon se
nezapaluje;

- pii otvirani lahvi a tub se Sroubovacim uzdavérem se uzavér nejprve opali v plameni,
poté odsSroubuje a sejme, okraje lahvi nebo membrana tuby se opali, membrana se
prorazi sterilnim skalpelem.

Vzhledové defektni konzervy se uklddaji do kovového koSe, povrch vicka
dekontaminujeme 70% etanolem, ale tampon nikdy nezapalujeme. Po odpafeni etanolu se
vicko prekryje sterilni nalevkou, kterd musi pokryvat cely povrch. Otvorem nélevky se
opatrné sterilnim pribojnikem prorazi vicko a vytvofi se velmi maly jehlovy otvor. Az
Z konzervy prestane vychézet plyn a jeji obsah, odstranime nalevku, vicko otfeme sterilnim
tamponem a prubojnikem rozsitime otvor. IThned odebereme potiebnou navazku. Misto
nalevky lze pouzit polyetylenovy sacek, do kterého dekontaminovanou konzervu vloZime a

saCek u dna konzervy pevné zavazeme. Dalsi postup je shodny.

1.3.2. Navdazka vzorku

Odbér navazky se provadi ihned po otevieni vzorkovnice nebo obalu vzorku,
Vv bezprostiedni blizkosti plamene kahanu, sterilnimi nastroji (1zice, pinzeta, skalpel, pipeta
atd.) do sterilni naddoby C¢i sterilntho homogeniza¢niho sé€ku. Nadoby ¢i sacky se pecliveé

oznac¢i udaji o analytickém vzorku. Navazka se odebira tak, aby v ni byly zastoupeny
vSechny slozky vzorku v takovém pomeéru, v jakém se v ném vyskytuji.

promichat pied otevienim obalu, musi se asepticky promichat po
jeho otevieni, a to sterilni sklenénou tyCinkou ¢i Izici. Tekuté
vzorky se odméfuji sterilni pipetou z hloubky vzorkovnice, |
roztok ulpivajici na povrchu pipety se necha stéci k jejimu hrotu
a odstrani se otfenim o wvnitini sténu vzorkovnice. Viskozni
tekutiny se odstrani otfenim povrchu pipety sterilni buni¢inou.

Hmotnost nebo objem navazky je konkrétn€ stanoven EEEE—

s SCINOCIUS

Obr. 3: Navazovani vzorku.

Pokud nebylo mozno tekuté, kaSovité ¢i sypké vzorky dokonale > I
‘

Vv piislusnych normach pro urcity vyrobek nebo metodu rozboru.
Obvykle to byva pro kvantitativni vySetfeni 10 g nebo 10 ml, pro s
piimé oCkovani tekutého vzorku 1 ml. Pro kvalitativni vySetieni
se obvykle odebira 25 g nebo 25 ml zkouseného vzorku.
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1.3.3. Homogenizace vzorku

Homogenizace vzorkii pro mikrobiologické vysetfeni se
provadi nejcastéji v homogenizatoru peristaltického typu
(Stomacher) se sterilnimi sacky z plastu. Doba homogenizace
obvykle trva 1 — 2 minuty.

Dalsi, méné¢ obvykly zpisob homogenizace, se provadi
rota¢nim homogenizatorem, S regulovatelnym poctem otacek
vybavenym sklenénymi nebo kovovymi nadobkami, které
jsou sterilizovatelné. Doba homogenizace nesmi piesahnout
2,5 min.

Pro homogenizaci viskdznich nebo hustych tekutych vzorki
(napf. vaje¢nd melanz) se pouziva protiepavani se sterilnimi Obr. 4: Stomacher.
sklenénymi perlami.

1.3.4. Redéni vzorku

1.3.4.1. Priprava vychozi suspenze

Kvantitativni mikrobiologické vySetfeni zacind pfipravou vychozi suspenze = primarniho
fedéni vzorku (tj. Fedéni 10™), vyjimkou je piimé ockovani nefedéného tekutého vzorku
(tj. fedéni 10°). Do sterilni nddoby (u vzorki tekutych) nebo do sterilniho sacku z plastu (u
vzorkl kaSovitych nebo pevnych) odvaZzime ptredepsanou hmotnost nebo odméfime objem
zkusebniho vzorku. Pridame devitinasobné mnozstvi fediciho roztoku vzhledem
k hmotnosti ¢i objemu vzorku. Jako fedici médium bézné pouzivame sterilni fyziologicky
roztok s peptonem (0,85 % NaCl + 0,1 % peptonu, pH 7). Tekuté vzorky promichame,
pevné a kasovité vzorky zhomogenizujeme (viz. obr. 5, 6).

1. krok 2. krok
odvazime 10 g vzorku pridame 90 ml fyziologického roztoku

-

\J

3. krok
homogenizujeme 1-2 minuty
na stomacheru

Obr. 5: Priprava vychozi suspenze — pevné a kasovité vzorky.
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Odbér a zpracovani vzorkii

Aby se zabranilo poskozeni mikroorganismi prudkymi zménami teploty, ma byt v prabéhu
popsanych operaci teplota fediciho roztoku pfiblizné¢ shodna s okolni teplotou v laboratofi.
Je-li to vzhledem k charakteru vzorku nutné, ponechaji se velké Castice sedimentovat
(max. 15 min).

E _}
1. krok f’ﬁ 2. krok
napipetujeme 9 ml tekuty vzorek
fyziologického roztoku ' & < promichame
N30 = BI
= L ¥
-2 . f'.»:i@yi Big%
/ ;
N
&«
3. krok
do zkumavky ptidime 1 ml
vzorku a promichame na
vortexu 5 — 10 sekund
Pozn.: Alternativni moznosti pripravy vychoziho redeéni je odméreni 10 ml vzorku + pridavek 90 ml
sterilniho fyziologického roztoku s peptonem.

Obr. 6: Priprava vychozi suspenze — tekuté vzorky.

Pii vySetieni ve vodé nerozpustnych prdSkovitych vzorkii, se nejprve vzorek promicha
s fedicim médiem a takto ziskana suspenze se necha 10 minut odstat a nasledné se 1minutu
intenzivné protiepava. V piipadé bobtnavych vzorkii obsahujicich $krob (napt. pudink)
nejdiive suspendujeme vzorek ve sterilnim oleji (opét devitinasobné mnozstvi vzhledem
k navazce vzorku) a za stalého michani vzniklou suspenzi pteneseme do fediciho roztoku.
Jestlize se jedna o kvalitativni vySetfeni (napt. priukaz salmonel), zvolime takovy objem
pudy pro neselektivni pomnozeni, aby se dosahlo piiblizného fedéni 1:100.

V ptipadé, ze se stanovuje poclet spor, je tieba vychozi suspenzi (homogenat)
bezprostfedné po piipravé podrobit zdhfevu na piiklad pfti teploté 80 °C po dobu 10 minut
a poté rychle zchladit. Homogenat napipetujeme sterilni pipetou do sterilni zkumavky
(obvyklé mnozstvi 10 ml). Soucasné si ptipravime druhou — kontrolni zkumavku opét s 10
ml homogenatu a dame do ni teplomér. Obé zkumavky umistime do stojanku ve vodni
lazni vytemperované na potiebnou teplotu. V pribéhu zahifevu sledujeme teplotu
V kontrolni zkumavce, jakmile dosdhne potfebné hodnoty (napt. 80 °C) zacneme
odmeétovat Cas (napt. 10 minut). Po ukonceni zahievu zkumavky ihned prudce zchladime
na laboratorni teplotu.

Jestlize vysettujeme vzorky s vysokym obsahem tuku, potom:

- tekuté vyrobky (napf. smetana ke Slehdni) odebirame sklenénou pipetou nahfatou
trojnasobnym protaZzenim v plameni, po nasati vzorku otfeme povrch pipety sterilnim
tamponem. K fedéni vzorku pouzijeme fedici roztok vytemperovany na 40 — 45 °C,
zbytky tuku ulpélé v pipeté vyplachneme nékolikandsobnym nasatim fediciho roztoku a
vyprazdnénim pipety.
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- pevné tuky (napi. maslo, sadlo) odvazime do vhodné sterilni sklenéné nadoby,
k ptipravé vychozi suspenze pouzijeme fedici roztok vytemperovany na 40 — 45 °C.
Vzorek nechame rozpustit. V prubéhu fedéni ¢i pred inokulaci musime vzorek vzdy
dikladné promichat tak, aby doslo ke spojeni vodné a tukové faze. Alternativni
moznosti je pouziti fediciho roztoku o laboratorni teploté a nadsledné rozehiati vzorku
ve vytemperované vodni lazni (teplota max. 45 °C).

1.3.4.2. Priprava desetindsobnych redéni vzorku

Pii kvantitativnim vySetfeni nasleduje piiprava dalSich desetindsobnych fedéni vzorku.
Nejprve si pripravime potiebny pocet zkumavek, do kterych napipetujeme 9 ml sterilniho
fyziologického roztoku. Do prvni zkumavky pfidame 1 ml vychoziho fedéni (10™%), pipetu
pfitom do vychozi suspenze neponofuje hloub&ji nez 1 cm. Smés ve zkumavce dobie
promichame na vortexu po dobu 5 — 10 s. Tim jsme piipravili fedéni 102. Do nasledujici
zkumavky pfidame 1 ml fedéni 1072, obsah zkumavky opét dobfe promichdme a méame
fedéni 10, Tento postup podle potieby opakujeme (viz. obr. 7). Pro p¥ipravu kazdého
Fedéni pouZijeme jinou sterilni pipetu Ci sterilni Spicku.

1. krok
do vSech zkumavek
napipetujeme 9 ml
fyziologického roztoku

\

2. krok
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tupné fedeni vzork &8 B3
postuphe fedenl v2oTkd 1:10  1:100  1:1000  1:10000 1:100000
10" 1072 103 10 10°

Vidy dikladné promichat!

Obr. 7: Priprava desetindsobnych redeni vzorku.
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2. Metody stanoveni poétu mikroorganismu

VétSina vySetfeni v potravinarské mikrobiologii je zaméfena kvantitativné, tzn. na
stanoveni poc¢tu vybraného druhu ¢i skupiny mikroorganismi obsazenych ve vySetfovaném
vzorku. PocCet mikroorganismi lze zjistovat bud’ p#imo, mikroskopicky ¢i kultivacné,
anebo nepiimo, tyto metody jsou vétSinou zalozeny na hodnoceni biochemické aktivity
mikroorganismi. Metod vyuzitelnych pro kvantifikaci mikroorganismd je celad fada, my se
zaméiime na ty, které maji pro rutinni mikrobiologické vysetieni potravin nejveétsi vyznam.

2.1. Kultivaéni metody stanoveni poétu mikroorganismt

Princip kultivaénich metod spocivé v pfeneseni mikroorganismi na vhodnou zivnou ptidu,
kde jsou schopny rozmnozovani. Na rozdil od mikroskopického vySetieni tedy zjistujeme
pocet zivych bunék, a to bud’ urcitého druhu nebo skupiny mikroorganisma. Ur¢itym
omezenim je, ze jednim kultivaénim vySetfenim nejsme schopni stanovit vSechny
mikroorganismy ptitomné ve vzorku, protoze maji odli$né ristové naroky. Dale je to doba
potiebna k provedeni kultivaéniho vysetieni, tj. nejméné 24 hodin. Proto byly vyvinuty
rizné rychlometody, které lze s uspéchem pouzit ke stanoveni poctu mikroorganismil
(napf. Petrifilm™), o kterych se v kratkosti zminime v zavéru této kapitoly.

Mezi zdakladni techniky stanoveni poc¢tu mikroorganismu patii:
- stanoveni poCtu pii pouziti tekutych pud (metoda MPN),

- stanoveni poCtu pfi pouziti pevnych pud (metoda zaliti, metoda roztéru na povrch
média),

- stanoveni poctu pii pouziti membranovych filtra.

Mimo tyto zékladni techniky se pii vySetfeni nékterych druht potravin (napf. kofeni,
téstoviny, povrchova kontaminace driibeze), pii vySetfeni oballi a obalovych materiald,
hodnoceni mikrobiologického zneciSténi vyrobnich ploch a zafizeni ¢1 pfi hodnoceni
ucinnosti Cisténi a desinfekce pouZivaji nekteré dalsi metody. Jedna se napf. o stérovou
metodu, metodu oplachu, vyplachu, spadu ¢i otiskovou metodu.

2.1.1. Stanoveni po¢tu mikroorganismt pri pouziti tekutych pud

Ke stanoveni po¢tu mikroorganisml v tekutém prostiedi se pouzivd metoda stanoveni
nejpravdépodobnéjsiho poctu mikroorganismia (metoda MPN, angl. Most Probable
Number), ktera je indikovana pro stanoveni poctu mikroorganismi ve vzorcich, kde se
o¢ekava pocet mensi nez 10 bakterii v 1 ml nebo 100 bakterii v 1 g vzorku. Tato metoda je
zalozena na pravdépodobnosti zachytu mikroorganismi ze vzorku. ZkuSebni vzorky se
inokuluji do tekuté pudy, jejiz slozeni obvykle podporuje rist urcitého mikroorganismu
nebo skupiny mikroorganismi a miize obsahovat i latky inhibujici rast jinych neZ cilovych
mikroorganismil. K ureni, zda doslo k ristu cilového mikroorganismu, lze pouzit rtizna
kritéria (vizudlni hodnoceni zakalu, tvorba plynu, barevné zmény) obvykle s néaslednou
izolaci mikroorganisml na selektivni agarovou ptidu (napf. pii stanoveni baktérii Celedi
Enterobacteriaceae). Nejvyse pravdépodobny pocet (MPN) se zjisti v tabulkach, kde jsou
statisticky vypoctené nejpravdépodobnéjsi hodnoty odpovidajici po¢tu zachytl, tj. poctu
pozitivnich zkumavek zjisténych po inkubaci.
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U vzorkii, kde je ocekavana koncentrace mikroorganismii nizka nebo se ocekava, ze kolisa pouze mirne, je
vhodné pouZit metodu jedné série navzdjem shodnych zkuSebnich vzorkii, tj. systém zaloZeny na jednom
redeni vzorku, které je soucasné inokulovano do série zkumavek (obvykle 10, 15, 20 nebo 25 zkumavek).

Pokud neni koncentrace mikroorganismli ve vzorku zndma, nebo se ocekdva, Ze silné
kolisa, volime metodu né€kolika fedéni, ktera jsou inokulovana do série zkumavek. Podle
poctu ockovanych zkumavek vkazdé sérii rozliSujeme test tfizkumavkovy,
pétizkumavkovy nebo desetizkumavkovy. Pouzivame-li k odhadu hodnoty MPN tabulky,
obvykle ockujeme 3 po sobé jdouci fedéni vzorku. Vzorky odebirdme, zpracujeme a
nafedime podle obecnych zasad mikrobiologického vySetfeni. Soubézné oCkujeme stejny
pocet zkumavek stejnym objemem téhoz fedéni.

Pokud neni v odpovidajici normé uvedeno jinak, obvykle se pridavaji objemy zkusebniho vzorku nizsi nebo
rovné 1 ml k pétindasobnému az desetindsobnému objemu piidy o jednoduché koncentraci. Objemy zkusebniho
vzorku v rozmezi nad 1 ml do 100 ml se obvykle pridavaji k tymz objemiim piidy o dvojndsobné koncentraci.

I 10°

1. krok
redéni vzorku

FE P "o 0 "S-

ptidavek 1 ml
inokula do kazdé
zkumavky s 10 ml

zivného média

3. krok — inkubace zkumavek v termostatu

4. krok
stanoveni poctu
pozitivnich
zkumavek
v kazdém redéni

3 2 1 trojciselny kéd

Obr. 8: Zakladni schéma provedeni metody MPN — trizkumavkovy test

2.1.1.1. Hodnoceni a interpretace vysledkii

Hodnotu MPN urCujeme na zékladé poctu pozitivnich zkumavek v kazdém tedéni
ockované série. Pfi kultivaci v neselektivnich médiich se za pozitivni povazuji zkumavky
se zietelnym projevem rastu (zékal, sediment, povrchova blanka nebo kombinace téchto
projevll). V selektivn€ diagnostickych ptiddch se za pfedbézné pozitivni povazuji
zkumavky, které jevi zmény charakteristické pro rast nebo metabolickou aktivitu
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stanovovaného mikroorganismu (napf. tvorba plynu, zména barvy média). Pfitomnost
sledovanych mikroorganismu potvrzujeme dal§imi testy a subkultivaci na pevnou pudu.

K ur¢eni hodnoty MPN miizeme pouzit 3 razné postupy: a) vypocet podle matematické
rovnice, b) urCeni podle tabulek MPN nebo c¢) pouziti specifickych pocitacovych
programu. VSechny tyto metody jsou rovnocenné a poskytuji validni vysledky.

Pfi vyhodnoceni metody nékolika Fedéni pomoci tabulek MPN sestavujeme podle poctu
pozitivnich zkumavek ve tfech po sob¢ jdoucich fedénich tzv. trojciselny kod. Pokud pii
vySetieni vzorku ocCkujeme vice nez tfi fedéni, provedeme pii vyhodnoceni vybér
»Spravné® kombinace tii po sob¢ jdoucich fedéni nasledujicim zplisobem — zaznamename
vSechny vzniklé kombinace pozitivnich zkumavek a podle tabulky MPN jim pfifadime
prislusné kategorie (viz tabulka 2, 3). Ke zjisténi vlastni hodnoty MPN pouzijeme:

1. kombinaci tfi po sob¢ jdoucich fedéni, ktera patii do kategorie 1. Pokud vice kombinaci
patii do kategorie 1 pouzijeme tu, v niz je vyssi pocet pozitivnich zkumavek.

2. nezjisti-li se zadna kombinace patfici do kategorie 1, pouzijeme kombinaci pattici do
kategorie 2. Pokud vice kombinaci patii do kategorie 2 pouzijeme tu, v niz je vyssi
pocet pozitivnich zkumavek.

3. nezjisti-li se Zddnd kombinace patiici do kategorie 2, pouzijeme kombinaci patfici do
kategorie 3. Pokud vice kombinaci patii do kategorie 2 pouzijeme tu, v niz je vyssi
pocet pozitivnich zkumavek.

Nekteré kombinace pozitivnich zkumavek maji vyssi pravdépodobnost vyskytu nez jiné (napv. kombinace
pozitivnich vysledkii 3-2-1 oproti 0-0-3). Aby se tato pravdépodobnost kvantifikovala, byla v§em kombinacim
pozitivnich vysledkii prirazena kategorie od 0 do 3. Vysledek kategorie 1 je vysoce pravdépodobny, zatimco
vysledek kategorie 3 je vzacny a nemusi byt snadno reprodukovatelny. Nejhorsi pripady jsou vysledky
kategorie 0, ty je treba hodnotit s velkou nediivérou.

Jsou-li v8echny zkumavky ockované série fedéni negativni, je MPN niZ§i neZ nejniZsi
pocet mikroorganismil touto metodou prokazatelny. Jsou-li vSechny zkumavky ockované
série fedéni pozitivni, je MPN vyS8i neZ nejvyssi pocet mikroorganismii touto metodou
prokazatelny.

Tabulka 2: Priklady vybéru pozitivnich vysledkii pro kalkulaci MPN.

Pocet pozitivnich zkumavek ze ti'i inokulovanych uvedenym mnoZstvim
e tekuté: 10 ml 1ml Vzorl;l(-)l'1 ml 102 ml 103 ml Kod
ostatni: 1g 101g 102 g 103 g 10“g
1 3 3 2 1 0 332
2 3 3 3 0 330
3 2 2 1 1 0 110
4 3 3 0 0 0 330
o) 2 2 0 1 0 220

Pozn.: Podtrzeni oznacuje vybranou kombinaci.

Vzorek 1 — [ze postupné sestavit 3 riizné kombinace: 332, 321 a 210, vSechny kombinace jsou v kategorii 1
(viz tabulka 3), proto vybereme tu s nejvétsim poctem pozitivnich zkumavek — 332;

Vzorek 3 — Ize postupné sestavit 3 kombinace: 221 (kategorie 3), 211 (kategorie 2) a 110 (kategorie 1),
vybereme tu patrici do kategorie 1 — 110.

Pokud série fedéni pouzitd k sestaveni kdédu zacind jinym fedénim nez je uvedeno

v tabulce, musi se hodnota MPN z tabulky nasobit, napt. pfi fedéni 102, 10° a 10
tabulkovou hodnotu nasobime ¢&islem 10, pii fedéni 1073, 10* a 107 tabulkovou hodnotu
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nasobime Cislem 100, atd. Pokud jsme pro prvni fedéni pouzili objem 10 ml misto 1 ml
nebo pokud jsme ockovali 1 ml nefedéného vzorku musime tabulkovou hodnotu vydé¢lit
¢islem 10.

Vysledek se vyjadii jako nejvySe pravdépodobny pocet mikroorganismi (nebo skupiny
mikroorganismu) v 1 a nebo 1 ml vzorku.

Tabulka 3: Indexy MPN — t7izkumavkovy test.

Kod MPNv1lg Kategorie Kod MPNv1g Kategorie
10° 107 102 (m|) vzorku 9 10° 10* 1072 (ml) vzorku g
0 0 O <0,30 2 2 0 2,1 1
0 0 1 0,30 3 2 2 1 2.8 3
01 0 0,30 2 2 2 2 3,5 0
0 1 1 061 0 2 30 2,9 3
0 2 0 0,62 3 2 3 1 3,6 0
0 3 0 0,94 0 3 0 0 2,3 1
1 0 0 0,36 1 3 0 1 3,8 1
1 0 1 0,72 2 3 0 2 6,4 3
1 0 2 1,1 0 3 1 0 43 1
1 1 0 0,74 1 3 1 1 75 1
1 1 1 1,1 3 3 1 2 12 3
1 2 0 1,1 2 3 1 3 16 0
1 2 1 1,5 3 3 2 0 9,3 1
1 3 0 1,6 3 3 2 1 15 1
2 00 0,92 1 3 2 2 21 2
2 0 1 1,4 2 3 2 3 29 3
2 0 2 20 0 3 30 24 1
2 10 1,5 1 3 3 1 46 1
2 1 1 2,0 2 3 3 2 110 1
2 1 2 2.7 0 3 3 3 > 110

Jako alternativni metodu pro stanoveni poctu mikroorganismii lze pouZit automatizovany systém TEMPO®,
ktery byl vyvinut pro kvantifikaci indikatorovych a vybranych patogennich mikroorganismii v potravindch.
Vysledek je ziskan na principu metody nejpravdépodobnéjsiho poctu mikroorganismii (MPN). TEMPQO®
predstavuje jednoduse proveditelny, financne a casové usporny system, ktery nabizi automaticky odecet a
zaznam vysledkii bez nutnosti pouzit dalsi konfirmacni kroky.

2.1.2. Stanoveni po¢tu mikroorganismi pri pouziti pevnych ptd

Pro stanoveni poctu mikroorganismi na pevnych plidach se pouzivaji dvé kultivacni
techniky — ockovani zalévanim do pevnych agarovych pid (metoda zaliti) a ockovani
roztérem na povrch pevné pudy (metoda roztéru). Postup provedeni téchto metod byl
uveden diive (viz 1. dil skript), v této kapitole se zaméfime na hodnoceni a interpretaci
vysledki stanoveni.

2.1.2.1. Vyjadreni vysledku — metoda vypoctu

Po ukonceni inkubace stanovené ptisluSnou metodikou se pocitaji kolonie narostlé na
Petriho miskach, a to vSechny kolonie v pfipadé¢ stanoveni celkového poctu
mikroorganismii (CPM) nebo pouze kolonie s charakteristickou morfologii, které déavaji
charakteristické reakce se sloZkami plidy (tzv. typické ¢i presumptivni kolonie), pfi
stanoveni urcitych druhd nebo skupin mikroorganismd.
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Pro vlastni vypocéet vybereme misky obsahujici ne vice nez 300 kolonii (CPM), resp. 150
kolonii (stanoveni urcitého druhu ¢i skupiny mikroorganismii) ve dvou po sob¢ jdoucich
fedénich. Je nutné, aby alespon jedna z téchto misek obsahovala minimalné 10 kolonii.

Pocet mikroorganismu (N) pfitomnych ve vzorku se vypocitd jako vazeny primér ze dvou
po sobé jdoucich fedéni podle nasledujici rovnice:

2C

N =

V (n1+0,1ny) d
Kde:
2 C je soucet kolonii ze vsech ploten vybranych pro vypocet ze dvou po sobé
nasledujicich fedéni, pfiCemz nejméné jedna z ploten obsahuje 10 kolonii,
V  jeobjem inokula v ml o¢kovaného na kazdou z ploten,
Ny je pocet ploten vybranych k vypoctu z prvniho zvoleného fedéni,
N2 je pocet ploten vybranych k vypoctu ze druhého zvoleného fedéni,
d je faktor fedéni odpovidajici prvnimu pro vypoéet zvolenému fedéni (napi. 1072).

Vysledek se zaokrouhli tak, aby obsahoval pouze dvé platné Cislice. Je-li tieti Cislice ¢isla
ur¢ené¢ho k zaokrouhleni nizsi nez 5, predchozi Cislice se neméni; je-li tfeti Cislice Cisla
uréeného k zaokrouhleni vy$si nebo rovna 5, predchozi ¢islice se zvysi o hodnotu jedna.

Pocet mikroorganismi — kolonie tvoficich jednotek (KTJ) v 1 ml u tekutych vyrobka nebo
v 1 g u ostatnich vyrobkii se vyjadii jako &islo 1,0 az 9,9 - 10%, kde X je piislusna mocnina
10.

Vysledek tedy vyjadiime timto zptisobem: napt. 5.8 - 10 KTJ/g & ml (dle povahy vzorku).

Piiklad 1:

Dvé po sobé jdouci fedéni (102, 107%), v kazdém dvé pocitatelné misky, metoda zaliti:

68+48+7+4 125
N = = = 5682 = 5700 = 5,710
1-(2+0,1-2)-10? 1-2,2-107
Piiklad 2:
Dvé po sobé jdouci fedéni (1072, 107%), v kazdém dvé pocitatelné misky, metoda roztéru:
68+48+7+4 125
N = = = 28409 = 28000 = 2,8 - 10*
02-(2+0,1-2)- 102 0222102
Priklad 3:

Dvé po sobé jdouci fedéni (102, 10%), v prvnim jedna, ve druhém dvé poéitatelné misky,
metoda zaliti:
148 + 67 + 42 257
N = = = 21416 = 21000 = 2,1 - 10*
1-(14+0,1-2)-102 1-1,2-1072
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Priklad 4:

Dvé po sobé jdouci fedéni (102, 10%), v prvnim jedna, ve druhém dvé poditatelné misky,
metoda roztéru:

148 + 67 + 42 257
N = = = 107083 = 110000 = 1,1-10°
0,2-(1+0,1-2)-102 0,2-1,2-1072
Piiklad 5:
Dvé po sobé jdouci fedéni (1072, 107%), v kazdém jedna pocitatelna miska, metoda zaliti:
68 + 7 75
N = = = 6818 = 6800 = 6,8 10°
1-(1+0,1-1)-10? 1-1,1-10%
Piiklad 6:
Dvé po sobé jdouci fedéni (1072, 10%), v kazdém jedna poéitatelna miska, metoda roztéru:
68 + 7 75
N = = = 34090 = 34000 = 3.4-10*
0,2-(1+0,1-1)-102 0,2-1,1-1072
Piiklad 7:
Jedno fedéni (1072), dvé pocitatelné misky, metoda zaliti:
68 + 48 116
N = = = 5800 = 5,8 10°
1-(2)-10? 1-2-1072
Piiklad 8:
Jedno fedéni (1072), dvé pocitatelné misky, metoda roztéru:
68 + 48 116
N= = = 29000 = 2,9-10*
0,2-(2)- 107 0,2-2-107

2.1.2.2. Odhad poctu Ne — méné nez 10 kolonii

Jestlize na dvou miskach naoCkovanych nefedénym zkuSebnim vzorkem (tekuté vyrobky)
nebo vychozi suspenzi (1072, ostatni vyrobky) vyrostlo méné nez 10 kolonii, ale nejméné 4
kolonie, vypocita se hodnota Ne (odhad pocétu sledovanych mikroorganismt ve vzorku)
jako aritmeticky primeér poctu kolonii podle nésledujici rovnice:

xC

NE:

(V-n-d)
Kde:
¥ C je soucet kolonii z obou ploten,
V  je objem inokula v ml ockovaného na kazdou z ploten,
n je pocet ploten zvolenych k vypoctu,
d je fedici faktor vychozi suspenze nebo prvniho z pouzitych fedéni zvoleného
k vypoétu (pokud byl inokulovan nefedény tekuty vyrobek potom d = 1).
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Vysledek se zaokrouhli tak, aby obsahoval pouze dvé platné Cislice a vyjadii se jako odhad
poc¢tu Ne mikroorganismt v 1 ml u tekutych vyrobkt nebo v 1 g u ostatnich vyrobkii.

Piiklad 9:
Vychozi suspenze (107), dvé poéitatelné misky, metoda roztéru:
14 +8 22
Ne = = = 550 = 5,5 10°
0,2-2-10% 0,04

Vysledek vyjadiime ve tvaru napf. odhad poétu Ng 5,5 - 10? KTJ/g (pevny vzorek).

2.1.2.3. Odhad pocétu Ne — kolonie nepiitomny

Jestlize na dvou miskach naoCkovanych nefedénym zkuSebnim vzorkem (tekuté vyrobky)
nebo vychozi suspenzi (1072, ostatni vyrobky) nebyly zjistény 74dné kolonie, vysledek se
vyjadii nasledujicim zpisobem:

- méné nez 1/(V - d) KTJ v ml (tekuté vyrobky) nebo v g (ostatni vyrobky)

Kde:

V  je objem inokula v ml ockovaného na kazdou z ploten,

d  je fedici faktor vychozi suspenze (pokud byl inokulovan nefedény tekuty vyrobek
potomd =1).

Priklad 10:

Netedény vzorek (tekuté vyrobky), bez naristu kolonii, metoda zaliti:
Ne=<1-1/1 =<1-1 =<1KTJml

Netedény vzorek (tekuté vyrobky), bez naristu kolonii, metoda roztéru:
Ne=<1-1/0,2 = <1-5 = <5KTJ/ml

Vychozi suspenze (ostatni vyrobky), bez nartistu kolonii, metoda zaliti:
Ne=<1-1/(10%-1) = <1-1/0,1 = <1-10 = <10KTJ/g

Vychozi suspenze (ostatni vyrobky), bez nariistu kolonii, metoda roztéru:
Ne=<1-1/(10%-0,2) = <1-1/0,02 = <1-50 = <50KTl/g

2.1.2.4. Odhad poctu Ne — vice neZ 300 (150) kolonii

Jestlize na dvou miskach naockovanych nejvyS$im pouzitym fedénim zkusebniho vzorku
prevysil pocet kolonii hranici 300 KTJ (CPM), resp. 150 KTJ (ostatni kvantitativni
ukazatele), vysledek se vyjadii nasledujicim zplisobem.

- pro CPM: vice nez 300 - 1/(V - d) KTJ v ml (tekuté vyrobky) nebo g (ostatni vyrobky)
- pro ostatni ukazatele: vice nez 150 - 1/(V - d) KTJ v ml nebo g

Kde:
V  je objem inokula v ml ockovaného na kazdou z ploten,
d je faktor fedéni odpovidajici nejvyssimu pouzitému fedéni.

Priklad 11:

CPM, vice nez 300 kolonii, fedéni 103, metoda zaliti, tekuty vzorek:
Ne=>300-1/(103-1) = >300-1000 = >3,0-10° KTJ/ml

Enterokoky, vice nez 150 kolonii, fedéni 1073, metoda roztéru, pevny vzorek:
Ne=>150-1/(10%-0,2) = > 1505000 = >7.5-10° KTJ/g
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2.1.3. Stanoveni po¢tu mikroorganismi membrdnovou filtraci

Filtraéni metoda stanoveni poctu mikroorganismii se pouziva pii mikrobiologickém
vySetieni kapalin s nizkym obsahem mikroorganismu (napf. pitna voda), kdy je potieba
zpracovat vEétsi objem vzorku (napt. 100 ml), abychom dosahli smérodatnych vysledk.
Princip metody spociva ve filtraci vzorku pfes sterilni membranovy filtr a pfeneseni filtru
na povrch pevné zivné pudy na Petriho misce (kvantitativni vySetfeni), pfipadné do tekuté
zivné pudy ve zkumavce ¢i bance (kvalitativni vySetfeni). Filtraci dochazi k nahromadéni
mikroorganismii obsazenych ve vzorku na membrinovém filtru a tim k jejich
zakoncentrovani. Tuto metodu Ize pouzit pouze u Cirych vzorki, pro rozbor suspenzi ¢i
homogenati nemize byt tato metoda pouzita, nebot’ dochazi k zanaseni port filtru.

Filtra¢ni aparatura se obvykle skladd z nalevky nasedajici na podlozku z porézniho
materidlu, na kterou se pokldda membranovy filtr, pro stanoveni

po¢tu mikroorganismi se obvykle pouzivaji filtry o velikosti -
péra 0,45 pm. Pokud neni filtr dodavan vyrobcem jako sterilni,
je nutno ho pied pouzitim 3x vyvafit v destilované vodé.
Aparatura se nasazuje na filtraéni baniku pfipojenou na vyvévu,
takze filtrace probiha za snizeného tlaku. Po ukonceni filtrace se
filtr asepticky vyjme z aparatury a poklada se na povrch 4
pfedsuSené agarové pidy spodni stranou tak, aby k médiu ~
dokonale pfilnul a nevznikaly bublinky. Rust kolonii na filtru je —
umoznén difuzi zivin z pidy pfes membranovy filtr. Podminky '
inkubace jsou dany piislusnou metodikou. Obr. 9: Filtracni aparatura.

2.1.3.1. Vyjadreni vysledku — vySetieni pitné vody

Pti vySetfeni pitné vody se po ukonceni inkubace se spocitaji kolonie narostlé na filtrech a
stanovi se pocet KTJ sledovanych mikroorganismi ve vysetfovaném objemu (tj. 100 ml).

Piiklad 12:
Vzorek pitné vody, dva filtry:

68 + 48 116
N = = = 58
2 2

Vysledek neupravujeme a vyjadiime ve tvaru 58 KTJ/100 ml.

2.1.3.2. Vyjadieni vysledku — vySetieni ostatnich filtrovatelnych vzorki

Po skonceni inkubace se spocitaji kolonie narostlé na filtrech a stanovi se pocet KTJ
sledovanych mikroorganismi ve vysetfovaném objemu.

Priklad 13:
Netedény vzorek, dva filtry:

88 + 48 136
N = = = 68 = 6,8-10!
1-(2)-10° 1-2-10°

Vysledek vyjadiime ve tvaru napt. 6,8 - 10* KTJ na vySetfovany objem, napi. 10 ml.
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2.1.4. Stérova metoda

Stérova metoda se pouziva pii zjiStovani mikrobidlni kontaminace na povrchu pfedmétt
(riizného tvaru i1 nerovného povrchu), kterymi mohou byt vyrobni plochy a zatizeni, dalsi
pomucky, ale i ruce pracovnikli, obaly ¢i nékteré vyrobky. Princip metody spociva
V pfeneseni mikroorganismuti z vySetfovaného povrchu pomoci zvlhéeného tamponu do
zivného prostiedi. Podle tcelu vysetieni 1ze provadét stér kvantitativni nebo kvalitativni.

2.1.4.1. Kvantitativni stér

Kvantitativni stér provadime z pfesné definované plochy, K jejimu ohrani¢eni pouZijeme
sterilni Sablonu. Do sterilni zkumavky pfipravime 10 ml fediciho roztoku (napf. sterilni
fyziologicky roztok). Sterilni tampon namoc¢ime do fediciho roztoku a pfitisknutim ke
stén¢ zkumavky odstranime piebytecnou tekutinu.

Na vySetfovanou plochu pfiloZime Sablonu a stirame ji
v nékolika smérech zvlhéenym tamponem, kterym postupné
ota¢ime. Poté¢ vlozime tampon zpét do zkumavky a horni
cast Spejle odlomime o hrdlo zkumavky. Zkumavku
intenzivné protiepeme na tfepacce az dojde k uvolnéni
jednotlivych vlaken tamponu. Tim mame piipravenou
vychozi suspenzi (10%), kterou miZeme dile obvyklym
zpusobem fedit. Vychozi suspenzi ¢i zvolena fedéni
kultivujeme zalitim nebo roztérem, zivné médium a
podminky inkubace jsou zavislé na druhu prokazovanych mikroorganismii.

Obr. 10: Kvantitativni stér.

Po ukonceni inkubace Petriho misek se spocitaji narostlé kolonie a stanovi se pocet
mikroorganismll na vySetfované ploSe. Pokud stirame mikroorganismy z celého povrchu
vySetfované¢ho predmétu a nezndme jeho ptesnou plochu, vyjaddiime vysledek jako pocet
mikroorganismil na vySetfovanou plochu pfedmétu (napft. vnitini plochu kelimku).

Piiklad 14:

Dvé po sobé jdouci fedéni (1072, 10%), v kazdém jedna poéitatelna miska, metoda roztéru:

68 +7 75
N = = = 34090 = 34000 = 3,4-10*
0,2-(1+0,1)-10? 0,2-1,1-1072

Vysledek vyjadiime ve tvaru 3,4 - 10* KTJ na vySetfovanou plochu, napf. 100 cm?.

2.1.4.2. Kvalitativni stér

Jestlize chceme vyloucit nebo potvrdit pfitomnost nékterého druhu nebo skupiny
mikroorganisml ve vzorku pouzivame stér kvalitativni, v tomto piipad¢ neni potieba znat
velikost vySetiované plochy. Casto se timto zplsobem vysetiuji $patné piistupna mista,
jako jsou kohouty, ventily, rohy, spoje, atd. Provedeni je stejné jako u kvantitativni
metody, pouze se pro ohranieni vySetfovaného mista nepouziva Sablona. Tampon se
nejprve Kkultivuje v neselektivnim ¢i selektivnim tekutém médiu a nasledné se provadi
vyocCkovani na selektivné diagnostickou pevnou ptidu.
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2.1.5. Metoda seskrabu

Utinngjsi nez stérova metoda je metoda sedkrabu, kterd se pouziva napf. pii hodnoceni
povrchové kontaminace driibeze. Princip metody spociva v pieneseni mikroorganismui
z vySetfovaného povrchu pomoci sterilnitho skalpelu do zivného prostfedi. Podle ucelu
vysetieni 1ze seSkrab opét provadéet kvantitativné nebo kvalitativng.

Kvantitativni seSkrab provadime zpfesné definované plochy, kjejimu ohraniceni
pouzijeme sterilni Sablonu. Do sterilni zkumavky pfipravime 10 ml sterilniho fediciho
roztoku, na vySetfovanou plochu pfilozime Sablonu a vymezeny prostor seskrabneme
sterilnim skalpelem v n€kolika smérech. Poté opatrn¢€ oplachneme cepel skalpelu v fedicim
médiu ve zkumavce a zkumavku intenzivné protfepeme na tiepacce, skalpel odlozime do
desinfekéniho roztoku. Tim méame piipravenou vychozi suspenzi (107), kterou miZzeme
dale obvyklym zptisobem fedit. Vychozi suspenzi ¢i zvolena fedéni kultivujeme zalitim
nebo roztérem, zivné médium a podminky inkubace jsou zavislé na druhu prokazovanych
mikroorganismt. Po ukonceni inkubace spocitime narostlé kolonie a vysledek vyjadiime
na vysetfovanou plochu (napt. 25 cm?).

2.1.6. Otiskovd metoda

Dalsi metodou vyuzitelnou pii kvantitativnim hodnoceni mikrobidlni kontaminace
povrchil, zatizeni ¢i potravin je otisk. Princip metody spoc¢iva v preneseni mikroorganismil
z vysetiovaného povrchu lehkym pfitla¢enim piimo na povrch zivného média. Optimalni
doba kontaktu zivného média s vySetfovanym povrchem je 10 sekund.

Pro otisk je zivné médium naneseno na specialni nosi¢e umoziujici pfimy kontakt celé
plochy média s vySetfovanym povrchem. Jednou z moznosti jsou tzv. kontaktni Petriho
misky, ve kterych je zivné médium nalito ve vrstvé prevySujici hranu spodniho dilu misky
a prekryto specidlné upravenych vickem. V praxi se Casto pouzivaji sklopné otiskové
nosice oboustranné pokryté Zivnym médiem a uzaviené ve sterilnich zkumavkach, jedna se
napf. o systém Hygicult®.

2.1.6.1. Sklopny otiskovy nosié - Hygicult®

Hygicult® je sklopny nosi¢ z umélé hmoty po obou stranach pokryty agarovou Zivnou
pudou a uzavieny ve sterilni plastové zkumavce. Jedna zkumavka umoziiuje odbér a
kultivaci dvou vzorkd. Pouziva se pro mikrobiologickou kontrolu provozni hygieny, a to
zejména v potravinaiském primyslu. Hygicultem lze rychle a spolehlivé testovat suroviny,
vyrobni zatizeni 1 hotové vyrobky.

Odbér vzorki a inokulace se provadi jednim

Z nasledujicich zpuasobii:

- pfitlatenim obou stran prouzku na testovany
vzorek (povrchy a pevné vzorky),

- pfrenosem vzorkd stérovym tamponem, ktery se
lehce otfe o povrch agaru na prouzku (té€Zko
dostupné mista),

- nékolikasekundovym ponofenim prouzku do
testované tekutiny.

Obr. 11: Hygicult®.
Po inkubaci (zZivné médium, délka a podminky se odviji dle vySetfovaného ukazatele) se

vysledky ziskaji bud’ pfimo spocitani kolonii narostlych na povrchu zivného média
(standardni rozmér 2 x 5 cm, tj. 10 cm?) nebo v piipadé masivnéjsiho nariistu srovnanim
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Cetnosti kolonii na agarovém prouzku s ¢etnosti kolonii na ptilozené obrazové tabulce (viz
obr. 12).

10° CFU/ml 104 CFU/ml 105 CFU/ml 108 CFU/ml 107 CFU/ml

v
gj,z-{»‘f%:g;

Tekutiny

L

VAT y
[ EIA
; :‘}35.?:\(:11}‘.&;
Povrchy 1 CFU/cm? 5 CFU/cm? 45 CFU/cm? 80 CFU/om? > 100 CFU/cm?

Obr. 12: Hygicult®TPC - sablona pro vyhodnoceni.
TPC — CPM, tj. celkovy pocet mikroorganismti

Otiskové nosice jsou ur¢eny pro stanoveni indikatorovych mikroorganismi, napf. celkovy
pocet mikroorganismu, pocet baktérii ¢eledi Enterobacteriaceae, koliformnich baktérii, E.
coli ¢i pocet kvasinek a plisni.

2.1.7. Metoda oplachu

Pti mikrobiologickém vySetfeni obtizné¢ homogenizovatelnych potravin (napfi. celé kofeni,
suSené téstoviny) ¢i nékterych typt oballl se pouzivd metoda oplachu. Princip metody
spocivd v preneseni mikroorganismi piitomnych na povrchu vySetfovaného vzorku
oplachnutim do Zivného média. Uvoliovani mikroorganismt z povrchu vzorku je
podpoteno kontinualnim protfepavanim po dobu nejméné 10 minut.

Vzorek navazime do vhodné sterilni nadoby a zalijeme desetinasobnym mnozstvim
sterilniho fediciho roztoku (10 g vzorku + 100 ml fyziologického roztoku). Nadobu
asepticky uzavieme, umistime na tiepacku a tiepeme pii cca 300 rpm po dobu 10 — 20
minut (dle povahy vzorku). Tim mame pfipravenou vychozi suspenzi (10?), kterou
muzeme dale obvyklym zpiisobem fedit. Vychozi suspenzi ¢i zvolena fedéni kultivujeme
zalitim nebo roztérem, zivné médium a podminky inkubace jsou zavislé na druhu
prokazovanych mikroorganismti. Po ukonceni inkubace vyhodnotime obvyklym zpiisobem
a vysledek vyjadiime na 1 g vySetfovaného vzorku.

2.1.8. Metoda vyplachu

Vyplach pouzivame pfti vySetfeni uzaviratelnych oballi, zeyména riznych druht sklenénych
¢i plastovych lahvi, krabic atd., dale také pifi kontrole mikrobidlni cistoty riznych
potrubnich systémiti, uchovnych tankt ¢i prepravek. Princip metody spociva v preneseni
mikroorganismu pfitomnych na vnitinim plose obalu vyplachnutim do Zivného média.

Do vySetfovaného obalu asepticky odméfime vhodné mnozstvi sterilniho fediciho roztoku,
abychom zlepsili smacitelnost vySetfovaného povrchu, pfiddvame do fediciho roztoku
nékolik kapek Tweenu 80. Pouzité mnoZstvi fediciho roztoku zavisi na velikosti
vySetfovaného obalu, pfi objemu do 1 1 pouzijeme k vyplachu 10 ml fediciho média. Obal
uzavieme a krouzivym pohybem postupné¢ smocime celou vnitini plochu. Nechame asi
minutu odstat a poté cely postup né€kolikrat zopakujeme (celkova doba cca 10 minut). Po
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ukonceni vyplachu vyplachovy roztok slijeme do sterilni nddoby ¢i zkumavky a mizeme
jej dale obvyklym zpisobem fedit. Vyplachovy roztok ¢i zvolena fedéni kultivujeme
zalitim nebo roztérem, zivné médium a podminky inkubace jsou zavislé na druhu
prokazovanych mikroorganismi. Po ukonceni inkubace spocitime narostlé kolonie a
vysledek piepocitame na ptivodni mnozstvi vyplachového roztoku.

Ptfi hodnoceni mikrobidlni Ccistoty technologickych systémt a ptepravnich obali lze
Kk vySetfeni vyuzit pfimo vodu pouzitou k poslednimu vyplachu po ukonéeni ¢isténi a
desinfekce. Pro zhodnoceni vysledkd je nutno znat mnozstvi vzorkované tekutiny. Jeji
celkovy objem se proto po odebrani vzorku odméti vhodnym zptisobem.

Priklad 15:
Vyplachova tekutina — objem 10 ml, nefedéno, 2 pocitatelné misky, metoda zaliti:

68 + 74 142
N = = =71viml
2 2

Hodnotu pfevedeme na celkovy objem vyplachové tekutiny: 71 - 10=710=7,1 - 102

Vysledek vyjadiime ve tvaru 7,1 - 10?2 KTJ/10 ml vyplachového roztoku.

2.1.9. Metoda spadu

Nezbytnou soucasti hodnoceni mikrobiologické ¢istoty prostfedi vyrobnich podnikl ¢i
laboratoii je vySetfeni ovzdusi. Nejcastéji je stanovovan celkovy pocet mikroorganism,
v odiivodnénych ptipadech lze vySetfeni zaméftit také na stanoveni poctu kvasinek a plisni.

K objektivnimu  vySetfeni ovzdu$i lze pouzit aeroskop, piistroj
umoziujici vySettit pfesné definovany objem vzduchu. Ten je pfistrojem
aktivn€ nasavan odbérovou hlavici, ve které je umisténa Petriho miska
s zivnou pudou. Po ukonceni expozice se Petriho miska vyjme a necha
inkubovat.

Pfi provozni kontrole Cistoty ovzdusi se bézné pouziva metoda spadu.
Princip metody spoCiva v pasivnim pieneseni mikroorganismil  gpr 13: Aeroskop.
ptitomnych v ovzdusi spadem na povrch zivného média v Petriho misce.

Otevienou Petriho misku naplnénou Zivnym médiem umistime na klidném bezprasném
mist¢ a nechame exponovat nejméné po dobu 10 minut. Po ukonceni expozice misku
uzavieme a inkubujeme, podminky inkubace (teplota, doba) jsou zavislé na druhu
prokazovanych mikroorganismi. Nasledné spocitdme pocet kolonii narostlych na celé
plose Petriho misky, ktery vyd€lime dobou expozice v minutich. O dobré mikrobidlni
Cistoté ovzdusi svéd¢i hodnota maximalné 10 KTJ/Petriho miska/10 minut expozice, tj. 1
KTJ za 1 minutu.

2.1.10. Kultivacni desticky Petrifilm™

Petrifilmy jsou pocitaci desti¢ky s kultivaénim médiem pfipravenym pro inokulaci vzorku.
Pouziti nachazi pfi stanoveni poctu riznych druhti a skupin mikroorganismi a pro detekci
mikrobidlni kontaminace prostiedi. U fady Petrifilm™ systémt jiz byla provedena
pfislusna validace a jsou proto rovnocennou nadhradou klasickému kultivaénimu vySetieni.
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Pfi stanoveni poctu mikroorganismi se zkouseny vzorek naiedi
1:10 a homogenizuje. Poté se sterilni pipetou napipetuje 1 ml
takto upraveného vzorku do stfedu desticky. Vrchni film se
opatrné roluje tak, aby se zabranilo zachyceni vzduchovych
bublin. Nésledné¢ se vzorek roztlaCova¢em rovnomérné
rozprostie po celé kruhové plose desticky. Desticky Petrifilm™
se inkubuji vrchni stranou nahoru ve sloupcich po max. 20
kusech, podminky inkubace se li§i podle metodiky stanoveni. Po

ukonceni inkubace se spocitaji charakteristické kolonie, které

mohou byt dale izolovany pro dalsi identifikaci. Obr. 14: Petrifilm™

V piipadé Petrifilmi pouzivanych pro testovani hygieny prostfedi se nejprve provede
hydratace desti¢ek piiddnim 1 ml vhodného sterilizovaného rozpoustédla (napf.
fyziologicky roztok), které se roztla¢i po celém povrchu desticky. Takto pfipravené
desticky lze pouzit pro metodu otiskovou, stérovou ¢i hodnoceni spadu z ovzdusi.

Desticky Petrifilm™ jsou uréeny napi. pro stanoveni celkového poctu mikroorganismil,
poctu baktérii celedi Enterobacteriaceae, koliformnich baktérii a E. coli, dale pro
stanoveni poc¢tu Staphylococcus aureus, Listeria spp. ¢i po¢tu kvasinek a plisni.

2.2. Mikroskopické metody stanoveni po¢tu mikroorganismi

Mikroskopické metody stanoveni poctu mikroorganismi jsou zaloZeny jednak na piimém
mikroskopickém pocitani bunék v pocitacich komiirkach nebo ve fixovaném a obarveném
natéru na podloznim skle. V potravinafstvi maji tyto metody vyznam zejména pfii
hodnoceni kvality ¢istych mlékarskych kultur (viz kapitola 5.2.) ¢i posuzovani mnozstvi
zivych a mrtvych bunék kvasinek = tzv. vitalni barveni, které se vyuziva napt. pfi kontrole
kvality nasady pti vyrobé piva ¢i kontrole kvality drozdi. Dale se vyuzivaji metody
zalozené na principu fluorescenéni mikroskopie (napt. pfi rutinnim stanoveni celkového
poctu mikroorganismul v syrovém mléce).

2.2.1. Vitdlni barveni kvasinek

Metoda je zaloZena na barveni kvasinek methylenovou modii ve vhodném pufru (fosfatovy
pufr pH 4,6). Barvivem se obarvi pouze mrtvé buiky, u kterych je po smrti zvySena
propustnost cytoplazmatické membrany. Zivé buiiky ziistavaji neobarvené. ProtoZe je
pouzité¢ barvivo mirné toxické, je nezbytné obarvené bunky ihned pozorovat pod
mikroskopem.

Na podlozni skli¢ko naneseme malou kapku suspenze kvasinek, pfikapneme malou kapku
slabého roztoku methylenové modfi, opatrné ptikryjeme krycim sklickem a pozorujeme pfi
zvétseni 100x — 500x. V nejméné 10 zornych polich spocitame pocet mrtvych
(obarvenych) a zivych (neobarvenych) bunck. Pro kazdé zorné pole spocitdme podil
mrtvych bun¢k v procentech a nasledné primérny podil mrtvych bun€k ve vzorku vcetné
smérodatné odchylky.

Pri mikrobiologickeé kontrole varecnych kvasnic je doporuceno pouzit k barveni alkalicky roztok methylenové

modri (pH 9,5 — 10,5). K pocitini Ize vyuzit i Biirkerovu komiirku. Ndasadni kvasnice by mély obsahovat
maximalné 5 % mrtvych bunék.
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2.2.2. Prima epifluorescencni filtraéni metoda

Metoda je zalozena na membranové filtraci, fluorescenénim barveni bunék a
epifluorescencni mikroskopii. Jedna se o metodu vyuzitelnou k rychlému stanoveni poctu
mikroorganism@i v syrovém mléce (pouzitelna pro vzorky s obsahem 10* — 107 baktérii v
ml). Pomoci trypsinu a vhodného tenzidu (Triton X-100) dojde k eliminaci somatickych
bun¢k a tukovych castic tak, aby byl vzorek filtrovatelny. Upraveny vzorek je filtrovan
pies polykarbonatovy membranovy filtr (0,6 um), tim dochazi ke koncentraci bakterialnich
bun¢k na jeho povrchu. Po obarveni akridinovou oranzi fluoreskuji baktérie pifi osvitu
modrym svétlem a jsou tak lehce pocitatelné v epifluorescenénim mikroskopu.

2.2.3. Automatickd metoda primého politdni baktérii - BactoScan

Uplnou automatizaci fluorescenéni metody piedstavuje systém BactoScan, ktery je
vyuzivan pfi stanoveni celkového poctu mikroorganismi v syrovém mléce. V prvni fazi
dochazi k Gpravé vzorku, tj. k chemickému rozpusténi somatickych bunék a kaseinovych
micel, bakterie jsou nasledné separovany odstfedénim v gradientu tvofeném roztokem
dextranu a cukrézy. Baktérie jsou néasledné inkubovany s enzymem protedzou (odstranéni
zbytkovych proteinli) a obarveny akridinovou oranzi (vazba na DNA). Takto upraveny
vzorek je nanesen Vtenkém filmu na povrch rotujiciho disku, ktery prochazi pod
epifluorescencnim mikroskopem. Po osvitu xenonovou lampou jsou impulsy
fluoreskujicich bun€k registrovany a elektronicky vyhodnocovany. Piistroj registruje
jednotlivé bunky individualné a proto jsou ziskané poéty vyssi ve srovnani s klasickou
plotnovou metodou.

2 suESovact
KOMORKA

FILTRACNT
KOMURKA

VYSOKORYCHLOSTNI
ODSTRAEDIVKA

Obr. 15: Schéma BactoScanu 8000.

Analyza jednoho vzorku trva piiblizné 7 minut, rozsah spolehlivosti stanoveni je uddvan mezi 5.10% — 5.10°,
Korelace mezi referencni plotnovou metodou a BactoScanem je vyrobcem stanovena na 0,8 —0,9.
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2.3. NepFimé metody stanoveni poétu mikroorganisma

Nepiimé metody umoznuji stanovit urcitou slozku, enzym, metabolit nebo zmény prostiedi
zptisobené rustem mikroorganismil. Z kalibracnich kiivek lze nasledné odecist pocet
mikroorganismi.

2.3.1. Metody zaloZené na redukci barviv

Testy na principu redukce barviv vyuzivaji schopnosti baktérii produkovat dehydrogenazy,
které pfenosem vodiku ze substratu na barvivo méni jeho barvu. Mira redukce barviva za
zvoleny ¢asovy interval zalezi na aktivit¢ enzymu a slouzi pro orientacni stanoveni poctu
mikroorganismul ve vzorku. Nejcasteji se pouziva methylenova modr a resazurin. Vyhodou
téchto metod je jejich jednoduchost a nenarocné provedeni. Nevyhodou miize byt rizna
redukéni aktivita baktérii zastoupenych ve vzorku, snizeni metabolické aktivity baktérii
Vv pfitomnosti rezidui inhibi¢nich latek (napf. u syrového mléka) ¢i naopak rychlejsi
redukce barviva v pfitomnosti vyssiho po¢tu somatickych bunék.

Resazurinovd zkouska: Ulinkem oxidoredukénich enzymi dochézi k postupné redukci
modrého resazurinu pies Cervenorizovy rezorufin na bezbarvy dihydrorezorufin. K 10 ml
vzorku pfidame 1 ml 0,01% resazurinatu sodného a nechdme inkubovat pii 37 °C, po 60,
resp. 120 minutdch kultivace hodnotime vzniklé zbarveni. O dobré kvalit¢ sveédci
nezménénd barva mléka s resazurinatem.

Dehydrogenazova (reduktizova) zkouSka: Principem testu je postupné odbarvovani
methylenové modii na bezbarvou leukobazi, doba odbarveni je pifimo umérna aktivité
enzymt, tj. poc¢tu mikroorganismi ve vzorku. K 10 ml syrového mléka ptidame 0,25 ml
methylenové modii a inkubujeme pii 37 °C az do odbarveni vzorku. K odbarveni mléka
nejvyssi jakosti (do 10° mikroorganismi v ml) dochézi za vice nez 5 hodin.

2.3.2. Elektrické metody (impedanéni mérent)

Metabolicka €innost a riist mikroorganismit mé za nasledek zmény v chemickém sloZeni
zivného média, postupné dochazi k poklesu impedance prostiedi a vzristu jeho vodivosti.
Proto se béhem kultivace sleduje priichod slabého elektrického proudu tekutou Zivnou
pudou zaoCkovanou vzorkem. ZjistitelndA zména vodivosti se objevi, dosahne-li
koncentrace bakteridlnich bungk 10® v ml. Z doby, za kterou se toho doséhne, se pomoci
kalibra¢ni ktivky odecte pocatecni koncentrace mikroorganismi. Metoda muze byt
zaméfena jak na méfeni vodivosti tak impedance. Doba stanoveni je fddové n¢kolik hodin
v zavislosti na stupni kontaminace vzorku. Méfeni je ovlivnéno fadou faktorG — druh
mikroorganismu, sloZeni kultiva¢niho média, teplota kultivace, pocate¢ni koncentrace
bun¢k. Impedanéni metoda je vhodnd ke screeningu velkych sérii vzorkd, jeji
automatizované provedeni se pouziva napt. ke stanoveni celkového poctu mikroorganismu
u syrového mléka.

2.3.3. Metody zaloZené na prikazu metabolitd

V mikrobiologii 1ze pouzit fadu nepfimych metod stanoveni po¢tu mikroorganismu, které
jsou zalozeny na priikkazu metaboliti vznikajicich metabolickou ¢innosti mikroorganismi.
Tyto metody jsou zalozeny napf. na stanoveni pyruvatu, ktery je hlavnim meziproduktem
metabolizmu baktérii, dale je to tzv. Limulus test pouZivany pro stanoveni
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gramnegativnich baktérii, radiometricka stanoveni nebo metody vyuzivajici rtizné druhy
biosenzord. V mikrobiologii potravin mezi nejpouzivanéjsi patii metoda bioluminiscencni.

2.3.3.1. Limulus test

Jedna se o kolorimetrické stanoveni bakteridlniho endotoxinu, které se vyuziva pii
stanoveni poctu gramnegativnich baktérii. Bakterialni endotoxin (lipopolysacharid,
somaticky O-antigen) je soucasti bunéc¢né stény gramnegativnich baktérii a je uvoliiovan
do okolniho prostfedi po smrti a lyze bakteridlni buiiky. Principem testu je koagulace
lyzatu amoebocyti ¢lenovce Limulus polyphenus v ptitomnosti bakterialnich endotoxint.
Limulus test je velmi specificky a citlivy, detekéni limit je 5.10? bunék v ml. Pozitivni
reakce se projevi tvorbou gelu nebo vlocek po hodinové kultivaci pti 37 °C, vlastni
vyhodnoceni je kolorimetrické s chromogennim ¢inidlem pfip. turbidimetrické. Jedna se o
rychlou metodu vyuzitelnou pro stanoveni koliformnich baktérii v syrovém mléce, mletém
mase, uzeninach atd.

2.3.3.2. Radiometrie — stanoveni **CO>

Radiometrické metody jsou obvykle zaloZeny na principu méfeni mnozstvi *CO;
uvolnéného metabolickou ¢innosti baktérii utilizujicich ziviny s obsahem znaceného uhliku
14C (glukodza). Doba potiebna k tvorbé plynu je nepiimo imérna poétu mikroorganismii ve
vzorku (nejéastéji 4 — 6 hodin), detekéni limit je 10* mikroorganismé. Automatizaci
metody je napt. pfistroj Bactec. V potravinafstvi se tyto metody pouzivaji nejcastéji pii
rozboru mrazenych potravin a potravinovych surovin.

2.3.3.3. ATP bioluminiscencni metoda

Princip metody je zalozen na reakci ATP a luciferinu, ktery je za pfitomnosti kysliku a
hofe¢natych iontli oxidovan na oxyluciferin, pfi¢emz dochazi k emisi bioluminiscenéniho
zafeni. Reakce je katalyzovana enzymem luciferazou. MnoZstvi emitovaného svétla je
pfimo tmérné koncentraci ATP, které se b&zn¢ vyskytuje ve vSech bunkéch vcetné
baktérii, kvasinek a plisni.

Luciferin a luciferdza se v prirodé vyskytuji u svétlusek, podle nich byly tyto latky nazvany. Mnozstvi ATP
obsazené v eukaryotickych burnkdch zivocichii, rostlin nebo kvasinek a plisni je cca 10 — 12 g V jedné burice.

Bakteridlni buiika obsahuje v porovnani s bunikou eukaryotickou pouze asi tisicinu mnozstvi ATP. Obsah
ATP v buiice neni staly, je ovliviiovan napr. strukturou bunky, stadiem ristu a ristovou teplotou.

Bioluminiscen¢ni testy lze pouzit dvojim zpisobem — Kk piimé analyze potravin a
k hodnoceni ¢istoty povrchii potravinarskych podnikd a provozoven. Hlavnim problémem
pii hodnoceni mikrobidlni kontaminace potravin a surovin je Uprava vzorku pomoci
specidlnich extrakcnich €inidel tak, aby doslo k odliSeni mikrobidlniho ATP od ATP jiného
ptvodu (volné ATP, ATP ze somatickych bun¢k). Metoda je vyuzitelna napt. ke stanoveni
celkového poctu mikroorganismil v syrovém mléce, mletém mase Ci ke kontrole napoju.

Nejbeéznéjsi aplikaci je vyuziti této metody pii hodnoceni Cistoty potravindiskych provozi,
povrcht v supermarketech, v restauracich, pii kontrole stajové hygieny, atd. Pii
luminometrii se vzorek odebira pomoci stérového tampénu obvykle z plochy 10x10 cm?
Vatova ¢ast tamponu se pienese do reagencni ¢asti zkumavky, kde jsou ¢inidla nezbytna
K probéhnuti reakce. Intenzita emitovaného zafeni je méfena pomoci prenosného
luminometru, vysledky jsou vyjadieny jako relativni jednotky zatreni (RLU, angl. Relative
Light Units). Pomoci specialnich odbérovych spiralek lze testovat i tekuté vzorky (napf.
vyplachové tekutina).
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2.4. Praktické rady pro provedeni kvantitativniho vysetreni

Na rozdil od kvalitativniho vySetfeni se pii provadéni kvantitativniho vySetieni casto
setkavame s urCitymi obtizemi. Nejprve je nezbytné zvolit vhodné fedéni vzorku, a to tak,
abychom v optimalnim piipadé ziskali pocitatelné misky ve dvou po sobé jdoucich
fedénich. Na zavér potom vybrat a spocitat charakteristické kolonie sledovaného
mikroorganismu a zvolit do vypoctu pouze ty Petriho misky, které ndm umozni objektivni
zhodnoceni miry mikrobidlni kontaminace vysetfovaného vzorku. Touto kapitolou bychom
vam chtéli demonstrovat mozné cesty k dosazeni vysledku.

2.4.1. Volba redéni - porovndni s limitni hodnotou

Pti volbé fedéni musime vzdy zohlednit sledovany ukazatel, vysi limitu, pouzitou metodu
inokulace vzorku a kritéria pro vybér pocitatelnych misek. Redéni zvolime tak, abychom
byli schopni posoudit zda vzorek splituje ¢i piekracuje danou limitni hodnotu.

Priklad 16:

Limitni hodnota celkového poctu mikroorganismi pro syrové kravské mléko je platnou
legislativou stanovena na 10° KTJ/ml. CPM stanovujeme metodou zaliti 1 ml, jako
nepocitatelné hodnotime misky s vice nez 300 KT1J.

V tomto piipadé budeme vysetiovat fedéni vzorku 10 a 104,
Zdivodnéni: 10° (legislativni limit pro dany ukazatel) - 102 (fddové maximalni p¥ipustny
pocet KTJ na misce) = 10% — Fedéni 107 a nasledujici.

Jestlize na miskach v obou fedénich bude > 300 KTJ, odhadneme pocet na > 3,0 - 108
KTJ/ml. Je tedy jednoznacné, ze CPM je vysS§i nez dand limitni hodnota a vzorek
nevyhovuje.

Jestlize na miskéach v obou fedénich nenarostou Zadné kolonie, odhadneme pocet na < 1,0 -
10® KTJ/ml. Je tedy jednoznaéné, ze CPM je nizsi nez dana limitni hodnota a vzorek
vyhovuje.

Ve vSech ostatnich piipadech jsme schopni spocitat konkrétni hodnotu CPM a nasledné ji
porovnat s limitni hodnotou.

Zapamatujte si: - neselektivni pitda pocitame do 300 KTJ/Petriho miska
- selektivni piida pocitame do 150 KTJ/Petriho miska

Priklad 17:

Limitni hodnota koagulazopozitivnich stafylokoki pro syry vyrobené ze syrového
kravského mléka je platnou legislativou stanovena na 10* KTJ/g. Koaguldzopozitivni
stafylokoky obvykle stanovujeme metodou roztéru 0,2 ml, jako nepocitatelné hodnotime
misky s vice nez 150 KTJ.

V tomto piipadé budeme vysetiovat fedéni vzorku 10 a 1072,

Zdivodnéni: 10* (legislativni limit pro dany ukazatel) - 102 (fadové maximalni pfipustny
podet KTJ na misce) = 10> — Fedéni 10 a piedchazejici (protoze vysetiujeme 0,2 ml
nasobime pii vypoctu pocet kolonii hodnotou [1/0,2] tj. 5, takZe v fad€ ptfipadi dojde
k navyseni vysledného poctu o jeden logaritmicky fad).
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Jestlize na miskach v obou fedénich bude >150 KTJ, odhadneme pocet na > 7,5 - 10*
KTJ/g. Je tedy jednoznacné, Ze stanovend hodnota koaguldzopozitivnich stafylokokii je
vyssi nez dana limitni hodnota a vzorek nevyhovuje.

Jestlize na miskéach v obou fedénich nenarostou zadné kolonie, odhadneme pocet na < 5,0 -
10! KTJ/g. Je tedy jednozna¢né, Ze stanovena hodnota koaguldzopozitivnich stafylokok je
niz$i nez dana limitni hodnota a vzorek vyhovuje.

Ve vsech ostatnich pfipadech jsme schopni spocitat konkrétni hodnotu a nasledné ji
porovnat s hodnotou limitni.

2.4.2. Volba redéni - hodnoceni mikrobidlni kontaminace

Jestlize stanovujeme mikrobiologicky ukazatel, pro ktery nemame k dispozici limitni
hodnotu k porovnani nebo potiebujeme stanovit konkrétni miru kontaminace potraviny
sledovanymi mikroorganismy, snazime se zvolit fedéni tak, abychom alesponn v jednom
fedéni meli pocitatelné misky pouzitelné pro vypocet. Pfi volbé fedéni vyuzijeme znalosti
o obvyklé kontaminaci daného ¢i ptibuzného typu potraviny sledovanymi mikroorganismy
— tato hodnota nam nahradi hodnotu limitni. Vlastni vybér fedéni provedeme vyse
popsanym zptisobem (viz kapitola 2.4.1.).

Pokud neméame k dispozici tdaje o obvyklé kontaminaci vzorku, pouzijeme pii prvnim
vysetieni §irsi §kalu fedéni, miizeme i n&ktera fedéni preskocit (napt. 10,103,10°). Tim si
zajistime, Ze alesponl v jednom fedéni ziskame pocitatelné misky. U nasledujicich vzorka
pak pouzijeme pro vybér fedéni vysledky z prvniho vySetfeni.

2.4.3. Hodnoceni a interpretace nestandardnich vysledku

Pii rutinnim vySetfovani vzorkli potravin se casto sekdvame stim, Ze vysledky
kultivacniho vySetfeni nejsou vzdy optimélni a stojime pted problémem, jak tyto vysledky
spravné vyhodnotit. Norma sice udava spravny teoreticky postup vyhodnoceni, v praxi ale
musime pouzivat ,,selsky* rozum a pted kazdym vyhodnocenim logicky zhodnotit, zda
dosazené vysledky budou mit dostate¢nou vypovédni hodnotu.

V této kapitole uvadime nckolik nejcastéjSich pripadi ,,nestandardnich® vysledki
kultiva¢niho vySetfeni a postup spravného zplisobu jejich vyhodnoceni. Zapamatujte si, Ze
do laboratorniho protokolu musime vidy uvést odiivodnéni vsech zmén ¢i uprav
standardniho schématu vyhodnoceni. Kdokoli bude v budoucnu protokol ¢ist, musi mit
moznost sledovat nasi tivahu a pfipadné€ posoudit, zda jsme vysledek vyhodnotili spravné.

Priklad 18:

Pti stanoveni CPM u syrového mléka byly ziskany néasledujici vysledky:

- tedéni 10° 89 a 97 KTJ

- fedéni 10* 37 a68 KTJ

Na prvni pohled je zfejmé, ze vysledky zjisténé v fedéni 10 jsou chybné (p#i sprdvné
provedeném iedéni by mélo obvykle dojit ke sniZeni poctu kolonii o 1 logaritmicky ¥dd).
Vysledky fedéni 10* tedy do vypoétu viibec nezahrneme a vypocet provedeme pouze
Z hodnot zjisténych v fedéni 1073, Do protokolu zdiivodnime, pro¢ jsme pro vypocet pouzili
pouze nékteré hodnoty. Mame-li Kk dispozici pavodni vzorek je vhodné vySetfeni
zopakovat.
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Dutivody nestandardniho vysledku: mohlo se jednat napi. o nespravny postup fedéni vzorku
¢i inokulace fedéni 10 i do misek oznadenych jako fedéni 104,

Priklad 19:

Pti stanoveni CPM u syrového mléka byly ziskany nasledujici vysledky:

- fedéni 10° 89297 KTJ

- fedéni 10* 137 a 168 KTJ

Opét je na prvni pohled ziejmé, ze vysledky zjisténé v fedéni 10 jsou chybné (pii spravné
provedeném fedéni by meélo dojit ke snizeni poctu kolonii o 1 logaritmicky fad, nikoli
kjeho zvyseni). Vysledky fedéni 10 tedy do vypodtu viibec nezahrneme a vypodet
provedeme pouze z hodnot zjisténych v fedéni 103, Do protokolu zdéivodnime, pro¢ jsme
pro vypocet pouzili pouze nékteré hodnoty. Mame-li k dispozici ptivodni vzorek je vhodné
vySetfeni zopakovat.

Dutivody nestandardniho vysledku: mohlo se jednat napf. o zdménu jednotlivych fedéni
vzorku ¢i inokulaci spravnych fedéni do Spatné oznacenych Petriho misek.

Priklad 20:

Pti stanoveni enterokokt u suseného mléka byly ziskany nasledujici vysledky:

- fedéni 10T 89a97 KTJ

- fedéni 102 3529 KTJ

V tomto pifpadé vylouéime z vypoétu hodnotu 35 KTJ zjisténou v fedéni 102 (opét
neodpovida pozadavku na snizeni poétu kolonii o 1 logaritmicky fad). Do protokolu

zdivodnime, pro¢ jsme pro vypocet pouzili pouze nekteré hodnoty. Chyba mohla nastat
napf. pouzitim stejné Spicky pro naneseni obou fedéni.

Piiklad 21:

Pii stanoveni enterokoki u suSeného mléka byly ziskany nésledujici vysledky:
- fedéni 101 89 a>150 KTJ
- fedéni 102 729 KTJ

V tomto ptipadé zahrneme do vypodtu z fedéni 10 pouze hodnotu 89 KTJ. Chyba mohla
byt nejspis zplisobena kontaminaci druhé misky pfi inokulaci vzorku.

Priklad 22:

Pti stanoveni Bacillus cereus ve vzorku téstovin mléka byly ziskany nasledujici vysledky:
- fedéni 10t 123 a 150 KTJ
- fedéni 102 4528 KTJ

V tomto piipadé vylou¢ime z vypoétu hodnotu 8 KTJ zjisténou v fedéni 102 (doslo
k poklesu poctu o 2 logaritmické fady). Uvedena skute¢nost mohla byt zplisobena napf.
Spatn¢é provedenym roztérem inokula (vznik spojenych shlukii kolonii, které odecitame
jako celek), nanesenim mensiho objemu inokula na uvedenou misku ¢i neprovedenim
homogenizace (promichani) vychozi suspenze pted pipetovanim inokula.
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Priklad 23:

Pti stanoveni koliformnich baktérii u syrového mléka byly ziskany nésledujici vysledky:
- fedéni 102 83 a45KTJ

- fedéni 10® 0al1lKTJ

V tomto piipadé pouzijeme pro vypodet pouze hodnoty zjisténé v fedéni 1072,

Na zavér si zapamatujte jednoduchy zpiisob ovéieni spravnosti dosaZenych vysledkii:

- metoda zaliti 1 ml

- fedéni 102 123 a 149 KTJ

- fedéni 10° 30a51 KTJ

Pouzijeme-li K vypoétu hodnoty z fedéni 10 potom ziskame vysledek Fadové 104
z hodnot v fedéni 10~ ziskame opét vysledek fadové 10 je tedy ziejmé, Ze fedéni vzorku
probéhlo spravné a do vypoctu mizeme zahrnout v§echny misky.

Pokud nejsou dil¢i vysledky zjednotlivych fedéni tadové odpovidajici, je potieba
rozhodnout, které misky do vypoctu zatadit a které nikoli. V ptipad€¢ velkého rozdilu je
samoziejm¢ vhodné vySetieni zopakovat.
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3. Stanoveni indikdtorovych mikroorganismu

V zemédé@lské prvovyrobé i v potravinarském primyslu méa pfi mikrobiologickém
hodnoceni surovin, potravin, oball i vyrobnich prostor a zafizeni velky vyznam stanoveni
indikatorovych mikroorganismi, které nam poskytuje dalsi dulezit¢ informace o
mikrobidlni kvalit¢ testovanych vzorka. Jedna se predevsim o udaje o mozné fekalni
kontaminaci potravin ¢i Udaje poukazujici na troven hygieny a sanitace v potravinaiském
provozu. Prikaz indikatorovych mikroorganismil v potravinach mtize ukazovat na jejich
sekundérni kontaminaci nebo na nedostatky v technologii vyroby potravin.

Indikatorové mikroorganismy mitizeme obecné rozdélit do dvou skupin. Pocty
mikroorganismu prvni skupiny nas informuji o primarni a sekundérni kontaminaci surovin,
potravin a vyrobnich ploch, dodrzovani technologickych postupli a principii spravné
vyrobni praxe (GMP, angl. Good Manufacturing Practice). Do této skupiny fadime:

- celkovy pocet mikroorganismi,

- pocet baktérii ¢eledi Enterobacteriaceae,
- pocet koliformnich baktérii,

- pocet Escherichia coli,

- pocet enterokokd,

- pocet psychrotrofnich baktérii,

- pocet termorezistentnich baktérii,

- pocet termofilnich baktérii.

Ve druhé skupin€ se nachdzeji mikroorganismy, jejichz pocty nds informuji zejména o
kaZeni potravin:

- pocet kvasinek a plisni,

- pocet aerobnich sporotvornych baktérii,

- pocet anaerobnich sporotvornych baktérii,

- pocet proteolytickych a lipolytickych baktérii,

- baktérie rodu Proteus.

V né¢kterych piipadech se stanovuji i tzv. indexové mikroorganismy, tedy mikroorganismy
které¢ nds informuji o mozné pfitomnosti patogennich bakterii. Napt. pi1 vySetfeni pitné
vody plni tuto funkci termotolerantni koliformni baktérie a fekalni Escherichia coli.

3.1. Stanoveni celkového po¢tu mikroorganism

V mikrobiologii potravin pod pojmem celkovy pocet mikroorganismii (CPM) rozumime
stanoveni poc¢tu mezofilnich aerobnich a fakultativné anaerobnich mikroorganismu
(baktérie, kvasinky a plisn€), které rostou v neselektivnich nutriéné bohatych médiich nebo
tvoii kolonie na nutricné¢ bohatych agarovych pidach za aerobnich podminek béhem
inkubace pii 30 °C po dobu 72 hodin. Vysledkem je stanoveni poétu KTJ — kolonie
tvoricich jednotek, v 1 ml (g) vysetfovaného vyrobku, pficemz 1 kolonie mtize byt tvofena
1 desitkami bungk.

V potravinarskych vyrobcich a surovinach maji obvykle v uihrnu vSech mikroorganismu kvantitativni prevahu
mikroorganismy mezofilni, tvorici kolonie na zdakladnich Zivnych pudach pri aerobni kultivaci. Tato rozsahla
skupina se nejvice priblizuje absolutnimu celkovému poctu a nejlépe vystihuje stupern znecisténi daného
vzorku. Pri tomto rozboru ziistavaji nestanoveny termofilni mikroorganismy, cdst psychrofilnich, prisné
anaerobni mikroorganismy, dale kultivacné narocné druhy vyzZadujici ristové faktory, cast plisni, kvasinek a
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nekteré dalsi méné dulezité skupiny. Rovnéz chybi informace o druhovém slozeni mikroflory a jejich
technologickych a hygienickych viastnostech.

Stanoveni CPM ma vyznam jako zékladni informace o stupni mikrobidlni kontaminace a
rekontaminace surovin, hotovych vyrobkii a prostiedi provozoven. Z jeho vysledkt lze
usuzovat na dodrzeni technologickych postupti a hygienickych smérnic pii vyrobé,
prepravé a uskladnéni vyrobkul i surovin. Nema vSak vyznam pro kontrolu potravin, pfi
jejichz vyrobé byly pouzity kulturni mikroorganismy.

V mikrobiologické praxi se ke stanoveni CPM pouzivaji dvé metody, a to plotnova metoda
a stanoveni v tekuté padé — metoda MPN. Mimo to se napt. v mlékafstvi rutinné pouzivaji
1 moderni piistrojové metody stanoveni (napt. BactoScan).

3.1.1. Technika pocitdni kolonii vykultivovanych pti 30 °C - plotnovd metoda

Tato metoda je vhodna pro vySetieni vzorkd, u kterych pfedpokladame vice nez 300 KTJ
v 1 g nebo 30 KTJ v 1 ml vzorku.

3.1.1.1. Princip metody

Ur¢eny objem tekutého vzorku, vychozi suspenze u ostatnich vzorkd a jejich
desetinasobnych fedéni se zaléva agarovou Zzivnou ptidou v Petriho miskach. Jako
arbitrazni puda je urCen agar s glukozou, tryptonem a kvasniénym extraktem (GTK agar).
Inokulované plotny se inkubuji aerobné pii 30 °C po dobu 72 hodin. Stanovi se celkovy
pocet mikroorganismtt v 1 ml nebo 1 g vzorku z poctu kolonii vyrostlych na vybranych
plotnéch.

3.1.1.2. Postup metody

> Odebereme zkuSebni vzorek a pfipravime vychozi fedéni a tolik dalSich
desetindsobnych fedéni, aby bylo moZno stanovit predpokladany pocet
mikroorganisma.

> Tekuty vzorek ¢i vychozi suspenzi ostatnich vzorkd a jejich desetindsobna fedéni
ockujeme vzdy jinou sterilni pipetou po 1 ml soubézné do dvou sterilnich fadné
oznacenych Petriho misek.

> Inokulum v kazdé Petriho misce prelijeme asi 15 ml GTK agaru vytemperovaného na
teplotu 45 + 2 °C, dikladné krouzivym pohybem promichdme a nechdme utuhnout na
chladné vodorovné ploSe. Predpokladame-li pfitomnost mikroorganismil vytvatejicich
povlaky, prelijeme po utuhnuti agar na misce asi 5 ml téZe piidy (jiZ nemichédme, pouze
ptrevrstvime!). Doba mezi ukoncenim pfipravy vychozi suspenze a okamzikem, kdy se
inokulum pfeléva piidou, nesmi piekrocit 15 minut.

> Po ztuhnuti agarové pldy Petriho misky obratime dnem vzhiiru a inkubujeme aerobné
Vv termostatu pii teplot¢ 30 °C po dobu 72 hodin. Petriho misky lze ukladat na sebe,
nicméné sloupce nemaji byt vyssi nez 6 ploten, maji byt od sebe navzdjem oddéleny a
nesmi se dotykat stén a stropu termostatu.

3.1.1.3. Hodnoceni vysledki

Po ukonceni inkubace spocitdme kolonie narostlé na kazdé misce, a to bez ohledu na jejich
velikost, barvu ¢i tvar. Pro vypoc¢et CPM pouzijeme misky obsahujici 10 — 300 kolonii ve
dvou po sobé¢ jdoucich fedénich. Celkovy pocet mikroorganismil vyjadiime jako pocet KTJ
v 1 ml nebo 1 g vzorku.
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priprava vzorku navazeni, homogenizace a fedéni vzorku
inokulace zaliti 1 ml GTK agar

inkubace 30 °C, 72 hodin, aerobné

odecteni vysledkii stanoveni poCtu

Schéma 1: Stanoveni celkového poctu mikroorganismii v potravindach.

3.1.2. Technika nejvyse pravdépodobného poltu - metoda MPN

Tato metoda je uréena pro vySetieni vzorkl obsahujicich méné nez 300 bakterii v 1 g nebo
30 bakterii v1 ml vzorku. Sohledem na malou pfesnost této metody je vhodngjsi
filtrovatelné vzorky s nizkym obsahem mikroorganismi vysetfovat membranovou filtraci.

3.1.2.1. Princip metody

Uréeny objem tekutého vzorku, vychozi suspenze u ostatnich vzorki a jejich
desetinasobnych fedéni se ockuje do tekuté zivné pidy ve zkumavkéch. Jako arbitrdzni
puda se pouZziva bujon s glukozou, tryptonem a kvasniénym extraktem (GTK bujon). Po
piidavku inokula se zkumavky inkubuji aerobné pti 30 °C po dobu 48 hodin. Ze zkumavek
s pozitivni reakci ve tfech po sobé& jdoucich fedénich se sestavi troj¢iselny kod pomoci
n¢hoz se stanovi pravdépodobny poc¢et mikroorganismia v 1 ml nebo 1 g vzorku.

3.1.2.2. Postup metody

» Odebereme zkuSebni vzorek a pfipravime vychozi fedéni a tolik dalsich
desetindsobnych fedéni, aby bylo moZno stanovit ptedpokladany pocet
mikroorganisma.

> Mnozstvi inokulovaného vzorku ¢i jeho fedéni zévisi na predpokladaném poctu
mikroorganismi (detailni popis viz kapitola 2.1.1.).

> Vzorek a jeho fedéni ockujeme vzdy jinou sterilni pipetou soubézné do tii fadné
oznacenych zkumavek obsahujicich GTK bujon.

> Zkumavky inkubujeme aerobné v termostatu pfi teploté 30 °C po dobu 48 hodin.

3.1.2.3. Hodnoceni vysledkii

Po ukonceni inkubace spocitame pocet pozitivnich zkumavek v kazdém tfedéni ockované
série. Za pozitivni jsou povazovany zkumavky se zfetelnym projevem ristu, tj. zékal,
sediment, povrchovd blanka nebo kombinace téchto projevi. Podle poctu pozitivnich
zkumavek ve tfech po sobé€ jdoucich fedénich sestavime trojc¢iselny kod a pomoci n¢ho
odecteme v tabulce hodnotu MPN (viz kapitola 2.1.1.).
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3.2. Stanoveni baktérii ¢eledi Enterobacteriaceae

Do celedi Enterobacteriaceae fadime aerobni a fakultativné anaerobni gramnegativni
rovné tyCinky se zaoblenymi konci v priméru 2 — 3 pm dlouhé. Pohyblivé druhy maji
peritrichalni bi¢iky, n€které maji polysacharidovd pouzdra. Mikroorganismy z Celedi
Enterobacteriaceae fermentuji glukézu s tvorbou kyseliny a plynu a vykazuji negativni
oxidazovou reakci. Dalsi déleni této velké celedé¢ je na zakladé schopnosti baktérii
zkvaSovat laktozu; rozliSujeme laktoza pozitivni (koliformni baktérie) a laktdza negativni
druhy (napt. salmonely, shigely).

Baktérie z celedi Enterobacteriaceae se vyskytuji volné v prirode, casto jsou soucasti strevni mikroflory
¢lovéka a teplokrevnych Zivocichii. Z pohledu potravinarského priumyslu se v ramci této celede vyskytuji
mikroorganismy technologicky Skodlivé (psychrotrofni baktérie s proteolytickou a lipolytickou aktivitou,
napt. rody Proteus, Serratia), zdravotné Skodlivé (patogenni baktérie, napv. salmonely, shigely, nekteré
kmeny E. coli) a mikroorganismy indikdtorové.

Stanoveni baktérii ¢eledi Enterobacteriaceae je zalozeno na pouziti selekénich Cinidel
potlacujicich rist grampozitivnich baktérii (napt. zluCové soli, krystalova violet,
briliantova zelen), dale indikatort zkvaSovéani glukoézy (indikator pH, tvorba plynu) a
provedeni oxiddzového testu. Inkubace probiha aerobné pii teploté 37 °C po dobu 24
hodin. Vlastni stanoveni se provadi bud’ s ptedpomnozenim vzorku v tekutém médiu nebo
bez predpomnozeni, podle ocekdvaného poctu mikroorganismi se voli metoda nejvyse
pravdépodobného poctu nebo plotnova metoda.

3.2.1. Technika pocitani kolonii - plotnova metoda

Tato metoda je doporucena tehdy, kdyz predpokladany pocet bude vyssi nez 100 KTJ v 1
ml ¢i 1 g analytického vzorku.

3.2.1.1. Princip metody

Ur¢eny objem tekutého vzorku, vychozi suspenze u ostatnich vzorkd a jejich
desetinasobnych fedéni se zaléva agarovou zivnou ptdou v Petriho miskach. Jako
arbitrazni pida je urCen agar s krystalovou violeti, neutrdlni Cerveni, Zluci a glukézou
(VCZG agar, angl. VRBG agar). Inokulované plotny se inkubuji aerobné pii 37 °C po dobu
24 hodin. Nasledné se provede subkultivace vybranych charakteristickych kolonii, jejich
biochemicka konfirmace a Uprava poctu kolonii na miskach podle vysledku konfirmace.
Z poctu identifikovanych suspektnich kolonii vyrostlych na vybranych miskéach se vypocte
pocet baktérii ¢eledi Enterobacteriaceae v 1 ml nebo 1 g vzorku.

3.2.1.2. Postup metody

> Odebereme zkusebni vzorek a pfipravime vychozi fedéni a tolik dalSich
desetindsobnych fedéni, aby bylo mozno stanovit predpokladany pocet
mikroorganisma.

> Tekuty vzorek ¢i vychozi suspenzi ostatnich vzorkii a jejich desetinasobna fedéni
ockujeme vzdy jinou sterilni pipetou po 1 ml soubézné do dvou sterilnich fadné
oznacenych Petriho misek.

> Inokulum v kazdé Petriho misce pielijeme asi 10 ml VCZG agaru vytemperovaného na
45 £ 2 °C, dikladn€ krouzivym pohybem promichame a nechame utuhnout na chladné
vodorovné ploSe. Predpokladame-li pfitomnost mikroorganismii vytvarejicich povlaky,
prelijeme po utuhnuti agar na misce asi 15 ml téze pudy (jiz nemichdme, pouze
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prevrstvime!). Doba mezi ukonCenim piipravy vychozi suspenze a okamzikem, kdy se
inokulum pfeléva piidou, nesmi piekrocit 15 minut.

> Po ztuhnuti agarové pudy Petriho misky obratime dnem vzhiiru a inkubujeme aerobné
V termostatu pii teploté 37 °C po dobu 24 hodin.

> Alternativni metoda: provadime-li stanoveni bakterii Celedi Enterobacteriaceae
z technologickych divodi (chceme zachytit i psychrotrofni kmeny), volime pro
inkubaci alternativni teplotu 30 °C.

3.2.1.3. Konfirmace a hodnoceni vysledkii

Po ukonceni inkubace spocitdme charakteristické kolonie narostlé na kazdé misce. Pro
hodnoceni pouzijeme misky obsahujici 10 — 150 kolonii ve dvou po sobé¢ jdoucich
fedénich. Po spocitani kolonii vybereme z kazdé plotny 5 charakteristickych kolonii pro
subkultivaci a biochemickou konfirmaci.

Subkultivaci provedeme rozockovanim vybrané kolonie na zivny agar a po inkubaci 24
hodin pfi 37 °C vybereme zkazdé plotny jednu dobie izolovanou kolonii pro
biochemickou konfirmaci. Biochemickd konfirmace spociva v provedeni oxidazového
testu (napf. OXI test prouzky) a zkouSky na fermentaci glukédzy s tvorbou plynu.

Tabulka 4: Interpretace biochemickych testi.

Oxidazova Fermentace Tvorba
reakce glukozy plynu
Enterobacteriaceae - + +

Jestlize alespont 80 % =z vybranych charakteristickych kolonii dané misky je oxidaza
negativnich a glukoéza pozitivnich, poc€et kolonii na misce nijak neupravujeme. V ostatnich
ptipadech se pocet kolonii na misce upravi podle procentudlniho podilu oxidaza
negativnich a glukéza pozitivnich kolonii z celkového poctu kolonii vybranych pro
konfirmaci. Vypocet nasledné provedeme obvyklym zpisobem, pocet baktérii Celedi
Enterobacteriaceae vyjadiime jako pocet KTJ v 1 ml nebo 1 g vzorku.

Priklad 24:

P#imy ode&et mikroorganismi z VCZG agaru poskytl tyto vysledky:
-z fedéni 10”%: 66 a 80 kolonii,
-z tedéni 103: 6 a 4 kolonie.

Na zékladé vysledku konfirmace byly vysledky upraveny nésledujicim zptisobem:

- plotna s 66 koloniemi: vybrano 5 kolonii, z nich 4 vyhovély (80 %), takze ¢ = 66,
- plotna s 80 koloniemi: vybrano 5 kolonii, z nich 3 vyhovély (60 %), takze ¢ = 48,
- plotna se 6 koloniemi: vybrano 5 kolonii, z nich 4 vyhovély (80 %), takze ¢ = 6,

- plotna se 4 koloniemi: vybrany 4 kolonie, z nich 4 vyhovély (100 %), takze ¢ = 4.

Dalsi vypocet se provede obvyklym zplisobem podle vzorce, pticemz X C je soucet kolonii
spocitanych po identifikaci na vSech vybranych plotnach.
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Morfologie charakteristickych kolonii:

Po 24 hodinach kultivace maji kolonie narostlé na VCZG agaru riizovoéervenou, ¢ervenou
nebo fialovou barvu, velikost 0,5 — 2 mm, mohou byt obklopeny ruzovou zonou
precipitace.

Upozornéni: Nekteré Enterobacteriaceae mohou zpiisobovat odbarveni pudy, proto V pripade, ze nejsou
pritomny zZadné charakteristické kolonie, odebereme pro konfirmaci kolonie bélavé barvy.

priprava vzorku navazeni, homogenizace a fedéni vzorku
inokulace zaliti 1 ml VCZG agar
inkubace 37 °C, 24 hodin, aerobné

l

5 charakteristickych kolonii

(z kazdé misky)
konfirmace oxidazovy test, fermentace glukozy s tvorbou plynu
odecteni vysledkai stanoveni poctu

Schéma 2: Stanoveni poctu baktérii celedi Enterobacteriaceae v potravinach.

3.2.2. Metoda prikazu baktérii Celedi Enterobacteriaceae

Prikaz baktérii celedi Enterobacteriaceae zahrnuje 4 po sobé jdouci stupné:
pfedpomnoZeni v neselektivni tekuté piidé, pomnozeni v selektivni tekuté ptid€, izolaci a
konfirmaci.

3.2.2.1. Princip metody

Zkouseny vzorek se inokuluje do tekuté pidy pro neselektivni pomnoZeni — pufirovand
peptonovd voda (PPV médium) a inkubuje aerobné pii 37 °C po dobu 16 — 20 hodin.
Ziskand kultura se ptreockuje do selektivni pomnozovaci pidy — pufrovana puda
s briliantovou zeleni, Zluéi a glukézou (EE médium), inkubujeme aerobné pii 37 °C po
dobu 24 hodin. Izolace se provede vyockovanim na pevnou selektivni piidu — agar
s krystalovou violeti, neutrdlni Cerveni, ¥luci a glukézou (VCZG agar), inokulované
plotny se inkubuji aecrobn¢ pii 37 °C po dobu 24 hodin a zjist'uje se pritomnost suspektnich
kolonii baktérii Celedi Enterobacteriaceae. Nasledné¢ se provede subkultivace a
biochemicka konfirmace vybranych suspektnich kolonii. Vysledkem je pritkkaz ptitomnosti
¢i absence baktérii ¢eledi Enterobacteriaceae v navazce vysetfovaného vzorku.

46



Stanoveni indikatorovych mikroorganismii

3.2.2.2. Postup metody

> Neselektivni pfedpomnozeni: odebereme zkusebni vzorek a ptfipravime vychozi fedéni,
jako tedici roztok pouzijeme devitindsobné mnozstvi PPV média. Inkubujeme aerobné
v termostatu pii 37 °C po dobu 16 — 20 hodin.

> Selektivni pomnozeni: po ukonceni inkubace pfeneseme 1 ml kultury do zkumavky
s 10 ml EE média a inkubujeme aerobné v termostatu pii 37 °C po dobu 24 hodin.

> IZOIa(v:ev: po ukonceni inkubace provedeme sterilni bakteriologickou klickou vyockovani
na VCZG agar. Inokulované misky inkubujeme aerobné pfi teploté 37 °C po dobu 24
hodin.

> Alternativni metoda: provadime-li stanoveni baktérii Celedi Enterobacteriaceae
z technologickych davodi (chceme zachytit i psychrotrofni kmeny), volime pro
vSechny inkubace alternativni teplotu 30 °C.

3.2.2.3. Konfirmace a hodnoceni vysledkii

Zkazdé plotny nahodné vybereme 5 charakteristickych kolonii pro subkultivaci a
biochemickou konfirmaci. Dals$i postup je shodny s plotnovou metodou (viz. kapitola
3.2.1.3.). Na zakladé¢ vysledkii konfirmace potvrdime nebo vylou¢ime ptitomnost baktérii
¢eledi Enterobacteriaceae v navazce vysetfovaného vzorku.

neselektivni predpomnozeni X g nebo x ml vzorku + 9x ml PPV
inkubace 37 °C, 16 — 20 hodin, acrobné
selektivni pomnoZeni 1 ml kultury + 10 ml EE média
inkubace 37 °C, 24 hodin, aerobné

izolace vyockovani na VCZG agar
inkubace 37 °C, 24 hodin, aerobné

l

5 charakteristickych kolonii
(z kazdé misky)

l

konfirmace oxidazovy test, fermentace glukozy s tvorbou plynu

Schéma 3: Priikaz baktérii celedi Enterobacteriaceae v potravindch.
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3.2.3. Stanoveni poltu technikou nejvySe pravdépodobného  poctu
s predpomnoZenim - metoda MPN

Stanoveni poctu baktérii ¢eledi Enterobacteriaceae technikou MPN zahrnuje nasledujici
po sobé jdouci kroky: predpomnozeni v neselektivni tekuté ptdé, pomnozeni v selektivni
tekuté pudé, izolaci, vybér kolonii, konfirmaci a vypocet. Tato technika se pouziva
v ptipadech, kdyz se ptfedpoklada nutnost resuscitace vysetfovanych mikroorganismi nebo
je-li o¢ekavany pocet v rozmezi 1 — 100 KTJ v 1 ml nebo 1 g analytického vzorku.

3.2.3.1. Princip metody

Zkouseny vzorek se inokuluje do tekuté pidy pro neselektivni pomnozeni — pufirovand
peptonova voda (PPV médium), v tomtéz médiu provedeme i fedéni vzorku. UrCeny objem
vychozi suspenze a jejich desetinasobnych fedéni se ockuje do PPV média ve zkumavkach,
které néasledn¢ inkubujeme aerobné pii 37 °C po dobu 16-20 hodin. Ziskanéd kultura se
preockuje do zkumavek s tekutou selektivni pomnozovaci pidou — pufirovand piida
S briliantovou zeleni, 7luci a glukozou (EE médium). Zkumavky inkubujeme aerobné pfi
37 °C po dobu 24 hodin. Nasledn¢ provedeme vyockovani na pevnou selektivni ptidu —
agar s krystalovou violeti, neutrdlni éerveni, fluéi a glukézou (VCZG agar), inokulované
plotny se inkubuji aecrobné pii 37 °C po dobu 24 hodin a zjist'uje se ptitomnost suspektnich
kolonii baktérii ¢eledi Enterobacteriaceae.

Nésledné se provede subkultivace a biochemickd konfirmace vybranych suspektnich
kolonii. Na zaklad¢ vysledku konfirmace se stanovi pocet zkumavek s pozitivni reakci a
sestavi se troj¢iselny kéd pomoci néhoz se v tabulce MPN stanovi pravdépodobny pocet
baktérii ¢eledi Enterobacteriaceae v 1 ml nebo 1 g vzorku.

3.2.3.2. Postup metody

> Odebereme zkusebni vzorek a piipravime vychozi fedéni, jako fedici roztok pouzijeme
devitinasobné mnozstvi PPV média.

> Neselektivni pfedpomnoZeni: napipetujeme 3 x 10 ml vychoziho fedéni 107 do
prazdnych zkumavek, nasledné 3 x 1 ml vychoziho fedéni 10 do zkumavky s 9 ml
PPV (tim piipravime fedéni 1072), z fedéni 10 potom opét 3 x 1 ml do 9 ml PPV ve
zkumavce. Jednotliva fedéni ockujeme vzdy jinou sterilni pipetou soubézné do tii fadné
oznacenych zkumavek.

> Zkumavky s inokulem inkubujeme aerobné pii teploté 37 °C po dobu 16 — 20 hodin.

> Selektivni pomnozeni: po ukonceni inkubace subkultivujeme 1 ml kultury z kazdé
z deviti zkumavek sterilni pipetou do f4dn€ oznacenych zkumavek s 10 ml EE média.
Inkubujeme aerobné pii teploté 37 °C po dobu 24 hodin.

> lzolace: po ukonceni inkubace provedeme z kazdé zkumavky sterilni bakteriologickou
kli¢kou vyockovani na VCZG agar. Inokulované misky inkubujeme aerobné pfi teploté
37 °C po dobu 24 hodin.

> Alternativni metoda: provadime-li stanoveni baktérii Celedi Enterobacteriaceae
z technologickych divodt (chceme zachytit i psychrotrofni kmeny), volime pro
vSechny inkubace alternativni teplotu 30 °C.
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pFiprava vzorku X g nebo x ml vzorku + 9x ml PPV
neselektivni 9ml 9mi 9ml 9mi 9ml 9ml
y ., PPV | PPV | PPV PPV | PPV | PPV
predpomnozenl 10 ml 10 ml 10 ml + + + + + .
fedéni fedéni fedéni 1ml 1ml 1ml 1ml 1 ml 1ml
1 -1 1
10 10 10 fedéni fedéni fedéni fedéni fedéni fedéni
10? 10 10* 10 102 102
inkubace 37 °C, 16 - 20 hodin, acrobné
selektivni 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1mi 1ml
., kultury | Kkultury | kultury kultury | kultury | kultury kultury | kultury | kultury
pomnozeni + + + + + + + + +
10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml
EE EE EE EE EE EE EE EE EE
média média média média média média média média média
inkubace 37 °C, 24 hodin, aerobné
izolace vyockovani na VCZG agar
inkubace 37 °C, 24 hodin, aerobné

l

5 charakteristickych kolonii

(z kazdé misky)
konfirmace oxidazovy test, fermentace glukozy s tvorbou plynu
odecteni vysledkai stanoveni MPN

Schéma 4: Stanoveni MPN baktérii celedi Enterobacteriaceae v potravindch.

3.2.3.3. Konfirmace a hodnoceni vysledkii

Zkazdé plotny nahodné vybereme 5 charakteristickych kolonii pro subkultivaci a
biochemickou konfirmaci. Dalsi postup je shodny s plotnovou metodou (viz kapitola
3.2.1.3).

Po ukonceni konfirmace spocitdme pocet pozitivnich zkumavek v kazdém fedéni oCkované
série. Za pozitivni jsou povazovany zkumavky se zfetelnym projevem rustu, které byly
potvrzeny konfirmaci, tj. vyo€kované kolonie byly oxiddza negativni a glukéza pozitivni.
Podle poctu pozitivnich zkumavek ve tfech po sobé jdoucich fedénich sestavime
trojéiselny kod a pomoci ného odecteme v tabulce hodnotu MPN (viz kapitola 2.1.1.).
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3.3. Stanoveni koliformnich baktérii

Koliformni baktérie jsou aerobni nebo fakultativné anaerobni gramnegativni nesporulujici
tyCinky zkvasujici laktozu s tvorbou kyseliny a plynu pii teploté 30 °C do 48 hodin. Patii
do celedi Enterobacteriaceae; nékteré kmeny mohou byt patogenni (napf. nékteré sérotypy
E. coli).

Koliformni baktérie jsou soucasti strevni mikroflory ¢loveéka a teplokrevnych zvirat, soucasné se vyskytuji i ve
vnéjsim prostiedi. V potravinarské mikrobiologii maji vyznam jako indikdtor fekalniho znecisténi a tim také
mozné pritomnosti patogennich mikroorganismii pochazejicich ze zazivactho traktu. Primou kontaminaci
potravin koliformnimi baktériemi pochazejicimi z vykalii Ize selektivné prokazat kultivaci pri zvySené teploté
44,5 °C. Koliformni baktérie dale slouZi jako indikdtor dodrZeni sanitacnich a technologickych postupii, jSou
ukazatelem urovne hygieny. Jejich vyskyt v pasterovanych vyrobcich je znamkou sekundarni kontaminace
nebo hrubych zavad pri tepelném oSetieni. Vyznam maji nékteré psychrotrofni kmeny (aktivni i pri nizkych
teplotach) a termorezistentni formy odolavajici tepelnému osetient.

Na stanoveni koliformnich baktérii byla vypracovdna fada metod. Lze je stanovit
mikrobitesty, kultivaéné v tekutych ¢i pevnych pidach nebo na membranovych filtrech.
Obecné je prikaz koliformnich baktérii zalozen na pouziti selekénich ¢inidel potlacujicich
rust grampozitivnich baktérii (napf. Zlu€ové soli, krystalova violet’, briliantova zelen) a
indikatorti zkvaSovani laktézy (indikator pH, tvorba plynu). Pro stanoveni koliformnich
baktérii v potravinach byla zvolena kultiva¢ni teplota 30 °C. Lze pouzit i teplotu 37 °C, je-
li stanoveni provadéno v souvislosti s ochranou vefejného zdravi. Naopak pro stanoveni
kment vyhradné stfevniho plivodu se pouziva teplota 44,5 °C, pfi které ostatni kmeny
koliformnich baktérii nerostou — jedna se o tzv. termotolerantni koliformni baktérie.

3.3.1. Technika pocitani kolonii vykultivovanych pri 30 °C

3.3.1.1. Princip metody

Ur¢eny objem tekutého vzorku, vychozi suspenze u ostatnich vzorkd a jejich
desetindsobnych fedéni se zaléva agarovou zivnou piidou v Petriho miskach. Jako
arbitraZzni ptda je urCen agar s krystalovou violeti, neutrdlni cerveni, Zlucovymi solemi a
laktézou (VCZL agar, angl. VRBL agar). Inokulované plotny se inkubuji aerobné pii 30 °C
po dobu 48 hodin. Z po¢tu suspektnich kolonii vyrostlych na vybranych miskach se
vypocte pocet koliformnich baktérii v 1 ml nebo 1 g vzorku.

3.3.1.2. Postup metody

» Odebereme zkuSebni vzorek a pfipravime vychozi ftedéni a tolik dalSich
desetindsobnych fedéni, aby bylo moZno stanovit pfedpokladany pocet
mikroorganisma.

> Tekuty vzorek ¢i vychozi suspenzi ostatnich vzorkii a jejich desetindsobna fedeni
oc¢kujeme vzdy jinou sterilni pipetou po 1 ml soubézné do dvou sterilnich fadné
oznacenych Petriho misek.

> Inokulum v kazdé Petriho misce prelijeme asi 15 ml VCZL agaru vytemperovaného na
45 £ 2 °C, dikladn€ krouzivym pohybem promichame a nechame utuhnout na chladné
vodorovné ploSe. Predpokladame-li pfitomnost mikroorganismii vytvarejicich povlaky,
pfelijeme po utuhnuti agar na misce asi 15 ml téZe plidy (jiz nemichame, pouze
ptrevrstvime!). Doba mezi ukoncenim pfipravy vychozi suspenze a okamzikem, kdy se
inokulum pieléva ptidou, nesmi piekrocit 15 minut.
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> Po ztuhnuti agarové ptidy Petriho misky obratime dnem vzhlru a inkubujeme aerobné
v termostatu pfi teploté 30 °C po dobu 48 hodin.

3.3.1.3. Hodnoceni vysledkii

Prvni odecitani provadime po 24 hodinéach, vysledny pocet se zjisti po ukonceni inkubace,
tj. po 48 hodinach. Poc¢itame charakteristické kolonie narostlé na kazdé misce. Pro vypocet
pouzijeme misky obsahujici 10 — 150 kolonii ve dvou po sob€ jdoucich fedénich. Pocet
koliformnich baktérii vyjadiime jako pocet KTJ v 1 ml nebo 1 g vzorku.

Morfologie charakteristickych kolonii:

Po 48 hodinach kultivace maji kolonie narostlé na VCZL agaru nasledujici morfologii:

> uvnitr pudy — kolonie fialové cervené barvy o priméru 0,5 — 2 mm, nékdy obklopené
¢ervenou zonou precipitované zluce;

> na povrchu pudy — kolonie fialové ¢ervené barvy o priméru 1 — 3 mm, kolonie maji
Casto svétlejSi bezbarvy okraj, vétSina kment tvofi v piidé pod koloniemi razovy
precipitat.

priprava vzorku navazeni, homogenizace a fedéni vzorku
inokulace zaliti 1 ml VCZL agar

inkubace 30 °C, 48 hodin, aerobné

odecteni vysledkai stanoveni poctu

Schéma 5: Stanoveni poctu koliformnich baktérii v potravinach.

3.4. Stanoveni Escherichia coli

Nejznaméjsim  zastupcem cCeledi  Enterobacteriaceae a hlavnim piedstavitelem
koliformnich baktérii je Escherichia coli. Jedna se o fakultativné anaerobni kratkou rovnou
ty¢inku se zaoblenymi konci. VétSina kment E. coli je pohybliva, nekteré tvoii slizova
pouzdra. Dobfe roste na béznych zakladnich ptidach, je biochemicky velmi aktivni, aZ na
vyjimky zkvasuje laktozu s tvorbou kyseliny a plynu.

Escherichia coli je soucdsti normdalni stievni mikroflory cloveka a teplokrevnych zvirat, je oznacovana za
typickou strevni baktérii. Jeji vyskyt v potravinach a surovindch Zivocisného pivodu a v prostredi vyrobnich
podnikii je povaZovan za indikdtor fekdlni kontaminace, a tedy nizké urovné hygieny a sanitacniho rezimu.
Vyskyt E. coli v pasterovanych vyrobcich svédci o jejich sekundarni kontaminaci. U nékterych potravin
(napr. mlécnych vyrobkit) miize pusobit vazné technologické vady a senzorické znehodnoceni vyrobkii. V
pitné vode maji funkci indexovych mikroorganismii — indikuji moznou pritomnost stFevnich patogenii, napr-
salmonel. Nekteré kmeny E. coli jsou patogenni, mohou piisobit riizné zavazna stievni onemocnéni, jejich
zdrojem mohou byt i kontaminované potraviny (napr. syrové mléko a maso).

Pro pritkaz Escherichia coli v potravinach se vyuziva selekéniho tlaku zvySené kultivacni
teploty (44 — 45 °C) a selekénich inidel potlacujicich rist grampozitivnich bakterii (napf.
zlucové soli, tergitol ¢i laurylsulfat). Z biochemickych vlastnosti je to schopnost vytvaret
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z tryptofanu indol a prukaz aktivity enzymu B-D-glukuronidazy. Z pouzivanych metod je
to stanoveni nejvySe pravdépodobného poctu a dale plotnové metody ¢i metoda
membranov¢ filtrace zaloZzené na vyse uvedenych principech.

Soucasny trend sméfuje k pouzivani chromogennich médii. Ke stanoveni poctu E. coli se
bézn¢ pouzivaji pudy sjednim chromogenem pro prikaz B-D-glukuronidazy, ktery
obsahuje modrozeleny chromofor. Dale 1ze pouzit ptidy s dvéma chromogeny — pro prukaz
B-D-glukuronidazy (modrozeleny chromofor) a pro priikaz (-D-galaktosidasy (lososové
¢erveny chromofor), které umoznuji odlisit E. coli (modrofialova — obsahuje oba enzymy),
dals$i koliformni bakterie a B-D-glukuronidazonegativni kmeny E. coli (¢ervena — obsahuji
pouze B-D-galaktosiddzu) a dalSi gramnegativni bakterie (bezbarvé — nemaji zadny
Z uvedenych enzymu).

3.4.1. Stanoveni poctu p-D-glukuroniddzopozitivnich £ coli

Aktivita B-D-glukuronidazy se uvadi u asi 95 % kment E. coli z riznych zdroji. Tento
enzym muze byt prokazan i u malého mnozstvi kmend jinych rodu (napt. Enterobacter,
Klebsiella, Salmonella). Rast téchto kment je za podminek uvedené metodiky inhibovan
selekénim tlakem zluc¢ovych soli a kultivacni teplotou 44 °C.

3.4.1.1. Princip metody

Urceny objem tekutého vzorku, vychozi suspenze u ostatnich vzorkli a jejich
desetinasobnych fedéni se zaléva selektivni chromogenni zivnou ptidou v Petriho miskach.
Jako arbitrazni ptida je urCen agar s tryptonem, Zlucovymi solemi a glukuronidem (TBX
agar), chromogenni slozkou uvedeného agaru je kyselina 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D-
glukuronova (BCIG). Inokulované plotny se inkubuji aerobné pii 44 °C po dobu 18 — 24
hodin. Z po¢tu suspektnich kolonii vyrostlych na vybranych miskach se vypocéte pocet f3-
D-glukuronidazopozitivnich Escherichia coli v 1 ml nebo 1 g vzorku.

Upozornéni: Kmeny E. coli nerostouci pri teploté 44 °C a p-D-glukuronidazonegativni kmeny nejsou touto
technikou zachyceny. Jedna se napr. o verotoxinogenni sérotyp E. coli O157. Pri pritkazu téchto kmenii je
nutno pouzit jiny metodicky postup ( viz kapitola 4.4.).

3.4.1.2. Postup metody

» Odebereme zkuSebni vzorek a pfipravime vychozi fedéni a tolik dalSich
desetinasobnych fedéni, aby bylo moZno stanovit piedpokladany pocet
mikroorganism1l.

> Tekuty vzorek ¢i vychozi suspenzi ostatnich vzorkii a jejich desetindsobna fedéni

ockujeme vzdy jinou sterilni pipetou po 1 ml soubézné do dvou sterilnich fadné
oznacenych Petriho misek.

> Inokulum v kazdé Petriho misce ptelijeme asi 15 ml TBX agaru vytemperovaného na
45 + 2 °C, dikladné krouzivym pohybem promichdme a nechdme utuhnout na chladné
vodorovné plose. Doba mezi ukonéenim ptipravy vychozi suspenze a okamzikem, kdy
se inokulum preléva ptidou, nesmi piekrocit 15 minut.

> Po ztuhnuti agarové plidy Petriho misky obratime dnem vzhiru a inkubujeme aerobné
Vv termostatu pfi teploté 44 °C po dobu 18 — 24 hodin (celkové doba inkubace nesmi byt
delsi nez 24 hodin).
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> Upozornéni: Je-li podezieni na pfitomnost stresovanych bakteridlnich bungk,
inkubujeme misky nejprve po dobu 4 hodin pfi teploté 37 °C a poté pfi teploté 44 °C po
dobu 18 — 24 hodin. Inkubaéni teplota nesmi piesahnout 45 °C.

> Alternativni metoda: Vzorek lze také oCkovat roztérem na povrch TBX agaru, a to 0,2
ml inokula soubézné do dvou fadn¢ oznacenych Petriho misek.

3.4.1.3. Hodnoceni vysledkii

Po ukonceni inkubace spocitdme charakteristické kolonie narostlé na kazdé misce. Pro
vypocet pouzijeme misky obsahujici 10 — 150 charakteristickych kolonii ve dvou po sobé
jdoucich fedénich. Pocet B-D-glukuronidazopozitivnich Escherichia coli vyjadiime jako
pocet KTJ v 1 ml nebo 1 g vzorku.

Morfologie charakteristickych kolonii:

Po 18 — 20 hodinach kultivace maji kolonie narostlé na TBX agaru modrou, pfip.
modrozelenou barvu a pramér 0,5 — 2 mm.

priprava vzorku navazeni, homogenizace a fedéni vzorku
inokulace roztér 0,2 ml na TBX agar
inkubace 44 °C, 18-24 hodin, aecrobné
odecteni vysledkaii stanoveni poCtu

Schéma 6: Stanoveni poctu p-D-glukuronidazopozitivnich Escherichia coli v potravinach.

3.5. Stanoveni baktérii Enterococcus spp.

Rod Enterococcus (Celed Enterococcaceae) je reprezentovan grampozitivnimi koky
vyskytujicimi se ve dvojicich ¢i kratkych fetizcich, které jsou morfologicky velmi podobné
streptokokim. Enterokoky se vyrazné odliSuji schopnosti ristu v Sirokém rozmezi teplot a
hodnot pH a zna¢nou odolnosti vii¢i neptiznivym vnéjSim podminkam. Rostou pii 10 1 45
°C, v bujonu s 6,5 % NaCl, pti pH 9,6 i v pfitomnosti 40% zluci ¢i 0,1% methylenové

4

modfi. Piezivaji zahfev na 60 °C po dobu 30 minut (zvySena termorezistence). Mezi
nejcastejsi druhy patii Enterococcus faecalis a Enterococcus faecium.

Enterokoky se bézné vyskytuji jako saprofyté a komenzalové stievniho traktu ¢lovéka a teplokrevnych zvirat.
Mimo to se nachdzeji v prostredi, zejména fekalné kontaminovaném, dale v povrchovych, pitnych ci
odpadnich voddch, ale také na rostlindch. Neékteré kmeny mohou piisobit onemocnéni ¢lovéka (napr. zdanét
mocovych cest, endokarditidy, sepse). Rada kmenii je rezistentnich viici riiznym antibiotikiim.

V praxi nachdzi stanoveni enterokokii uplatnéni jako indikdtor fekdlniho znecisténi zejména v pripadech, kdy
byly viivem technologického zpracovani koliformni baktérie zniceny, napr. u suSeného mléka. Vyskyt
enterokokit po pasteraci je citlivym ukazatelem defektu pasteracniho rezimu a dalSich technologickych
postupti. Jako indikatorové mikroorganismy mohou signalizovat eventudlni pritomnost grampozitivnich
patogennich mikroorganismii s podobnou 0smo- a termotoleranci, napr. stafylokokii a listerii.
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V potravinach lze enterokoky stanovit kultivaéné v tekutych ¢i pevnych ptidach nebo na
membranovych filtrech. Obecné je prikaz enterokokll zaloZzen na pouziti selekénich Cinidel
potlacujicich riist gramnegativnich a ostatnich grampozitivnich baktérii (napt. 40% Zlug,
azid sodny, octan thalny), dale na prikazu hydrolyzy eskulinu ¢i redukce triphenyl-
tetrazolium-chloridu na riZzovocerveny az ¢ervenohnédy formazan.

3.5.1. Technika pocitani kolonii vykultivovanych pri 37 °C

3.5.1.1. Princip metody

Urceny objem tekutého vzorku, vychozi suspenze u ostatnich vzorkli a jejich
desetinasobnych fedéni se zaléva selektivné-diagnostickou zivnou pudou v Petriho
miskach. Pro stanoveni enterokokd se bézn¢ pouziva Slanetz-Bartley agar (S-B agar).
Inokulované plotny se inkubuji aerobné pii 37 °C po dobu 24 — 48 hodin. Z poctu
suspektnich kolonii vyrostlych na vybranych miskach se vypocte pocet enterokokt v 1 ml
nebo 1 g vzorku.

3.5.1.2. Postup metody

> Odebereme zkuSebni vzorek a pripravime vychozi fedéni a tolik dalSich
desetindsobnych fedéni, aby bylo mozZno stanovit pfedpokladany pocet
mikroorganisma.

> Tekuty vzorek ¢i vychozi suspenzi ostatnich vzorkli a jejich desetinasobna fedéni

oc¢kujeme vzdy jinou sterilni pipetou po 1 ml soubézné do dvou sterilnich fadné
oznacenych Petriho misek.

> Inokulum v kazdé Petriho misce pielijeme asi 15 ml S-B agaru vytemperovaného na 45
+ 2 °C, dukladné krouZivym pohybem promichdme a nechame utuhnout na chladné
vodorovné plose. Doba mezi ukonéenim ptipravy vychozi suspenze a okamzikem, kdy
se inokulum preléva ptidou, nesmi piekrocit 15 minut.

> Po ztuhnuti agarové plidy Petriho misky obratime dnem vzhiru a inkubujeme aerobné
Vv termostatu pii teploté 37 °C po dobu 24 — 48 hodin.

> Alternativni metoda: Vzorek 1ze ockovat roztérem na povrch S-B agaru, a to 0,2 ml
inokula soubézné do dvou fadné oznafenych Petriho misek.

3.5.1.3. Hodnoceni vysledkii

Po ukonceni inkubace spocitime charakteristické kolonie narostlé na kazdé misce. Prvni
odecitani provadime po 24 hodinéch, vysledny pocet se zjisti po ukonceni inkubace, tj. po
48 hodinéach. Pro vypocet pouzijeme misky obsahujici 10 — 150 kolonii ve dvou po sobé&
jdoucich fedénich. V ptipadé potieby dalsi konfirmace se vybere 5 kolonii z kazdé misky a
provedou se biochemické identifika¢ni testy. Stanoveny pocet enterokokl vyjadiime jako
pocet KTJ v 1 ml nebo 1 g vzorku.

Morfologie charakteristickych kolonii:

Po 48 hodinach kultivace maji kolonie narostlé na S-B agaru ¢ervenou aZ cervenohnédou
barvu a prumér 0,5 — 2 mm.
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priprava vzorku navazeni, homogenizace a fedéni vzorku
inokulace roztér 0,2 ml na S-B agar

inkubace 37 °C, 24 — 48 hodin, aerobné
odecteni vysledkii stanoveni poctu

Schéma 7: Stanoveni poctu enterokokit v potravinach.

3.6. Stanoveni kvasinek a plisni

Kvasinky jsou jednobunécné houby. V pfirod€ jsou velmi rozsifené, protoze maji vétSinou
sacharolytické vlastnosti, vyskytuji se predevSim na ovoci a potravinach bohatych na
cukry. Rozmnozovani kvasinek je podminéno jejich fyziologickymi vlastnostmi,
predevsim piitomnosti cukrl, odolnosti ke kyselému prostfedi a vys$§imu osmotickému
tlaku. Vétsina kvasinek se pfi teplotach nad 40 °C nerozmnoZuje, teploty nad 60 °C je nici.
Hlavni primyslovy vyznam kvasinek spociva v jejich pouziti pro vyrobu alkoholickych napojii (pivo, vino, lih)
a pekarského a krmného drozdi. Z kvasinek se izoluje fada enzymil, koenzymui, nukleotidii, karotenoidii, atd.
V mlékarenském primyslu se kvasinky uplatnuji jako soucast cistych mlékarskych kultur pri vyrobé kefirii Ci
syrit zrajicich pod mazem. Svou enzymovou Ccinnosti zpusobuji, zejména osmofilni kvasinky, vady a
znehodnoceni potravin.

Plisn€ jsou obecné nenarocné na zivotni podminky: jsou schopné vyuzivat vzduSnou
vlhkost, a rozmnozovat se za nizké vodni aktivity prostiedi, rostou pii nizkych teplotach,
snasi vy$s$i osmotické tlaky, rostou v kyselém prostiedi. Jsou striktné aerobni a diky
Sirokému enzymovému vybaveni — proteolytické, lipolytické a sacharolytické enzymy —
jsou schopné vyuzivat rlizné substraty.

V prirode se plisné bézné vyskytuji, jejich vyskyt v potravinarstvi je az na male vyjimky, kdy se pouzivaji jako
cisté kultury pri vyrobé plisnovych syrii ¢i nékterych druhii masnych vyrobkii, nezadouci a pusobi vady az
uplné znehodnoceni potravin. Ze zdravotniho hlediska jsou plisné v centru pozornosti pro schopnost tvorby
termostabilnich mykotoximi, patogenni druhy vyvolavaji zavazna onemocnéni kiize, sliznic i vnitrnich organii
— tzv. mykozy, v neposledni mife mize u citlivych osob dochazet po aspiraci spor plisni k alergickym reakcim.
Pozitivni vyznam maji plisné jako producenti antibiotik a organickych kyselin, dale pri pripravé lékii ¢i
prumyslové produkci enzymii.

Stanoveni kvasinek a plisni je zaloZzeno na pouziti selektivnich ¢inidel potlacujicich rist
doprovodné bakteridlni mikroflory, nejcastéji se jednd o zivné pudy s nizkym pH (napf.
sladinkovy agar), nebo zivné pudy s pfidavkem antibiotik. V soucasné dobé& lze kvasinky a
plisn¢ stanovit dvémi standardnimi metodami, a to v zavislosti na hodnoté aktivity vody
(aw) testovaného vyrobku. Tyto metody umoznuji pouze stanoveni poctu zivych kvasinek a
plisni, nikoli spor plisni. Také je nelze vyuzit ke stanoveni mykotoxinil ve vySetfovanych
potravinach. Inkubace probihd aerobné pfti teploté¢ 25 °C po dobu 5 dni. Ve spornych
pfipadech musi byt identita problematickych kolonii potvrzena prohliZenim binokularni
lupou ¢i mikroskopickym vySetfenim.
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3.6.1. Technika po¢itdni kolonii u vyrobki s aw vy$si nez 0,95

Tato metoda umoziuje stanoveni poctu zivych kvasinek a plisni ve vyrobcich, které maji
aktivitu vody vyssi nez 0,95. Jedna se napf. o vejce, maso, mlé¢né vyrobky (s vyjimkou
suSeného mléka), ovoce, zeleninu, cerstvé téstoviny.

Pri vySetreni vzorkit u kterych hrozi preristani pidy baktériemi (napr. syrové maso), se doporucuje pouZzit
Dpri pripravé zivné pidy kombinaci chloramfenikolu a chlortetracyklinu.

Jako Fedici roztok pri zpracovani vzorkii je doporuceno pouzivat 0,1% peptonovou vodu, k homogenizaci

vzorku peristalticky homogenizator. Vzhledem k rychlé sedimentaci spor v pipeté se pipeta po naplnéni
udrzuje v horizontadlni (nikoli vertikalni) poloze.

3.6.1.1. Princip metody

Urceny objem tekutého vzorku, vychozi suspenze u ostatnich vzorkii a jejich
desetinasobnych fedéni se roztird na povrch agarové Zivné pidy v Petriho miskach. Jako
arbitrazni puda je urcen chloramfenikolovy agar s dichloranem a bengdlskou cerveni
(DRBC agar). Inokulované plotny se inkubuji aerobné pii 25 °C po dobu 5 dnti. Stanovi se
pocet kvasinek a/nebo plisni v1 ml nebo 1 g vzorku z poétu kolonii vyrostlych na
vybranych miskéch.

3.6.1.2. Postup metody

> Odebereme zkuSebni vzorek a pripravime vychozi fedéni a tolik dalSich
desetindsobnych fedéni, aby bylo mozno stanovit predpokladany pocet
mikroorganisma.

> Tekuty vzorek ¢i vychozi suspenzi ostatnich vzorkii a jejich desetinasobna fedéni
ockujeme roztérem na povrch DRBC agaru v Petriho miskach, a to vzdy jinou sterilni
pipetou po 0,1 ml soubéZzné na dv€ fddn€ oznacené misky. Doba mezi ukoncenim
ptipravy vychozi suspenze a okamzikem, kdy se inokulum roztird na pidu, nesmi
ptrekrocit 15 minut.

> Inokulované misky nechame zaschnout po dobu asi 15 minut pfi laboratorni teploté a
inkubujeme aerobné v termostatu pii teploté 25 °C po dobu 5 dnii. Misky inkubujeme
vickem vzhuru. Je-li potfeba, ponechaji se agarové plotny jest¢ 1 az 2 dny stat na
rozptyleném svétle.

> Alternativni metoda: Pro usnadnéni stanoveni nizkého poctu kvasinek a plisni lze
ockovat tekuty vzorek ¢i vychozi fedéni pevného vzorku roztérem po 0,33 ml na 3
Petriho misky (tj. celkem 1 ml inokula).

» Upozornéni: Plotny je vhodné inkubovat v otevireném plastovém sdcku, abychom zabranili kontaminaci
termostatu sporami plisni. Néekteré kvasinky a plisné mohou vyvolat alergické reakce i zpiisobit
onemocnéni, proto je pri praci s nimi dulezZitd zvySenad opatrnost. Plotny nenechdvame inkubovat volné
pri laboratorni teploté. Vicka misek otevirame jen v nejnutnéjsich pripadech, pracovni stoly a inkubatory
pravidelné desinfikujeme.

3.6.1.3. Hodnoceni vysledkii

Na kazdé z ploten spocitdme narostlé kolonie po 2 az 5 dnech inkubace, v pfipadé plisni
muzeme inkubaci prodlouZit aZ na 7 dni. Po péti dnech inkubace vybereme pro stanoveni
poctu misky obsahujici 10 — 150 kolonii ve dvou po sob¢ jdoucich fedénich. Pti rychlém
nartstu plisni vychazime z pocti zjisténych po dvou a pak znova po péti dnech inkubace.
Pfi vy$8im vyskytu plisni je vhodné pocet kvasinek odeéist jiz 3. den, aby nedoslo k jejich
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prerosteni plisnémi. Je-li to potfeba, poc¢itame kolonie kvasinek a plisni oddélené. Pocet
kvasinek a/nebo plisni vyjadiime jako poc¢et KTJ v 1 ml nebo 1 g vzorku.

Morfologie charakteristickych kolonii:

Po 5 dnech kultivace jsou kolonie kvasinek na DRBC agaru narizovélé barvy, okrouhlé,
matné nebo lesklé, o priméru 3 —5 mm, s pravidelnym okrajem a vice ¢i méné vypouklym
povrchem. Charakteristickym znakem je kvasnicny zapach a tvarohovita konzistence
kolonii.

Na povrchu DRBC agaru rostou plisné v podobé obrovskych (i nékolik cm) chmyfovitych
koloniich Casto s rizné zbarvenymi plodicimi nebo sporulujicimi strukturami (napft. bilé,
¢erné, modrozelené, Cervenooranzove).

priprava vzorku navazeni, homogenizace a fedéni vzorku
inokulace roztér 0,1 ml na DRBC agar
inkubace 25 °C, 5 dni, aerobné

odecteni vysledkaii stanoveni poctu kvasinek a/nebo plisni

Schéma 8: Stanoveni poctu kvasinek a plisni v potravindch s aw vyssi nez 0,95.

3.6.2. Technika politdni kolonii u vyrobkid s aw niZsi nebo rovnou nez 0,95

Tato metoda umoziuje stanoveni poctu Zivych osmofilnich kvasinek a xerofilnich plisni ve
vyrobcich, které maji aktivitu vody niZsi nebo rovnou 0,95. Jedna se napt. o susené ovoce,
pecivo, dZzemy, suSené maso, solené ryby, ceredlie a ceredlni produkty, ofechy, nékteré
druhy kofeni a chutové piisady.

Na druhou stranu nelze tuto metodu pouzit pro hodnoceni vyrobka s aktivitou vody nizsi
nebo rovnou 0,60 (dehydrované ceredlie, olejnaté vyrobky, lusténiny, semena, prasky
instan¢ni napoje).

3.6.2.1. Princip metody

Ur¢eny objem tekutého vzorku, vychozi suspenze u ostatnich vzorkd a jejich
desetindsobnych fedéni se roztird na povrch agarové zivné pudy v Petriho miskéch. Jako
arbitrazni pada je uréen dichloran glycerolovy agar (DG 18 agar). Inokulované plotny se
inkubuji aerobné pii 25 °C po dobu 5 dnti. Stanovi se pocet kvasinek a/nebo plisni v 1 ml
nebo 1 g vzorku z poctu kolonii/propaguli vyrostlych na vybranych miskach.

3.6.2.2. Postup metody

» Odebereme zkuSebni vzorek a pfipravime vychozi fedéni a tolik dalSich
desetindsobnych fedéni, aby bylo moZno stanovit pfedpokladany pocet
mikroorganisma.
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> Tekuty vzorek ¢i vychozi suspenzi ostatnich vzorkli a jejich desetindsobna fedéni
oc¢kujeme roztérem na povrch DG 18 agaru v Petriho miskach, a to vzdy jinou sterilni
pipetou po 0,1 ml soubézn¢ na dvé¢ tfadné¢ oznacené misky. Doba mezi ukoncenim
ptipravy vychozi suspenze a okamzikem, kdy se inokulum roztird na pidu, nesmi
prekrocit 15 minut.

> Inokulované misky nechame zaschnout po dobu asi 15 minut pfi laboratorni teploté a
inkubujeme aerobné¢ v termostatu pii teploté¢ 25 °C po dobu 5 dnii. Misky inkubujeme
vickem vzhtru. Je-li potfeba, ponechaji se agarové plotny jesté¢ 1 az 2 dny stat na
rozptyleném svétle.

3.6.2.3. Hodnoceni vysledkii

Na kazdé zploten spocitdme narostlé kolonie/propagule po 2 az 5 dnech inkubace,
Vv piipadé plisni mizeme inkubaci prodlouzit aZ na 7 dni. Po péti dnech inkubace vybereme
pro stanoveni poctu misky obsahujici 10 — 150 kolonii/propaguli ve dvou po sob¢ jdoucich
fedénich. Pfi rychlém narastu plisni vychdzime z poctl zjiSténych po dvou a pak znova po
péeti dnech inkubace. Je-li to potieba, pocitame kolonie kvasinek a plisni oddélené. Pocet
kvasinek a/nebo plisni vyjadiime jako pocet KTJ v 1 ml nebo 1 g vzorku.

Morfologie charakteristickych kolonii:

Po 5 dnech kultivace jsou kolonie kvasinek na DG 18 agaru okrouhlé, matné nebo lesklé, o
priméru 3 — 5 mm, spravidelnym okrajem a vice ¢i méné¢ vypouklym povrchem.
Charakteristickym znakem je kvasni¢ny zapach a tvarohovita konzistence kolonii.

Na povrchu DG 18 agaru rostou plisné v obrovskych (i né€kolik cm) chmyfovitych

koloniich €asto s rizn€ zbarvenymi plodicimi nebo sporulujicimi strukturami (napft. bilé,
¢erné, modrozelené, Cervenooranzové).

priprava vzorku navazeni, homogenizace a fedéni vzorku
inokulace roztér 0,1 ml na DG 18 agar
inkubace 25 °C, 5 dni, aerobné

odecteni vysledkii stanoveni poctu kvasinek a/nebo plisni

Schéma 9: Stanoveni poctu kvasinek a plisni v potravindch s aw nizsi nebo rovnou 0,95.
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3.7. Stanoveni mezofilnich baktérii mlééného kvaseni

Mezi baktérie mlééného kvaseni (BMK) patii cela fada rodl, jako napt. laktokoky,
enterokoky, streptokoky, leukonostoky, pediokoky. NejpocetnéjSim a nejvyznamnéj$im
rodem BMK je rod Lactobacillus z c¢eledi Lactobacillaceae. Laktobacily jsou
grampozitivni nesporulujici a vétSinou nepohyblivé tyCinky az kokobacily vyskytujici se
Vv palisddach ¢i fetizcich. Jsou velmi nutricné naro¢né a nemaji ani kataldzovou ani
oxidazovou aktivitu. Laktobacily jsou fakultativné anaerobni ¢i mikroaerofilni baktérie se
striktné fermentativnim metabolismem.

Zastupci tohoto rodu se mohou délit podle svého metabolismu a zkvasovani sacharidi na obligatné
homofermentativni (hexozy zkvasuji pouze na kyselinu mlécnou, pentozy ani glukonat nezkvasuji; napr. L.
delbrueckii, L. acidophilus), fakultativné heterofermentativni (hexdzy zkvasuji na kyselinu mlécnou nebo
smés kyseliny mlécné, octové, mravenci a ethanolu; pentozy na kyselinu mlécnou a octovou; napr. L.
plantarum, L. casei) a obligatné heterofermentativni (hexozy zkvasuji na kyselinu mlécnou, octovou a COz;
pentozy na kyselinu mlécnou a octovou, napr. L. fermentum, L. kefiri). V dnesni dobé se vsak preferuje
rozdéleni laktobacili podle jejich fylogenetické pribuznosti.

Laktobacily se prirozenée vyskytuji v mléce, na rostlinach, v silazich, v pude i vode, v ustech a travicim traktu
saveu a ptakit a jsou soucdsti vaginalni mikroflory cloveka. Pro potravinarsky prumysl maji laktobacily
znacny vyznam. Jejich cCinnosti je vyuzivano pro konzervaci zeleniny a nékterych krmiv (tvorba kyselin,
bakteriocinii a nizkého pH), pri vyrobé syrit (L. helveticus, L. delbrueckii, L. casei) a kysanych mlécnych
vyrobkii (L. delbrueckii, L. kefiri, L. plantarum), nékterych druhii masnych vyrobkui, atd. Na druhou stranu
kontaminace heterofermentativnimi milécnymi baktériemi zpusobuje problémy pri vyrobé uzenin, a to
zelenani pratu a hotovych vyrobkii. Laktobacily se vyznacuji také proteolytickou a slabou lipolytickou
aktivitou. Mohou tvorit biogenni aminy a vzdacné byt i patogenni.

Pidy urcené pro stanoveni mezofilnich baktérii mlécného kvaseni jsou nutricné obohacené
kvasniénym extraktem, gluk6zou a Tweenem 80 (zdroj mastnych kyselin). Riist ostatnich
mikroorganismi je potlacen pfitomnosti inhibi¢nich slozek (citrat amonny, octan sodny) a
nizkym pH média (pH 5,7). Pro stanoveni poctu mezofilnich baktérii mlééného kvaSeni se
pouziva plotnova metoda s aerobni, mikroaerofilni ¢i anaerobni kultivaci pii 30 °C.

3.7.1. Technika pocitani kolonii vykultivovanych pri 30 °C

3.7.1.1. Princip metody

Ur¢eny objem tekutého vzorku, vychozi suspenze u ostatnich vzorkd a jejich
desetinasobnych fedéni se zaléva agarovou zivnou ptdou v Petriho miskach. Jako
arbitrazni puda je urCen De Man, Rogosa a Sharpe agar (MRS agar) o pH 5,7.
Inokulované plotny se inkubuji aerobné pti 30 °C po dobu 72 hodin. Lze pouzit i techniku
o¢kovani na povrch pidy roztérem v kombinaci sinkubaci za anaerobnich nebo
mikroaerofilnich podminek. Stanovi se poc¢et mikroorganismti v 1 ml nebo 1 g vzorku
z poctu kolonii vyrostlych na vybranych miskach.

Upozornéni: N nékterych potravinarskych vyrobcich se vyskytuji psychrotrofni nebo termofilni baktérie
mlécného kvaseni vyzadujici kultivacni teplotu jinou nez 30 °C, kromé toho na agaru MRS pri pH 5,7
nerostou vSechny baktérie mlécného kvaseni a nékteré rostou pouze slabé.

3.7.1.2. Postup metody

» Odebereme zkuSebni vzorek a pfipravime vychozi ftedéni a tolik dalSich
desetinasobnych fedéni, aby bylo moZno stanovit pfedpokladany pocet
mikroorganisma.
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> Tekuty vzorek ¢i vychozi suspenzi ostatnich vzorkii a jejich desetindsobna fedéni
oc¢kujeme vzdy jinou sterilni pipetou po 1 ml soubézné do dvou sterilnich fadné
oznacenych Petriho misek.

> Inokulum v kazdé Petriho misce pielijeme asi 15 ml MRS agaru vytemperovaného na
teplotu 45 + 2 °C, dukladné krouzivym pohybem promichdme a nechame utuhnout na
chladné vodorovné plose. Doba mezi ukoncenim ptipravy vychozi suspenze a
okamzikem, kdy se inokulum pfeléva pidou, nesmi ptekrocit 15 minut.

> Po ztuhnuti agarové pudy Petriho misky obratime dnem vzhiiru a inkubujeme aerobné
Vv termostatu pii teploté 30 °C po dobu 72 hodin.

> Alternativni metoda: Vzorek 1ze oCkovat roztérem na povrch MRS agaru, a to 0,2 ml
inokula soubézné do dvou tadn¢ oznacenych Petriho misek. Naockované plotny
inkubujeme za anaerobnich ¢i mikroaerofilnich podminek.

3.7.1.3. Hodnoceni vysledki

Po ukonceni inkubace spocitame kolonie narostlé na kazdé misce. Pro vypocet pouZzijeme
misky obsahujici 10 — 300 kolonii ve dvou po sobé jdoucich fedénich. Protoze za
uvedenych podminek mohou na MRS agaru rast 1 jiné mikroorganismy neZ baktérie
mlécného kvaseni, je vhodné ziskané kolonie jednoduchym zplisobem konfirmovat
(Gramovo barveni, test na pritkkaz katalazy). Pocet mezofilnich baktérii mlééného kvaseni
vyjadiime jako poc¢et KTJ v 1 ml nebo 1 g vzorku.

Morfologie charakteristickych kolonii:

Po 3 dnech kultivace na MRS agaru jsou kolonie mezofilnich baktérii mlécného kvaseni
pravidelné, okrouhlé, hladké, spiSe bezbarvé o priméru 0,5 — 2 mm, charakteristickym
znakem je nakysly zapach.

priprava vzorku navazeni, homogenizace a fedéni vzorku
inokulace roztér 0,2 ml na MRS agar
inkubace 30 °C, 72 hodin, anaerobné&/mikroaerofilné
odecteni vysledki stanoveni poctu

Schéma 10: Stanoveni poctu mezofilnich baktérii mlécného kvaseni v potravinach.
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3.8. Stanoveni proteolytickych a lipolytickych mikroorganismi

Rada mikroorganismi produkuje do prostiedi exoenzymy schopné rozkladat zakladni
slozky potravin, zejména bilkoviny a tuk, ptsobit zhorSeni organoleptickych vlastnosti a
kazeni vyrobki. Proteolytické a lipolytické druhy mikroorganismii se nachazi jak mezi
psychrotrofnimi, mezofilnimi, termorezistentnimi, termofilnimi i obligatné anaerobnimi
skupinami mikroorganismdu.

Pro stanoveni proteolytickych a lipolytickych mikroorganismu se pouzivaji elektivni pudy,
na kterych rostou i jiné druhy mikroorganismt, ale netvoii typické kolonie. Pro stanoveni
proteolytickych mikroorganismt se pouzivaji pudy s pfidavkem bilkovin (napf. odsttedéné
mléko, Zelatina), pro stanoveni lipolytickych mikroorganismi ptdy s pfidavkem tukt
(napt. Tweenu).

3.8.1. Stanoveni poétu proteolytickych mikroorganismu

3.8.1.1. Princip metody

Proteolytické mikroorganismy produkuji enzymy, které rozkladaji bilkoviny ptidané do
zivného média a vytvareji okolo kolonii zénu projasnéni. Uréeny objem tekutého vzorku,
vychozi suspenze u ostatnich vzorkt a jejich desetinasobnych fedéni se roztira na agarovou
zivnou pudou v Petriho miskach, napt. agar s odstiedénym mlékem (MO agar).
Inokulované plotny se inkubuji aerobné pii 30 °C po dobu 72 hodin. Stanovi se pocet
mikroorganisma v 1 ml nebo 1 g vzorku z po¢tu kolonii vyrostlych na vybranych miskach.

3.8.1.2. Postup metody

» Odebereme zkuSebni vzorek a pfipravime vychozi fedéni a tolik dalSich
desetinasobnych fedéni, aby bylo moZno stanovit predpokladany pocet
mikroorganismil.

> Tekuty vzorek €1 vychozi suspenzi ostatnich vzorkd a jejich desetindsobna fedéni
ockujeme roztérem na povrch MO agaru v Petriho miskach, a to vzdy jinou sterilni
pipetou po 0,2 ml soubézné na dvé fadné¢ oznacené misky. Doba mezi ukoncenim
ptipravy vychozi suspenze a okamzikem, kdy se inokulum roztird na pidu, nesmi
piekroc€it 15 minut.

> Inokulované misky nechame zaschnout po dobu asi 15 minut pfi laboratorni teplot¢,
nasledné je obratime dnem vzhliru a inkubujeme aerobné v termostatu pfti teploté 30 °C
po dobu 72 hodin.

> Alternativni metoda: Pro stanoveni proteolytickych mikroorganismtl Ize pouzit také
agar s zelatinou. Po ukonceni inkubace ptfevrstvime agar 5 — 10 ml kyselého roztoku
chloridu rtutnaté¢ho. Béhem jedné minuty se kolem kolonii proteolytickych
mikroorganismu objevi zona Zelatinolyzy (projasnéni) zatimco zbylé médium zbéla.

3.8.1.3. Hodnoceni vysledkii

Po ukonceni inkubace spocitame na kazdé misce kolonie, kolem kterych se vytvotila zona
projasnéni. Pro vypocet pouZijeme misky obsahujici 10 — 150 kolonii ve dvou po sobé
jdoucich fedénich. Pocet proteolytickych mikroorganismi vyjadiime jako pocet KTJ v 1
ml nebo 1 g vzorku.
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priprava vzorku navazeni, homogenizace a fedéni vzorku
inokulace roztér 0,2 ml na MO agar

inkubace 30 °C, 72 hodin, aerobné

odecteni vysledkii stanoveni poctu

Schéma 11: Stanoveni poctu proteolytickych mikroorganismii v potravindch.

3.8.2. Stanoveni poltu lipolytickych a proteolytickych mikroorganismi

3.8.2.1. Princip metody

Lipolytické mikroorganismy produkuji lipazy hydrolyzujici tuk, coz se vizualné projevi
vytvofeni zony precipitace okolo kolonii. Urceny objem tekuté¢ho vzorku, vychozi
suspenze u ostatnich vzorka a jejich desetinasobnych fedéni se roztira na agarovou zivnou
pudou v Petriho miskach, napi. agar s Zelatinou a Tweenem (TW agar). Inokulované
plotny se inkubuji aerobné pii 30 °C po dobu 72 hodin. Stanovi se zvlast pocet
proteolytickych a lipolytickych mikroorganismt v 1 ml nebo 1 g vzorku z po¢tu kolonii
vyrostlych na vybranych miskach.

3.8.2.2. Postup metody

» Odebereme zkuSebni vzorek a pfipravime vychozi ftedéni a tolik dalSich
desetindsobnych  fedéni, aby bylo moZno stanovit pfedpokladany pocet
mikroorganisma.

> Tekuty vzorek ¢i vychozi suspenzi ostatnich vzorkli a jejich desetindsobna fedéni
ockujeme roztérem na povrch TW agaru v Petriho miskach, a to vzdy jinou sterilni
pipetou po 0,2 ml soubézné na dvé fadné¢ oznacené misky. Doba mezi ukonfenim
ptipravy vychozi suspenze a okamzikem, kdy se inokulum roztird na pidu, nesmi
ptekrocit 15 minut.

> Inokulované misky nechame zaschnout po dobu asi 15 minut pfi laboratorni teplot¢,
nasledné je obratime dnem vzhlru a inkubujeme aerobné v termostatu pii teploté 30 °C
po dobu 72 hodin.

3.8.2.3. Hodnoceni vysledkii

Po ukonceni inkubace spocitame nejprve kolonie lipolytickych mikroorganismii, které
jsou obklopeny zénou precipitace. Poté pievrstvime povrch agaru kyselym roztokem
chloridu rtutnatého a spocitame kolonie proteolytickych mikroorganismii, kolem kterych
se objevi zona projasnéni. Pro vypocet pouzijeme misky obsahujici 10 — 150 kolonii ve
dvou po sobé jdoucich fedénich. Zvlast vyjadiime pocet lipolytickych a zvlast' pocet
proteolytickych mikroorganismt jako poc¢et KTJ v 1 ml nebo 1 g vzorku.
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priprava vzorku navazeni, homogenizace a fedéni vzorku

inokulace roztér 0,2 ml na TW agar

inkubace 30 °C, 72 hodin, aerobné

odecteni vysledkaii stanoveni poctu lipolytickych mikroorganismi
stanoveni poctu proteolytickych mikroorganismua

Schéma 12: Stanoveni poctu lipolytickych a proteolytickych mikroorganismii v potravindch.
3.9. Stanoveni ostatnich indikdtorovych mikroorganismil

3.9.1. Stanoveni psychrotrofnich mikroorganismu

Psychrotrofni mikroorganismy jsou baktérie, kvasinky a plisn¢ schopné rist na
neselektivni zivné pud¢ pfi teploté 6,5 °C (obecné v rozmezi 1 — 7 °C), kde béhem 10 dnit

S 24 .

vytvati viditelné kolonie.

Psychrotrofni baktérie maji vyznam zejména u chladirensky skladovanych surovin a potravin. Vétsinou se
jedna o gramnegativni  oxiddzopozitivni tycéinky (napr. rody Pseudomonas, Acinetobacter, Moraxella,
Serratia), mohou se vyskytnout i grampozitivni zdstupci (napr. rod Bacillus). Pro psychrotrofni baktérie je
typicka znacna proteolyticka a lipolyticka aktivita.

3.9.1.1. Princip metody

Urceny objem tekutého vzorku, vychozi suspenze u ostatnich vzorkli a jejich
desetinasobnych fedéni se roztird na neselektivni Zivnou ptidou v Petriho miskéch, napf.
agar s glukozou, tryptonem a kvasnicnym extraktem (GTK agar). Metoda roztéru se voli
proto, abychom zabranili tepelnému stresu mikroorganismi. Inokulované plotny se
inkubuji aerobné pifi 6,5 °C po dobu 10 dnt. Stanovi se pocet psychrotrofnich
mikroorganismii v 1 ml nebo 1 g vzorku z poétu kolonii vyrostlych na vybranych plotnach.

3.9.1.2. Postup metody

» Odebereme zkuSebni vzorek a pfipravime vychozi ftedéni a tolik dalSich
desetinasobnych fedéni, aby bylo mozZno stanovit piedpokladany pocet
mikroorganismil.

> Tekuty vzorek ¢i vychozi suspenzi ostatnich vzorkli a jejich desetindasobna fedéni
ockujeme roztérem na povrch GTK agaru v Petriho miskéch, a to vzdy jinou sterilni
pipetou po 0,2 ml soubézné na dvé fddn¢ oznacené misky. Doba mezi ukoncenim
ptipravy vychozi suspenze a okamzikem, kdy se inokulum roztird na pidu, nesmi
ptrekrocit 15 minut.

> Inokulované misky nechame zaschnout po dobu asi 15 minut pfi laboratorni teplote,
nasledné je obratime dnem vzhtliru a inkubujeme aerobné pii teploté 6,5 °C po dobu 10
dnt.
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> Alternativni metoda: Pii stanoveni psychrotrofnich mikroorganismu v syrovém mléce
lze pouzit tzv. zkraceny zptisob, kdy jsou misky inkubovéany aerobné pii teploté¢ 21 °C
po dobu 25 hodin.

3.9.1.3. Hodnoceni vysledkii

Po ukonceni inkubace spocitdme kolonie narostlé na kazdé misce, a to bez ohledu na jejich
velikost, barvu ¢i tvar. Je dilezité, aby do poc¢tu byly zahrnuty také bodové kolonie. Pro
vypocet pouzijeme misky obsahujici 10 — 150 kolonii ve dvou po sobé jdoucich fedénich.
Pocet psychrotrofnich mikroorganismu vyjadiime jako poc¢et KTJ v 1 ml nebo 1 g vzorku.

priprava vzorku navazeni, homogenizace a fedéni vzorku
inokulace roztér 0,2 ml GTK agar

inkubace 6,5 °C, 10 dnd, aerobné

odecteni vysledkii stanoveni poctu

Schéma 13: Stanoveni poctu psychrotrofnich mikroorganismii v potravindch.

3.9.2. Stanoveni aerobnich a anaerobnich sporotvornych baktérii

Stanoveni sporotvornych baktérii ma vyznam zejména u tepelné opracovanych vyrobkd.
Aerobni sporulaty (ptislusnici rodu Bacillus) se ve zvySené mife vyskytuji zejména
vV nedostate¢né chlazenych pasterovanych vyrobcich, anaerobni sporulaty (ptislusnici rodu
Clostridium) jsou nezadoucimi kontaminanty konzervarenského primyslu ¢i zrajicich syru.

3.9.2.1. Princip metody

Urceny objem tekutého vzorku ¢i vychozi suspenze u ostatnich vzorkii se roztira na
neselektivni Zivnou ptidou v Petriho miskach, napt. krevni agar (KA). Pfed vlastnim
ockovanim se provede tepelnd inaktivace vzorku zahfevem na teplotu 80 °C po dobu 10
minut. Jejim ucelem je devitalizace vegetativnich forem sporotvornych baktérii a ostatnich
mikroorganismil. Inokulované plotny se inkubuji v pfipad¢ stanoveni aerobnich sporulati
aerobné pti 30 °C po dobu 72 hodin, v ptipadé stanoveni anaerobnich sporulétii anaerobné
pii teplot¢ 37 °C po dobu 72 hodin. Stanovi se pocet aerobnich, resp. anaerobnich
sporotvornych baktérii v 1 ml nebo 1 g vzorku z poctu kolonii vyrostlych na vybranych
plotnach.

3.9.2.2. Postup metody
> Odebereme zkuSebni vzorek a pfipravime vychozi fedéni.

> Do sterilni zkumavky odebereme 10 ml tekutého vzorku ¢i vychozi suspenze ostatnich
vzorkll. Zkumavku zahfivame ve vodni lazni tak, aby doslo k zahtéti jejiho obsahu na
teplotu 80 °C po dobu 10 minut (viz kapitola 1.3.4.). Po ukonéeni zahievu obsah
zkumavky prudce ochladime.
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> Tepeln¢ inaktivovanou suspenzi ockujeme roztérem na povrch krevniho agaru
Vv Petriho miskéach, a to vzdy jinou sterilni pipetou po 0,2 ml soubézné na dvé fadné
oznacené misky. Doba mezi ukoncenim zahfevu a okamzikem, kdy se inokulum roztira
na pudu, nesmi piekrocit 15 minut.

> Inokulované misky nechame zaschnout po dobu asi 15 minut pii laboratorni teplot¢,
nasledné je obratime dnem vzhiru a inkubujeme: aerobni sporuldaty — aerobné pfi
teploté 30 °C po dobu 72 hodin; anaerobni sporulaty — v anaerostatu pfi teploté 37 °C
po dobu 72 hodin.

3.9.2.3. Hodnoceni vysledkii

Po ukonceni inkubace spocitdme kolonie narostlé na kazdé misce. Pro vypocet pouzijeme
misky obsahujici 10 — 150 kolonii. Pocet aerobnich, resp. anaerobnich sporotvornych
baktérii vyjadiime jako pocet KTJ v 1 ml nebo 1 g vzorku.

priprava vzorku zpracovani vzorku

A 4

tepelna inaktivace 80 °C, 10 minut

v
inokulace roztér 0,2 ml krevni agar
inkubace 30 °C, 72 hodin, aerobné x 37 °C, 72 hodin, anaerobné
odecteni vysledkai stanoveni poctu

aerobni sporulaty x anaerobni sporulaty

Schéma 14: Stanoveni poctu sporotvornych baktérii v potravinach.
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4. Stanoveni patogennich mikroorganismu

Z pohledu mikrobiologie potravin zdravotni nezdvadnost znamend nepiitomnost
patogennich mikroorganismil a zdravi Skodlivych latek (bakterialnich toxinil) v potraving.
Onemocnéni zpiisobend mikroorganismy kontaminujicimi potraviny nebo jejich toxiny
délime na alimentdrni infekce a alimentdarni intoxikace. Pii alimentarnich infekcich se
mikroorganismy dostévaji potravou do zazivaciho traktu clovéka, rozmnozuji se zde a dale
narusuji zivotné dilezité funkce organismu. V ptfipad¢ alimentarnich intoxikaci zpusobuji
onemocnéni toxiny produkované mikroorganismy pfi jejich mnozeni v potraving.

Razné alimentarni infekce a intoxikace se nevyskytuji stejné Casto, ani nejsou stejné
zavazné. V Ceské republice mezi epidemiologicky nejzavaznéj$i onemocnéni patii
pfedev§im salmonelozy a kampylobakteriézy, z alimentirnich intoxikaci je pozornost

vénovana zejména stafylokokové enterotoxikdze.

A. VWwznamni pavodci alimentdrnich infekci a toxoinfekci

4.1. Stanoveni baktérii Salmonella spp.

Baktérie rodu Salmonella jsou fazeny do celedi Enterobacteriaceae. Prislusnici tohoto
rodu jsou gramnegativni, fakultativné anaerobni, nesporotvorné ty€inky, zkvasuji glukézu,
vétsinou jsou kataldza pozitivni, oxidéza negativni, redukuji nitraty na nitrity. Salmonely
jsou vétSinou pohyblivé, nékteré sérotypy napi. S. Gallinarum jsou nepohyblivé. VéEtSina
salmonel (s vyjimkou S. Typhi) vyuziva jako zdroj uhliku citraty, dekarboxyluji lyzin,
arginin a ornitin, produkuji sirovodik. Test s methyl ¢erveni je pozitivni, V-P test a indol
negativni.

Rod Salmonella je rozdélen do 2 druhti — Salmonella enterica a Salmonella bongori, prvni
Znich se dale déli do 6 poddruhti, které¢ zahrnuji vice nez 2 500 sérotypti. Minimalni
teplota rastu salmonel je 5 °C, maximalni 47 °C, optimalni teplota okolo 37 °C. Hrani¢ni
hodnota aktivity vody pro mnozeni salmonel je 0,92, salmonely v8ak piezivaji i pfi niZsi aw
(susené¢ mléko, cokolada, kofeni, Zelatina, apod.). Rozmezi hodnot pH, pfi kterych se
salmonely mohou pomnozovat je od 3,8 — 9,5, optimum je pfi neutralnim pH. Koncentrace
soli nad 9 % plisobi baktericidné.

Baktérie rodu Salmonella se primarnée vyskytuji ve strevnim traktu zvirat (napr. ptakii, plazii, hospodarskych
zvirat, hlodaveu, hmyzu) i lidi a vylucovanymi fekaliemi kontaminuji Zivotni prostredi (voda, puda) a
potraviny. Po poziti kontaminované potravy pronikaji salmonely do tenkého stieva, kde se mnozi a pri tom
Jjsou uvoliiovany toxické latky. K nejvyznamnéjsim toxiniim patri endotoxin (lipopolysacharidovy komplex O-
antigenu) a v mensi miie i ST a LT enterotoxiny. Invazivni kmeny mohou pronikat do hlubSich vrstev sliznice
stieva, baktérie se dostavaji do Ilymfatického systému, jsou vychytavany fagocyty, ve kterych se ddle
pomnozuji. Po rozpadu buriky se dostavaji do krevniho obéhu a mohou zpiisobovat septikémii.

Stanoveni salmonel v potravinach se provadi vétSinou kvalitativng, tzn. jedna se o prukaz
nebo vylouceni pfitomnosti salmonel v pfedepsané navazce vzorku, obvykle 25 g nebo 25
ml. Ke kultivaci se pouzivaji neselektivni pomnozovaci média a dale selektivni tekuté ¢i
pevné pudy obsahujici latky inhibujici riist doprovodné mikroflory (napf. chlorid sodny,
ZluGové soli, briliantova zelen, antibiotika), dale cukry, které salmonely S$tépi a za
ptitomnosti indikatoru pH dochazi ke zméné barvy pidy v okoli kolonii. Suspektni kolonie
jsou konfirmovany biochemicky a sérologicky sadou somatickych (O) a bi¢ikovych (H)
antigent, pfip. 1 antigentl povrchového pouzdra (Vi).
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4.1.1. Metoda priikazu baktérii rodu Sa/monella

Prikaz baktérii rodu Salmonella zahrnuje 4 po sobé jdouci stupné: pomnozeni
V neselektivni tekuté ptdé, pomnozeni v selektivni tekuté pidé€, izolaci a konfirmaci.
Baktérie rodu Salmonella mohou byt ve vzorcich ptitomny v nizkych poétech a jsou ¢asto
provazeny zna¢né vyS§imi pocty jinych piislusnikd celedi Enterobacteriaceae nebo
pfislusnikti jinych celedi. Proto je nezbytné selektivni pomnozeni. Kromé toho je
nezbytnym krokem ptfedpomnozeni, které umoziuje prikaz subletalné poskozenych bun¢k.

4.1.1.1. Princip metody

Zkouseny vzorek se inokuluje do tekuté pidy pro neselektivni pomnozeni — pufirovand
peptonovd voda (PPV médium), a inkubuje se aerobné pii 37 °C po dobu 16 — 20 hodin.
Ziskana kultura se pfeockuje do dvou tekutych selektivnich pid — Rappaport Vassiliadis
séja médium (RVS médium) a Mueller-Kauffman tetrationdt novobiocin médium
(MKTTn médium). RVS médium se inkubuje aerobné¢ pii 42 °C po dobu 24 hodin a
MKTTn médium pii 37 °C po dobu 24 hodin. Ze selektivniho pomnozZeni se provadi
vyockovani na dvé pevné selektivni pudy — agar s xylozou, lyzinem a deoxycholdatem
(XLD agar) a kteroukoli jinou selektivni pitdu napi. agar s fenolovou Cerveni a brilantovou
zeleni (BR agar, angl. BG agar) nebo chromogenni agar pro stanoveni salmonel (napf.
Rambach agar). Inokulované misky se inkubuji aerobné pii 37 °C po dobu 24 — 48 hodin a
zjistuje se pritomnost suspektnich kolonii bakterii rodu Salmonella. Nasledn¢ se provede
biochemickd a sérologickd konfirmace vybranych suspektnich kolonii. Vysledkem je
prikaz pfitomnosti ¢i absence baktérii rodu Salmonella v navazce vysetfovaného vzorku.

4.1.1.2. Postup metody

> Neselektivni pomnoZeni: odebereme zkuSebni vzorek (obvykle 25 g nebo 25 ml) a
pfipravime vychozi fedéni, jako fedici roztok pouZijeme devitinasobné mnozstvi (tj.
225 ml) PPV média. Inkubujeme aerobné v termostatu pii 37 °C po dobu 16 — 20
hodin.

> Selektivni pomnozeni: po ukonceni inkubace pteneseme 0,1 ml vychozi suspenze do
zkumavky s 10 ml RVS pidy a inkubujeme aerobné v termostatu pii 42 °C po dobu 24
hodin. Soubé&zné pteneseme 1 ml vychozi suspenze do zkumavky s 10 ml MKTTn
pudy a inkubujeme aerobn¢ v termostatu pii 37 °C po dobu 24 hodin.

> lzolace: zobou pud pro selektivni pomnozeni provedeme vyockovani sterilni
bakteriologickou klickou na dvé selektivni ptidy. Povinnou pidou je XLD agar, druha
selektivni pida se voli dle zvyklosti laboratofe (napf. BR agar). Inokulované Petriho
misky obratime dnem vzhiiru a inkubujeme aerobné v termostatu pii 37 °C po dobu 24
— 48 hodin.

4.1.1.3. Konfirmace a hodnoceni vysledkii

Pii hodnoceni sledujeme nardst kolonii charakteristickych pro rod Salmonella, pro
konfirmaci ndhodné vybereme z kazdé plotny 5 charakteristickych kolonii.

Kolonie vybrané pro konfirmaci subkultivujeme vyockovanim na masopeptonovy agar
(MPA). Pii biochemické konfirmaci standardné provedeme nasledujici testy: rtist na TSI
agaru, prikaz stépeni mocoviny, prikaz lyzindekarboxylazy, prikaz p-galaktozidazy, VP
test a pritkkaz tvorby indolu (viz. tabulka 6). Pro biochemickou konfirmaci je dovoleno
pouzit komerc¢ni identifikacni soupravy. Po biochemické identifikaci nasleduje sérologicka
konfirmace a sérotypizace, kterd je zaméfena na prikaz O, H a Vi antigend sklickovou
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aglutinaci. Na zakladé vysledkii konfirmace potvrdime nebo vylou¢ime pfitomnost baktérii
rodu Salmonella v navazce vysetfovaného vzorku.

neselektivni pomnoZeni X g nebo x ml vzorku + 9x ml PPV
inkubace 37 °C, 16-20 hodin, acrobné

selektivni pomnozeni 0,1 ml kultury + 10 mI RVS 1 ml kultury + 10 ml MKTTn

inkubace 42 °C, 24 hodin, aerobné 37 °C, 24 hodin, aerobné
izolace 1. piida - XLD agar 2. pida — napt. BR agar
inkubace 37 °C, 24 hodin, aerobnd 37 °C, 24 hodin, aerobné

!

5 charakteristickych kolonii
(z kazdé misky)

!

konfirmace biochemicka konfirmace
sérologicka konfirmace a sérotypizace

Schéma 15: Pritkaz baktérii Salmonella spp. v potravinach.

Morfologie charakteristickych kolonii:

Po 24 hodinach inkubace maji narostlé kolonie nasledujici morfologii:

> XLD agar — kolonie laktéza negativnich baktérii (salmonely) jsou prisvitné s ernym
sttedem o priméru 2 mm a v jejich okoli dochdzi ke zméné barvy plidy z oranzové do
cervena; Kolonie laktéza pozitivnich baktérii (koliformni bakterie) jsou jasné Zluté barvy nékdy
S Cernym stiedem o primeru 2 mm obklopené zlutou zonou.

> BR agar — kolonie lakt6za negativnich baktérii (salmonely) jsou priasvitné o priiméru 2

mm a Vv jejich okoli dochazi ke zméné barvy ptidy do pivonkove Cervena; Kolonie laktéza
pozitivnich bakterii (koliformni baktérie) jsou jasné zlutozelené barvy o priméru 2 mm, podobné se barvi
i piida v okoli koloni.

> Rambach agar — typické kolonie salmonel rostou jasné ¢ervené, ostatni v odstinech od
vinové az po modrou. Velikost kolonii je kolem 1,5 mm.
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Tabulka 5: Interpretace biochemickych testii.

. Pozitivni nebo % kultur r. Salmonella

Konfirmacni test . . c e . .
negativni reakce projevujicich reakci

TSI: glukoéza (tvorba kyseliny) + 100,0

TSI: glukoza (tvorba plynu) + 91,9

TSI: laktoza - 99,2

TSI: sacharoza - 99,5

TSI: tvorba sirovodiku + 91,6

Stépeni mocCoviny - 99,0

dekarboxylace lyzinu + 94,6

tvorba B-galaktozidazy - 98,5

Voges-Proskauerova reakce - 100,0

tvorba indolu - 98,9

TSI — Triple Sugar Iron agar

4.2. Stanoveni Campylobacter spp.

Baktérie rodu Campylobacter (¢eled Campylobacteraceae) jsou gramnegativni,
mikroaerofilni, malé spiralkovité zahnuté tyCinky s charakteristickym vyvrtkovitym
pohybem. Jsou oxid4za pozitivni s negativni reakci na indol. Redukuji nitraty, ale
nefermentuji sacharidy. K termotolerantnim kampylobakterim (schopnost rastu pii 42 °C)
patii C. jejuni, C. coli, C. upsaliensis a C. lari.

Minimélni teplota rustu kampylobakteri je 32 °C, maximalni 45 °C, optimalni teplota
rustu je 42 °C. Hrani¢ni hodnota aktivity vody pro mnozeni kampylobakterii je od 0,98.
Rozmezi hodnot pH pii kterych se mohou pomnozovat je 4,9 — 9,0 s optimem pfi
neutralnim pH, koncentrace soli nad 1,5 % plsobi baktericidné. Optimalni sloZeni
atmosféry pro rist kampylobaktert je 5 % O2 + 10 % CO2 + 85 % N.

Termotolerantni baktérie rodu Campylobacter se vyskytuji ve strevnim traktu domacich i volné Zijicich
teplokrevnych zvirat bez klinickych priznakii onemocnéni. Clovék miize byt infikovan bud’ primo (napr-
primym  kontaktem se zviretem) nebo neprimo kontaminovanou vodou, nepasterovanym mlékem nebo
syrovym masem. Po poziti kontaminované potravy pronikaji baktérie do tenkého streva, kde se mnozi. U
tekutin (voda, miléko) je priichod Zaludkem rychly a tim se zvySuje mnoZstvi Zivych bunék, které pronikaji do
tenkého streva, kde se pomnozuji. Baktérie adheruji ke strevni sliznici v proximalni éasti tenkého stieva a
produkuji enterotoxin, ktery pusobi na sliznici streva. U nékterych postizenych osob se onemocnéni vyviji az
V hemorhagickou enteritidu a ulcerativni zmény v kolonu.

Kampylobaktery se mnozi mnohem pomaleji nez ostatni stfevni baktérie a proto je nutné
kultivacni média doplnit antibiotickymi suplementy, které brzdi rast kontaminujici
mikroflory. Suspektni kolonie jsou konfirmovany biochemicky (kataldza, oxidéza,
produkce H2S), dale podle schopnosti ristu pii 25 °C a za aerobnich podminek pii 42 °C.
Druhové zafazeni je provadéno podle rezistence izolati K cephalotinu a ke kyseling
nalidixové, pocet rezistentnich kmenti vSak v poslednich letech stoupl natolik, Ze toto
stanoveni ztraci diagnosticky vyznam. OdliSeni epidemiologicky nejvyznamnéjsiho druhu
C. jejuni se provadi na zakladé hydrolyzy hippuratu.

4.2.1. Metoda prikazu termotolerantnich druht rodu Campylobacter

Termotolerantni druhy kampylobakterii jsou schopné rastu pii 42 °C. Jejich prikaz
V potravinach zahrnuje 3 po sobé jdouci stupné: jednostupiiové pomnozeni v tekuté
selektivni pudg, izolaci a konfirmaci.
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4.2.1.1. Princip metody

Zkouseny vzorek se inokuluje do tekuté pudy pro selektivni pomnozeni — bujon podle
Boltona s koniskou hemolyzovanou krvi a inkubuje se mikroaerofilné pti 37 °C po dobu 4
— 6 hodin a nasledné pii 42 °C po dobu 48 hodin. Ziskand kultura ze selektivniho
pomnozeni se vyockuje na 2 pevné selektivni pidy — modifikovany deoxycholatovy agar
S aktivnim uhlim a cefoperazonem (mCCDA agar) a dal$i selektivni pidu zaloZenou na
jiném principu nez mCCDA, napf. agar podle Karmaliho ¢i agar podle Prestona.
Inokulované misky se inkubuji mikroaerofilné pti 42 °C po dobu 48 hodin a zjistuje se
pfitomnost suspektnich kolonii termotolerantnich druhti rodu Campylobacter. Nasledné se
provede biochemickd konfirmace vybranych suspektnich kolonii. Vysledkem je prikaz
pfitomnosti ¢i absence termotolerantnich baktérii rodu Campylobacter v navazce
vySetfovaného vzorku.

4.2.1.2. Postup metody

> Selektivni pomnoZeni: odebereme zkuSebni vzorek (obvykle 25 g nebo 25 ml) a
ptfipravime vychozi fedéni, jako fedici roztok pouzijeme devitindsobné mnozstvi (tj.
225 ml) bujénu podle Boltona. Inkubujeme mikroaerofilné v termostatu pti 37 °C po
dobu 4 — 6 hodin a nasledné¢ pti 42 °C po dobu 48 hodin.

> lzolace: z pady pro selektivni pomnozeni provedeme vyockovani sterilni
bakteriologickou klickou na 2 selektivni agarova média — mCCDA a Karmali agar.
Inokulované Petriho misky obratime dnem vzhiru a inkubujeme mikroaerofilné
Vv termostatu pti 42 °C po dobu 48 hodin.

> Alternativni metoda: Predpokladame-li ve vySetfovaném vzorku piitomnost velkého
mnozstvi termotolerantnich kampylobakteri, provedeme z vychozi suspenze
vyockovani sterilni bakteriologickou kli€¢kou pfimo na povrch selektivnich agarovych
pud, a to bez pfedchoziho pomnozeni.

4.2.1.3. Konfirmace a hodnoceni vysledkii

Pii hodnoceni sledujeme nartst kolonii charakteristickych pro termotolerantni druhy rodu
Campylobacter, pro konfirmaci nahodné vybereme z kazdé plotny 5 charakteristickych
kolonii.

Zakladni konfirmace pfedstavuje hodnoceni morfologie buné€k po obarveni dle Grama,
testovani pohyblivosti, mikroaerofilniho ristu pii 25 °C, aerobniho rlstu pii 42 °C a
prikaz oxidazy. Ke druhové identifikaci lze vyuzit: prikaz kataldzy, stanoveni citlivosti ke
kyselin¢ nalidixové a cephalotinu, prikaz hydrolyzy hippuratu sodného a indoxyl acetétu.
Na zéklad¢ vysledkt konfirmace potvrdime nebo vylou¢ime pfitomnost termotolerantnich
druhti rodu Campylobacter v navazce vysetiovaného vzorku.

Tabulka 6: Vybrané znaky druhii rodu Campylobacter rostoucich pri 42 °C.

Znaky C. jejuni C. coli C. lari C. upsaliensis
oxidaza + + + +
katalaza + + + -
kyselina nalidixova S S R/S S
cephalotin R R R S
hydrolyza hippuratu + - - -
indoxylacetat + + - +

S — senzitivni; R — rezistentni

70



Stanoveni patogennich mikroorganismii

Morfologie charakteristickych kolonii:

> mMCCDA agar — po 48 hodinach inkubace jsou charakteristick¢é kolonie Sedavé
zbarvené Casto s kovovym leskem, ploché a vlhké s tendenci se rozrustat.

> Karmali agar — po 48 hodinach inkubace jsou charakteristické kolonie Sedavé
zbarvengé, ploché a vlhkeé s tendenci se rozriistat.

selektivni pomnoZeni x g nebo x ml vzorku + 9x ml bujonu podle Boltona
inkubace 37 °C 4 — 6 hodin a poté 42 °C, 48 hodin, mikroaerofilng
izolace 1. pida — mCCDA agar 2. puda — Karmali agar
inkubace 42 °C, 48 hodin, mikroaerofilné 42 °C, 48 hodin, mikroaerofilné

!

5 charakteristickych kolonii
(z kazdé misky)

!

konfirmace morfologie, pohyblivost, biochemicka konfirmace,
rezistence ke kyselin¢ nalidixové a cephalotinu

Schéma 16: Priikaz termotolerantnich druhii rodu Campylobacter v potravindch.

4.3. Stanoveni Listeria monocytogenes

Rod Listeria (¢eled’ Listeriaceae) zahrnuje 5 druhd, z nichZ pouze Listeria monocytogenes
je povazovana za patogenni pro ¢lovéka. Listérie jsou grampozitivni, kratké rovné tyCinky
se zakulacenymi konci o velikosti 0,5 — 2 um vyskytujici se jako jednotlivé buriky nebo ve
dvojicich. Optimalni teplota ristu je 30 — 37 °C, pii teplot¢ do 25 °C jsou pohyblivé.
Listérie jsou fakultativné anaerobni, kataldza pozitivni a rostou v bujonu s 10 % NaCl.
Listeria monocytogenes na krevnim agaru zpasobuje beta hemolyzu, ktera je lokalizovana
pouze pod kolonii (tzv. striktni hemolyza). Hygienicky zadvazna je schopnost ristu pii
chladirenskych teplotach (4 °C).

Listérie jsou saprofyté a epifyté sliznic strevniho traktu cloveka a teplokrevnych zvirat. Vyskytuji se také na
rostlindch, v piidé ¢i vode. Listeria monocytogenes zpusobuje listeriozu cloveka a zvirat. Je to vnitrobunécny
parazit, ktery napada burnky imunitniho systému a rozmnozuje se v nich. Zdrojem onemocnéni, kterda mohou
koncit (prredevsim u rizikovych skupin obyvatel: téhotné Zeny, malé déti, seniori, imunodeficientni pacienti) i
smrti, jsou kontaminované potraviny.

Stanoveni Listeria monocytogenes Vv potravinach se provadi kvalitativné, tzn. jedna se
prikaz nebo vylouceni pfitomnosti L. monocytogenes V piedepsané navazce vzorku,
obvykle 25 g nebo 25 ml, nebo i kvantitativné. V obou piipadech se ke kultivaci pouzivaji
selektivni tekuté ¢i pevné plidy obsahujici latky inhibujici riist doprovodné mikroflory
(napt. chlorid litny, akriflavin, polymyxin), dale eskulin, ktery listerie $tépi na eskuletin,
jenz s citratem Zelezitoamonnym tvoii hnédocerny barevny komplex.
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Z chromogennich médii jsou standardné¢ pouzivany agary ALOA a Rapid'L.mono
umoziujici odliSeni L. monocytogenes od dalsich druht listerii. Morfologie kolonii L.
monocytogenes na ALOA agaru je dana aktivitou enzymu fosfolipazy C (fosfatidyl inositol
fosfolipaza C) — vyrazna zoéna precipitace, a dale aktivitou enzymu galaktozidazy —
modrozelena barva kolonii. Chromogenni médium Rapid’L.mono vyuziva pro odliSeni L.
monocytogenes detekci fosfolipazy C — tmavomodry chromofor a xyldzu, na jejiz $t€peni
reaguje acidobazicky indikator fenolova cCerven. Pida Rapid'L.mono je intenzivné Cervené
barvy. L. monocytogenes na ni roste v. modrych koloniich (fosfolipaza C pozitivni, xyl6za
negativni), L. ivanovii v koloniich modrozelenych se Zlutou okolni zoénou (fosfolipaza C
pozitivni, xyldza pozitivni), kolonie L. innocua jsou bilé a kolonie L. welshimeri a L.
seeligeri bilé n¢kdy se zlutym okolim.

4.3.1. Metoda prikazu Listeria monocytogenes

Prukaz Listeria monocytogenes zahrnuje 4 po sobé jdouci stupné: primarni pomnoZzeni,
sekundarni pomnozeni, izolaci a konfirmaci. Baktérie rodu Listeria mohou byt ve vzorcich
pritomny v nizkych poctech a jsou ¢asto provazeny znacné¢ vysSimi pocty prislusniki
jinych rodl a proto je nezbytné selektivni pomnoZeni. Déle je nutné prokézat i subletalné
poskozené buinky, coz umoziiuje pomnozeni v tekuté selektivni pad€ s polovicni
koncentraci inhibi¢nich slozek.

4.3.1.1. Princip metody

Zkouseny vzorek se inokuluje do tekuté selektivni pudy pro primarni pomnozeni —
polovi¢éni bujon podle Frasera ('2FB médium), a inkubuje se aerobné pii 30 °C po dobu
24 hodin. Ziskana kultura se pteockuje do tekuté selektivni pidy pro sekundéarni
pomnozeni — bujon podle Frasera (FB médium), a inkubuje se aerobné pti 37 °C po dobu
24 — 48 hodin. Z primarniho i sekundarniho pomnozZeni se provadi vyockovani na dvé
pevné selektivni puady — agar pro listerie podle Ottavianiho a Agostiho (ALOA agar) a
kteroukoli jinou selektivni piidu napt. PALCAM agar. Inokulované misky se inkubuji
aerobné pii 37 °C po dobu 24 — 48 hodin a zji§tuje se pfitomnost suspektnich kolonii L.
monocytogenes. Nasledné se provede konfirmace vybranych suspektnich kolonii.
Vysledkem je prukaz pfitomnosti ¢i absence L. monocytogenes v navazce vysetfovaného
vzorku.

4.3.1.2. Postup metody

> Primarni pomnozeni: odebereme zkusSebni vzorek (obvykle 25 g nebo 25 ml) a
pfipravime vychozi fedéni, jako fedici roztok pouZijeme devitindsobné mnozstvi (tj.
225 ml) .FB média. Inkubujeme aerobné v termostatu pii 30 °C po dobu 24 hodin.
V pribéhu inkubace muze dojit k vytvoieni ¢erného zbarveni.

> Sekundarni pomnozeni: pfeneseme 0,1 ml vychozi suspenze do zkumavky s 10 ml FB
média. Inkubujeme aerobné v termostatu 37 °C po dobu 48 hodin.

> lzolace: z primarniho i sekundarniho pomnozeni provedeme vyockovani sterilni
bakteriologickou klickou na dv¢ selektivni piidy. Povinnou pidou je agar ALOA, druha
selektivni piida se voli podle zvyklosti laboratoie (napi. PALCAM agar). Inokulované
Petriho misky obratime dnem vzhiru a inkubujeme aerobné v termostatu pii 37 °C po
dobu 24 — 48 hodin.
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4.3.1.3. Konfirmace a hodnoceni vysledkii

Pfi hodnoceni sledujeme narust kolonii suspektnich pro baktérie rodu Listeria, resp. L.
monocytogenes. Prvni hodnoceni provadime po 24 hodinach, konecné po ukonceni
inkubace, tj. po 48 hodinach. Pro konfirmaci vybereme nahodné z kazdé plotny 5
suspektnich kolonii.

Kolonie vybrané pro konfirmaci subkultivujeme vyockovanim na agar s tryptonem,
s6jovym peptonem a kvasni¢nym extraktem (TSYE agar). Konfirmace L. monocytogenes
je zalozena na nasledujicich testech: prukaz hemolyzy, vyuzivani cukrii (rthamnézy,
xylozy) a CAMP test (viz. tabulka 8). Na zakladé vysledkt konfirmace potvrdime nebo
vylouc¢ime pfitomnost L. monocytogenes v navazce vysetfovaném vzorku.

Morfologie charakteristickych kolonii:

> ALOA agar — L. monocytogenes roste po 24 hodinach inkubace v modrozelenych
koloniich obklopenych Sirokou neprihlednou kruhovou zénou precipitace (halo); L.
ivanovii roste pomaleji, zOna precipitace je viditelna az po 48 hodinach.

> PALCAM agar — po 24 hodinach jsou kolonie L. monocytogenes drobné Sedozelené
nebo olivové zelené barvy o pruméru 1,5 — 2 mm, mnohdy s propadlym stiedem a
obklopeny hnédocernou zénou.

> Rapid’'L.mono - L. monocytogenes roste po 24 hodinach inkubace v modrych koloniich
bez zmény barvy média, L. ivanovii v modrozelenych koloniich se Zlutou okolni zénou,
kolonie L. innocua jsou bilé a kolonie L. welshimeri a L. seeligeri bilé nékdy se zlutym
okolim.

primdrni pomnozZent x g nebo x ml vzorku + 9x ml 2FB
inkubace 30 °C, 24 hodin, aerobné
sekunddarni pomnoZeni 0,1 ml kultury + 10 ml FB
inkubace 37 °C, 24 — 48 hodin, aerobné
v v
izolace 1. puda - ALOA agar 2. puda —napi. PALCAM agar
inkubace 37 °C, 24 — 48 hodin, aerobné 37 °C, 24 — 48 hodin, aerobné

!

5 charakteristickych kolonii
(z kazdé misky)

!

konfirmace biochemicka konfirmace, hemolyza, CAMP test

Schéma 17: Pritkaz baktérii Listeria monocytogenes v potravindch.
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Tabulka 7: Reakce Kk identifikaci druhit rodu Listeria.

Druh Hemolyza Tvo’rba kyselin'y CAMP test .
rhamnoéza xyléza S. aureus R. equi*
L. monocytogenes + + - + -
L. innocua - Vv - - -
L. ivanovii + - + - +
L. seeligeri (+) - + (+) -
L. welshimeri - V + - -
L. grayi - - - - -
V — variabilni reakce; (+) slaba reakce; * Rhodococcus equi
4.3.2. Metoda stanoveni poCtu Listeria monocytogenes
V nékterych pfipadech je vySetfeni potravin zaméfeno na stanoveni poctu L.

v

1 ml tekutého vzorku nebo 100 KTJ v 1 g ostatnich vzorki.

4.3.2.1. Princip metody

Zkouseny vzorek se inokuluje do tekuté resuscitacni pidy — pufirovand peptonova voda
(PPV médium) nebo polovicni bujon podle Frasera (2FB médium). Resuscitace probiha
aerobné pii teplot€¢ 20 °C po dobu 1 hodiny. Nasledné se urceny objem vychozi suspenze
vzorku ¢i desetindsobnych fedéni roztird na agarovou zivnou pudou v Petriho miskach.
Jako arbitrazni ptda je urcen agar pro listerie podle Ottavianiho a Agostiho (ALOA agar).
Inokulované plotny se inkubuji aerobné pii 37 °C, po dobu 24 — 48 hodin. Poté se provede
konfirmace vybranych charakteristickych kolonii a Giprava poc¢tu kolonii na miskach podle
vysledku konfirmace. Z poctu potvrzenych suspektnich kolonii se vypocte pocet L.
monocytogenes v 1 ml nebo 1 g vzorku.

4.3.2.2. Postup metody

» Odebereme zkuSebni vzorek, obvykle 25 g nebo 25 ml. Jako fedici roztok pro piipravu
vychozi suspenze pouzijeme devitinasobné mnozstvi, tj. 225 ml resuscitacni pady —
PPV nebo 2FB. Kultivujeme aerobné, 1 hodinu pfi teploté 20 °C.

> Po ukonceni resuscitace mizeme dle potieby provést nafedéni vychozi suspenze.

Vychozi suspenzi vzorku, ptip. jeji desetindsobna fedéni, o€kujeme roztérem na povrch
ALOA agaru Vv Petriho miskach, a to vzdy jinou sterilni pipetou 1 ml na tadné
oznacenou misku o priméru 140 mm, piip. rozdélime 1 ml inokula na 3 Petriho misky
o priméru 90 mm (cca 0,33 ml na jednu Petriho misku) a pii hodnoceni secteme pocty
na téchto 3 miskach dohromady.

> Inokulované misky nechame zaschnout po dobu asi 15 minut pfi laboratorni teplote,
nasledné je obratime dnem vzhiiru a inkubujeme aerobné v termostatu pfti teploté 37 °C
po dobu 24 — 48 hodin.

> Alternativni metoda: Neni-li pozadovano vysetfeni 1 ml vySetfovaného vzorku, potom
provedeme obvyklym zpiisobem roztér 0,2 ml soub€zné na dvé fadné oznacené Petriho
misky.
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4.3.2.3. Konfirmace a hodnoceni vysledkii

Pti hodnoceni zaznamenavame pocet typickych kolonii L. monocytogenes. Prvni odecitani
provadime po 24 hodindch, vysledny pocet se zjisti po ukonceni inkubace, tj. po 48
hodinach. Pro hodnoceni pouzijeme misky obsahujici méné nez 150 kolonii, pficemz
alespon jedna zploten obsahuje nejméné 15 kolonii. Po spocitani kolonii vybereme
zkazdé plotny 5 charakteristickych kolonii pro konfirmaci (provedeni viz kapitola
4.3.1.3.). Pocet kolonii na misce upravime podle procentualniho podilu konfirmovanych
kolonii L. monocytogenes z celkového poctu kolonii vybranych pro konfirmaci. Vypocet
provedeme obvyklym zptsobem, pocet L. monocytogenes vyjadiime jako pocet KTJ v 1
ml nebo 1 g vzorku.

V piipadé, ze na hodnocenych plotnach vyrostlo méné nez 15 suspektnich kolonii, stanovi
se pocet KTJ L. monocytogenes po konfirmaci nasledujicim zpisobem: aritmeticky prameér
poctu kolonii L. monocytogenes / (objem inokula x faktor fedéni vychozi suspenze).

Jestlize na plotnach nebyly zjiStény zadné suspektni kolonie, vyjadii se vysledek takto:
méné nez 1 / (objem inokula x faktor fedéni vychozi suspenze) L. monocytogenes v 1 ml
nebo 1 g.

resuscitace x g nebo x ml vzorku + 9x ml PPV nebo 2FB
inkubace 20 °C, 1 hodina, aerobné

inokulace roztér 1 ml vzorku na ALOA agar
inkubace 37 °C, 24 — 48 hodin, acrobné

l

5 charakteristickych kolonii

(z kazdé misky)
v
konfirmace biochemicka konfirmace, hemolyza, CAMP test
v
odecteni vysledkai stanoveni poctu

Schéma 18: Stanoveni poctu baktérii Listeria monocytogenes v potravinach.
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4 4. Stanoveni Escherichia coli 0157

Na rozdil od béznych E. coli maji kmeny sérotypu O157 odlisné ristové a biochemické
vlastnosti. Optimdalni teplota rdstu tohoto sérotypu se pohybuje v rozmezi 30 — 42 °C,
naopak Spatn¢ rostou pii teplotach 44 — 45,5 °C a pod 10 °C. Kmeny sérotypu O157
nemaji enzym B-D-glukuroniddzu a nejsou schopny fermentovat D-sorbitol, obé uvedené
vlastnosti jsou vyznamné pro jejich detekci.

Escherichia coli je nejbeznéjsi fakultativné anaerobni mikroorganismus gastrointestinalniho traktu
teplokrevnych zvirat a ¢lovéka. Neékteré sérotypy jsou vyznamné patogeny lidi i zvirat. Na zaklade pribehu
onemocneéni, viastnosti kmenii, zastoupeni jednotlivych faktori virulence, ucinku na bunécné kultury a
serologické typizace je popisovano 5 hlavnich skupin patogennich E. coli, mezi nimiz dominuji
shigatoxinprodukujici kmeny (STEC, resp. verotoxinprodukujici - VTEC).

Zvirect bacilonosici i nemocna zvirata kontaminuji prostredi (voda, krmiva, hnojena puda, statkova hnojiva),
vnémz se E. coli dale pomnozuje. Z téchto zdroju se infikuji dalsi zvirata. K prenosu infekce EHEC na
¢loveéka dochazi nejcastéji  kontaminovanymi tepelné neopracovanymi ¢i nedostatecne opracovanymi
potravinami zZivocisného, predevsim hoveziho pivodu (neuplné propecené hamburgery), dalsim vehikulem
mohou byt nepasterizované mléko a mlécné vyrobky. Nejznamnéjsim sérotypem je E. coli O157:H7.
Stanoveni Escherichia coli O157 v potravinach se provadi kvalitativné, tzn. jedna se
prikaz nebo vylouceni piitomnosti E. coli 0157 v pfedepsané navazce vzorku, obvykle 25
g nebo 25 ml. Ke kultivaci se pouziva selektivni pomnoZovaci médium a dale selektivni
pevné pudy obsahujici latky inhibujici rist doprovodné mikroflory (napt. chlorid sodny,
Zlucové soli, krystalova violet, teluri¢itan draselny, antibiotika — novobiocin, cefixim) a
dale sorbitol. Suspektni kolonie jsou konfirmovany biochemicky a sérologicky.

4.4 1. Metoda prukazu Escherichia coli 0157

Prukaz Escherichia coli 0157 vyzaduje 4 po sobé jdouci stupné:

» pomnoZeni zkuSebniho vzorku, ktery se homogenizuje v modifikovaném bujonu
s enzymaticky natrdvenym kaseinem a sojou a s pfidavkem novobiocinu (mTSB + N),
inkubace probiha aerobné pii 41,5 °C po dobu 18 — 24 hodin.

> koncentraci a separaci zjistovanych baktérii pomoci imunomagnetickych &astic, na
jejichz povrch byla nanesena protilatka viici antigenu O157.

> izolaci imunomagnetickych castic s adherovanymi baktériemi subkultivaci na
MacConkey agaru s cefiximem, teluri¢itanem draselnym a sorbitolem (CT-SMAC) a
déle na druhé selektivni pidé (napt. SMAC s BCIG, chromogenni agar). Vyockovani
imunomagnetickych ¢astic se provadi sterilni bakteriologickou klickou, inokulované
plotny se obvykle inkubuji aerobné pii 37 °C po dobu 18 — 24 hodin.

> konfirmaci sorbitol negativnich kolonii z pudy CT-SMAC (pruhledné, bezbarvé az
svétle Zlutohnédé kolonie o priméru asi 1 mm) a typickych kolonii z druhé kultiva¢ni
pudy, a to na zakladé tvorby indolu a aglutinace s antisérem vuci antigenu O157 a je-li
k dispozici i s antisérem pro bi¢ikovy antigen H7. Na zaklad¢ vysledk konfirmace
potvrdime nebo vylou¢ime pritomnost Escherichia coli O157 v navazce vySettovaného
vzorku.
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selektivni pomnoZeni X g nebo x ml vzorku + 9x mI mTSB + N

inkubace 41,5 °C, 18 — 24 hodin, aerobné
imunomagneticka koncentrace E. coli O157 na imunomagnetickych ¢asticich
separace promyvani sterilnim pufrem

resuspenzace imunomagnetickych ¢astic

izolace 1. puda - CT-SMAC 2. puda — napt. SMAC s BCIG
inkubace 37 °C, 24 hodin, acrobné 37 °C, 24 hodin, acrobné

!

5 charakteristickych kolonii
(z kazdé misky)

!

konfirmace biochemicka konfirmace (tvorba indolu), sérotypizace

Schéma 19: Priitkaz baktérii Escherichia coli O157 v potravindch.

45. Stanoveni Cronobacter sakazakii

Cronobacter sakazakii (diive Enterobacter sakazakii) je 7tazen do rodu Cronobacter, Cceled
Enterobacteriaceae a patii mezi tzv. koliformni bakterie. Prislusnici tohoto rodu jsou gramnegativni,
fakultativné anaerobni, nesporotvorné tycinky. Tvori beznou soucast stievni mikroflory zvirat a nekterych
ptaki, v lidském streve se obvykle nevyskytuji. Cronobacter sakazakii vyvolava u novorozencii velmi tézka
onemocneéni - zejména meningitidy, bakteriemie a meningoencephalitidy. Nejcastéjsim zdrojem byva susené
pocatecni kojenecké mléko.

Stanoveni Cr. sakazakii v potravinach se provadi kvalitativné, tzn. jedna se o prikaz nebo
vylouceni jeho pfitomnosti V pfedepsané navazce vzorku. Ke kultivaci se pouzivaji
neselektivni pomnoZovaci média a dale selektivni tekuté pliidy obsahujici latky inhibujici
rust doprovodné mikrofléry (naptf. vancomycin), k vlastni izolaci se pouzivaji chromogenni
pudy. Suspektni kolonie jsou konfirmovany na zakladé tvorby zlutého pigmentu a
vybranych biochemickych reakci.

4.5.1. Metoda prikazu Cronobacter sakazakii

Pritkaz baktérii Cronobacter sakazakii zahrnuje 4 po sobé jdouci stupné: pfedpomnozeni
Vv neselektivni tekuté piidé, pomnozeni v selektivni tekuté piidé, izolaci a konfirmaci.

4.5.1.1. Princip metody

Zkouseny vzorek se inokuluje do tekuté ptidy pro neselektivni pomnozeni — pufrovana
peptonovd voda (PPV médium), a inkubuje se aerobné pii 37 °C po dobu 16 — 20 hodin.
Ziskana kultura se preockuje do tekuté selektivni pidy — modifikovana laurylsulfat
tryptozovd puda s vankomycinem (mLST médium) a inkubuje se aerobné pti 44 °C po
dobu 24 hodin. Ze selektivniho pomnoZeni se provadi vyockovani na pevnou chromogenni
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pudu — Enterobacter sakazakii izolac¢ni agar (ESIA agar) nebo jina chromogenni pida
poskytujici shodné vysledky (napt. HiChrome Ent. sakazakii agar, CHES). Inokulované
misky se inkubuji aecrobné pii 44 °C po dobu 24 hodin a zjistuje se piitomnost typickych
kolonii presumptivnich Cr. sakazakii. Nasledn¢ se u vybranych suspektnich kolonii
provede posouzeni tvorby zlutého pigmentu a biochemicka konfirmace. Vysledkem je
prukaz pritomnosti ¢i absence baktérii Cronobacter sakazakii v navazce vySetfovaného
vzorku.

4.5.1.2. Postup metody

> Neselektivni pomnoZzeni: odebereme zkusebni vzorek (obvykle 25 g nebo 25 ml) a
pripravime vychozi fedéni, jako fedici roztok pouZzijeme devitindsobné mnozstvi (tj.
225 ml) PPV média. Inkubujeme aerobné v termostatu pii 37 °C po dobu 16 — 20
hodin.

> Selektivni pomnozeni: po ukonéeni inkubace pieneseme 0,1 ml vychozi suspenze do
zkumavky s 10 ml mLST pudy a inkubujeme aerobné v termostatu pii 44 °C po dobu
24 hodin.

> lzolace: zpudy pro selektivni pomnozeni provedeme vyockovani sterilni
bakteriologickou klickou (plnd klicka, cca 10 pl) na chromogenni ptidu (napi. ESIA
agar). Inokulované Petriho misky obratime dnem vzhuru a inkubujeme aerobné
Vv termostatu pti 44 °C po dobu 24 hodin.

4.5.1.3. Konfirmace a hodnoceni vysledkii

Pti hodnoceni sledujeme narist kolonii charakteristickych pro druh Cronobacter sakazakii,
pro konfirmaci ndhodné vybereme z kazdé¢ plotny 5 charakteristickych kolonii.

Kolonie vybrané pro konfirmaci subkultivujeme vyockovanim na sojovy agar s tryptonem
(TSA), po inkubaci sledujeme piitomnost Zlutého pigmentu. Pti biochemické konfirmaci
standardné provedeme nasledujici testy: prikkaz oxidazy, prikaz lyzindekarboxylazy,
prikaz ornitindekarboxyldzy, prikaz arginindihydrolazy, prukaz fermentace riznych cukri
a vyuziti citratu (viz. tabulka 9). Pro biochemickou konfirmaci je dovoleno pouZit
komerc¢ni identifikaéni soupravy. Na zakladé¢ vysledkli konfirmace potvrdime nebo
vylou¢ime pfitomnost baktérii Cronobacter sakazakii v navazce vysetfovaného vzorku.

Tabulka 8: Interpretace biochemickych testil.

. . . Pozitivni nebo negativni % E. sakazakii

Konfirmacéni test R .
reakce projevujicich reakci

Tvorba Zlutého pigmentu + >99

Oxidaza - >99

L-lyzindekarboxyléza - >99

L-ornitindekarboxylaza + +90

L-argininhydrolaza + >99

Kyselina z

- fermentace D-sorbitolu - 95

- fermentace L-ramnézy + >99

- fermentace D-sachardzy + >99

- fermentace D-melibidzy + >99

- fermentace amygdalinu + >99

- hydrolyza citratu + >95
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Morfologie charakteristickych kolonii:

Po 24 hodinach inkubace maji narostlé kolonie nasledujici morfologii:

> ESIA agar — typické kolonie jsou malé az stfedné velké (1 — 3 mm), zelené az
modrozelené barvy.

» CHES agar — typické jsou tmaveé modré kolonie o priméru 1 —3 mm.

neselektivni pomnoZeni X g nebo x ml vzorku + 9x ml PPV
inkubace 37 °C, 16 — 20 hodin, acrobné
selektivni pomnoZeni 0,1 ml kultury + 10 ml mLST + VAN
inkubace 44 °C, 24 hodin, aerobné
izolace vyoc€kovani na selektivni chromogenni agar
inkubace 44 °C, 24 hodin, aerobné

v

odecet poctu presumptivnich Cr. sakazakii

A 4

5 charakteristickych kolonii
(z kazdé misky)

l

konfirmace tvorba zlutého pigmentu
biochemicka konfirmace

Schéma 20: Priikaz baktérii Cronobacter sakazakii v potravindch.

4.6. Stanoveni Clostridium perfringens

Clostridium perfringens (¢eled” Clostridiaceae) je grampozitivni, obligatné anaerobni,
nepohybliva, sporotvorna ty¢inka dlouha 3 — 9 um. Vyskytuje se jednotlivé, ve dvojicich
nebo kratkych fetizcich, spory jsou ovalné, umisténé centrdlné¢ nebo paracentralné.
Klostridia jsou obecné¢ znacné biochemicky aktivni, dblezity diferenciacni znak je
schopnost redukovat sulfity na sirovodik. Roste pfi teplotach 20 — 50 °C, optimalni teplota
rustu je 45 °C. Vegetativni bunikky nepfezivaji pasteracni zahiev 72 °C, spory pasteracnim
zahfevem poskozovany nejsou.

Clostridium perfringens je soucdsti normdlni strevni mikroflory clovéka i zvifat. Produkuje asi 13
termolabilnich toxinu, pricemz alimentdarni otravy vyvolava prevazné sérotyp A. Ke vzniku onemocnéni

(otravy enterotoxinem) je zapotiebi, aby se C. perfringens v kontaminované potraviné nejprve dostatecné

pomnozilo (10° — 107 KTJ/g).
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Pro stanoveni klostridii se pouzivaji zivna média obsahujici selektivni slozky inhibujici
rist doprovodnych mikroorganismt (napi. D-cykloserin), diagnostickou slozkou je
disifi¢itan disodny (redukce na Cerny sulfid) a vajecny Zloutek (precipitace). Na krevnim
agaru je rust charakterizovan silnou B-hemolyzou. Kultivace probihd za anaerobnich
podminek.

4.6.1. Technika pocitani kolonii - plothovd metoda

4.6.1.1. Princip metody

Urceny objem tekutého vzorku ¢i vychozi suspenze u ostatnich vzorkli a jejich
desetindsobnych fedéni se zaléva agarovou zivnou pudou v Petriho miskach. Jako
arbitrazni puda je uren tryptézovy agar s metabisulfitem a cykloserinem bez vaje¢ného
Zloutku (TSC agar). Inokulované plotny se inkubuji anaerobn¢ pii 37 °C po dobu 20 — 22
hodin. Nasledn¢é se provede konfirmace vybranych charakteristickych kolonii a uprava
poctu kolonii na miskach podle vysledku konfirmace. Z poctu potvrzenych suspektnich
kolonii vyrostlych na vybranych miskach se vypoéte pocet KTJ Clostridium perfringens
v 1 ml nebo 1 g vzorku.

4.6.1.2. Postup metody

> Odebereme zkuSebni vzorek a pripravime vychozi fedéni a tolik dalSich
desetindsobnych fedéni, aby bylo mozZno stanovit pfedpokladany pocet
mikroorganismu.

> Tekuty vzorek ¢i vychozi suspenzi ostatnich vzorkli ockujeme vzdy jinou sterilni

A%

pipetou po 1 ml soub&zné do dvou sterilnich fadn€ oznacenych Petriho misek.

> Inokulum v kazdé Petriho misce pielijeme asi 15 ml TSC agaru vytemperovaného na
45 £ 2 °C, diikladn€ krouzivym pohybem promichame a nechame utuhnout na chladné
vodorovné ploSe. Po Gplném utuhnuti se povrch zaokované pudy prelije asi 10 ml téze

pudy.
> Po ztuhnuti agarové ptudy Petriho misky umistime vickem vzhtru do anaerostatu a

inkubujeme anaerobné pii teploté 37 °C po dobu 20 — 22 hodin, delsi inkubace mize
vést k nadmérnému z¢ernani pidy.

4.6.1.3. Konfirmace a hodnoceni vysledkii

Pro hodnoceni pouZijeme misky obsahujici 10 — 150 kolonii ve dvou po sobé& jdoucich
fedénich. Po spocitani kolonii vybereme zkazdé Petriho misky 5 charakteristickych
kolonii pro konfirmaci.

Konfirmace vybranych kolonii spociva v jejich naockovani do tekuté thioglykolatové
pudy, inkubace probiha za anaerobnich podminek pii 37 °C po dobu 18 — 24 hodin. Poté
sterilni pipetou neprodlené pieneseme pét kapek kultury do ptidy s laktézou a sulfitem (LS
médium) a inkubujeme aerobné ve vodni lazni pii 46 °C po dobu 18 — 24 hodin. Po
ukonceni inkubace hodnotime fermentaci laktozy s tvorbou plynu a redukci sulfitu, tj.
vznik ¢erné€ zbarveného precipitatu sulfidu Zeleznatého. Mezi dalsi konfirmacni testy patfi:
redukce nitrati, test na pohyblivost a hydrolyza Zelatiny.

Pocet kolonii na Petriho miskach upravime podle procentudlniho podilu konfirmovanych
kolonii z celkového poctu kolonii vybranych pro konfirmaci. Vypocet provedeme
obvyklym zpusobem, pocet Clostridium perfringens vyjadiime jako poc¢et KTJ v 1 ml nebo
1 g vzorku.
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Morfologie charakteristickych kolonii:

Po 20 hodinach kultivace maji kolonie Clostridium perfringens na TSC agaru ¢ernou barvu
a jsou obklopeny ¢ernou zoénou.

priprava vzorku navazeni, homogenizace a fedéni vzorku
inokulace zaliti 1 ml, TSC agar
inkubace 37 °C, 20 — 22 hodin, anaerobné

v

5 charakteristickych kolonii

v

konfirmace biochemicka konfirmace
v

odecteni vysledkii stanoveni poctu

Schéma 21: Stanovent poctu baktérii Clostridium perfringens v potravindch.

B: Vyznamni plvodci alimentdrnich intoxikaci

4.7. Stanoveni Staphylococcus aureus

Baktérie Staphylococcus aureus (Celed” Staphylococcaceae) jsou to grampozitivni,
fakultativné anaerobni koky o priméru 0,5 — 1 pm vyskytujici se nej€astéji v hroznovitych
shlucich. Jsou nepohyblivé, kataldza pozitivni, na neselektivnich pidach tvofi nejcastéji
okrové ¢i Zluté zbarvené kolonie, zplsobuji Uplnou hemolyzu, koaguluji krevni plazmu.
Rostou pfi teplotach 10 az 45 °C, optimalni rozmezi je 30 — 37 °C. Rostou v bujénu s 10
% NaCl a ptezivaji i pfi nizké aktivité¢ vody v prostfedi (aw 0,86). Stafylokoky jsou obecné

A4

rezistentni k vy$§im teplotdm, pfeZivaji zahfev na 60 °C po dobu vice nez 30 minut.

Stafylokoky se bézné vyskytuji jako saprofyté a komenzalové kiize a sliznic teplokrevnych zvirat a clovéka.
Staphylococcus aureus je patogenni mikroorganismus zpiisobujici zanétliva onemocneént u lidi i zvirat, jedna
se napr. o hnisavé zanéty kiize, sliznice dychacich cest, mlécné zlazy, atd. Kontaminace potravin baktériemi
S. aureus miize vyznamné ovlivnit jejich zdravotni nezavadnost. Stafylokoky se v potravinach dobie

rozmnozuji a za vhodnych podminek mohou toxinogenni kmeny produkovat stafvlokokové enterotoxiny, které
po poziti kontaminované potraviny vyvolavaji alimentarni intoxikaci — stafylokokovou enterotoxikozu.

Pro stanoveni S. aureus se pouzivaji zivna média obsahujici selektivni slozky inhibujici
rust doprovodnych mikroorganismii, napt. 5,5 — 10 % NaCl, azid sodny, teluri¢itan
draselny, chlorid lithny ¢i néktera antibiotika — polymyxin, neomycin. Diagnostickou
slozkou je vétSinou vajecny Zloutek, pfip. fibrinogen a krali¢i plazma. Pro stanoveni poctu
se bézné pouzivaji plotnové metody. U vzorki s oéekavanym nizkym pocétem S. aureus Ize
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pouzit metodu MPN. Pro stanoveni stafylokokovych enterotoxinii ve vzorcich potravin Ize
pouzit imunologické metody napt. ELFA, RPLA nebo ELISA (viz L. dil skript).

4.7.1. Technika s pouZitim agarové pldy podle Baird-Parkera

Tato metoda slouzi ke zjisténi poctu koagulazopozitivnich stafylokokli, zahrnujicich
enterotoxigenni kmeny. Tyka se to zejména druhu Staphylococcus aureus, minoritné také
druhu S. intermedius a nékterych kmena S. hyicus.

4.7.1.1. Princip metody

Urceny objem tekutého vzorku, vychozi suspenze u ostatnich vzorkli a jejich
desetindsobnych fedéni se roztird na agarovou zivnou pudou v Petriho miskach. Jako
arbitrazni puda je uréen Baird-Parker agar (B-P agar) s vaje¢nou emulzi a teluri¢itanem
draselnym. Inokulované plotny se inkubuji aerobné pii 37 °C po dobu 24 — 48 hodin.
Nasledné se provede konfirmace vybranych typickych a atypickych kolonii (koaguldzovy
test) a Uprava poctu kolonii na miskéch podle vysledku konfirmace. Z poctu potvrzenych
suspektnich  kolonii  vyrostlych na vybranych miskdch se vypocéte pocet
koagulazopozitivnich stafylokok, resp. Staphylococcus aureus, v 1 ml nebo 1 g vzorku.

4.7.1.2. Postup metody

> Odebereme zkuSebni vzorek a pripravime vychozi fedéni a tolik dalSich
desetindsobnych fedéni, aby bylo mozZno stanovit pfedpokladany pocet
mikroorganisma.

> Tekuty vzorek ¢i vychozi suspenzi ostatnich vzorkii a jejich desetindasobna fedéni
ockujeme roztérem na povrch B-P agaru v Petriho miskach, a to vzdy jinou sterilni
pipetou po 0,2 ml soubézné na dvé fddné¢ oznacené misky. Doba mezi ukoncenim
ptipravy vychozi suspenze a okamzikem, kdy se inokulum roztird na pidu, nesmi
ptrekrocit 15 minut.

> Inokulované misky nechame zaschnout po dobu asi 15 minut pfi laboratorni teplote,
nasledné je obratime dnem vzhiru a inkubujeme aerobné v termostatu pfii teploté 37 °C
po dobu 24 — 48 hodin.

4.7.1.3. Konfirmace a hodnoceni vysledkii

Pii hodnoceni zaznamenavadme pocet typickych i atypickych kolonii. Prvni odecitani
provadime po 24 hodindch, vysledny pocet se zjisti po ukonceni inkubace, tj. po 48
hodinach. Pro hodnoceni pouzijeme misky obsahujici ne vice nez 300 kolonii v€etné 150
typickych ¢i atypickych ve dvou po sobé¢ jdoucich fedénich. Je nutné, aby jedna z téchto
misek obsahovala alesponi 15 kolonii. Po spocitani kolonii vybereme z kazdé plotny
charakteristické kolonie pro konfirmaci. Obecné vybirame 5 typickych kolonii, jsou-li
pfitomny pouze typické kolonie, nebo 5 atypickych kolonii, jsou-li pfitomny pouze
atypické kolonie, nebo 5 typickych a 5 atypickych, jsou-li pfitomny oba typy.

Konfirmace vybranych kolonii spoc¢iva v provedeni koagulazového testu. Vybrana kolonie
se sterilni bakteriologickou klickou pienese do zkumavky s mozkosrdcovou infuzi a
inkubuje se pfi teploté 37 °C po dobu 24 hodin. Poté se ve sterilni zkumavce smiché 0,1 ml
suspenze a 0,3 ml krali¢i plazmy a inkubuje se pfti teploté 37 °C. Po 4 — 6 hodinach, resp.
24 hodinach, sledujeme zda doslo ke koagulaci vice nez poloviny ptfidané plazmy.
Soucasné provedeme negativni kontrolu se sterilni mozkosrdcovou infuzi.
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Jestlize alespont 80 % z vybranych kolonii dané misky je koaguldzopozitivnich, pocet
kolonii na misce nijak neupravujeme. V ostatnich piipadech se pocet kolonii na misce
upravi podle procentudlniho podilu koaguldzopozitivnich kolonii z celkového poctu
kolonii vybranych pro konfirmaci. Vypocet provedeme obvyklym zpiisobem, pocet
koagulazopozitivnich stafylokoku, resp. Staphylococcus aureus, vyjadiime jako pocet KTJ
v 1 ml nebo 1 g vzorku.

Morfologie charakteristickych kolonii:

Po 24 hodinach kultivace maji kolonie narostlé na B-P agaru nasledujici morfologii:

> typické kolonie — kolonie ¢erné nebo ¢ernosedé¢ barvy, lesklé a vypouklé, o priméru 1 —
1,5 mm, obklopené zénou projasnéni, v zoné projasnéni se miize objevit opalescentni
prstenec;

> atypické kolonie — kolonie cerné, lesklé, s uzkym bilym okrajem nebo bez n¢j, zona
projasnéni a opalescentni prstenec chybi nebo jsou sotva viditelné anebo Sedé kolonie
bez zony projasnéni.

47.2. Technika s pouzitim agarové pady s krdli¢i plazmou a fibrinogenem

Tato metoda se pfednostné pouzivd pro vySetfeni potravin u kterych se predpoklada
kontaminace stafylokoky vytvéiejicimi na B-P agaru atypické kolonie ¢i pruvodni
mikroflorou, ktera muze znesnadnit odecet kolonii. Ke Kkultivaci vzorku ¢&i jeho
desetinasobnych fedéni se vyuziva technika zalévani inokula agarovou pidou s kralici
plazmou a fibrinogenem (RPF agar), a to v mnozstvi 1 ml soubézné na dvé Petriho misky.
Inokulované misky se inkubuji aerobné pii teploté 37 °C po dobu 24, ptip. 48 hodin.
Koaguldzopozitivni stafylokoky vytvareji ¢erné, Sedé nebo dokonce bilé malé kolonie
obklopené zoénou precipitace, ktera indikuje koagulazovou aktivitu. Pocet
koagulazopozitivnich stafylokokd, resp. Staphylococcus aureus, vyjadiime jako pocet KTJ
v 1 ml nebo 1 g vzorku.

priprava vzorku navazeni, homogenizace a fedéni vzorku
inokulace roztér 0,2 ml na B-P agar
inkubace 37 °C, 24 — 48 hodin, aerobn¢

v

5 typickych ¢i atypickych kolonii

A 4

konfirmace plazmakoagulazovy test
A 4

odecteni vysledkai stanoveni poctu

Schéma 22: Stanoveni poctu baktérii Staphylococcus aureus v potravindch.
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4 8. Stanoveni Bacillus cereus

Bacillus cereus (Celed” Bacillaceae) je grampozitivni, aerobni a fakultativné anaerobni,
sporotvornd ty¢inka dlouhd 3 — 5 um. Vyskytuje se jednotlive, ve dvojicich nebo fetizcich,
spory jsou eliptické a umisténé centraln€. B. cereus je pohyblivy, vytvari velké suché a
drsné kolonie s nepravidelnymi okraji, zptisobuje uplnou hemolyzu. Optimalni teplota
rastu B. cereus je 30 °C, technologicky a hygienicky vyznamné jsou psychrotrofni biotypy
schopné rustu pfi nizkych teplotach (6 az 10 °C). Vegetativni buiiky neptezivaji pasteracni
zéhtev na teplotu 72 °C, spory pasteracni teploty bézné piezivaji, naopak mohou byt timto
zahifevem aktivovany ke kli¢eni. Inaktivace spor probihd az pfi sterilizaCnich teplotach,
napt. 134 °C pii UHT oSetfeni mléka ¢i 121 °C — steriliza¢ni teplota v autoklavu.

Bacillus cereus je saprofyt, ktery bézné roste na zbytcich rostlin v piidé, v hnoji a v Krmivech. DiilezZitym
zdrojem kontaminace jsou i spory vyskytujici se v ovzdusi. Jeho vyznam spociva jednak v produkci
proteolytickych a lipolytickych enzymii schopnych Stépit zakladni slozky potravin a tim piisobit jejich
nezadouct zmény. Tyto enzymy jsou termorezistentni a uchovavaji si aktivitu i po tepelném osetreni potravin.
Mimo fto je vyznamnym patogennim mikroorganismem a piivodcem alimentarnich intoxikaci. B. cereus

produkuje nékolik toxinii, vyvolavajicich 2 etiologicky odlisné typy onemocnéni — forma diarhogenni a
emetickd.

Pro stanoveni B. cereus se pouzivaji zivna média obsahujici selektivni slozky inhibujici
rist doprovodnych mikroorganismti (napt. zvySena koncentrace NaCl, polymyxin B),
diagnostickou slozkou je vétSinou vajecny zloutek (precipitace) a manitol, ktery B. cereus
nefermentuje. Na krevnim agaru roste v charakteristickych koloniich obklopenych razné
Sirokou zoénou B-hemolyzy.

4.8.1. Technika pocitani kolonii vykultivovanych pri 30 °C

Touto metodou je stanoven pocet tzv. presumptivnich Bacillus cereus, tedy
predpokladanych pfislusnikli tohoto druhu. Pouzitymi konfirmacnimi testy totiZ nelze
odlisit B. cereus od blizce pfibuznych, ale fid¢eji se vyskytujicich druhti rodu Bacillus — B.
anthracis, B. thuringiensis, B. weihenstephaniensis a B. mycoides.

4.8.1.1. Princip metody

Urceny objem tekutého vzorku, vychozi suspenze u ostatnich vzorkli a jejich
desetinasobnych fedéni se roztira na agarovou zivnou plidou v Petriho miskach. Jako
arbitrazni puda je ur¢en Mannitol Yolk Polymyxine B agar (MYP agar). Inokulované
plotny se inkubuji aerobné pifi 30 °C po dobu 24 — 48 hodin. Nésledné se provede
konfirmace vybranych charakteristickych kolonii a Giprava poc¢tu kolonii na miskach podle
vysledku konfirmace. Z poctu potvrzenych suspektnich kolonii vyrostlych na vybranych
miskach se vypocte pocet KTJ presumptivnich Bacillus cereus v 1 ml nebo 1 g vzorku.

4.8.1.2. Postup metody

» Odebereme zkuSebni vzorek a pfipravime vychozi ftedéni a tolik dalSich
desetindsobnych fedéni, aby bylo moZno stanovit pfedpokladany pocet
mikroorganisma.

> Tekuty vzorek ¢i vychozi suspenzi ostatnich vzorkii a jejich desetindsobna fedeni
ockujeme roztérem na povrch MYP agaru v Petriho miskach, a to vzdy jinou sterilni
pipetou po 0,2 ml soubézn¢ na dvé fadné¢ oznacené misky. Doba mezi ukonfenim
ptipravy vychozi suspenze a okamzikem, kdy se inokulum roztird na piidu, nesmi
piekrocit 15 minut.
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> Inokulované misky nechame zaschnout po dobu asi 15 minut pii laboratorni teplot¢,
nasledné je obratime dnem vzhiiru a inkubujeme aerobné v termostatu pfti teploté 30 °C
po dobu 24 — 48 hodin.

> Alternativni metoda: z divodu zvyseni detek¢niho limitu metody lze ockovat 1 ml
inokula na fadné oznacenou Petriho misku o priméru 140 mm, pfip. rozdélime 1 ml
inokula na 3 Petriho misky o priméru 90 mm (cca 0,33 ml na jednu Petriho misku) a
pii hodnoceni secteme pocty na téchto 3 miskach dohromady.

4.8.1.3. Konfirmace a hodnoceni vysledkii

Odecitani vysledkdi provadime po 24 hodinach, nejsou-li kolonie zietelné¢ viditelné,
inkubujeme plotny dalSich 24 hodin. Pro hodnoceni pouzijeme misky obsahujici ne vice
nez 150 kolonii ve dvou po sob¢ jdoucich fedénich. Je nutné, aby jedna z téchto misek
obsahovala alesponi 15 kolonii. Po spocitani kolonii vybereme z kazdé Petriho misky 5
charakteristickych kolonii pro konfirmaci.

Cast kolonie vybrané ke konfirmaci rozo¢kujeme na povrch krevniho agaru, po aerobni
inkubaci pti 30 °C po dobu 24 hodin hodnotime hemolytickou reakci.

JestliZe je alesponl 80 % z vybranych kolonii dané misky konfirmovano jako presumptivni
B. cereus, pocet kolonii na misce nijak neupravujeme. V ostatnich piipadech se pocet
kolonii na misce upravi podle procentudlniho podilu konfirmovanych kolonii z celkového
poctu kolonii vybranych pro konfirmaci. Vypocet provedeme obvyklym zptisobem, pocet
presumptivnich Bacillus cereus vyjadiime jako poc¢et KTJ v 1 ml nebo 1 g vzorku.

priprava vzorku navazeni, homogenizace a fedéni vzorku
inokulace roztér 0,2 ml na MYP agar
inkubace 30 °C, 24-48 hodin, acrobné

v

5 charakteristickych kolonii

\ %
konfirmace B-hemolyza
odecteni vysledkaii stanoveni poctu

Schéma 23: Stanoveni poctu presumptivnich Bacillus cereus v potravindach.
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Morfologie charakteristickych kolonii:

>

MYP agar — po 24 hodinach kultivace roste B. cereus ve velkych suchych drsnych
koloniich s nepravidelnymi okraji, razové barvy (negativni manitol), obklopenych
rizovou zoénou precipitace. Pokud na plotndch vyrostly cetné mikroorganismy, které vyuzivaji
manitol za tvorby kyseliny, mize byt charakteristické rizové zbarveni kolonii B. cereus zeslabeno, nebo
miize zcela vymizet. Nékteré kmeny B. cereus vytvareji malo lecitindzy, nebo ji nevytvareji viibec.
Kolonie techto kmenii nejsou obklopeny zonou precipitace.

KA — po 24 hodinéch kultivace roste B. cereus ve velkych suchych drsnych koloniich
s nepravidelnymi okraji, Sedé barvy, obklopenych rizné Sirokou zénou B-hemolyzy.
Dale je popisovan typicky zapach po mysing.
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5. Dopliikové mikrobiologické vysetrovaci metody

Nezbytnou soucasti mikrobiologie potravin je také znalost dalSich vysetfovacich postupd,
které se v praxi rutinn¢ pouzivaji. V nésledujici kapitole jsou zahrnuty ty nejvyznamné;jsi
z nich.

5.1. Stanoveni Gcinku pasterace

Pasterace je tepelné oSetieni potraviny, pii kterém dojde k usmrceni témét vSech
vegetativnich forem mikroorganismd, vCetné patogennich. Obecné se jedna o ucinek teplot
do 100 °C, nejcastéji se pouzivaji teploty v rozmezi 65 — 85 °C. Pasteraci prezivaji n¢které
termorezistentni druhy mikroorganismt a spory aerobnich a anaerobnich sporotvornych
mikroorganismti. Na kvalitu pasterované potraviny ma nejvyznamngjsi vliv uroven
mikrobidlni kontaminace suroviny, ¢im vyssi je pocet mikroorganismi pted pasteraci, tim
vys§i je podet mikroorganismi, které pasteraéni zahiev pieziji. Uginnost pastera¢niho
zahtevu charakterizuje tzv. pasteracni efekt, ktery v optimalnim piipad¢ nabyva hodnoty
99,99 %.

D hodnota (decimal reduction time) oznacuje dobu potfebnou k tomu, aby aplikovana
konstantni teplota snizila cCetnost zivych mikroorganismi obsazenych v zahfivané
potravin¢ pravé o 1 fad (tedy o 90 % nebo na 1/10). Stanovuje se obvykle v minutach a
vztahuje se vzdy ke konkrétni teploté, napt. Dgs = 4 min znamena4, Ze ke sniZzeni ptuivodniho
poctu mikroorganismi na 10 % dojde pfi teploté 85 °C za 4 minuty.

Tabulka 9: Zavislost preZivani mikroorganismii na dobé piisobeni teploty (Dgs = 4 minuty).

Cas zahfevu v minutach Pocet prezivajicich mikroorganismi

0 minut — zacatek pokusu 1 000 000 (ptivodni pocet mikroorganismu)
4 minuty 100 000

8 minut 10 000

12 minut 1000

16 minut 100

20 minut 10

24 minuty 1

5.1.1. Stanoveni vlivu pasterace na mikrobidlni obraz mléka

5.1.1. Princip metody

Utinnost pasterace se stanovi na zikladé poméru podtu piezivajicich mikroorganismi
K jejich poctu pied pasteraci. Urceny objem tekutého vzorku a jeho desetinasobnych fedéni
se zaléva agarovou zivnou plidou v Petriho miskach. Jako arbitrazni plida je urcen agar
S glukozou, tryptonem a kvasnicnym extraktem (GTK agar). Poté se vzorek napipetuje do
zkumavky a zahteje se na teplotu 72 °C po dobu 30 sekund. Po ukonceni zéhtfevu se obsah
zkumavky prudce ochladi a ur€eny objem tekutého vzorku a jeho desetinasobnych fedéni
se zaléva agarovou Zivnou pudou v Petriho miskach. Inokulované plotny se inkubuji
aerobné pii 30 °C po dobu 72 hodin. Stanovi se pasteracni efekt v % a soucasné se
vypocita D hodnota.
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5.1.2. Postup metody

> Odebereme zkusSebni vzorek a pfipravime vychozi ftedéni a tolik dalSich
desetindsobnych fedéni, aby bylo mozno stanovit predpokladany pocet
mikroorganisma.

> Syrové mléko a jeho desetinasobna fedéni ockujeme vzdy jinou sterilni pipetou po 1 ml
soub&zné do dvou sterilnich fadné oznacenych Petriho misek.

> Inokulum v kazdé Petriho misce pielijeme asi 15 ml GTK agaru vytemperovaného na
teplotu 45 + 2 °C, dikladné krouzivym pohybem promichdme a nechame utuhnout na
chladné vodorovné plose. Doba mezi ukonfenim pfipravy vychozi suspenze a
okamzikem, kdy se inokulum pteléva ptidou, nesmi prekrocit 15 minut.

> Po ztuhnuti agarové ptidy Petriho misky obratime dnem vzhlru a inkubujeme aerobné
Vv termostatu pfi teploté¢ 30 °C po dobu 72 hodin.

> Do sterilni zkumavky odpipetujeme 10 ml syrového mléka. Zkumavku uzavieme,
vlozime do vytemperované vodni 1azné a jeji obsah zahiejeme na teplotu 72 °C po
dobu 30 sekund. Upozornéni: Do druhé zkumavky s 10 ml mléka umistime teplomér
pomoci néhoz kontrolujeme pribéh tepelného osetieni!

> Po ukonfeni zédhfevu zkumavku se vzorkem ihned prudce ochladime. Celkovy pocet
prezivajicich mikroorganismi stanovime stejnym zpisobem jako celkovy pocet
mikroorganismu V syrovém mléce (viz. vyse).

5.1.3. Hodnoceni vysledki

Po ukonceni inkubace spocitame kolonie narostlé na kazdé misce, a to bez ohledu na jejich
velikost, barvu ¢i tvar. Pro vypocet CPM pouZijeme misky obsahujici 10 - 300 kolonii ve
dvou po sobé¢ jdoucich fedénich. Vypocitame celkovy pocet mikroorganismi v syrovém
mléce a celkovy pocet mikroorganismli v mléce po pasteraci, hodnoty vyjadiime jako
pocet KTJ v 1 ml vzorku.

Vypocet pastera¢niho efektu:

CPM pasterované mléko

pasteracni efekt [%] = 100 -

CPMsyrové mléko

Vypocet D hodnoty:

t
D72 hodnota [min] =

log Co—log C1

kde:
t ¢as zahfevu v minutach
Co CPM syrového mléka
C1 CPM pasterovaného mléka
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5.2. Mikrobiologické vysetreni Cistych mlékarskych kultur

Pti vyrob¢ celé fady mlécnych vyrobka se pouzivaji specidlni, komeréné vyrabéné smesi
mikroorganismil oznaGované jako &isté mlékatské kultury (CMK). Tyto kultury nachazi
uplatnéni také v masném pramyslu, pii konzervovani zeleniny ¢i v pekarenstvi. Vyrobce
kultur zarucuje jejich standardni aktivitu, tj. rist, metabolismus (sacharolytické a
proteolytické¢ vlastnosti, produkci aromatvornych latek), definované fyziologické
vlastnosti, ¢istotu kultury a rezistenci vici bakteriofagim. V mlékatskych kulturach mohou
byt zastoupeny baktérie, kvasinky i plisné. Mezi zakladni, nejCastéji pouzivané kultury,
patii jogurtova a smetanova kultura.

Zakladni mlékatskou kulturou je kultura smetanova tvoiena koky — Lactococcus lactis ssp.
lactis, Lactococcus lactis ssp. cremoris, Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris a
Leuconostoc mesenteroides ssp. dextranicum. Jedna se o kulturu mezofilni s optimalni
teplotou rustu 22 — 25 °C po dobu 18 — 20 hodin. V mikroskopickém preparatu pozorujeme
koky, diplokoky nebo kratké fetizky; optimdlni pomér laktokokt a leukonostok je 9:1.

Jogurtovd kultura je termofilni a tvofi ji smés baktérii Streptococcus salivarius ssp.
thermophilus a Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus. Optimalni teplota pro ¢innost
jogurtové kultury je 43 °C, k zakysani dochazi za 3,5 — 4 hodiny. V mikroskopickém
preparatu pozorujeme koky, Casto v fetizcich, a dlouhé ty€inky; pomér kokl a tyCinek je
optimaln¢ 2:1.

Mikrobiologickou kontrolu CMK 1lze provadét kultivaéné nebo mikroskopicky,
kvalitativné ¢i kvantitativné. Vyhodou kultivaéniho vySetfeni je priukaz pouze
zivotaschopnych baktérii, hodnota se udava jako KTJ v1 ml kultury. RozliSeni
jednotlivych druhtt podle morfologie jejich kolonii je velmi obtizné. Mikroskopické
vySetieni odhali pfitomnost nezivotaschopnych bun€k pouze pii specidlnim barveni, proto
pocet mikroorganismu zjistény mikroskopicky byva vyssi nez pti kultivaénim vysetfeni.
V obarveném preparatu 1ze dobfe hodnotit morfologii a barvitelnost bunék a tim odhalit 1
pfipadnou kontaminaci kultury.

5.2.1. Kvantitativni mikroskopické vysetreni Cistych mlékarskych kultur

5.2.1.1. Princip metody

Urceny objem vzorku nebo jeho desetindsobnych fedéni se nanese na piesné definovanou
plochu podlozniho skla. Po zaschnuti a fixaci preparatu se tento barvi piehledné
Lofflerovou metylenovou modii. Preparat se prohlizi pod imerznim objektivem a pocita se
mnozstvi bun¢k v jednotlivych zornych polich. Vysledek se vyjadii jako pocet bunck v 1
ml vySetfované Cisté mlékarské kultury.

5.2.1.2. Postup metody

> VySetfovanou kulturu po dikladném promichani asepticky nafedime v poméru 1:9
sterilnim fyziologickym roztokem (tj. fedéni 107%).

> Pod ¢isté odmasténé podlozni skli¢ko umistime Sablonu se ¢tverci o délce strany 1 cm.

Sterilni pipetou naneseme doprostied nad kazdy vyznaceny ctverec 0,01 ml nafedéné
kultury. Sterilni bakteriologickou jehlou kulturu co nejlépe rozetieme ve stejnomérné
vrstve po celé ploSe Ctverce.
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> Pripraveny preparat nechame voln¢ zaschnout v bezprasném prostedi pii laboratorni
teploté nebo v termostatu pfi 30 — 40 °C, poté fixujeme trojndsobnym protazenim
v plameni.

> Preparat barvime ptehledné roztokem Lofflerovy metylenové modii po dobu 3 — 5
minut. Barvivo slijeme, preparat oplachneme destilovanou vodou, opatrn¢ osuSime a
pozorujeme v mikroskopu pod imerzi (objektiv 100x).

> Pocitame pocet bunék v zorném poli (u jogurtové kultury zvlast kokt a tycek),
mikrobidlni shluky, dvojice nebo fetizky se pokladaji za mikrobidlni jedince. Posun
objektivu provadime hadovitym pohybem, pocCet poli se pocitd podle obsahu
mikroorganismil (viz tabulka 10).

Tabulka 10: Stanoveni poctu vysetrovanych zornych poli.

Pocet mikrobi v zorném poli Pocet vySetfenych zornych poli
0-1 50
2-10 30-20
11-50 20-10
50 a vice 10-5

Vypocet poctu bunék v 1 ml vySetfované kultury provedeme nésledujicim zpisobem:

1. spocitame primérny pocet bunék v zorném poli,

2. prumérny pocet bun€k v zorném poli nasobime konstantou mikroskopu a stupném
fedéni vzorku (107, tj. 0,1),

3. vysledek upravime na obvykly tvar.

Pozndmka: U jogurtové kultury vyjadiime mimo celkového poctu bunék v 1 ml (pro

vypocet seCteme pocet kokl a tyCek v jednotlivych zornych polich) také pomér tycek a
kokd.

Priklad 25:

- u smetanové kultury bylo v zornych polich spocitano 67, 91, 56, 83 a 49 kokd,
konstanta mikroskopu je 835 000

- prumérny pocet kokli v zorném poli €ini: (67 + 91 + 56 + 83 + 49):5 = 69,2
- pocet bunék v 1 ml kultury &ini: 69,2 x 835 000 x 0,1 =5 778 200, tj. 5.8 - 10° bunék

Priklad 26:

- ujogurtové kultury bylo v zornych polich spocitano 42, 57, 32, 12 a 49 koki a dale 10,
23, 15, 3 a 28 tycinek, konstanta mikroskopu je 835 000

- pramérny pocet kokl v zorném poli Cini: (42 + 57 +32 + 12 +49):5=38,4

- pramérny pocet ty¢inek v zorném poli ¢ini: (10 +23 + 15+ 3 +28):5 =15,8

- pramérny pocet bunc¢k v zorném poli €ini: 38,4 + 15,8 = 54,2

- pocet bunék v 1 ml kultury &ini: 54,2 x 835 000 x 0,1 = 4 525 700, tj. 4.5 - 10° bunék
- pomér kokt a tyCinek ¢ini: 38,4 : 15,8,t.24:1
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5.3. Mikrobiologické vysetreni pitné vody

Pitnd voda je voda zdravotné¢ nezavadna, kterda ani pii dlouhodobém pouzivani neni
pti¢inou zdravotnich poruch a onemocnéni. Pitnd voda nesmi obsahovat mikroorganismy,
parazity a latky jakéhokoliv druhu v poctu nebo koncentraci, které by mohly ohrozit
vetejné zdravi a musi spliiovat hygienické limity stanovené vyhlaSkou Ministerstva
zdravotnictvi ¢. 252/2004 Sb., ve znéni pozdéjsich predpisi, kterou se stanovi hygienické
pozZadavky na pitnou a teplou vodu a Cetnost a rozsah kontrol pitné vody.

5.3.1. Odbér vzorki

Vzorek se odebira do sterilni odbérové lahve se Sroubovacim uzavérem (vzorkovnice) o
objemu 500 ml. Vypoustéci otvor, z n¢hoz se vzorkuje, se sterilizuje plamenem popf.
jinym zptisobem srovnatelné ucinnosti. Voda se nechd 2 — 3 minuty stejnomérné odtékat.
Poté se nasledné napusti do vzorkovnice potiebné mnozstvi vzorku. Lahev se otevira tésné
pred odbérem, plni se pifimo bez vyplachovani a mezi hladinou a zatkou se ponecha asi 2
cm vzduchovy prostor.

Ze studny bez Cerpaciho zafizeni se vzorek odebere spusténim odbérové ldhve do studny.
Tato lahev musi byt vysterilizovana v obalu z hlinikové folie, ktery se odstrani tésné pied
odbérem.

Vzorky se dopravi do laboratofe v co nejkratS$i dobé v pfepravnich boxech a pokud je to
mozné, teplota okoli se ma udrzet mezi 1 — 5 °C. Zpracuji se nejpozdéji do 24 hod.
V laboratofi musi byt vzorky uskladnény pfi teploté 1 az 5 °C.

5.3.2. Vlastni rozbor

Platnd vyhlaSka stanovuje minimalni rocni cetnost odbéru vzorki pitné vody véetné
rozsahu rozbord — tj. po€et vzorkll pro kraceny rozbor a pocet vzorkil pro uplny rozbor.
Uplny rozbor zahrnuje 62 mikrobiologickych, biologickych, fyzikalnich, chemickych a
organoleptickych ukazatelii. V ptipadé kracené¢ho rozboru je pocet ukazatell snizen na 23.
Ugelem kracenych rozbort je ziskat pravidelné informace o stabilité vodniho zdroje a
ucinnosti Upravy vody.

Hygienické limity pro pitnou vodu jsou platnou legislativou vyjadieny formou meznich
hodnot (MH) a nejvysSich meznich hodnot (NMH). U nevyznamného piekroceni
meznich hodnot mohou byt napravna opatfeni provadéna az po potvrzeni vysledku
opakovanym rozborem. V ptipad¢ piekroceni ukazatelii s nejvyssi mezni hodnotou nemiize
byt voda oznacena za pitnou a napravna opatieni jsou ¢inéna neprodlené.

Mikrobiologické ukazatele a jejich hygienické limity stanovované pii Uplném rozboru
pitné vody pouzivané v potravindiském zatizeni, pitné vody doddvané z rozvodné sité a
pitné vody dodavané ze studni jsou uvedeny v tabulce 12.

Tabulka 11: Mikrobiologické ukazatele stanovované pri uplném rozboru pitné vody.

Ukazatel Jednotka Limit Typ limitu
enterokoky KTJ/100 ml 0 NMH
Escherichia coli KTJ/100 ml 0 NMH
koliformni baktérie KTJ/100 ml 0 MH
pocet kolonii pfi 22 °C KTJ/ml 200 MH
pocet kolonii pii 36 °C KTJ/ml 20 MH
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Pti kraceném rozboru pitné vody pouzivané v potravinaiském zafizeni, pitné vody
dodavané z rozvodné sité a pitné vody dodavané ze studni se stanovuji: Escherichia coli,
koliformni baktérie, pocty kolonii pti 22 °C, pocty kolonii pii 36 °C. Ackoli to platnd
legislativa nevyzaduje, i v pripadé kraceného rozboru stanovuje rada laboratori takeé enterokoky.

Pro ucely rozboru vod lze povazovat enterokoky a E. coli za indikatory fekalniho
znecisténi. Vyskyt koliformnich baktérii neni vzdy diikkazem fekalniho znecisténi, protoze
nékteré koliformni baktérie se bézné€ vyskytuji v pidé a povrchovych sladkych vodach a
nejsou vzdy intestinalniho piivodu. Koliformni baktérie mohou pouze indikovat zavady pti
upraveé vody ¢i jeji distribuci. Stanoveni poctu kolonii pii 22 °C a pfi 36 °C je ucelné pro
posouzeni Cistoty podzemnich vod a uc¢innosti procesti upravy vody, jako je koagulace,
filtrace a dezinfekce, a indikuje Cistotu a neporuSenost distribu¢niho systému. Hlavni
vyznam stanoveni poctu kolonii spociva v detekci zmén ocekavanych hodnot v pribéhu
dlouhodobého sledovani. Kazdé nahlé¢ zvysSeni poctu organismii muze byt vcasnym
varovanim pied vaznym zneciSténim a vyzaduje okamzité opatieni.

U kraceného i uplného rozboru v piipadé pitnych vod upravovanych piimo zvod
povrchovych nebo u podzemnich vod ovlivnénych povrchovymi vodami se stanovuje
Clostridium perfringens. Platna vyhlaska stanovuje dalsi mikrobiologické ukazatele (napf.
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, atypicka mykobakteria, legionely)
s hygienickymi limity pro balenou pitnou vodu, vodu dodavanou pro nahradni
zasobovani a teplou vodu.

5.3.3. Metody rozboru

& | —— Stanoveni koliformnich baktérii a Escherichia coli se

provadi metodou membranovych filtri (pory o velikosti
0,45 pum). Filtruje se 100 ml vzorku. Filtry se kladou na
povrch agaru s tergitolem (TTC). Inkubace se provadi
aerobn¢ pii 37 °C po dobu 24 hod. Typické
laktozapozitivni kolonie vykazuji tvorbu Zlutého zbarveni
média  pod membranovym  filtrem.  Naslednou
biochemickou charakterizaci se stanovi pocet kolonii
koliformnich bakterii a E. coli. Jako koliformni bakterie se
pocitaji vSechny kolonie, které maji negativni oxidazovy
test. Jako E. coli se pocitaji vSechny kolonie, které maji
Obr. 16: Umistént filtru do filtratni  negativni oxiddzovy test a pozitivni test na tvorbu indolu
aparatury. (viz schéma 24). Jejich pocet na membranovém filtru se
vyjadii jako KTJ ve 100 ml vzorku.

Stanoveni_enterokokii se provadi metodou membranovych filtrGi (pory o velikosti 0,45
um). Filtruje se 100 ml vzorku. Filtry se kladou na povrch Slanetz-Bartley agaru (S-B).
Inkubace se provadi aerobné pii 37 °C po dobu 48 hod. Typické kolonie maji
hnédocervenou barvu, jejich poc¢et na membranovém filtru se vyjadii jako KTJ ve 100 ml
vzorku.

Pocet kolonii pii 22 °C se stanovuje metodou zaliti 1 ml nefedéného vzorku agarem
s kvasni¢nim extraktem. Inkubace se provadi aerobné pii 22 °C po dobu 72 hod. Celkovy
pocet kolonii vyrostlych v kultivaénim médiu se vyjadii jako KTJ v 1 ml vzorku.

Pocet kolonii pii 36 °C se stanovuje metodou zaliti 1 ml nefedéného vzorku agarem
s kvasni¢nim extraktem. Inkubace se provadi aerobné piti 36 °C po dobu 48 hod. Celkovy
pocet kolonii vyrostlych v kultiva¢nim médiu se vyjadii jako KTJ v 1 ml vzorku.
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Metoda membranovych filtra je zalozena na filtraci urcitého
objemu vzorku vody membranovym filtrem s velikosti port,
kterd je dostatecnd pro zachyceni baktérii. Filtr se pokladd na
povrch pevného kultivaéniho média a po inkubaci se pocitaji
typické kolonie (viz kapitola 2.1.3.).

Obr. 17: Umisténi filtru na
zivnou pudu.

membranova filtrace 100 ml vzorku pitné vody
TTC agar, 37 °C, 24 hodin, acrobné

!

oxidazovy test
(konfirmujeme kazdou Zluté zbarvenou kolonii)

!

kolonie s negativni reakci = pocet koliformnich bakterii

!

prikaz tvorby indolu
(konfirmujeme kazdou oxidaza negativni kolonii)

l

kolonie s pozitivni reakci = pocet Escherichia coli

Schéma 24: Stanoveni koliformnich baktérii a E. coli v pitné vode.
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5.4. Stanoveni mikrobidlni kontaminace prostredi potravindrskych
provozi

Pti vyrobé potravin, jejich upravé, prepravé a ostatni manipulaci je potieba kontrolovat
hygienickou uroven pracovnich a jinych ploch, nacini, strojniho zafizeni, rukou a odévl
pracovniki, a to v navaznosti na syst¢tm HACCP. Mikrobiologicka kontrola povrchii se
realizuje pomoci rychlych, levnych a jednoduse proveditelnych metod. Vyuziva se ke
kvantitativnimu i kvalitativnimu stanoveni, hodnotit 1ze rovné i ¢lenité plochy.

5.4.1. PouZivané metody

Vzorky z povrchu Ize odebrat riznymi metodami, v soucasnosti nejpouzivanéjSimi jsou
metoda stérovd a metoda otiskova (napt. Hygicult®, Petrifilm™, kontaktni plotny).
Z neptimych metod potom ATP bioluminiscenéni metoda ¢&i piimé epifluorescencni
technika (DEFT).

Stérovd metoda vyhovuje téméf vSem povrchiim, postup provedeni je uveden v kapitole
2.1.4. Reprodukovatelnost vysledkl stérové metody vyznamné ovliviiuje zkusenost osoby
odebirajici vzorky. Zvladnuti metody vyzaduje praxi a peclivost, odbérovy tampon musi
byt tlacen na stirany povrch urCitym tlakem. Po odbéru se musi tampon vlozit do
zkumavky, aniz by doslo k jeho kontaminaci. Metoda rovnéz vyzaduje laboratorni zdzemi
pro kultivaci vzorkii plotnovymi metodami. Provedeni stérové metody je v porovnani
s otiskovou pomalejsi a vyZaduje vétsi zkuSenost provadéjici osoby. Na druhé strané jsou
vysledky pfesnéjsi nez je tomu u otiskové metody.

Otiskovda metoda (viz kapitola 2.1.6., resp. 2.1.10.) se nejlépe hodi pro rovné povrchy.
Nerovny povrch (napt. dievény povrch) mize znemoznit dotek celého povrchu agaru
S vySetfovanym mistem a tim odbér nereprezentativniho vzorku. Otiskovd metoda je
jednoduché a nevyzaduje moc zkuSenosti. Vysledky nedosahuji irovné stérové metody, ale
pro zhodnoceni hygienické tirovné vySetfovaného povrchu jsou dostacujici.

Mnozstvi baktérii stanovené stérovou nebo otiskovou metodou je v korelaci se skute¢nou
urovni kontaminace daného povrchu. Nicméné z povrchu je uvolnéna pouze Cast
pritomnych baktérii, u otiskové metody je to pouze 0,1 % a u stérové metody 10 — 40 %.
Velkou mérou to zavisi na charakteru vySetfovaného povrchu. Ackoli jak stérovd, tak
otiskova metoda odhali pouze cast mikroorganismii ptitomnych na povrsich, jsou tyto
mikroorganismy s nejvétsi pravdépodobnosti témi, které kontaminuji vyrobky, jez piijdou
s danym povrchem do styku.

Dvojstupiiova technika stéru: zkouseny povrch vymezeny Sablonou nejprve otirame zvicenym tamponem,
ktery nasledné umistime do zkumavky s 10 ml vediciho roztoku. Poté se taz plocha otira suchym tamponem,
ktery vilozime to téze zkumavky. Zkumavku s obéma tampony protiepavame na Vortexu po dobu 5 sekund.

Pokud predpoklidime na zkouSeném povrchu pritomnost rezidui dezinfekcnich prostiedki, vzorkovdni
provadime nejdrive po dvou hodindach po ukonceni dezinfekce a prednostné z povrchii, které jiz oschly.
V nékterych pripadech je vhodnée, aby zZivna média i Fedici roztok obsahovaly vhodné neutralizacni
prostredky, napr. Tween 80 a lecitin pro neutralizaci kvartérnich amonnych soli a amfotenzidu.

Nedilnou soucéasti hodnoceni mikrobiologické cistoty prostiedi vyrobnich podnikil ¢i
laboratofi je také kontrola mikrobiologického zatiZzeni ovzdu$i. K béZzné kontrole se
pouziva metoda spadu (viz kapitola 2.1.9.), k objektivnimu hodnoceni 1ze vyuzit aeroskop.
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5.4.2. Hodnoceni vysledki

Jednou z moznosti hodnoceni vysledki mikrobiologického zkouseni povrchii je pouziti
tzv. hygienického skore. Jednotliva hygienicka skore mohou mit rizné hodnoty, a to
Vv zavislosti na zkouseném povrchu.

Kontrola uc¢innosti Cisténi a dezinfekce je zahrnuta ve vyhldasce Ministerstva zemédélstvi C.
289/2007 Sb. ve znéni pozdéjsich predpisii, o veterindrnich poZadavcich na Zivolisné
produkty, které nejsou upraveny piimo pouZitelnymi piedpisy Evropskych spolecenstvi.

Podle této vyhlasky stéry z povrchu vyrobniho zaiizeni odebrané z plochy 10 cm? po
skonceni ¢isténi a dezinfekce nesmi obsahovat:

- vice nez 102 aerobnich a fakultativné anaerobnich mikroorganismt (CPM).
- salmonely.

5.5. Mikrobiologické vyetreni oball a obalovych materidli

Obal hraje dulezitou roli pfi ochrané potravin pfed kontaminaci z vnéjSiho prostredi,
soucasn¢ vSak muiiZze byt i zdrojem sekundarni kontaminace potravin. Z tohoto divodu
musi byt obaly potravin mikrobiologicky vyhovujici a nesmi zhorSovat nejen
mikrobiologické, ale 1 fyzikalné-chemické a senzorické vlastnosti potraviny. Tuto
problematiku tesi vyhldska Ministerstva zdravotnictvi ¢. 38/2001 Sb. ve znéni pozdéjsich
piredpisii, o hygienickych poZadavcich na vyrobky urcéené pro styk s potravinami a
pokrmy.

Na zékladé této vyhlasky vyrobky uréené pro styk s potravinami nesméji:

a) obsahovat patogenni nebo podminéné patogenni mikroorganismy,
b) byt zdrojem mikrobialniho zne¢isténi potravin,
c) narusovat zadouci mikrobialni a enzymatické pochody v potraving.

V soucasné dobé nejsou legislativné stanoveny konkrétni limitni hodnoty mikrobialni
kontaminace obalt. Obecné jsou vZdy vyssi poZadavky kladeny na obaly pfichazejici do
piimého styku s potravinami oproti obalim, které do piimého styku s potravinami
nepfichazi. Zvlastni poZadavky jsou potom kladeny na obaly, ptichdzejici do pfimého
styku s vyrobky détské a kojenecké vyzivy.

Pro orienta¢ni zhodnoceni Grovné mikrobidlni kontaminace obald lze pouZit nasledujici

doporucené hodnoty:

- obaly pfichazejici do pi¥imého styku s potravinou: &isty obal — CPM maximalné 102
KTJ/100 cm?

- obaly nepfichazejici do styku s potravinou ¢i jen kratkodobé: Cisty obal — CPM
maximalné 10° KTJ/100 cm?

- sklenéné obaly: dobie umyta ldhev — CPM maximélné 10' KTJ/1 ml vyplachového
roztoku

Mimo stanoveni celkového poctu mikroorganismil se pii vySetfeni obalil vénuje pozornost
také stanoveni poctu plisni, a to z divodu mozného zdravotniho ohrozeni konzumenta
jejich toxickymi metabolity (mykotoxiny). U nékterych typt oballl (napf. jedlé stievo —
cutisin) je vhodné vySetieni zaméfit také na stanoveni baktérii Celedi Enterobacteriaceae ¢i
koliformnich baktérii.
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5.5.1. Odbér vzorki
Zpisob odbéru vzorki se 1isi podle druhu a uspotadani obali:

- kelimky ci jiné obaly, které jsou slozeny do sebe ve sloupcich: odebereme nékolik kust
vlozenych do sebe a zabalime do sterilntho papiru ¢i polyetylenového sacku.
Odebirame-li jednotlivé kusy, potom kazdy kus balime zvlast. Obal vzorku uzavieme,
ptelepime a oznacime.

- obalovy material vrolich: po odvinuti ¢asti obalu sterilnim skalpelem vyfizneme
nékolik vrstev o rozmérech cca 10 x 10 cm tak, Ze se nejdiive vyfiznou tii strany,
vyfiznutd ¢ast se odklopi, uchopi do sterilni pinzety a dalSim fezem se odiizne
zbyvajici strana. Vzorek se ulozi do sterilni obalky ¢i polyetylenového sacku, uzavie,
prelepi a oznaci.

- obalovy material v balikach: sejmeme nékolik vrchnich listd a vlastni odbér provedeme
stejn€ jako u roli.

- sacky: odebereme nékolik kusti a vlozime do sterilniho polyetylenového sacku,
uzavieme pireloZenim okraje sacku, ptelepime a oznac¢ime.

5.5.2. Pouzivané metody

K vySetfovani mikrobiologické kvality obald lze pouzit rizné metody, pficemz
pouzitelnost jednotlivych metod je v ur€itych ptfipadech dana materidlem nebo druhem
obalu, popt. i jeho tvarem ¢i velikosti.

Nejcastéji pouzivanou a soucasné nejucinnéjsi metodou je stér, ktery lze pouzit u riznych
druhti obalovych materialt. Pti jeho provedeni se doporucuje k fedicimu médiu (obvykle
se pouziva tzv. Butterfieldiv roztok) pfidavat detergencni ptipravek v mnozstvi 0,1 %
(napt. Tween 80), ktery umozni lepsi smacitelnost povrchu obalu a tim 1 vyS$i zachyt
mikroorganismil. Popis provedeni stérové metody je uveden v kapitole 2.1.4.

Pii vySetieni kelimkt stirame navlhéenym tamponem u malych kelimka celou vnitini
plochu, u vic¢ek celou plochu, ktera je pifi uzavieni obracena dovnitf. U vétSich oball se
setfe ryha mezi dnem a sténou a takova ¢ast vnitini stény, aby celkova plocha byla asi 50

cm?,

Dals$i moznosti je otiskovd metoda, pti které mizeme vyuzit rizné druhy kontaktnich
ploten ¢i otiskovych nosi¢li (napt. Hygiculty). Zachyt mikroorganismil je vSak u otiskové
metody nejniz§i. Na druhou stranu je to metoda rychld a jednoduse proveditelna (popis
metody viz kapitola 2.1.6.).

U sklenénych obalu ¢i plastovych lahvi a sackt, dale piepravnich oballi a nadob se provadi
metoda vyplachu (popis viz kapitola 2.1.8.).

Pii vySetfeni papirovych obalil, riznych fo6lii ¢i obalt propustnych pro koloidy (napft.
cutisin) lze vyuzit metody prelivu. Nezbytnym predpokladem pouziti této metody je
schopnost obalu umoznit difuzi zivnych latek z ptady.

Pfi metod¢ pielivu miizeme postupovat dvojim zpiisobem:

a) obal odvazime, nastithame na malé kousky (cca 1 x 1 cm), polozime na dno sterilni
Petriho misky a pielijeme Zivhym médiem, po ukonceni kultivace poc¢itame kolonie

v

vyrostlé na vnéjsi 1 vnitini ploSe obalu a vysledek piepocitame na 1 g vzorku.
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b) kousky obalu klademe na zivné médium v Petriho misce a nasledné zalijeme tenkou
vrstvou téze pudy. Vyhodou tohoto zpiisobu je vyssi zachyt mikroorganismi na spodni
stran¢ obalu a lepsi manipulace se vzorky.

U folii ¢i jedlych stfev lze pouzit také metodu oplachu, kdy je vzorek intenzivné
protfepavan v fedicim médiu s pfidavkem detergentu (pomér 1:10), popis metody je
uveden v kapitole 2.1.7.

K mikrobiologickému vySetfeni silnych papirt, zejména kartoni a lepenek je vhodné
pouzit dezintegracni metodu, kdy po navazeni ptriddme k vzorku fedici médium a
homogenizujeme ho. Vyhodou je, Ze pii dezintegratni metodé zachytime i
mikroorganismy nachazejici se mezi jednotlivymi vrstvami obalu, tj. vnitini kontaminaci
obalu.

5.6. Stanoveni rezidui inhibiénich latek

Jako inhibi¢ni latky oznacujeme latky, které omezuji nebo zastavuji rust mikroorganismd.
Screeningové mikrobiologické stanoveni rezidui inhibi¢nich latek (RIL) se provadi
plotnovymi metodami a komer¢éné vyrabénymi Sirokospektralnimi testy (napt. Eclipse 50
test, BR test). Pro rychlé stanoveni RIL slouzi také selektivni rychlotesty, pouzivané
hlavné pro prvotni diagnostiku v mlékarenské praxi (napf. Beta-Star test, Delvo-X-Press
test, Snap testy, Charm ROSA testy).

Vlastni stanoveni RIL je ddno Metodickym pokynem na stanoveni rezidui inhibicnich
latek ve tkanich, mléce, vejcich a potravindch ze dne 1. 6. 2008, ktery vydala Narodni
referencni laboratof SVS pro mykotoxiny a dal$i pfirodni toxiny, barviva a antibakterialni
(inhibicni) latky a rezidua veterindrnich 1éCiv.

5.6.1. Plothové metody

Plotnové metody pracuji na principu agarového difuzniho testu, kdy se vzorky umisti na
Petriho misku obsahujici agarovou plidu inokulovanou testovacim kmenem. Rust
testovaciho kmene se projevi zakalenim testovaci agarové plotny po inkubaci. Difuze
antibakterialni latky se projevi tvorbou zony inhibice rlstu testovaciho kmene okolo
vysetfovaného vzorku.

K testovani ptitomnosti RIL se pouzivaji nasledujici metody:

- 4-plotnova metoda (plotny ¢. 1 —4)

- metoda s kmenem Geobacillus stearothermophillus var. calidolactis C953 (plotna ¢. 5)
- metoda s kmenem Escherichia coli (plotna ¢. 6)

5.6.1.1. Priprava testovacich ploten

Postup pfipravy testovacich ploten je uveden ve zminéném metodickém pokynu.
Jednotliva zivna média se pfipravuji dle pfedepsané receptury, provede se uprava pH a po
sterilizaci se puda obohati suspenzi pfislusného testovaciho mikroorganismu. Pfipravené
testovaci agary se davkuji po 4 ml do ptfedehiatych sterilnich sklenénych Petriho misek o
pruméru 90 mm, v piipadé metody s Escherichia coli v mnozstvi 5 ml. Pouzitelnost takto
pfipravenych ploten je 7 dn pfi chladnickové teploté, kde musi byt umistény dnem vzhtiru
vV mikroténovych séccich, abychom zabranili jejich vysychani.
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Tabulka 12: Prehled testovacich kmenii a inkubacnich podminek.

Bakterialni kmen Inkubacni podminky Plotna
Bacillus subtilis BGA CCM 4062 30 °C, 24 hod., aerobné 1,2, 4
Kocuria rhizophila CCM 552 37 °C, 24 hod., aerobné 3

Geobacillus stearothermophilus var. o .
calidolactis C953 CCM 5965 64 °C, 5 hod., aerobné >
Escherichia coli CCM 7372 37 °C, 24 hod., aerobné 6

5.6.1.2. Kontrola citlivosti testovacich ploten

Plotny 1-5: Citlivost testovacich ploten sledujeme v den pfipravy pouzitim sterilnich
papirovych diskli o priméru 6 mm, na které pifimo na plotn¢ aplikujeme automatickou
pipetou 10 pl ptislusného pracovniho roztoku antibiotika (PNC — penicilin, STM —
streptomycin) nebo sulfonamidu (SU).

Plotna 6: V piipad¢ plotny s E. coli pouzijeme sterilni papirovy disk o priméru 9 mm, na
ktery davkujeme 30 pl pracovniho roztoku ciprofloxacinu (CIP).

Tabulka 13: Kontrola citlivosti testovacich ploten.

prl:ft()i\?:ilho kor?(]:)e,;lteriltl:g na Testovaci kmen Velikost inhibic¢ni
roztoku / ml plotné / 10 pl* a pH pudy zony v.mm
PNC 1 IU 0,01 IU Bac'gﬂsg%b““s 6+1,5
STM 100 pg 1,00 ug Bac'gllfgs%bt”'s 81,5
STM 100 pg 1,00 ug Kocuréﬂg'?ph”a 6+15
SU 50 pg 0,50 ug Bac':::lf?s‘;bt”'s 6+1,5
Geobacillus
PNC 11U 0,01 1U stearothermophilus 11+1,5
pH 8,0
CIP 0,1 pg 0,003 pg ESChSL'Cg'g‘ coli 55+1,5

* v ptipadé plotny s E. coli 30 pl

5.6.1.3. Obecné zasady provedeni plotnovych metod

- Vv den testovani pfi pouZiti jedné Sarze pid davame kontrolni disk s pozitivni kontrolou
jen na jednu testovaci plotnu;

- vzorky pfipravujeme za aseptickych podminek;

- odstranéni vlivu pfirozenych inhibitord v Cerstvém syrovém mléce Ize provést
inaktivaci vzorku mléka zahtatim na 85 °C po dobu 5 minut;

- vzorky vySetfované plotnovymi metodami musi mit pH v¢étsi nez 6,0 - kyselé vzorky na
plotnovych metodach zpiisobuji faleSnou pozitivitu vzorku!

- vzorky siln¢ mikrobidlné¢ kontaminované nejsou vhodné k vySetient;

- vzorky by mély byt doruceny do laboratore bud’ chlazené s minimélnim casovym
zpozdénim nebo ve zmrazeném stavu;
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- plotny se vzorky aplikovanymi na disk se inkubuji dnem vzhtru;

- plotny se vzorky tkani, tuhych potravin a vzorky aplikované do dutych valecki se
neobraceji!

- mikrobiologické metody nejsou vhodné pro zjistovani RIL v medu.

1.
Bacillus subtilis

pH = 6,0

2.
Bacillus subtilis

pH = 8,0

3.
Kocuria rhizophila

pH = 8,0

makrolidy
beta-laktamy

aminoglykosidy tetracykliny

4, 5. 6.
Bacillus subtilis Geobacillus Escherichia coli
+ trimethoprim stearothermophillus pH = 8,0

pH=72 pH=8,0

chinolony

beta-laktamy
aminoglykosidy

sulfonamidy

Obr. 18: Prehled pouzivanych ploten a typ testovanych antimikrobidalnich latek.

5.6.1.4. Pracovni postup pro zpracovani vzorki

Mléko: Vzorek mléka dobie promichdme, sterilni papirovy disk (primér 12,7 mm)
ponofime Castecné do vzorku a nechame rovnomérné nasdknout, piebytek vzorku
odstranime otfenim o vnitini stranu vzorkovnice. Disky se vzorky ddvame dvojmo —
uhlopfti¢né na povrch agaru v Petriho misce + disk s pozitivni kontrolou. Na jednu plotnu
davame maximalné 4 disky se vzorky. Tento zpiisob se pouziva také v pripadé vysetieni konzumniho
mléka, syrovatky, suseného mléka a syrovatky, slehacky a kondenzovaného mléka.

Tkané: vzorky tkani zpracujeme tak, ze sterilnimi ntizkami z hloubky tkané vystfihneme
vzorek o velikosti 7x7x7 mm, vzorky davame dvojmo — uhlopti¢né na povrch agaru
v Petriho misce + disk s pozitivni kontrolou. Na jednu plotnu ddvame maximaln¢ 4 vzorky
tkdn€. Doporucuje se nedavat na jednu plotnu soucasné vzorky svalli a organi.

Vejce: V pripadé vysetfeni syrovych vajec je nutné nejprve provést tepelnou inaktivaci
inhibiénich latek pFirozené se vyskytujicich v bilku. Zloutek i bilek zhomogenizujeme. Do
2 mikrozkumavek Eppendorf napipetujeme 0,5 ml fosfatového pufru a ptidame 0,5 ml
vajeCné melanze, nechdme 5 minut protiepat na mikrotiepacce. Jednu zkumavku
inaktivujeme 20 minut ve vodni 1azni pii teploté 71 °C. Druha neinaktivovana zkumavka
slouzi jako pozitivni kontrola. Na Zivnou pidu v Petriho misce umistime sterilni duté
valecky, do kterych davkujeme po 100 ml inaktivovaného vzorku. Vzorky ddvdme dvojmo
— uhloptiéné na povrch agaru v Petriho misce. Stejnym zplsobem se aplikuje i
neinaktivovany vzorek vajec (pozitivni kontrola).
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Potraviny: Vzorky pevnych potravin zpracujeme stejnym zpusobem jako tkané, vzorky
polotekutych potravin ddvame do sterilnich kovovych valeckd. Kyselé potraviny s pH
< 6,0 se musi pied analyzou upravit 5 M NaOH tak, aby vzorek m¢l hodnotu pH > 6,0.

Inkubaéni podminky pro jednotlivé plotny jsou uvedeny v tabulce 12.

5.6.1.5. Hodnoceni vysledkii
Po ukonceni inkubace méfime velikost vzniklé Ciré inhibi¢ni zony, a to od okraje vzorku
po okraj inhibice ristu. Dojde-li k uvolnéni tekutiny ze vzorku (napf. pfi vySetfeni masa ¢i
organil), métime inhibi¢ni zénu od okraje vysrazené tekutiny k okraji inhibice rtstu.
Plotnové metody umoziuji skupinovou identifikaci inhibi¢ni latky (viz obrazek 16) a podle
velikosti inhibi¢ni zony i odhad jeji pfiblizné koncentrace.
Miéko:
Plotnal -4 negativni vysledek = inhibi¢ni zéna <2 mm
pozitivni vysledek = inhibi¢ni zéna >2 mm
Plotna 5 negativni vysledek = inhibi¢ni zéna < 1 mm
pozitivni vysledek = inhibicni zéona > 1 mm
Plotna 6 negativni vysledek = inhibi¢ni z6na <2 mm
pozitivni vysledek = inhibi¢ni zéona >2 mm
Tkané, vejce, potraviny:
Plothal -4 negativni vysledek = inhibi¢ni zona <2 mm
pozitivni vysledek = inhibicni zona >2 mm
Plotna 5 negativni vysledek = inhibi¢ni zéona <4 mm
pozitivni vysledek = inhibi¢ni zona >4 mm
Plotna 6 negativni vysledek = inhibi¢ni z6na <2 mm
pozitivni vysledek = inhibi¢ni zéna >2 mm

Tabulka 14: Minimdlni rozsah vysetieni na RIL pro potreby stdtniho dozoru.

Plotnal Plotna2 Plotna3 Plotna4 Plotna5 Plotna6
Miéko + + + +
Tkané + + + + + +
Vejce + + + +
Potraviny + + + + + +

Vzorek ozna¢ime za pozitivni, jestlize vysledek obou paralelnich vzorkil je pozitivni.
Vzorek ozna¢ime za negativni, jestlize vysledek obou paralelnich vzorkid je negativni.
Vyjde-li jeden paralelni vzorek pozitivni a druhy negativni, jedna se o podeziely vzorek a
test je nutné opakovat. Je-1i vysledek opakovaného testu pozitivni, oznacime vzorek za
pozitivni a obracené.

5.6.2. Sirokospektrdlni testy

Sirokospektralni rychlotesty jsou mikrobiologické testy umoziujici screeningové vysetfeni
syrového kravského mléka ¢i jinych produktii zivoc¢isného plivodu, at’ uz v prvovyrobe,
V potravinaiskych podnicich ¢i akreditovanych laboratofich. Jejich vyhodou je Siroké
detek¢ni spektrum, jednoduché provedeni, relativné nizka cena a pouzitelnost pro vysetieni
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velkého poctu vzorkii. Na druhou stranu neumoziuji specifickou detekci antibiotik, maji
limitované detekéni limity a jsou pouze kvalitativni.

Jednotlivé druhy Sirokospektralnich rychlotesti se vzajemné 1iSi druhem testaniho
mikroorganismu (nejéastéji se pouziva Geobacillus stearothermophilus var. calidolactis),
pouzitym indikatorem, inkubacni dobou a teplotou, spektrem a detek¢nimi hladinami
stanovovanych latek. Mezi pouzivané metody patii napt. Eclipse Test, Charm Farm Test ¢i
BR-Test®.

5.6.2.1. Test Eclipse 50

Test Eclipse 50 je zaloZen na principu inhibice mikrobidlniho rstu. Test je ve formé
mikrodestic¢ek, jejichz jamky obsahuji agar s testovacim mikroorganismem (Geobacillus
stearothermophilus) a indikator pH. Test je vhodny pro detekci penicilinu a
tetracyklinovych antibiotik, je citlivy také na detergenty a desinfekéni latky. Narodni
referencni laboratofi je doporucen jako Sirokospektralni rychlotest pro stanoveni RIL
v mléce a vejcich.

Provedeni testu:

Po oddé¢leni pfilnavé folie se vzorek mléka v mnozstvi 50 pl napipetuje do jamky
mikrotitra¢ni desticky. Po naneseni vzorkd a kontrol vzorka desticku prekryjeme folii a
nechdme inkubovat pfti teploté 65 °C po dobu asi 2,5 — 3 hodin (sledujeme zménu barvy
kontroly na zlutozelenou a poté inkubujeme jesté 15 minut).

Hodnoceni testu:

negativni vzorek — zlutozelené zbarveni, nejsou pfitomna antibiotika nad stanoveny limit

podeziely vzorek — modrozelené zbarveni, koncentrace pfitomnych antibiotik je blizko
detek¢niho limitu a analyzu je tfeba opakovat

pozitivni vzorek — fialové zbarveni, potvrzena pfitomnost antibiotik

5.6.2.2. BR-Test® AS Brilliant

BR-Test® AS Brilliant je test ureny pro stanoveni rezidui antibiotik a sulfonamidi
V syrovém mléce. Agarové Zivné médium modré barvy je umisténo v mikrotitratnich
desti¢kach, stripech ¢&i jednotlivych zkumavkach. Zivné médium obsahuje spory
testovaciho mikroorganismu — Geobacillus stearothermophilus a redox indikator
brilliantovou cern.

Hodnoceni testu:

negativni vzorek — zména barvy agarového média z modré na Zlutou
pozitivai vzorek — z(stava modré zbarveni, potvrzena piitomnost antibiotik
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6. Legislativni predpisy v oblasti mikrobiologie potravin

Cilem nasledujici kapitoly neni podat Gplny piehled platnych pravnich predpist v oblasti
mikrobiologie potravin. Je zaméfena na stru¢ny vyklad nafizeni komise (ES) ¢. 2073/2005,
jehoz znalost a schopnost interpretace je pro absolventy Fakulty veterinarni hygieny a
ekologie VFU Brno prioritni.

6.1. Narizeni komise (ES) ¢. 2073/2005
Narizeni komise (ES) & 2073/2005 o mikrobiologickych kritériich pro potraviny ve znéni

naiizeni komise (ES) ¢ 1441/2007 je zékladnim legislativnim pfedpisem pro
mikrobiologickou kontrolu potravin. Dopliuje tzv. hygienicky balicek (Naftizeni (ES) €.

852/2004, 853/2004, 854/2004, 882/2004).

Hlavni odpovédnost za bezpecnost potravin je kladena na provozovatele potravinaiskych
podniki, ktefi musi zajistit, aby potraviny spliiovaly pfislusna mikrobiologicka kritéria. Za
timto c¢elem musi ve vSech fazich vyroby, zpracovani a distribuce zajistit, aby suroviny a
potraviny spliiovaly kritéria hygieny vyrobniho procesu a aby po celou dobu udrznosti
potravin byla dodrzovéna kritéria bezpe¢nosti potravin.

6.1.1. Priloha I
Nejdilezitéjsi ¢asti natizeni 1441/2007 je priloha I, ktera je rozdélena do tii kapitol:

- Kapitola 1 — Kritéria bezpecnosti potravin obsahuje ukazatele zdravotni nezavadnosti a
jejich nedodrzeni musi vést ke stazeni zdvadné potraviny ztrzni sité. Zdravotni
nezavadnost je az na vyjimky uréena patogennimi mikroorganismy Listeria
monocytogenes a rodem Salmonella. Z dalsich mikroorganismti je to Cronobacter
sakazakii (suSena pocateéni kojenecka vyziva) a E. coli (zivi plzi, mlzi), metabolit
histamin (nékteré druhy ryb) a stafylokokové enterotoxiny (syry, suSené¢ mléko).

- Kapitola 2 — Kritéria hygieny vyrobniho procesu obsahuje ukazatele hygieny vyroby.
Ktémto ukazateld patii vétSinou indikatorové  mikroorganismy  (Celed
Enterobacteriaceae, E. coli, pocet kolonii aerobnich mikroorganismti — CPM), ale také
rod Salmonella, koagulazopozitivni stafylokoky a Bacillus cereus. Jejich nedodrzeni
musi vést k takovému opatieni ke zlepSeni hygieny ve vyrobg, aby byla zajiSténa
naprava nevyhovujiciho stavu.

- Kapitola 3 — Pravidla pro odbér vzorkit a piipravu zkuSebnich vzorki stanovuje
Cetnost odbéru u nekterych komodit napft. jate¢né upravenych tél skotu, prasat, ovci,
koz, driibeze, mletého masa, masnych polotovart.

Kapitola 1 a 2 obsahuje tabulky uvadéjici pro jednotlivé kategorie potravin
mikroorganismy, jejich toxiny nebo metabolity, jejichz vySetfeni je pozadovano. Dale
tabulky obsahuji vzorkovaci schéma, kdy je vzorek tvofen néckolika dil¢imi vzorky.
Minimalni pocet dil¢ich vzorki (n) je zpravidla uren poctem n = 5. Pro jednotlivé
ukazatele je dana limitni hodnota (napf. pocCet KTJ/g nebo neptitomnost daného
mikroorganismu v 10 g). U nekterych ukazatel je limit ur¢en rozmezim dvou hodnot m a
M, v takovém pfiipad¢ je vzdy stanoven pocet jednotek vzorku (c), jejichz hodnoty
pfevySuji m, ale maximalni hodnota, které mohou dosdhnout je M.
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Plin odbéru vzorki (') Limity (%) X :
Féze, na niZ s kritérium | Opatfeni v pfipadé nevyhowujicich

Kategorie potravin Mikroorganismy i s
: : ¥ : Zins vztahuje vysledkd
metoda (%)

2.1.6 Mleté maso pocer kolonii aerob- 5 2 5 x 10° KTJJg 5 x 10° KTJfg ISO 4833 | konec vyrobniho zlepSeni hygieny vyroby
nich mikroorga- procesu a zlepdeni v oblasti vybéru
nismi () ajnebo pilivodu surovin

Obr. 19: Narizeni ¢. 2073/2005 — Priloha I - Kapitola 1 — ukdzka.

Priklad: mleté maso — stanoveni poctu kolonii aerobnich mikroorganismit (CPM): je pozadovano vysetieni 5
diléich vzorkii (n), limitni hodnota (m) je 5.10° KTJ/g, ale pro 2 diléi vzorky z péti (c) je mozny limit (M)
5.108 KTJ/g.

Dalsi soucasti tabulek je uvedeni analytické referen¢ni metody cislem piislusné ISO
normy, vyrobni faze na niz se Kritérium vztahuje (napi. produkty uvedené na trh béhem
doby tudrznosti, konec vyrobniho procesu) a v Kapitole 2 také opatieni v pripadé
nevyhovujicich vysledkii (napt. zlepSeni hygieny vyroby, zlepSeni v oblasti vybéru
surovin).

V nasledujicich kapitoldch (6.1.2 a 6.1.3) se pokusime pfiblizit nejdilezitéjsi informace
tykajici se problematiky stanoveni Listeria monocytogenes a mikrobiologického vysetieni
tél jateCné upravenych zvitat, ptedem upozoriiujeme, Ze se jedna o uvedeni zakladnich
informaci nikoli o Gplny vycet.

6.1.2. Stanoveni Listeria monocytogenes

Baktérie Listeria monocytogenes je uvedena v Kapitole 1 na prvnim misté (¢ast 1.1, 1.2,
1.3). Potraviny uréené k pfimé spotiebé, u nichz je vySetieni v souvislosti s Listeria
monocytogenes pozadovano, se d¢li na tii skupiny:

a) Vyrobky pro kojence a zvlastni 1éCebné ucely — u téchto produktti uvedenych na trh
béhem doby udrznosti nesmi byt L. monocytogenes pfitomna ve 25 g;

b) wvyrobky podporujici ritst L. monocytogenes — pied opusténim potravinaiského podniku
a distribuci do trzni sit€ nesmi byt pfitomnost L. monocytogenes ve 25 g potraviny a
béhem doby tidrznosti na trhu je limit 10 KTJ/g. V ptipadg, Ze vyrobce je schopen na
zakladé provedené specialni studie prokazat, Ze vyrobek neptekro¢i limit 102 KTJ/g po
celou dobu udrznosti potraviny, nemusi vyrobek spliiovat limit nepfitomnost Listeria
monocytogenes ve 25 g potraviny pfed distribuci do trzni sité.

C) vyrobky nepodporujici rist L. monocytogenes — limit pro po¢ty LM u téchto produkti
uvedenych na trh béhem doby tdrznosti je 100 KTJ/g.

Je dilezité potraviny urcené k pfimé spotiebé spravné zaradit do pfisluSné kategorie.
Nafrizeni jednoznac¢né definuje vyrobky rist L. monocytogenes nepodporujici, vSechny
ostatni vyrobky se povazuji za rist podporujici. Aby byly vyrobky zatfazeny do skupiny
nepodporujici riist L. monocytogenes, musi splnit alesponl jedno z nésledujicich kritérii:

a) vyrobek s dobou udrznosti pod 5 dnt

b) pH<44

c) aw<0,92

d) pH <S5 azaroven aw < 0,94.

Pravidelné provadéni vySetfeni v souvislosti s L. monocytogenes neni uzite¢né u téchto
potravin uréenych k pifimé spotiebé: vyrobky tepelné oSetfené v koneéném obalu, Cerstva
nekrajena a nezpracovana zelenina a ovoce (vyjma naklicenych semen), chleba a suSenky,
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vody, nealko napoje, pivo, vino, lihoviny, cukr, med a cukrovinky, vyrobky z kakaa a
cokolady.

V piipadé prikazu nepfitomnosti L. monocytogenes ve 25 g potraviny se pouziva
analytickd metoda CSN EN ISO 11290-1 (viz kapitola 4.3.1.). P¥i kvantitativnim vySetieni
se postupuje dle CSN EN ISO 11290-2 (viz kapitola 4.3.2.), kde se 1 ml inokula nao&kuje
na Petriho misku o priméru 140 mm nebo se rozdéli na tfi Petriho misky o priméru 90
mm.

6.1.3. Mikrobiologické vySetreni jatecné upravenych tél

Kapitola 2. Kritéria hygieny vyrobniho procesu uvadi v ¢asti 2.1. Maso a vyrobky z n¢j

limity pro mikrobiologické vysetieni jatecné upravenych tél. U jatecné upravenych tél po

upravé, ale pred chlazenim jsou pozadovany tyto limity:

- skot, ovce, kozy, kofioviti: poéet kolonii aerobnich mikroorganismti (CPM) log 3,5 —
5,0 KTJ/cm?, Enterobacteriaceae log 2,0 —3,0 KTJ/cm? (log 5,0 = 10°)

- prasata: CPM log 4,0 — 5,0 KTJ/cm?, Enterobacteriaceae log 2,0 — 3,0 KTJ/cm? (v
pripad¢ prekroceni téchto limitl je nutné zlepSeni hygieny porazky)

- prasata, skot, ovce, kozy, konoviti: Salmonella spp. nepfitomna na vySetfovaném misté
jate¢né¢ upraveného téla u 50 vzorkl (v ptipad¢ prekroceni limitu je nutné zlepSeni
hygieny porazky a opatieni biologické bezpecnosti v hospodaftstvich plivodu)

Postup pii mikrobiologickém vySetieni porazenych kust je popsan v Metodickém ndvodu
SVS CR ¢ 2/2006 — postupy pro pravidelné kontroly vSeobecné hygieny u jatecné
opracovanych tél.

Vysetfeni pro stanoveni poc¢tu baktérii ¢eledi Enterobacteriaceae a CPM lze provadét
dvéma metodami:

- destruktivni metoda — odtiznuti platku na 4 mistech jatecn€ upraveného téla (5 mm x 5
cm?)

- nedestruktivni metoda — stér se provadi pomoci 4 navlhcenych a 4 suchych tampént
na 4 mistech jate¢né upravené¢ho téla; kazdé odbérové misto je nejdiive setfeno
navlhé¢enym tampdnem a poté suchym; na 1 jatecny kus se tedy pouzije 1 Sablona 100
cm?, 8 tamponii a sterilni médium k navlhéend.

Limity uvedené v natizeni ¢. 1441/2007 se vztahuji pouze na vzorky odebrané destruktivni
metodou, limit pro nedestruktivni metodu je 3,6krat nizs$i nez u destruktivnich metod, je
nutné pouzit piepocet a teprve pak porovnavat s limity v natizeni.

Vysetieni pro prukaz rodu Salmonella se provadi:

- nedestruktivni metodou pomoci abrazivni houbicky; pro 1 vySetiovany kus se pouzije
1 houbicka, 1 $ablona 100 cm? a kazdé ze 4 mist jateéné upraveného téla se setie 10x
jinou plochou houbicky.

Odbéru vzorkt jatecné opracovanych kusti se provadi vzdy jeden den v tydnu, kazdy tyden
se stanovené dny odbéru méni, vzorky se odebiraji nejlépe v poloviné porazeciho dne -
namatkove 5 vepfovych a 5 hovézich jate¢né opracovanych tel.
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- Pokud 6 po sobé jdoucich tydnt jsou vysledky na CPM a ¢eled” Enterobacteriaceae
vyhovujici nafizeni ¢. 2073/2005, mlize byt Cetnost testovani snizena na 14 denni
interval.

- Pokud po 30 po sob¢ jdoucich tydnech vysledky na rod Salmonella vyhovuji nafizeni ¢.
2073/2005, mize byt Cetnost testovani snizena na 14 denni interval.

Malym jatkdm lze udé€lit vyjimka pro pocty odebiranych vzorkl. Vysledky vysetfeni se
zaznamenavaji do schématu (sledovani trendt mikrobiadlnich hodnot za del§i casové
obdobi) — miniméln¢ 12 mésicti zpétné.

Kapitola 2. Kritéria hygieny vyrobniho procesu uvadi v ¢asti 2.1.5. limity pro
mikrobiologické vysetfeni jate¢né upravenych tél dribeze. Kritérium se vztahuje na
jate¢né upravena téla po chlazeni a jsou pozadovany tyto limity:

- drubez: Salmonella spp. nepfitomna ve 25 g smésného vzorku kize z krku u 50 vzorkd
(je tolerovan prikaz salmonely u 7 vzorkti z 50); v ptipadé piekroceni limitd je nutné
zlepseni hygieny porazky a prezkoumat procesni kontroly, pivod zvifat a opatfeni
biologické bezpecnosti v hospodartstvich ptivodu.

Pfi vySetfeni na salmonely u dribeze se pifi kazdém vzorkovani odebiraji namatkove
vzorky z nejméné 15 jateéné upravenych tél dribeze po chlazeni. Z kazdého jateéné
upraveného téla se odebere kousek kuize krku o pfiblizné hmotnosti 10 g. Pred vlastnim
vySetfenim se z kazdych 3 odebranych vzorkd vytvoii vzdy smésny vzorek tak, aby se
nakonec pripravilo pfesnym navazenim 5 x 25 g kone¢nych vzorkii. Vzorky se uchovavaji
pfi teploté 2 — 4 °C.

Skot

bficha

Quedzak § \’ Otwask 3

Obr. 20: Mista odbéru vzorkii u jatecné upravenych tél skotu a prasat.
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6.2. CSN 56 9609 - pravidla sprdvné hygienické a vyrobni praxe

Natizeni ¢. 2073/2005 uvadi velmi uzké spektrum vySetfovanych mikroorganismil.
V ramci vnitinich kontrol v zadvodech (ovéfovani funkce HACCP) se doporucuje vyuzivat
dalsi mikrobiologickd kritéria. Mikroorganismy vyznamné pro jednotlivé potraviny
(patogeny, indikatorové mikroorganismy nebo mikroorganismy zpusobujici kazeni
potravin) jsou uvedeny v CSN 56 9609 — Pravidla sprdvné hygienické a vyrobni praxe —
Mikrobiologicka kritéria pro potraviny. Principy stanoveni a aplikace, a to vcetné
mikrobiologickych limiti. Pouzivani této normy je pro zajisténi bezpecnosti potravin
pouze doporucovano a dodrzeni limitl stanovenych touto normou neni povinné.

Norma vyjmenovava bakteridlni pivodce onemocnéni z potravin a toxické produkty
mikroorganismti a pro jednotlivé kategorie potravin stanovuje jejich nejvys$si mezni
hodnotu. Nejrozséahlejsi ¢asti normy jsou tabulky s tolerovanymi hodnotami pro jednotlivé
druhy, skupiny nebo podskupiny potravin. Pozadavky jsou uvedeny podobné jako
V nafizeni €. 2073/2005 pomoci symbolll n, ¢, m, M. Symbol 0/25 zna¢i pozadavek
nepiitomnosti mikroorganismi ve 25 g nebo 25 ml vzorku, 0/1 zna¢i pozadavek

nepiitomnosti mikroorganismi v 1 g nebo 1 ml vzorku.

6.3. Prehled vybranych norem pro mikrobiologické zkouseni potravin

V nasledujici kapitole je uveden pifehled norem, které se vztahuji k obecnym principim
mikrobiologického zkouSeni a k metodikdm mikrobiologického vySetieni potravin
uvedenym v tomto dile skript.

6.3.1. Kapitolala 2

CSN EN ISO 7218 (2008): Mikrobiologie potravin a krmiv — Vieobecné pozadavky a
doporuceni pro mikrobiologické zkouseni

CSN EN ISO 6887-1 (1999): Mikrobiologie potravin a krmiv — Uprava analytickych
vzorkd, pfiprava vychozi suspenze a desetindsobnych fedéni — Cast 1: VSeobecné pokyny
pro piipravu vychozi suspenze a desetinasobnych fedéni

6.3.2. Kapitola 3

CSN ISO 4833 (2003): Mikrobiologie potravin a krmiv — Horizontalni metoda pro
stanoveni celkového poctu mikroorganismi — Technika pocitani kolonii vykultivovanych
pti 30 °C

CSN ISO 21528-1 (2006): Mikrobiologie potravin a krmiv — Horizontalni metody pro
prikkaz a stanoveni poétu bakterii Geledi Enterobacteriaceae — Cast 1: Prikaz a stanoveni
poctu technikou nejvyse pravdépodobného poctu s predpomnozenim

CSN ISO 21528-2 (2006): Mikrobiologie potravin a krmiv — Horizontalni metody pro
prukaz a stanoveni poctu bakterii celedi Enterobacteriaceae — Cast 2: Technika pocitani
kolonii

CSN ISO 4832 (1995): Mikrobiologie. Vseobecné pokyny pro stanoveni podtu
koliformnich bakterii. Technika pocitani kolonii

CSN ISO 16649-2 (2003): Mikrobiologie potravin a krmiv — Horizontalni metoda
stanoveni poc¢tu beta-glukuronidazopozitivnich Escherichia coli — Cast 2: Technika
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pocitani kolonii vykultivovanych pii 44 °C s pouzitim 5-bromo-4-chloro-3-indolyl beta-D-
glukuronidu
CSN ISO 21527-1 (2009): Mikrobiologie potravin a krmiv — Horizontalni metoda

stanoveni po&tu kvasinek a plisni. — Cést 1: Technika poéitani kolonii u vyrobkt
s aktivitou vody vyssi nez 0,95

CSN ISO 21527-2 (2009): Mikrobiologie potravin a krmiv — Horizontalni metoda
stanoveni poctu kvasinek a plisni. — Cast 1: Technika pocitani kolonii u vyrobki
s aktivitou vody niz$i nebo rovnou 0,95

CSN ISO 15214 (2000): Mikrobiologie potravin a krmiv — Horizontalni metoda stanoveni
poctu mezofilnich bakterii mlééného kvaseni — Technika pocitani kolonii vykultivovanych
pii 30 °C

CSN ISO 17410 (2003): Mikrobiologie potravin a krmiv — Horizontalni metoda stanoveni
poctu psychrotrofnich mikroorganismu

6.3.3. Kapitola 4

CSN EN ISO 6579 (2003): Mikrobiologie potravin a krmiv — Horizontalni metoda prikazu
bakterii rodu Salmonella

CSN EN ISO 10272-1 (2006): Mikrobiologie potravin a krmiv — Horizontélni metoda
prukazu a stanoveni po¢tu Campylobacter spp. — Cast 1: Metoda prikazu

CSN EN ISO 11290-1 (1999): Mikrobiologie potravin a krmiv — Horizontélni metoda
prukazu a stanoveni poCtu Listeria monocytogenes — Cast 1: Metoda prukazu

CSN EN ISO 11290-2 (1999): Mikrobiologie potravin a krmiv — Horizontélni metoda
prukazu a stanoveni poCtu Listeria monocytogenes — Cast 2: Metoda stanoveni po¢tu

CSN EN ISO 16654 (2002): Mikrobiologie potravin a krmiv — Horizontalni metoda
prukazu Escherichia coli 0157

CSN P ISO/TS 22964 (2006): Mléko a mlééné vyrobky — Pritkaz Enterobacter sakazakii

CSN EN ISO 7937 (2006): Mikrobiologie potravin a krmiv — Horizontalni metoda
stanoveni poctu Clostridium perfringens — Technika pocitani kolonii

CSN EN ISO 6888-1 (1999): Mikrobiologie potravin a krmiv — Horizontalni metoda
stanoveni poctu koagulazopozitivnich stafylokoki (Staphylococcus aureus a dalsi druhy) —
Cast 1: Technika s pouzitim agarové pudy podle Baird-Parkera

CSN EN ISO 6888-2 (1999): Mikrobiologie potravin a krmiv — Horizontalni metoda
stanoveni poc¢tu koagulazopozitivnich stafylokoka (Staphylococcus aureus a dalsi druhy) —
Cast 2: Technika s pouZitim agarové pudy s krali¢i plasmou a fibrinogenem

CSN EN ISO 7932 (2005): Mikrobiologie potravin a krmiv — Horizontalni metoda
stanoveni poc¢tu presumptivniho Bacillus cereus — Technika pocitani kolonii
vykultivovanych pii 30 °C

6.3.3. Kapitola 5

CSN EN ISO 6222 (2000): Jakost vod — Stanoveni kultivovatelnych mikroorganismi —
Stanoveni poctu kolonii ockovanim do zivného agarového kultivacniho média
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CSN EN ISO 7899-2 (2001): Jakost vod — Stanoveni intestinalnich enterokoki — Cast 2:
Metoda membranovych filtrt

CSN EN ISO 9308-1 (2001): Jakost vod — Stanoveni Escherichia coli a koliformnich
bakterii — Cast 1: Metoda membranovych filtrii
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