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presny pocet MO
KTJ v 1 g & ml vzorku
KTJ = kolonie tvofici jednotka

pfitomnost / nepfitomnost MO
vztazeno k navaice analytického
vzorku (napf. negativniv 25 g)

cp Zeni (jed fiové x * desetina é fedéni vzorku
dvoustupriové) « inokulace (zaliti x roztér)

« izolace (klickou, ty€inkou) * pocitani suspektnich kolonii

* konfirmace * konfirmace

* definitivni vysledek  definitivni vysledek

Kvalitativni stanoveni
(prukaz)

Pomnozeni

* tekuté médium, cilené zvySujeme pocet bunék daného MO
* neselektivni x selektivni pomnoZovaci média

* Postup: dané mnoistvi upraveného vzorku ¢i suspenze pfeneseme
do daného mnoizstvi tekutého Zivného média a promichame

|Jednustupﬁovépomnoieni|—>| selektivni médium |

|Dvoustupﬁuvé Zeni |—-| lektivni médi l—-l selektivni médium

poloselektivni médium
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lzolace

* pevné médium

* Postup: pomnoZeny vzorek naneseme na povrch agaru, kde ho cilené
fedime tak, aby doslo k nérustu izolovanych kolonii

* Metody: vyockovani sterilni klickou (kFizovy roztér) nebo tycinkou
(had)

KFizovy roztér klickou

n https://web.microsoftstream.com/video/f5c221bc-
5fel1-496b-91e6-5fbd21a0368d?list=studio

Zdrojobrazkus h eml

Vyockovani sterilni ty¢inkou (had)

& https://web.microsoftstream.com/video/154c94ed-
97e8-4cac-8d58-dbbcf0ec691c?list=studio

Zrojobrézku: el

Konfirmace

* potvrzeni, Ze se skutecné jedna o sledovany mikroorganismus
« fenotypova x genotypova
* konfirmujeme suspektni (typické) kolonie z dané Zivné pldy

* povinné fenotypové konfirmacni metody jsou vidy definovany
pfislusSnou metodikou (norma CSN EN ISO) popisujici stanoveni
daného MO

Kvantitativni stanoveni
(pocet)

Zpracovani vzorku

| navazka vzorku | | 10 g (poiet) x 25 g (priikaz, neni-li ddno jinak) r
| pridavek fediciho média | | vidy 9x vice neZ navazka (10 g — 90 ml) |
| homogenizace | | stomacher (1,5 aZ 2 min) = primarni fedéni |

dal3i desetindsobna fedéni | 9 ml fediciho média + 1 ml suspenze z

predchoziho kroku



https://web.microsoftstream.com/video/f5c221bc-5fe1-496b-91e6-5fbd21a0368d?list=studio
https://web.microsoftstream.com/video/154c94ed-97e8-4cac-8d58-d6bcf0ec691c?list=studio
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Zpracovani vzorku — pevné, kasovité

odvizime 10 g vzorku plidime 90 ml fyziologického roztoku

{

homogenizujeme 1-2 minuty
na stomachery

Vychozi fedéni — pevné, kasovité

https://web.microsoftstream.com/video/0969a89f-
i 447f-4cal-890b-27eb6ec84377?list=studio
‘ https://web.microsoftstream.com/video/8fa81085-

6419-445a-8036-e3a49f1218f0?list=studio

Zdrojobrézku: eml

Zpracovani vzorku — tekuté

Vychozi fedéni — tekuté

vk : https://web.microsoftstream.com/video/d30df57f-
Fr d2af-4e6f-886a-8b4afb5a8545>list=studio
3. krok
o Ziuamaviy phcisne |l
roxin 3 prosctarme 52
vortexs 5 - 10 sekund
Redéni vzorku Dalsi desetinasobna redéni
I ml I ml I ml
- — >
1. krok
dx;;;.;:::njﬁ::l‘l::;xk ; https://web.microsoftstream.com/video/a52a877d-
fyziologického roztoku 1bf5-4506-b63f-89605a2c9aa7?list=studio
{
2. krok
postupaé Fedéal vzorka 110 1:100  1:1000  1:10000 1:100000
10" 10° 10° 10 10°

Vidy dikladné promichat!

Zdroj obrézku el



https://web.microsoftstream.com/video/0969a89f-447f-4ca1-890b-27eb6ec84377?list=studio
https://web.microsoftstream.com/video/8fa81085-6419-445a-8036-e3a49f1218f0?list=studio
https://web.microsoftstream.com/video/d30df57f-d2af-4e6f-886a-8b4afb5a8545?list=studio
https://web.microsoftstream.com/video/a52a877d-1bf5-4506-b63f-89605a2c9aa7?list=studio
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Kvantitativni techniky

[ zZALITi | [ ROZTER |

vidy 1 ml inokula | | obvykle 0,2 ml (piip. 0,1 & 1 mi)

prazdna Petriho miska

do stfedu pipetujeme inokulum
zalijeme cca 15 ml agaru (max.50°c)
promichame krouZivymi pohyby
nechdme ztuhnout

Petriho miska s Zivnou puadou
na povrch pipetujeme inokulum
roztér sterilni hokejkou
zaschnuti max. 15 minut
inkubace dnem vzhiru

inkubace dnem vzhiru

Metoda zaliti

; https://web.microsoftstream.com/video/80e4c001-
eee8-44a1-96a8-47622f07dfba?list=studio

Zdrojobrézku: eml

Metoda roztéru

bbe1-4a75-a98f-57c949ef79fc?list=studio

s https://web.microsoftstream.com/video/6621ad9f-

Zrojobrézku: el

5 minut
prestavka

Stanoveni celkového poctu
mikroorganismu (CPM)

Celkovy pocet mikroorganismu (CPM)

Pocet mezofilnich aerobnich a fakultativné
anaerobnich mikroorganismu (bakterie,
kvasinky a plisné), které rostou v neselektivnich
nutricné bohatych médiich nebo tvofi kolonie
na nutricné bohatych agarovych padich za
aerobnich podminek béhem inkubace pfi 30 °C
po dobu 72 hodin.



https://web.microsoftstream.com/video/80e4c001-eee8-44a1-96a8-47622f07dfba?list=studio
https://web.microsoftstream.com/video/6621ad9f-bbe1-4a75-a98f-57c949ef79fc?list=studio
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GTK - agar s glukosou, tryptonem a kvasnitnym extraktem

ého pottu

zpracovéni vzorku navaleni, homogenizace a desetindsobné fedéni vzorku

GTK agar
inokulace zaliti 1 mi

30 °C, 72 h, aerobné
odecet vysiedk( potitani viech narostiych kolonii
g oy
stanoveni poétu vypotet Vie '791"30':”@
)
0 Ky

Vyhodnoceni

Typické kolonie — CPM
GTK agar: potitame viechny narostié kolonie bez ohledu na jejich barvu,
velikost & tvar.

A

CPM - ukazka vysledkd

fedéni 102 — obé PM cca 150 KTJ

fedéni 103 - 12 a 17 KTJ

CPM - ukazka vysledki

fedéni 102 - 31 a 26 KTJ

fedéni 103 -1a 2 KT

CPM - ukazka vysledku

fedéni 102

Stanoveni poctu bakter
Enterobacteriaceae

os

ii Celedi
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¢eled Enterobacteriaceae

gramnegativni

nesporulujici ty¢inky

oxidaza negativni

fermentace glukdzy s tvorbou kyseliny a
plynu

vyznamny indikator fekdlni kontaminace ¢i
nedostate¢né provedeného tepelného
oetfeni

Stanoveni poétu bakterii Eeledi Enterobacteriaceae

zprocovéni vzorku navazeni, homogenizace 3 desetindsobné fedéni vzorku
VEZG agar
inokulace 2aliti 1 mi, opakované pleliti

37°C, 24 h, serobné

odecet vysiedki potitani suspektnich koloni

konfirmace test na prikaz oxidasy

stanoveni poétu Gprava pottu kolonii a vypoZet

VEZG - agar s krystalovou violet, neutréini Cervent, Butowm solemi a ghkosou

Typické kolonie bakterii eledi Enterobacteriaceae

VE2G agar: kolonie ridovotervené, Lervené nebo flalové barvy, velikost
0,5~ 2 mm, mohou byt obklopeny rifovou 6nou precipitované Huce

Interpretace konfirmaénich testd
prikaz oxidasy fermentace glukosy tvorba plynu
s + .

Pozn. Teplota 37 °C se poulivé tehdy, kdy stanoveni poltu Enterobocteriaceoe slouli jako hygienicky indikitor, Lze
vyulit | alternatival kultivacni teplotu 30 *C, pokud se stanoveni pottu Enterobocteriaceae provadi pro technologické
utely a chceme zahrnout | psychrotrofni Enterobocteriaceoe.

Enterobacteriaceae

VCZG agar

OXI test — prikaz oxidazy

Princip metody
Enzym cytochromoxidaza je detekovan barevnou reakci N,N-dimethyl-1,4-
fenylendiaminu s a-naftolem za vzniku indolfenolové modfri.

g

Y,
S \\\““E
oW

PV

pozitivni negativni

Prukaz glykozidaz

Princip metody

K pruikazu se pouzivaji tekuté ptidy obsahujici testovany cukr a indikator pH
(bromthymolova modf, fenolova &erveri). Zkvaduje-li testovana kultura dany cukr,
dojde ke zméné barvy média z pGvodni zelené, resp. tervené, na zlutou. PFidani
plynovky umoizriuje soucasné sledovat tvorbu plynu.

Escherichia coli Salmonella spp.

-8 s
ke -

ll L= lakt6za negativni pozitivni
G = glukdza
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Stanoveni Enterobacteriaceae v syrovém mléce

https://web.microsoftstream.com/video/cfe49bd6-
94ce-4ac3-bfle-cc992891188c?list=studio

Stanoveni poctu
Escherichia coli

. o . St i poétu 8-gluk ida itivnich Escherichia coli
Escherichia coli
zpracovdni vzorku navaeni, homogenizace a desetinasobné Fedéni vzorku
* gramnegativni TBX agar
« nesporulujici tycinky inokulace roztér 0,2 ml
EB + oxidaza negativni 44°C, 18 - 24 h, aerabné &
« fermentace glukézy s tvorbou kyseliny a plynu
+
« fermentace laktézy s tvorbou kyseliny a plynu odecet vysledkd poCitini suspektnich kolonii
+
indol pozitivni ﬂ
8-D-glukuroniddza pozitivni stanoveni potu vypoiet
TBX - agar 5 tryptonem, Zluéowymi solemi a glukuronidem
Escherichia coli
Typické kolonie 6-

TBX agar: kolonie modré nebo modrozelené barvy, velikost 0,5 ~ 2 mm.

Poan. PH poutiti TBX agaru neni normou Pro potvrzent vysledii lze poulit
test na priikaz indolu (E. ol je indol pozitiviv). Dile, touto metodou nezachytime kmeny E. coli, které nerostou ph
44°Caty, které jsou 8-glukuronidasa negativn (napfikiad . coli 0157)

TBX agar



https://web.microsoftstream.com/video/cfe49bd6-94ce-4ac3-bf1e-cc992891188c?list=studio
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Princip chromogennich médii

BAKTERIE

CHROMOGEN

substrat |—| chromofor |

. 7

obvykle se jednd o selektivné diagnostické ptdy

Princip chromogennich médii

BAKTERIE

|
| substrat |—|—| chromofor
|

8-D-glukuroniddza

Princip chromogennich médii

COLI test

Princip metody

PFitomnost indolu se indikuje pfidavkem Kovacsova ¢inidla (p-
dimethylaminobenzaldehydu). V pozitivnim pfipadé vznikd syté rizovy az cerveny
reakéni produkt.

Princip metody
Enzym f3-D-glukuronidasa 3tépi 4-methylumbelliferyl-f-D-glukuronid, vznikly 4-
methylumbelliferon vykazuje pod UV modrou fluorescenci.

COLI test

Tvorba indolu Aktivita 8-D-glukuronidazy

r™

pozitivni

pozitivni

negativni

| Escherichia coli je v obou znacich pozitivni

Stanoveni poctu E. coli v majonézovém salatu

; https://web.microsoftstream.com/video/fcc8e884-
821d-431f-9226-b211028bbb80?list=studio



https://web.microsoftstream.com/video/fcc8e884-821d-431f-9226-b211028bbb80?list=studio
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Stanoveni poctu
enterokokd

Enterococcus spp.

grampozitivni koky (¢asto diplokoky, kratké
Fetizky)

katalaza negativni

vysoce odolné (6,5 % NaCl, pH 9,6 a 40 % Zluci)
termorezistentni 60 °C po dobu 30 minut
hydrolyza eskulinu

indikatory fekalni kontaminace
Enterococcus faecalis, E. faecium a dalsi druhy

-8 - Slanetz-Bartley agar

Stanoveni poétu enterokokd
zpracovéni vzorku navaleni, homogenizace a desetinasobné fedéni vzorku
S-BU . Typické kolonie enterokokd

o8 -8 agar: kolonie Cervené, tervenohnédé at kattanové barvy, pravideine,

inokuloce routlir G2l okrouhlé, velikost 0,5 - 2 mm, méte se objevit kovovy lesk
37 °C, 24 - 48 h, aerobné
odede itani ktnich kol
t vysledki potkinl suspektnich kolonll Pozn. Pro ptipadnou konfirmaci enterokoki lze vyubit risst na Hut-eskulinovém agaru (rist v pitomnosti 40 % Hute,

U hydrolyza eskulinu).

stanoveni poétu wypodet

Enterococcus spp.

G

Stanoveni poctu

enterokoki v suseném mléce

dbc4-434

i https://web.microsoftstream.com/video/f0e916f3-

5-9f08-c57612f89da7?list=studio



https://web.microsoftstream.com/video/f0e916f3-dbc4-4345-9f08-c57612f89da7?list=studio

Dékuji za pozornost
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