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1. CPM — ukazka narostlych Petriho misek
2. Vyhodnoceni vysledkt plotnovych metod — teoreticky dvod + procviceni
3. Ukdazka typického ristu vybranych patogennich bakterii

4. Stanoveni rezidui inhibi¢nich latek v potravinach (RIL)
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OBECNE ZASADY

Po skoncCeni inkubace stanovené prislusSnou metodikou se pocitaji kolonie narostlé na
Petriho miskach, a to vSechny kolonie nebo pouze kolonie s charakteristickou morfologii,
které davaji charakteristické reakce se slozkami pudy (zaleZi na stanovovaném parametru).

Pro vlastni vypocet vybereme misky obsahujici ne vice nez 300 kolonii (CPM, BMK), resp. 150
kolonii (ostatni ukazatele) ve dvou po sobé jdoucich fedénich. Je nutné, aby alespon jedna
z téchto misek obsahovala minimalné 10 kolonii.

Vysledek se zaokrouhli tak, aby obsahoval pouze dvé platné Cislice. Je-li treti Cislice Cisla
urceného k zaokrouhleni nizSi nez 5, predchozi Cislice se nemeéni; je-li tfeti Cislice Cisla

i L4 ’ Vvrs v £ v - rvs - /
urceného k zaokrouhleni vy3si nebo rovna 5, predchozi Cislice se zvysi o hodnotu jedna.

Pocet mikroorganismt — kolonie tvoficich jednotek (KTJ) v 1 ml u tekutych vyrobkl nebov1 . /
g u ostatnich vyrobku se vyjadfi jako ¢islo 1,0 aZ 9,9 - 10%, kde x je pfislusna mocnina 10.



VZOREC — 2 REDEN|

Pocet mikroorganismu (N) pritomnych ve vzorku se vypocita jako vazeny prumeér ze dvou po
sobé jdoucich redéni podle nasledujici rovnice:

zC

V(ni+0,1n2)d

Kde:

2 C je soucet kolonii ze vSech ploten vybranych pro vypocet ze dvou po sobé nasledujicich
redeéni, pricemz nejméneé jedna z ploten obsahuje 10 kolonii,

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

ni1 je pocet ploten vybranych k vypoctu z prvniho (nizsiho) zvoleného redéni,

nz je pocet ploten vybranych k vypoctu z druhého (vyssiho) zvoleného redéni,

d je fedici faktor prvniho (nizSiho) pro vypocet zvoleného redéni.



I \ 4

Vzorovy priklad 1

Ve vzorku syrového mléka byl stanoven celkovy pocet mikroorganismi metodou zaliti 1 ml,
byla poutita fedéni 10? a 103, kazdym fedénim byly inokulovany 2 Petriho misky. Po
skonceni inkubace byly na Petriho miskach spocitany vSechny narostlé kolonie.

fedéni 102 @ . ng=2
fedéni 103 @ . n,=2

e pravidlo, Ze alespon jedna Petriho miska pouZita k vypoctu musi obsahovat minimalné 10
kolonii je spinéno

¢ na Zadné z Petriho misek nenarostlo vice nez 300 kolonii (limit pro CPM), proto do
vypoctu zapocitame vysledky ze viech misek — |ze pouzit zakladni vzorec

FC=125+110+15+20
¢ byla pouzita metoda zaliti 1 ml inokula V=1
e prvni (nizsi) pouzité fedéni je fedéni 102 d=107?
e jedna se o tekuty vzorek, vysledek uvedeme jako pocet KTJ v 1 ml syrového mléka

IC 125 +110+15+ 20 270 270
N = - = = = 12 2?2,?
V(n1+0,1'n2) d 1(2+0,1-2) 10? 1-2,2-0,01 0,022

» vysledek zaokrouhlime a upravime néasledovné: 12 272,7 = 12 000 = 1,2 - 10* KTJ/ml

Ve vzorku syrového mléka byl stanoven celkovy pocet mikroorganisma 1,2 - 10* KTJ/ml.

PRIKLAD



VYPOCITEJTE — ZADANI

Priklad 1

Ve vzorku cukrarského vyrobku byl stanoven celkovy pocet mikroorganismu metodou zaliti
1 ml, byla pouzita fedéni 103 a 104, kazdym fedénim byly inokulovany 2 Petriho misky. Po
skonfeni inkubace byly na Petriho miskach zjistény nasledujici pocty kolonii:

{

Vypocitejte celkovy pocet mikroorganismu v cukrarském vyrobku.

-/

Viysledek napiste na chat probihajici akce.

¥ A



Priklad 1
Do vypoctu zahrneme vysledky ze vSech Petriho misek (limit CPM max. 300 kolonii), pro
vypocet pouzijeme zakladni vzorec.
2L 286 + 225 + 37 +41 589 589
N = = = = = 267727,2
V(n1+0,1:n3) d 1(2+0,1-2) 103 1-2,2-0,001 0,0022
Uprava vysledku: 267 727,2 = 270 000 = 2,7 - 10° KTJ)/g

Kdo mél spravné zapise si bod ©,



VZOREC — 1 REDEN|

Jestlize mame k dispozici pocitatelné misky pouze z jednoho redéni, pouzijeme pro stanoveni
poctu mikroorganismu rovnici upravenou nasledujicim zpusobem:

zC

Ven-d

Kde:

2C je soucet kolonii ze vSech ploten vybranych pro vypocet, pficemZz nejméné jedna
z ploten obsahuje 10 kolonii,

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

n je pocet ploten vybranych k vypoctu ze zvoleného (pocitatelného) fedéni,

d je redici faktor pro vypocet zvoleného redéni.

¥ N N’ v\
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Vzorovy priklad 5

Ve vzorku syrového mléka byl stanoven pocet proteolytickych mikroorganismi metodou

\ roztéru 0,2 ml, byla pouzita fedéni 10 a 103, kazdym fedénim byly inokulovany 2 Petriho
misky. Po skonceni inkubace byly na Petriho miskach spocitany charakteristické kolonie
proteolytickych mikroorganismu.

»
fedéni 107

\V A 4
pravidlo, Ze alespon jedna Petriho miska pouzita k vypoctu musi obsahovat minimalné 10 P R I K L A D
kolonii je spInéno

na obou Petriho miskdch z fedéni 102 narostlo vice neZ 150 kolonii (limit pro proteolyty),
vysledky tohoto fedéni do vypoctu nezaradime — Ize pouzit vzorec upraveny pro 1 redéni

ZC=118+142
e byla pouzita metoda roztéru 0,2 ml inokula V=02
e jediné pouzitelné fedéni je fedéni 1073 d=10°

e jedna se o tekuty vzorek, vysledek uvedeme jako pocet KTJ v 1 ml syrového mléka

IC 118 + 142 260 260
N = = = = = 650000
V-n-d 0,2-2-10°3 0,2-2-0,001 0,0004
e vysledek zaokrouhlime a upravime nasledovné: 650 000 = 6,5 - 10° KTJ/ml u



VYPOCITEJTE — ZADANI

Priklad 2
Ve vzorku syrového mléka byl stanoven pocet Bacillus cereus metodou roztéru 0,2 ml, byla
pouzita fedéni 10° a 10, kazdym fedénim byla inokulovdna 1 Petriho miska. Po skonceni

inkubace byly na Petriho miskach zjistény nasledujici pocty kolonii:

redéni 10° redéni 10!

Vypocitejte pocet Bacillus cereus v syrovém mléce. B. cereus max. 150 KTJ na PM

Viysledek napiste na chat probihajici akce.
~ o/ - ) |
o) Al



VYPOCITEJTE — RESENI

Priklad 2
Do vypoctu nezahrneme vysledky fedéni 10°, protoZe miska je pferostla (limit B. cereus max.
150 kolonii), pro vypocet pouZijeme vzorec upraveny pro 1 fedéni.

5 C 45 45 45
N = = = — = 2250
V-n-d 0,2-1-101 0,2-1-0,1 0,02

Uprava vysledku: 2 250 =2 300 = 2,3 - 10 KT)/ml

Kdo mél spravné zapise si druhy bod ©.
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o ODHAD POCTU — MENE NEZ 10 KTJ

Jestlize na Petriho miskach u obou pouzitych redéni vyrostlo méné nez 10 kolonii, vypocita
se hodnota Ne (odhad poctu sledovanych mikroorganismu ve vzorku) jako aritmeticky
prumeér poctu kolonii vybraného fedéni podle nasledujici rovnice:

ZC

NE =
V-n-d
Kde:
IC jesoucet kolonii ze vSech ploten vybranych pro vypocet,
V  je objem inokula v ml o¢kovaného na kazdou z ploten,
n je pocet ploten zvoleného rfedéni (volime rfedéni, ve kterém se zjisténé pocty kolonii /
vice blizi hodnoté 10),
d je redici faktor pro vypocet zvoleného redéni. \/

Vysledek se zaokrouhli a upravi obvyklym zpasobem. /
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Vzorovy priklad 1
Ve vzorku syrového mléka byl stanoven celkovy pocet mikroorganismi metodou zaliti 1 ml,
\ byla pouZita fedéni 10* a 10°, kaidym Fedénim byly inokulovany 2 Petriho misky. Po
skonfeni inkubace byly na Petriho miskach spocitany viechny narostlé kolonie.

fedéni 10 ‘ @ n=2

e pravidlo, Ze alespon jedna Petriho miska pouZita k vypoltu musi obsahovat minimalné

\V A 4
10 kolonii, neni spInéno — musime provést odhad poctu P R I K LA D

e pocty kolonii v fedéni 10* se vyrazné blizi hodnoté 10, v tomto pfipadé se nejedna o
sekundarni kontaminaci — provedeme odhad poctu aritmetickym primérem

e pouzijeme hodnoty z prvniho (niz§iho) fedéni C=8+9 d=10°
e byla pouzita metoda zaliti 1 ml inokula V=1

e jedna se o tekuty vzorek, vysledek uvedeme jako odhad poctu KTJ v 1 ml syrového mléka

p o 8+9 17 17
Ne = = = = = 85000
V(n)d 1(2)10* 1-2-0,0001 0,0002

¢ vysledek zaokrouhlime a upravime nasledovné: 85 000 = 8,5 - 10* KTJ/ml

V syrovém mléku byl stanoven odhadem celkovy pocet mikroorganismd 8,5 - 10° KTJ/ml. \J \ / ot |



VYPOCITEJTE — ZADANI

Priklad 4

Ve vzorku tvarohu byl stanoven pocet kvasinek metodou roztéru 0,1 ml, byla pouzita redéni
10! a 10, kazdym fedénim byly inokulovany 2 Petriho misky. Po skonceni inkubace byly na
Petriho miskach zjistény nasledujici pocty kolonii:

redéni 101! redéni 1072 @ @
/

Vypocitejte pocet kvasinek v tvarohu.

-/

Viysledek napiste na chat probihajici akce.



y VYPOCITEJTE — RESENI

Priklad 4
Ani jedna Petriho miska neobsahuje minimalné 10 kolonii, provedeme odhad pocCtu pomoci

aritmetického prameéru.
2 C 8+6 14 14

NE= — = - 700
V:n-d 0,1+2+10™ 01-2-0,1 0,02

Uprava vysledku: 700 = 7 - 102 KT)/g

Kdo mél spravné zapise si dalsi bod ©, o ()
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> ODHAD POCTU — MENE NEZ

Jestlize na Petriho miskach u obou pouzitych redéni nebyly zjistény Zadné kolonie (nebo
pouze ojedinéle), vypocita se hodnota Ne podle nasledujici rovnice:

<1

Ne =
V-d

Kde:
V  je objem inokula v ml ockovaného na kazdou z ploten,
d je fedici faktor prvniho (niz$iho) pouzitého redéni vzorku.

Vysledek se zaokrouhli a upravi obvyklym zptasobem.

i —



Vzorovy priklad 3
Ve vzorku cerstvého syru byl stanoven pocet Escherichia coli metodou roztéru 0,2 ml, byla

pouzita fedéni 10" a 102, kazdym Fedénim byly inokulovany 2 Petriho misky. Po skonceni
inkubace byly na Petriho miskach spocitany typické kolonie Escherichia coli.

redéni 10! @ @
e (D)

¢ nebyl pozorovan narust typickych kolonii — provedeme odhad poctu ,méné nez”

e pouzijeme prvni (niz3i) fedéni vzorku d=10"
¢ byla pouzita metoda roztéru 0,2 ml inokula v=02

e jedna se o pevny vzorek, vysledek uvedeme jako odhad poctu KT) v 1 g syru

<1 <1 <1 <1
Ne = = = = = <50
V-d 0,2-101 0,2-0,1 0,02

e vysledek zaokrouhlime a upravime néasledovné: <50 =<5 - 10* KTJ/g

V Cerstvém syru byl stanoven odhadem pocet Escherichia coli < 5 - 10" KTJ/g.

o —

PRIKLAD



VYPOCITEJTE — ZADANI

Priklad 3

Ve vzorku pasterovaného miléka byl stanoven pocet bakterii Celedi Enterobacteriaceae
metodou zaliti 1 ml, byla pouzita fedéni 10° a 10, kazdym fedénim byly inokulovany 2
Petriho misky. Po skonceni inkubace byly na Petriho miskach zjiStény nasledujici pocty
kolonii:

redéni 10° @ @ redéni 10* @ @

Vypocitejte pocCet Enterobacteriaceae v pasterovaném mléce.
Vlysledek napiste na chat probihajici akce.
o "/ v\



VYPOCITEJTE — RESENI

Priklad 3
Na Petriho miskach nenarostly zadné typické kolonie, provedeme odhad poctu ,,méné nez"“.
<1 <1 <1
Ne = = = = <1
V-d 1-10° 1-1
Uprava vysledku: < 1 KTJ/ml
Kdo mél spravné zapise si bod ©,
v oY Y



ODHAD POCTU - VICE NEZ

Jestlize na Petriho miskach u obou pouzitych redéni prevysil pocet kolonii limit 150, resp.
300 (dle stanovovaného parametru), vypocita se hodnota Ne podle nasledujici rovnice:

> 150 nebo > 300

NE=
V-d

Kde:
V  je objem inokula v ml oCkovaného na kazdou z ploten,
d je redici faktor druhého (vyssiho) pouzitého redéni vzorku.

Vysledek se zaokrouhli a upravi obvyklym zptsobem.

¥ NS = >



Vzorovy priklad 5

Ve vzorku syrového mléka byl stanoven polet enterokokii metodou roztéru 0,2 ml, byla
pouzita fedéni 10° a 10, kazdym fedénim byly inokulovany 2 Petriho misky. Po skonéeni
inkubace byly na Petriho miskach spocitany typické kolonie enterokoku.

fedéni 10°
fedéni 101 @‘ |

na viech Petriho miskach narostlo vice nez 150 kolonii (limit pro enterokoky) -
provedeme odhad poctu ,vice nez”

e pouzijeme druhé (vy3si) fedéni vzorku d=10"

byla pouZita metoda roztéru 0,2 ml inokula v=0,2
e jedna se o tekuty vzorek, vysledek uvedeme jako odhad poctu KTJ v 1 ml syrového mléka

> 150 > 150 > 150 > 150

Ne = = = = = >7500
V-d 0,2-10! 0,2-0,1 0,02

e vysledek zaokrouhlime a upravime néasledovné: > 7 500 => 7,5 - 103 KTJ/ml

V syrovém mléku byl stanoven odhadem pocet enterokokd > 7,5 - 10° KTJ/ml.

V-u

PRIKLAD



VYPOCITEJTE — ZADANI

Priklad 14

Ve vzorku suseného mléka byl stanoven pocet enterokokii metodou roztéru 0,2 ml, byla
pouzita fedéni 102 a 103, kazdym fedénim byly inokulovany 2 Petriho misky. Po skonceni
inkubace byly na Petriho miskach zjiStény nasledujici pocty kolonii:

redéni 10 redéni 103 @ .

Vypocitejte polet enterokoktl v suseném mléce. enterokoky max. 150 KTJ na PM

-/

Viysledek napiste na chat probihajici akce.



VYPOCITEJTE — RESENI

Priklad 14

Na vsech Petriho miskach byl prekrocen limit pro enterokoky (max. 150 kolonii), provedeme
odhad poctu ,vice nez”.

> 150 >150 > 150 > 150
Ng = = = = = >750000
V-d 0,2-103 0,2 -0,001 0,0002

Uprava vysledku: > 750 000= > 7,5 - 10° KT)/g

Kdo mél spravné zapise si opét bod ©.
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> HODNOCEN| SAMOSTATNE PRACE

 sectéte si ziskané body a podivejte se, jak jste dopadli ©

5 perfektni vysledek, asi vam odpustime kontrolni test
4 vyborné, muzete bez obav hned psat pisemku

2-3 dobre, néco se povedlo, ale jesté to neni ono

0-1 bohuzel, je treba dikladné samostudium
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3. UKAZKY TYPICKEHO RUSTU
VYBRANYCH PATOGENNICH
BAKTERII



e gramnegativni tyCinky (Enterobacteriaceae)
* obvykle pohyblivé

e produkce sirovodiku

e laktoza negativni

* salmoneldza (zoondza)

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis
(2 druhy, 6 poddruhd, vice nez 2500 serovaru)

Zdroje obrazku: https://about-salmonella.com/ 9 |
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neselektivni
pomnoZeni

selektivni
pomnoZeni

izolace

konfirmace

Prukaz bakterii rodu Salmonella

x g nebo ml vzorku + 9x ml PPV

37 °C, 1620 h, aerobné

g

0,1 ml kultury + 10 mlI RVS 1 ml kultury + 10 ml MKTTn

41,5 °C, 24 h, aerobné 37 °C, 24 h, aerobné

z obou tekutych pud na oba agary

4 4

1. ptida XLD agar 2. ptda napr. BR agar
37 °C, 24 h, aerobné 37 °C, 24 h, aerobné

5 charakteristickych kolonii (z kazdé misky)

biochemicka konfirmace, serologicka konfirmace a serotypizace

PPV: pufrovana peptonova voda; RVS: Rappaport Vassiliadis séja medium; MKTTN: Mueller-Kauffman tetrathionat

novobiocin medium; XLD: agar s xylosou, lyzinem a deoxycholatem; BR: agar s brilantovou zeleni a fenolovou cerveni

-

\

-/
.
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Typické kolonie Salmonella spp.

XLD agar: kolonie pravidelné, malé az stredné velke (1 — 3 mm),
okrouhlé, témér prlsvitné a narGzovélé (negativni laktosa)
s cernym stredem (produkce sirovodiku), dochazi ke zméné barvy
zivného média - cervenani

BR agar: kolonie pravidelné, malé az stiredné velké (1 — 3 mm),
okrouhlé, bezbarvé ¢i mlécné zakalené (negativni laktosa),
dochazi ke zméné barvy zivného média — pivonkové cervena

Salmonella spp.

Salmonella spp.




LISTERIA MONOCYTOGENES



e grampozitivni kratké tycinky (Listeriaceae)
* pohyblivé do 25 °C

e listerioza (zoonodza)

* rizikové skupiny

e afinita k CNS a gravidni déloze

Zdroj obrazku: https://www.fda.gov/food/foodborne-pathogens/listeria-listeriosis

o —
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Typické kolonie Listeria monocytogenes

ALOA agar: kolonie pravidelné, malé az stredné velké (1-3 mm),
okrouhlé, modrozelené barvy (aktivita galaktosidasy) obklopené
Sirokou kruhovou neprihlednou zénou precipitace (aktivita

fosfolipazy C)

PALCAM agar: kolonie pravidelng, drobné (1,5-2 mm), okrouhlé,
Sedozelené nebo olivové barvy Casto s typickym propadlym
stfedem (starsi kolonie), kolonie jsou obklopeny hnédocernou az
cernou kruhovou zonou (hydrolyza eskulinu)

Identifikace druhi rodu Listeria
Druh Hemolyza Tvorba kyseliny CAMP test
rhamnosa xylosa S. aureus R. equi*

L. monocytogenes + + - + -
L. innocua - Vv - - -
L. ivanovii + - + - +
L. seeligeri (+) - + (+) -
L. welshimeri - Vv + - -
L. grayi - - - - -

V: variabilni reakce; (+): slaba reakce; * Rhodococcus equi






PALCAM agars ./



Stanoveni poctu
koagulazopozitivnich stafylokoku
(S. aureus)



S Staphylococcus aureus

* grampozitivni koky (Staphylococcaceae)

* hroznovité shluky

e fakultativneé anaerobni

* nepohyblivé

e produkuje zluty pigment

10 % NadCl, aktivita vody 0,86

» stafylokokova enterotoxikdza (termostabilni SEs)
e alimentarni intoxikace

Zdroj obrazku: https://mb-labs.com/testlibrary/staphylococcus-aureus/ 9 |
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&) Kolonie Staphylococcus aureus na B-P agaru

Typické kolonie: kolonie ¢erné nebo cernosedé barvy (redukce
teluricitanu), lesklé a vypouklé, o priméru 1—1,5 mm, obklopené
zonou projasnéni (aktivita lecitinasy), v zoné projasnéni se mlze
objevit opalescentni prstenec

Atypické kolonie: kolonie cerné, lesklé, s izkym bilym okrajem
nebo bez néj, zona projasnéni a opalescentni prstenec chybi
nebo jsou sotva viditelné, prip. Sedé kolonie bez zony projasnéni

Konfirmace vybranych kolonii spociva v provedeni koagulasového testu (volna koagulasa). Kolonie se
prenese do zkumavky s mozkosrdcovou infuzi (BHI), inkubace 24 h pri 37 °C. Ve
sterilni zkumavce se smicha 0,1 ml suspenze a 0,3 ml krali¢i plazmy, inkubace pfi
37 °C. Po 4 — 6 h, resp. 24 h, sledujeme, zda doslo ke koagulaci vice nez poloviny
pridané plazmy. Soucasné provedeme negativni kontrolu se sterilni BHI.

U vybranych kolonii Ize provést i test na prikaz vazané koagulasy (clumping faktor).

Alternativa: technika s pouzitim pudy s krali¢i plazmou a fibrinogenem (RPF agar), precipitace
v I | J

\



typicka kolonie =

atypicka kolonie

Baird-Parker agar

uu \J






*) Bacillus cereus

* grampozitivni tyCinky (Bacillaceae)

e jednotlive Ci kratkeé retizky

e fakultativné anaerobni

e pohyblivy

* tvorba vysoce odolnych endospor
 emeticky syndrom (emeticky toxin = cereulid)
e diarhogenni syndrom (ruzné enterotoxiny)

Zdroj obrazku: https://cz.123rf.com/photo_63439523_baciIIus—cereus-gram—pozitivn%CS‘@D-v%CS% Dtrus-produkovat-bakterie-
uspo%C5%99%C3%A1dan%C3%A9-v-%C5%99et%C4%9Bzc%C3%ADch-kter%C3%A9-zp%C5%AF§bhufE'AC3%AD-otr.ht I S



Typické kolonie Bacillus cereus

MYP agar: kolonie velké (3 — 5 mm), ploché, suché, drsné
s nepravidelnymi okraji, rtzové barvy (negativni mannitol),
obklopené Sirokou ruZovou zdénou precipitace (aktivita
lecitinasy), zména barva média — rtZova

Krevni agar: nasedlé velké kolonie (3 —5 mm), ploché, suché,
drsné s nepravidelnymi okraji, obklopené rtzné Sirokou zénou
uplné hemolyzy (dplny rozpad erytrocytt a hemoglobinu),
typicky zapach po mysiné




MYP agar




uplna hemolyza == _




Stanoveni termotolerantnich druhu
Campylobacter spp.



C Campylobacter spp.

e gramnegativni zakrivené tycCinky (spirily)

* mikroaerofilni

e pohyblivé

 nefermentuji sacharidy

* termotolerantni — optimalni teplota rtstu 42 °C
* C.jejuni, C. coli, C. lari, C. upsaliensis

Zdroj obrazku: https://badgut.org/information-centre/heaIth—nutrition/campylobac\tgr/ ‘

St
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Typické kolonie Campylobacter spp.

mCCDA agar: kolonie sedavé zbarvene, vlhke, ploché, stredné
velké (2 — 4 mm) casto s kovovym leskem, pfip. nazelenalym
odstinem a s tendenci se rozrlstat

Karmali agar: kolonie stredné velke (2 — 3 mm), Sedé barvy, leskle,
ploché, s tendenci se rozristat

Vybrané znaky termotolerantnich druhti rodu Campylobacter

Znak C. jejuni C. coli C. lari C. upsaliensis
oxidasa + + + +
katalasa + + + -
kyselina nalidixova S S R/S S
cephalotin R R R S
hydrolyza hippuratu + - - -
indoxylacetat + + - +

R: rezistentni; 5: senzitivni



Bolton medium







S Cronobacter spp.

e gramnegativni tyCinky (Enterobacteriaceae)
* drive Enterobacter sakazakii

e fakultativneé anaerobni

e pohyblivy

e produkce zlutého pigmentu

e extrémni prezivani v suchém prostredi

* nekroticka kolitida a meningitida

Zdroj obrazku: https://www.google.com/url?sa=i&url=https%3A%2F%2Fblog.microbiologics.com%2Fenvironmental-isolate-case-file-cronobacter-
sakazakii%ZF&psig=AOvVaw3u4joc_2IkJIbFZZHTABH&ust=1605417880574000&source=images&cd=vf€§ved= |Q§RxqFwoTCNijt-qlgeOCFQAAAAAJAAAAABAD
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Typické kolonie Cronobacter spp. na CCl agaru

Typické kolonie: pravidelné malé az stredné velké (1 — 3 mm)
kolonie modrozelené barvy (hydrolyza chromogenu, kterym je 5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-a-D-glukopyranosid)




4. Stanoveni rezidui inhibicnich latek
(RIL) v potravinach
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) Pouzivané metody
Inhibicni latky - |atky, které omezuji nebo zastavuji rust mikroorganismu.
Metody stanoveni: @ Oi‘
* plotnové metody ( _O@
* komercni Sirokospektralni testy (napt. Eclipse 50 test, BR test)
* selektivni rychlotesty pouzivané hlavné pro prvotni diagnostiku v mlékarnach
(napr. Beta-Star test, Delvo-X-Press test)
=

Metodicky pokyn na stanoveni rezidui inhibicnich latek ve tkanich, mléce, vejcich a \/

potravinach ze dne 1. 6. 2008 Y
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) Plothnové metody

e princip: agarovy difuzni test

» vzorky se kladou na Petriho misku obsahujici agarovou pudu inokulovanou

testovacim kmenem

* rust testovaciho kmene se projevi zakalenim agaru po inkubaci

difuze RIL se projevi tvorbou zény inhibice rustu testovaciho kmene okolo

vysetrovaného vzorku



Pouzivané plotny

1.
Bacillus subtilis

pH = 6,0

tetracykliny (TET)

4,
Bacillus subtilis

+ trimethoprim
pH=7,2
sulfonamidy a TET

2.
Bacillus subtilis

pH=8,0
aminoglykosidy

5.
Geobacillus
stearothermophillus

pH =8,0

beta-laktamy
aminoglykosidy

3.
Kocuria rhizophila

pH=8,0

beta-laktamy a
makrolidy

6.
Escherichia coli

pH = 8,0

chinolony




Inkubacni podminky

Plotna Mikroorganismus Inkubace Pozitivni kontrola

1. Bacillus subtilis (pH 8) 30°C, 24 h penicilin

2. Bacillus subtilis (pH 6) 30°C, 24 h streptomycin

3. Kocuria rhizophila 37°C, 24 h streptomycin

4. Bacillus subtilis (pH 7,2) 30°C, 24 h sulfonamid

5. Geobacillus stearothermophilus 64 °C,5h penicilin

6. Escherichia coli 37°C,24h ciprofloxacin

e




Kontrola citlivosti

* v den testovani pri pouziti jedné Sarze pud davame kontrolni
disk s pozitivni kontrolou jen na jednu testovaci plotnu

e sterilni pinzetou umistime na plotnu sterilni papirovy disk o
pruméru 6 mm (plotny 1-5) nebo 9 mm (plotna 6)

* na povrch disku pipetujeme prislusny roztok antibiotika v
mnozstvi 10 pl (plotny 1-5) nebo 30 ul (plotna 6)

* po inkubaci ploten zmérime velikost vzniklych inhibicnich

zon a porovname s doporucenymi hodnotami

" N (D “ y



C Pracovni postup — mléko

e vzorek mléka: sterilni disk o priméru 12,7 mm uchopime do sterilni pinzety = zcasti
ponofime do vzorku mléka - nechame zcela nasaknout = otreme o hranu vzorkovnice a
umistime na Petriho misku; kazdy vzorek testujeme dvojmo a umistime uhlopri¢né

vzorek A \\

® ‘ |

kontrola
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S Pracovni postup tkane, vejce

e sterilnimi ntzkami z hloubky tkané vystrihneme vzorek o velikosti 7x7x7 mm

* vzorek umistime na povrch agaru v Petriho misce

plotny se inkubuji dnem doll (neobracet!)

* vzorek vajec (melanz) upravime a tepelné inaktivujeme (70 °C / 20 minut)

e davkujeme do sterilnich kovovych valeckd (100 pl)



J
Vyhodnoceni
Vyhodnoceni: plotnal plotna2 plotna3 plotha4 plotna5 plotnaé
syrové pozitivni 22 mm 22 mm =22 mm =22 mm 21 mm =22 mm
mléko  negativni <2mm <2mm <2mm <2mm <1lmm <2mm
tkané, pozitivni 22mm  22mm  22mm  22mm  24mm  22mm
organy  negativni <2mm <2mm <2mm <2mm <4mm <2mm

inhibicni

zOna v mm







