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Stanoveni Datogennich mikroorganisms

selektivni pomnogeni X g nebo x ml vzorky + 9% mI mTSB + N
inkubace 41,5°C, 18—-24 hodin, aerobng

Imunomagneticks koncentrace E. coli 0157 na Imunom

agnetickych Césticich
Separace Promyvani sterilnim pufrem

resuspenzace imunomagnetick}"ch Céstic

izolace 1. pida - CT-SMAC 2. pida — napf. SMAC s BCIG
inkubace 37°C, 24 hodin, aerobng 37°C, 24 hodin, aeropng

l

5 charakten'stick)’fch kolonii
(zkazdé misky)

konfirmace

45. Stanoveni Cronobacter sakazakii

Cronobacter salcazqkz‘i (ditve  Enterop

ONEMOCNens - zejmeng meningitidy, bakteriemje a meningoencephalitl'dj). Nejcasteisim zdrojem byvg SuSené
Ppocdtecni kojenecks miéko.

4.5.1.1 Princip metody

ZkouSeny vzorek se okuluje do tekuté pady Pro neselektivni pomnoZeni — pufrovang
peplonovi vody (PPV médium), 4 inkubuje se aerobng ptj 37 oC po dobu 16 — 2 hodin.
Ziskana kultura s¢ pieockuje do tekytg selektivni pidy — modifikovang laurylsulfss
Iryptozovi piidg vankomycinem (mLST médium) a inkubuje se aerobn¢ pii 44 °C po
dobu 24 hodin, Ze selektivniho pomnoZeni se prov4di VYOCKOVANi na natvmass ...
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pidu — Enterobacter sakazakii izola¢nt agar (ESIA agar) nebo jinad chromogenni puda
poskytujici shodné vysledky (napt. HiChrome Ent. sakazakii agar, CHES). Inokulované
misky se inkubuji aerobné pii 44 °C po dobu 24 hodin a zjistuje se piitomnost typickych
kolonii presumptivnich Cr. sakazakii. Nasledné se u vybranych suspektnich kolonii
provede posouzeni tvorby Zlutého pigmentu a biochemicka konfirmace. Vysledkem je
prikkaz pfitomnosti i absence baktérii Cronobacter sakazakii v navaZce vySetfovaného
vzorku. :

4.5.1.2. Postup metody

> Neselektivni pomnoZeni: odebereme Zcusebni vzorek (obvykle 25 g nebo 25 ml) a
pfipravime vychozi fed&ni, jako fedici roztok pouzijeme devitinasobné mnozstvi (4.
225 ml) PPV média. Inkubujeme aerobng v termostatu pfi 37 °C po dobu 16 — 20
hodin.

> Selektivni pomnoZeni: po ukonCeni inkubace preneseme 0,1 ml vychozi suspenze do
Zkumavky s 10 ml mLST pidy a inkubujeme aerobné v termostatu pti 44 °C po dobu
24 hodin.

> Izolace: zpudy pro selektivni pomnoZeni ~provedeme vyotkovani ‘sterilnd
bakteriologickou kli¢kou (plna kli¢ka, cca 10 pl) na chromogenni pidu (napt. ESIA

agar). Inokulované Petriho misky obratime dnem yzhiru a inkubujeme aerobne
v termostatu pii 44 °C po dobu 24 hodin.

4.5.1.3. Konfirmace a hodnoceni vysledkii

Pti hodnoceni sledujeme nértst kolonii charakteristickych pro druh Cronobacter sakazakii,
pro konfirmaci nahodné vybereme z kazdé plotny 5 charakteristickych kolonii.

Kolonie vybrané pro konfirmaci subkultivujeme vyockovéanim na s6jovy agar s tryptonem
(TSA), po inkubaci sledujeme ptitomnost Zlutého pigmentu. PH biochemické konfirmaci
standardn® provedeme nésledujici testy: prikaz oxidazy, prikaz lyzindekarboxylazy, -
prukaz ornitindekarboxylazy, prikaz arginindihydrolazy, prikaz fermentace riznych cukri
a vyuziti citratu (viz. tabulka 9). Pro biochemickou konfirmaci je dovoleno pouZit
komeréni identifikaéni soupravy. Na zaklad® vysledkd konfirmace potvrdime nebo
vylou¢ime piitomnost baktérii Cronobacter sakazakii v navazce vysetiovaného vzorku.

Tabulké; 8: Interpretace biochemickych testil.

. KonRrtnr . Pozitivni nebo negativni " % E.sakazakii . -
Konfirmacni test : Tt B i L S
T S S ‘reakce . - .~ projevujicich reakei -

Tvorba Zlutého pigmentu + >99

Oxidéaza - >99

L-lyzindekarboxylaza - >99

L-ornitindekarboxylaza - + +90

L-argininhydrolaza + >99

Kyselina z

- fermentace D-sorbitolu - +95

- fermentace L-ramnozy + >99

- fermentace D-sachar6zy + >99

- fermentace D-melibiézy ‘ + >99

- fermentace amygdalinu + >99

- hydrolyza citratu + >95




e s S AN ¥ e e 1l i

Stanoveni patogennich mikroorganismii

Morfologie charakteris_tick;’mh kolonii:

Po 24 hodin4ch inkubace inaji narostlé kolonie nasledujici morfologii:

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

> CHES agar — typické jsou tmavé modré kolonie o priméru 1 —3 mm.

neselektivni pomnozent X g nebo x ml vzorku + 9x ml PPV
inkubace 37 °C, 16 — 20 hodin, aerobn&
selektivni pomnozeni 0,1 ml kultury + 10 ml mLST + VAN
inkubace 44 °C, 24 hodin, aerobn&
izolace vyockovani na selektivni chromogenni agar
inkubace 44 °C, 24 hodin, aerobng&

v

odelet poétu presumptivnich Cr. sakazakii

A 4

5 charakteristickych kolonii
(z kazdé misky)

!

konfirmace tvorba Zlut¢ho pigmentu
biochemicka konfirmace

Schéma 20: Prikaz baktérii Crono‘bacter sakazakii v potravindch.

4.6. Stanoveni Clostridium perfringens

Clostridium perfringens (Celed Clostridiaceae) je grampozitivni, obligitné anaerobni,
nepohybliva, sporotvorna ty€inka dlouha 3 — 9 pm. Vyskytuje se jednotlivé, ve dvojicich
nebo kratkych fetizcich, spory jsou ovalné, umist®né centralng nebo paracentralng.
Klostridia jsou obecn€ znatn€ biochemicky aktivni, ddlezity diferenciaéni znak je
schopnost redukovat sulfity na sirovodik. Roste pfi teplotach 20 — 50 °C, optimalni teplota
ristu je 45 °C. Vegetativni butlky nepfeZivaji pasteralni zahfev 72 °C, spéry pasteraénim
zdhfevem poskozovany nejsou.

Clostridium perfringens je soucdsti normdlni stfevni mikrofléry clovéka i zviFat. Produkuje asi 13
termolabilnich_toxini, pFicemZ alimentdrni otravy vyvoldvd ptevdiné sérotyp A. Ke vzniku onemocnéni

(otravy enterotoxinem) je zapotiebi, aby se C. perfringens v kontaminované potraviné nejprve dostatecné
pomnozilo (10°— 10" KTJ/g).
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