H3MI Prakticka cviceni 2. ro¢nik BKP

Praktickeé cviceni 1

1. Priprava kultivacnich médii

navazka dehydrovaného média — rozpusténi v destilované vodé (obvykle v objemu 500 ml)
— bobtnani (15 min pfi laboratorni teploté; pouze pevné pudy) — rozvareni (vodni lazen,
proudici pdra, mikrovinnd trouba; pouze pevné pidy) — uprava pH (na hodnotu danou
vyrobcem; v nékterych laboratorich upravuji pH aseptickym zpusobem aZ po sterilizaci) —
sterilizace (obvykle autoklavovani p¥i 121 °C po dobu 15 minut; pozor na vyjimky napf. VCZL
nebo S-B agar) — pridavek suplementl (napf. Zloutkovd emulze, berani krev, roztoky
antibiotik) — rozplnéni do Petriho misek

Prakticky ukol:
e pfiprava ureného Zivného média

2. Kvantitativni metody kultivace mikroorganism

e cilem je stanoveni co nejpresnéjsiho poctu dané skupiny ¢i konkrétniho mikroorganismu,
vysledek se uvadi v KTJ (kolonie tvofici jednotky) v 1 g €¢i ml vzorku

e popis Petriho misek provadime vidy na vicko

e Petriho misky inkubujeme v termostatu otocené dnem vzhtiru

Krok 1 — zpracovani a fedéni vzorku
e konkrétni postup bude uveden v rdmci 3. cviceni

Krok 2 — inokulace vzorku na pevné plidy

e metoda zaliti

e metoda roztéru

e konkrétni postup bude uveden v ramci 3. cvi¢eni

3. Kvalitativni metody kultivace mikroorganismu

e cilem je prikaz pfitomnosti/nepfitomnosti daného mikroorganismu v dané navaice
vzorku (obvykle v 25 g vzorku, vyjimky viz Natizeni 2073/2005)

e popis Petriho misek provadime vidy na dno

e Petriho misky inkubujeme v termostatu oto¢ené dnem vzhuru

Krok 1 — pomnozeni v tekutych médiich

e jednostupriové (selektivni médium; napf. prikaz Campylobacter spp.)

e dvoustupriové (neselektivni a selektivni médium, prip. selektivni médium se snizenou a
selektivni médium s plnou koncentraci inhibitor(; napf. prikaz Listeria monocytogenes i
Salmonella spp.)

Krok 2 —izolace na pevné pudy
e vyockovani bakteriologickou klickou (tzv. kfizovy roztér)
e vyockovani sklenénou tycinkou (rutinni zplsob)

Krok 3 — konfirmace (potvrzeni)
e vybrané morfologické, biochemické Ci serologické testy
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Prakticky ukol:

1.

priprava suspenze Staphylococcus aureus o denzité 0,5 McFarlanda

do sterilni zkumavky pipetujeme 2 ml sterilniho fyziologického roztoku

klickou nabereme 1-2 kolonie S. aureus a rozetfeme je ve fyziologickém roztoku ve
zkumavce

zkumavku dakladné promichdme na vortexu

porovname intenzitu zakalu se standardem 0,5 McFarlanda (protfepat)

dle potieby postup opakujeme

vyockovani bakteriologickou klickou
GTK agar, inkubace 37 °C, 24 h, aerobné

a) sterilni klicku namocime do ptipravené / -
suspenze a provedeme prvni vodorovné /

Cary

b) vezmeme novou klicku (nenamacime do
suspenze!), provedeme druhou sadu
vodorovnych car tak, Ze vidy prekfizime
¢ary pavodni

c) cely postup opakujeme jesté 2x, na
kazdou sérii ¢ar pouzijeme novou sterilni
klicku

d) na zavér novou sterilni klickou udélame
hadovitou ¢aru smérem ke stfedu misky

. vyockovani sklenénou tycinkou

GTK agar, inkubace 37 °C, 24 h, aerobné

a) sterilni sklenénou ty¢inku namocime do t
pfipravené suspenze a udélame kratkou
¢aru kolmo k okraji Petriho misky

b) vezmeme novou tycinku (nenamacime
do suspenze!), hadovitym pohybem od
okraje k okraji udélame ¢aru po celé plose
Petriho misky, na zacdatku 3x prejedeme
plvodni ¢aru
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Praktické cviceni 2

1. Hodnoceni morfologie mikroorganismu

Makroskopicka morfologie

e hodnotime vzhled kolonii narostlych na pevné Zivné padé

e velikost, tvar, okraje, profil, barva (na zakladnich a obohacenych pldach tvorba
pigmentu), povrch, konzistence (po nabrani na bakteriologickou kli¢ku), interakce
s Zivnym médiem (projasnéni, precipitace, zména barvy média), rychlost rlistu

Mikroskopicka morfologie

e hodnotime vzhled bunék mikroorganisma v obarveném mikroskopickém preparatu ve
svételném mikroskopu

o velikost (objektivné i subjektivné), tvar, usporadani bunék, barvitelnost podle Grama

P¥iprava mikroskopického preparatu

na Cisté a suché odmasténé podlozni sklicko kapneme kapku sterilniho fyziologického
roztoku — bakteriologickou klickou nabereme 1 izolovanou kolonii a rozetfeme ji ve
fyziologickém roztoku na sklicku — vzniklou suspenzi roztahneme po celé ploSe podlozniho
sklicka — nechame volné zaschnout — fixujeme 3x protazenim v plameni

Barveni podle Grama

e preparat prevrstvime krystalovou violeti (Gram ), nechame pUsobit 20 — 30 sekund

e barvivo slijeme a preparat prevrstvime Lugolovym roztokem (Gram Il), nechame pUsobit
20 — 30 sekund

e rychle odbarvujeme smési aceton-ethanol (Gram Ill) dokud odtéka barva, ale maximalné
30 sekund

e preparat oplachneme destilovanou vodou

e preparat prevrstvime karbolfuchsinem (Gram IV), nechame pUsobit 1 minutu

e preparat oplachneme destilovanou vodou, osusime filtraénim papirem pres hranu skli¢cka
a nechame volné zaschnout

e mikroorganismy pozorujeme ve svételném mikroskopu za pouZiti imerzniho oleje a
imerzniho objektivu (zvétSeni 100x)

Prakticky ukol:
e makroskopické a mikroskopické hodnoceni morfologie zadanych mikroorganismu
vyplnéni protokolu

2. Biologické a biochemické vlastnosti mikroorganismu

e prukaz pohyblivosti, priikaz glykosidas (glukosovy a laktosovy bujon), rlist na TSI agaru
(glykosidasy, tvorba sirovodiku), prikaz katalasy, prikaz cytochromoxidasy (OXI test),
tvorba indolu a priikaz #-D-glukuronidasy (COLI test), prakaz vazané koagulasy

e presné pracovni postupy jsou uvedeny ve skriptech (1. dil)

3. Serologické metody
rychla skli¢kova aglutinace, latexova aglutinace (Wellcolex® Colour Salmonella test)
presné pracovni postupy jsou uvedeny ve skriptech (1. dil)
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Praktické cviceni 3

1. Stanoveni citlivosti k antimikrobialnim latkam — diskova difazni metoda

e Stanoveni citlivosti na zakladé hodnoceni, zda vySetfovana bakterie ve stanovené
koncentraci bunék vytvori na agarové plidé (Mueller-Hinton agar, M-H) pfipustnou
kruhovou zénu inhibice kolem disku s urcitou koncentraci antimikrobialni latky.

e MEeéri se prumér vzniklé inhibicni zény (vCetné disku), hodnoty se porovnavaji
s referencnimi hodnotami pro citlivé kmeny. Bakterie se oznaci jako citlivé, intermedialné
rezistentni i rezistentni k dané antimikrobialni latce.

Prakticky ukol:

1. priprava bakteridlni suspenze o denzité 0,5 McFarlanda

e do sterilni zkumavky pipetujeme 2 ml sterilniho fyziologického roztoku

e klickou nabereme 1 kolonii vySetfované bakterie a rozetfeme je ve fyziologickém roztoku
ve zkumavce

e zkumavku dkladné promichame na vortexu

porovname intenzitu zakalu se standardem 0,5 McFarlanda (protfepat)

e dle potieby postup opakujeme

diskova difuzni metoda

sterilnim tamponem rozetfeme suspenzi po celé ploSe predsuseného M-H agaru
nechame chvili zaschnout

pomoci dispenzoru aplikujeme antibiotické disky

e kazdy disk lehce pfitlac¢ime sterilni sklenénou tyCinkou

e inkubujeme pfi 37 °C, 18 — 24 hodin, aerobné

e po skonceni inkubace méfime prlmér vzniklé inhibi¢ni zény vcetné disku, zjisténé
hodnoty porovname s referenénimi hodnotami pro citlivé kmeny (tabulka)

e N

2. Odbér, zpracovani a desetinasobné redéni vzorku

e Pfi odbéru analytického vzorku nejprve vhodnym zplisobem dekontaminujeme jeho obal
v misté otevieni (opdleni, otfeni 70% ethanolem), poté vhodnymi sterilnimi nastroji obal
otevieme. Analyticky vzorek musi byt tzv. primérny (zajistime promichanim vhodnym
zpUsobem ¢i odbérem z rlznych ¢asti vzorku).

e Pro kvantitativni vySetfeni odebirdme vidy 10 g vzorku, u tekutych vzorkl mlzeme
odebrat pouze 1 ml (nebo inokulujeme vzorek pfimo). K odbéru pouzijeme vhodné
sterilni nastroje ¢i pomucky.

e Vychozi fedéni (tj. 10?) pevného vzorku: do sterilniho homogenizaéniho sa¢ku odvazime
10 g vzorku — pridame 90 ml fyziologického roztoku — homogenizujeme 1,5 minuty na
stomacheru.

e Vychozi fedéni (tj. 10Y) tekutého vzorku: do sterilni zkumavky napipetujeme 9 ml
fyziologického roztoku — pfiddme 1 ml vzorku — dukladné promichame na vortexu.

e DalsSi desetindsobna fedéni vzorku: do sterilni zkumavky napipetujeme 9 ml
fyziologického roztoku — prfiddme 1 ml predchoziho fedéni vzorku — dlkladné
promichame na vortexu. Opakujeme dle potreby.
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3. Stanoveni celkového poctu mikroorganismu

mezofilni aerobni a fakultativné anaerobni mikroorganismy (bakterie, kvasinky, plisné)
rostouci na obohacenych médiich pfi teploté 30 °C po dobu 72 hodin

agar s glukosou, tryptonem a kvasni¢énym extraktem (GTK)

metoda: zaliti 1 ml

inkubace: 30 °C, 72 h, aerobné

pocitdme vSechny narostlé kolonie bez ohledu na jejich tvar, velikost ¢i barvu

Prakticky ukol:

vzorek: cukrarsky vyrobek s krémem

pouZitd fedéni: 103 a 104, pro kazdé Fedéni pfipravime 2 Petriho misky
metoda: zaliti 1 ml

inkubace: 30 °C, 72 h, aerobné

Metoda zaliti

do prdzdné sterilni Petriho misky napipetujeme 1 ml zvoleného fedéni vzorku

zalijeme asi 15 ml Zivného média vytemperovaného na teplotu cca 48 °C

Petriho misku uzavieme a opatrnym krouzivym pohybem promichame inokulum s Zivnou
pldou, nechdme ztuhnout na vodorovné plose

poté misky umistime do termostatu oto¢ené dnem vzhlru a nechame inkubovat
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Praktické cviceni 4

1. Metoda nejpravdépodobnéjsi poctu mikroorganismti (metoda MPN)

e stanoveni nizkych poctl mikroorganism( za pouZiti tekutych Zivnych pld, metoda je
zaloZena na pravdépodobnosti zachytu mikroorganism( ze vzorku

e hodnotime pocet pozitivnich zkumavek v kazdém fredéni (zdkal, zména barvy, atd.),
sestavime tzv. trojciselny kdd, nejvySe pravdépodobny pocet se zjisti v tabulkdch MPN

Prakticky ukol:
e vyhodnoceni tfizkumavkového testu stanoveni CPM

N

. Stanoveni poctu bakterii Celedi Enterobacteriaceae

e gramnegativni stfevni tyCinky (napf. salmonely, shigelly, Escherichia coli), oxidasa
negativni, fermentuji glukosu s tvorbou kyseliny a plynu

e agar s krystalovou violeti, neutralni éerveni, Zlu¢ovymi solemi a glukosou (VCZG)

e metoda: zaliti 1 ml, opakované preliti

e inkubace: 37 °C, 24 h, aerobné (chceme-li ztechnologickych davodi zachytit i
psychrotrofni kmeny pouzijeme teplotu 30 °C)

e pocitame kolonie rGZovocervené, cervené nebo fialové barvy (fermentace glukosy) o
priméru 0,5 — 2 mm, které mohou byt obklopeny rliZovou zénou precipitované Zluce

e konfirmace: oxidasa (negativni), fermentace glukosy s tvorbou plynu (pozitivni)

Prakticky ukol:

e vzorek: syrové kravské mléko

e pouzitd fedéni: 102 a 103, pro kazdé fedéni pfipravime 2 Petriho misky
e metoda: zaliti 1 ml, opakované pfreliti

e inkubace: 37 °C, 24 h, aerobné

3. Stanoveni poctu koliformnich bakterii

e gramnegativni stfevni tyCinky patfici do ¢eledi Enterobacteriaceae, spoleénym znakem je
fermentace laktosy s tvorbou kyseliny a plynu (napf. Escherichia coli)

e agar s krystalovou violeti, neutralni éerveni, Zlu¢ovymi solemi a laktosou (VCZL)

e metoda: zaliti 1 ml, opakované preliti

e inkubace: 30 ¢i 37 °C (dle dohody), 24 h, aerobné (mléko a mlécné vyrobky vzdy 30 °C)

e pocitame kolonie purpurové cervené barvy (fermentace laktosy) o priméru nejméné
0,5 mm, mohou byt obklopeny nacervenalou zénou precipitované Zluce

e konfirmace atypickych kolonii: fermentace laktosy s tvorbou plynu (pozitivni)

Prakticky ukol:

e vzorek: syrové kravské mléko

e pouzitd fedéni: 102 a 103

Petrifilm™

o odklopime kryci folii a doprostfed vysece napipetujeme 1 ml vzorku

e kryci folii opatrné priklopime, ddvdame pozor na bublinky vzduchu

e pomoci roztla¢ovatka rozprostfeme vzorek po celé plose kruhové vysece
inkubujeme v termostatu pfi 37 °C, 24 h, aerobné

6
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. Stanoveni poctu Sglukuronidazopozitivnich Escherichia coli

gramnegativni pohybliva stfevni tyCinka z celedi Enterobacteriaceae, nejvyznamnéjsi
zastupce koliformnich bakterii, indol pozitivni, #-D-glukuronidasa pozitivni, fermentuje
sorbitol

agar s tryptonem, Zlucovymi solemi a glukuronidem (TBX)

metoda: roztér 0,2 ml

inkubace: 44 °C, 18 — 24 h, aerobné

pocitdme kolonie modré nebo modrozelené barvy (aktivita [-D-glukuronidasy) o
priméru 0,5 -2 mm

konfirmace: v pfipadé potieby Ize vyuzit prikaz tvorby indolu (pozitivni)

Prakticky ukol:

vzorek: majonézovy salat

pouZitd fedéni: 102 a 1073, pro kazdé Fedéni pfipravime 1 Petriho misku
metoda: roztér 0,2 ml

inkubace: 44 °C, 18 — 24 h, aerobné

Metoda roztéru

(%2}

do predsusené Petriho misky s agarem napipetujeme 0,2 ml zvoleného fedéni vzorku
pomoci sterilni sklenéné hokejky inokulum opatrné rozetfeme po celé plose Petriho
misky (ve tfech smérech) a nechame vsdknout

poté misky umistime do termostatu oto¢ené dnem vzhlru a nechame inkubovat

. Stanoveni poctu bakterii rodu Enterococcus (pocet enterokokti)

grampozitivni koky vyskytujici se ve dvojicich ¢i kratkych fretizcich schopné rlstu
v Sirokém rozmezi teplot a hodnot pH a znacné odolné vuici neptiznivym vnéjsSim
podminkdm (rast pri 10 i 45 °C, v bujénu s 6,5 % NaCl, pfi pH 9,6 i v pfitomnosti 40 % Zluci
¢i 0,1% methylenové modfi, prezivaji zdhfev na 60 °C po dobu 30 minut), nej¢astéjsi
druhy Enterococcus faecalis a Enterococcus faecium

Slanetz-Bartley agar (S-B)

metoda: roztér 0,2 ml

inkubace: 37 °C, 24 — 48 h, aerobné

pocitdme drobné cervené, cervenohnédé cCi kastanové kolonie (redukce triphenyl-
tetrazolium-chloridu), ptipadné se miZe objevit kovovy lesk

konfirmace: v pripadé potreby lze vyuzit rlst v prfitomnosti 40 % Zluci a prakaz hydrolyzy
eskulinu (Zlu¢-eskulinovy agar, BE)

Prakticky ukol:

vzorek: susené mléko

pro homogenizaci vzorku se doporucuje pouZit temperovany fyziologicky roztok (37 °C)
pouZitd fedéni: 102 a 1073, pro kazdé Fedéni pfipravime 1 Petriho misku

metoda: roztér 0,2 ml

inkubace: 37 °C, 24 — 48 h, aerobné
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1

Praktické cviceni 5

. Stanoveni poctu mezofilnich bakterii mlé¢ného kvaseni

mezi bakterie mlé¢ného kvaseni (BMK) patfi celd fada rodl grampozitivnich bakterii,
napr. laktokoky, enterokoky, streptokoky, leukonostoky, pediokoky &i laktobacily, které
metabolizuji hexosy homo- ¢i heterofermentativni cestou na kyselinu mlécnou a dalsi
produkty

De Man, Rogosa a Sharpe agar (MRS)

metoda: roztér 0,2 ml

inkubace: 30 °C, 72 h, anaerobné ¢i mikroaerofilné (v pfipadé pouziti metody zaliti Ize
kultivovat aerobné)

pocitdme pravidelné, drobné, okrouhlé kolonie bezbarvé az smetanové barvy o priiméru
0,5 — 2 mm, typickym znakem je nakysly zdpach

konfirmace: v pfipadé potifeby Gramovo barveni, prikaz katalasy (negativni)

Prakticky ukol:

2

vzorek: tvaroh

pouZitd fedéni: 102 a 1073, pro kazdé Fedéni pfipravime 1 Petriho misku
metoda: roztér 0,2 ml

inkubace: 30 °C, 72 h, anaerobné (v anaerostatu se zapalenou svickou)

. Stanoveni poctu kvasinek a plisni

kvasinky a plisné patfi mezi mikrobialni eukaryota, pouZitd metoda stanoveni se voli
podle charakteru vySetfované potraviny (jeji aktivity vody)

chloramfenikolovy agar s dichloranem a bengalskou cerveni (DRBC) pro potraviny a
aktivitou vody vyssi nez 0,95

dichloran glycerolovy agar (DG 18) pro potraviny s aktivitou vody nizsi nebo rovnou 0,95

metoda: roztér 0,1 ml

inkubace: 25 °C, 5 dni, aerobné (odecet vysledkl se provadi pribézné)

misky uklddame do termostatu v otevieném sacku vickem vzhiru

kvasinky — matné nebo lesklé okrouhlé kolonie, obvykle s pravidelnym okrajem a vice ¢i
méné vypouklym povrchem, bilé az smetanové barvy (na DRBC narGzovélé), velikost
3 mm a vice

plisné — obrovské ploché nebo chmyrovité kolonie ¢i propagule/zarodky casto s rizné
zbarvenymi plodicimi nebo sporulujicimi strukturami

Prakticky ukol:

1.

potravina s aw vysSi nez 0,95

vzorek: tvaroh

pouZitd fedéni: 102 a 1073, pro kazdé Fedéni pfipravime 1 Petriho misku
metoda: roztér 0,1 ml

inkubace: 25 °C, 5 dni, aerobné
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potravina s aw niZzsi nebo rovnou 0,95

vzorek: celé koreni

zpracovani vzorku: metoda oplachu

pouZitd fedéni: 101 a 1072, pro kazdé Fedéni pfipravime 1 Petriho misku
metoda: roztér 0,1 ml

inkubace: 25 °C, 5 dni, aerobné

Metoda oplachu

vzorek navazime do sterilni Erlenmayerovy banky a zalijeme desetindsobnym mnozstvim
sterilniho fediciho roztoku (10 g vzorku + 100 ml fyziologického roztoku)

tfepeme na tfepacce pfi cca 300 rpm po dobu 20 minut (dle povahy vzorku)

pFipravenou vychozi suspenzi (10) mGzeme dale obvyklym zpusobem Fedit

. Stanoveni poctu proteolytickych mikroorganism

proteolytické mikroorganismy produkuji enzymy, které rozkladaji bilkoviny pfidané do
Zivného média a vytvareji okolo kolonii zénu projasnéni

agar s odstredénym mlékem (MO)

metoda: roztér 0,2 ml

inkubace: 30 °C, 72 h, aerobné

pocitdme vSechny kolonie obklopené zénou projasnéni, a to bez ohledu na jejich barvu,
velikost i tvar

Prakticky ukol:

vzorek: syrové kravské mléko

pouZitd fedéni: 102 a 1073, pro kazdé Fedéni pfipravime 1 Petriho misku
metoda: roztér 0,2 ml

inkubace: 30 °C, 72 h, aerobné

. Stanoveni poctu lipolytickych mikroorganismu

lipolytické mikroorganismy produkuji enzymy, které rozkladaji bilkoviny pfidané do
Zivného média a vytvareji okolo kolonii zédnu projasnéni

agar s Zelatinou a Tweenem (TW)

metoda: roztér 0,2 ml

inkubace: 30 °C, 72 h, aerobné

pocitame vSechny kolonie obklopené zénou precipitace, a to bez ohledu na jejich barvu,
velikost ¢i tvar

Prakticky ukol:

vzorek: syrové kravské mléko

pouZitd fedéni: 102 a 1073, pro kazdé Fedéni pfipravime 1 Petriho misku
metoda: roztér 0,2 ml

inkubace: 30 °C, 72 h, aerobné
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Praktické cviceni 6

. Prukaz bakterii rodu Salmonella

Celed Enterobacteriaceae, gramnegativni, fakultativné anaerobni, nesporotvorné tycinky,
zkvasuji glukosu, vétSinou jsou katalasa pozitivni, oxidasa negativni, redukuji nitraty na
nitrity, dekarboxyluji lyzin, arginin a ornitin, produkuji sirovodik

neselektivni pomnoZeni: pufrovana peptonova voda (PPV); 37 °C, 16 — 20 h, aerobné

selektivni pomnoZeni: Rappaport Vassiliadis soja médium (RVS); 42 °C, 24 h, aerobné; a
Mueller-Kauffman tetrathionat novobicin médium (MKTTn); 37 °C, 24 h, aerobné

izolace: agar s xylosou, lysinem a deoxycholatem (XLD) a volitelnd pida napt. agar
s brilantovou zeleni a fenolovou cerveni (BR); oboji 37 °C, 24 — 48 h, aerobné

konfirmace: biochemickd konfirmace, serologickd konfirmace a serotypizace

XLD — kolonie pravidelné, malé az stfedné velké (1 — 3 mm), okrouhlé, témér prisvitné a
narUzovélé (negativni laktosa) s ¢ernym stiedem (produkce sirovodiku), dochazi ke
zméné barvy zivného média — ¢ervenani (alkalizace)

BR — kolonie pravidelné, malé az stfedné velké (1 — 3 mm), okrouhlé, bezbarvé ¢i mlécné
zakalené (negativni laktosa), dochazi ke zméné barvy zZivného média — pivorikové ¢ervend
(alkalizace)

Prakticky ukol:

vzorek: mleté maso urcené pro tepelnou Upravu

neselektivni pomnozZeni: jiz pfipraveno

selektivni pomnoZeni: pipetujeme 0,1 ml suspenze z PPV do zkumavky s 10 ml RVS,
promichdme na vortexu, inkubace pfi 42 °C, 24 h, aerobné

selektivni pomnoZeni: pipetujeme 1 ml suspenze z PPV do zkumavky s 10 ml MKTTn,
promichame na vortexu, inkubace pfi 37 °C, 24 h, aerobné

. Prukaz Listeria monocytogenes

Celed’ Listeriaceae, grampozitivni, fakultativné anaerobni, kratké rovné nesporotvorné
tycinky, pohyblivé do 25 °C, rostou v bujonu s 10 % NaCl, jsou katalasa pozitivni, vytvari
striktni Uplnou hemolyzu, jsou psychrotrofni

primdrni pomnoZeni: polovi¢ni bujon podle Frasera (% FB); 30 °C, 24 h, aerobné

sekunddrni pomnoZeni: bujon podle Frasera (FB); 37 °C, 24 — 48 h, aerobné

izolace: agar pro listerie podle Ottavianiho a Agostiho (ALOA) a volitelnd plda napfr.
PALCAM agar (PAL); oboji 37 °C, 24 — 48 h, aerobné

konfirmace: biochemicka konfirmace, hemolyza, CAMP test

ALOA - kolonie pravidelné, malé az stfedné velké (1,5 — 3 mm), okrouhlé, modrozelené
barvy (aktivita galaktosidasy) obklopené Sirokou kruhovou neprihlednou zdénou
precipitace (aktivita fosfolipasy C)

PALCAM - kolonie pravidelné, drobné (1,2 — 2 mm), okrouhlé, Sedozelené nebo olivové
barvy cCasto typicky s propadlym stfedem (starsi kolonie), kolonie jsou obklopeny
hnédocernou az ¢ernou kruhovou zénou (hydrolyza eskulinu)
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Prakticky ukol:

e vzorek: tvarizky (potravina podporujici rist L. monocytogenes)

e primdrni pomnoZeni: jiz pfipraveno

e sekundarni pomnozeni: pipetujeme 0,1 ml suspenze z% FB do zkumavky s 10 ml FB,
promichdme na vortexu, inkubace pfi 37 °C, 24 — 48 h, aerobné

e izolace z primdrniho pomnozeni: sterilni sklenénou ty¢inkou vyockujeme suspenzi z % FB
na ALOA a PALCAM agar (viz cvi¢eni 1), inkubace pti 37 °C, 24 — 48 h, aerobné

w

. Stanoveni poctu Listeria monocytogenes
resuscitace v PPV nebo % FB, inkubace 20 °C, 1 h
e agar pro listerie podle Ottavianiho a Agostiho (ALOA)
e metoda: roztér 1 ml (pozadavek Narizeni 2073/2005)
e inkubace: 37 °C, 24 — 48 h, aerobné
e poclitame pravidelné, malé az stfredné velké okrouhlé kolonie modrozelené barvy
obklopené sirokou kruhovou neprihlednou zénou precipitace

Prakticky ukol:

e vzorek: trvanlivy saldm (potravina nepodporuijici rast L. monocytogenes)

pouZité fedéni: 10!

metoda: roztér 1 ml rozdélenim na 3 Petriho misky o priméru 90 mm (cca 0,33 ml na
jednu Petriho misku)

inkubace: 37 °C, 24 — 48 h, aerobné

11
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. Stanoveni poctu koagulazopozitivnich stafylokoki (Staphylococcus aureus)

Celed Staphylococcaceae, grampozitivni, fakultativné anaerobni koky vyskytujici se
v hroznovitych shlucich, nepohyblivé, katalasa pozitivni, produkuji zlatozZluty pigment,
zpUsobuji Uuplnou hemolyzu, koaguluji krali¢i plazmu (volna a vdzana koagulasa), rostou
v bujonu s 10 % NaCl a preZivaji pri nizké aktivité vody v prostfedi (aw 0,86)

Baird-Parker agar (B-P)

metoda: roztér 0,2 ml

inkubace: 37 °C, 24 — 48 h, aerobné

typické kolonie — kolonie ¢erné nebo cernosSedé barvy (redukce teluricitanu), lesklé a
vypouklé, o priméru 1 — 1,5 mm, obklopené zénou projasnéni (aktivita lecitinasy), v zéné
projasnéni se mlze objevit opalescentni prstenec

atypické kolonie — kolonie cerné, lesklé, s uzkym bilym okrajem nebo bez néj, zéna
projasnéni a opalescentni prstenec chybi nebo jsou sotva viditelné, pfip. Sedé kolonie bez
zény projasnéni

konfirmace: plazmakoagulazovy test (pozitivni)

Prakticky ukol:

Ul

vzorek: Cerstvy syr

pouZitd fedéni: 102 a 1073, pro kazdé fedéni pfipravime 1 Petriho misku
metoda: roztér 0,2 ml

inkubace: 37 °C, 24 — 48 h, aerobné

. Stanoveni poctu presumptivnich Bacillus cereus

Celed” Bacillaceae, grampozitivni, pohybliva, aerobni a fakultativné anaerobni,
sporotvorna tycinka, vyskytuje se jednotlivé, ve dvojicich nebo fetizcich, nefermentuje
mannitol, zplsobuje Uplnou hemolyzu, vysoce odolné spory jsou eliptické a umisténé
obvykle centralné

Mannitol Yolk Polymyxine B agar (MYP)

metoda: obvykle roztér 0,2 ml; v ptipadé pocatecniho kojeneckého mléka roztér 1 ml
(pozadavek Natizeni 2073/2005)

inkubace: 30 °C, 24 — 48 h, aerobné

pocitdme kolonie velké (3 —5 mm), ploché, suché, drsné s nepravidelnymi okraji, riZzové
barvy (negativni mannitol), obklopené Sirokou rdzZovou zénou precipitace (aktivita
lecitinasy), zména barva média — rGzova (alkalizace)

Prakticky ukol:

vzorek: susené pocatecni kojenecké mléko

pouzita fedéni: 10!

metoda: roztér 1 ml rozdélenim na 3 Petriho misky o priméru 90 mm (cca 0,33 ml na
jednu Petriho misku)

inkubace: 30 °C, 24 — 48 h, aerobné
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1.

Praktické cviceni 7

Prakaz bakterii rodu Salmonella

Prakticky ukol:

2.

vzorek: mleté maso urcéené pro tepelnou Upravu

izolace ze selektivniho pomnozeni: sterilni sklenénou tycinkou vyockujeme suspenzi
z RVS na XLD a BR agar, inkubace pfi 37 °C, 24 — 48 h, aerobné

izolace ze selektivniho pomnozeni: sterilni sklenénou tycinkou vyockujeme suspenzi
z MKTTn na XLD a BR agar, inkubace pfi 37 °C, 24 — 48 h, aerobné

Prlikaz Listeria monocytogenes

Prakticky ukol:

vzorek: tvarlzky (potravina podporujici rist L. monocytogenes)
izolace ze sekundarniho pomnozeni: sterilni sklenénou tycinkou vyockujeme suspenzi
z FB na ALOA a PALCAM agar, inkubace pfi 37 °C, 24 — 48 h, aerobné

. Prukaz bakterii rodu Cronobacter

Celed Enterobacteriaceae, gramnegativni, fakultativné anaerobni, nesporotvorné tycinky,
patfi mezi koliformni bakterie, zkvasuji glukosu a laktosu, typickym znakem je produkce
Zlutého pigmentu

neselektivni pomnoZeni: pufrovana peptonova voda (PPV); 37 °C, 16 — 20 h, aerobné

selektivni pomnoZeni: modifikovana laurylsulfat tryptézova pada s vankomycinem
(mLST); 44 °C, 24 h, aerobné

izolace: Enterobacter sakazakii izolacni agar (ESIA); 44 °C, 24 h, aerobné

konfirmace: biochemicka konfirmace, tvorba Zlutého pigmentu

ESIA — pravidelné malé aZz stfedné velké (1 — 3 mm) kolonie modrozelené barvy
(hydrolyza chromogenu, kterym je 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-a-D-glukopyranosid)

Prakticky ukol:

vzorek: susené pocatecni kojenecké mléko

neselektivni pomnozZeni: jiz pfipraveno

selektivni pomnozeni: jiz pfipraveno

izolace ze selektivniho pomnozZeni: sterilni bakteriologickou klickou vyockujeme suspenzi
z mLST na ESIA agar, inkubace pfi 44 °C, 24 h, aerobné
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S

. Prikaz termotolerantnich druhti rodu Campylobacter
Celed Campylobacteraceae, gramnegativni, mikroaerofilni (optimalni sloZeni atmosféry:
5% 02 + 10 % CO2 + 85 % N), nesporotvorné, malé spirdlkovité zahnuté tycinky (spirily)
s charakteristickym vyvrtkovitym pohybem, oxidasa pozitivni, indol negativni, redukuji
nitraty, ale nefermentuji sacharidy; k termotolerantnim druhim s optimalni teplotou
rastu 42 °C patti C. jejuni, C. coli, C. upsaliensis a C. lari

selektivni pomnoZeni: bujon podle Boltona s koriskou hemolyzovanou krvi; 37 °C, 4 -6 h
a poté 42 °C, 48 h, mikroaerofilné

izolace: modifikovany deoxycholatovy agar s aktivnim uhlim a cefoperazonem (mCCDA)
a volitelna ptda napf. Karmali agar; oboji 42 °C, 48 h, mikroaerofilné

konfirmace: morfologie, pohyblivost, biochemickd konfirmace, rezistence ke kyseliné
nalidixové a cephalotinu

mCCDA — kolonie Sedavé zbarvené, vihké, ploché, stfedné velké (2 — 4 mm) casto
s kovovym leskem, pfip. nazelenalym odstinem a s tendenci se rozristat
Karmali — kolonie stfedné velké, Sedé barvy, lesklé, ploché, s tendenci se rozrlstat

Prakticky ukol:

vzorek: drlibezi jatra

selektivni pomnoZzeni: jiz pfipraveno

izolace ze selektivniho pomnozeni: sterilni sklenénou tycinkou vyockujeme suspenzi
z Bolton bujonu na mCCDA agar, inkubace pfi 42 °C, 48 h, mikroaerofilné (v anaerostatu
s vyvijeCem mikroaerofilni atmosféry)

. Prikaz Escherichia coli 0157
kmeny serotypu 0157 maji odlisné rlistové a biochemické vlastnosti, Spatné rostou pfi
teplotach 44 — 45,5 °C, nemaji enzym f3-D-glukuronidasu a nejsou schopny fermentovat
D-sorbitol

selektivni pomnoZeni: modifikovany bujon s enzymaticky natravenym kaseinem a séjou
s pfidavkem novobiocinu (mTSB); 41,5 °C, 18 — 24 h, aerobné

imunomagnetickd separace: koncentrace Escherichia coli 0157 na imunomagnetickych
Casticich

izolace: MacConkey agar s cefiximem, teluri¢itanem draselnym a sorbitolem (CT-SMAC)
a volitelnd plida napt. Sorbitol MacConkey agar s BCIG; oboji 37 °C, 24 h, aerobné

konfirmace: biochemicka konfirmace, serotypizace

CT-SMAC - kolonie pravidelné, malé (1 — 1,5 mm), okrouhlé, bezbarvé ai svétle
zlutohnédé (negativni sorbitol), nékdy mohou byt obklopeny oranzovou zénou

BCIG — kolonie pravidelné, malé, okrouhlé, bezbarvé (negativni sorbitol, negativni 8-D-
glukuronidasa), okolo kolonii mize dochazet k odbarveni média

Prakticky ukol:

vzorek: syrové kravské mléko

selektivni pomnozeni: jiz pfipraveno

imunomagneticka separace: pracovni postup je uveden v pfilozeném navodu

izolace po imunomagnetické separaci: sterilni bakteriologickou klickou vyocCkujeme
suspenzi na BCIG agar, inkubace pfti 37 °C, 24 h, aerobné
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6. Stanoveni celkového poctu mikroorganisml ve svaloviné cerstvé ryby

Prakticky ukol:

vzorek: Cerstva ryba

pouZitd fedéni: 103 a 104, pro kazdé fedéni pfipravime 2 Petriho misky
agar s glukosou, tryptonem a kvasni¢nym extraktem (GTK)

metoda: zaliti 1 ml

inkubace: 30 °C, 72 h, aerobné

Odbér vzorku svaloviny ryby

nazhavenym opalovacim Zelezem kratce opalime povrch ryby v misté odbéru vzorku
svaloviny (idedlné blizko patere kde je silnéjsi vrstva svaloviny)

sterilni skalpelem a pinzetou odstranime opalenou kuzi, fez vedeme uvnitié opalené
plochy nikoli vné

nastroje pouzité k odstranéni kGize odloZime do desinfekéniho roztoku

novymi sterilnimi ndstroji provedeme odbér vzorku svaloviny (u nekuchanych ryb pozor
na pripadnou kontaminaci z traviciho traktu)

15



H3MI Prakticka cviceni 2. ro¢nik BKP

Praktické cviceni 8

1. Stanoveni ucinnosti pasterace — pasteracni efekt

e ucinnost pasterace se stanovi na zakladé poméru poctu prezZivajicich mikroorganismu
k jejich poCtu pred pasteraci, optimalni pasteracni efekt je 99,99 %

¢ D hodnota oznacuje dobu potfebnou k tomu, aby aplikovana konstantni teplota snizila
Cetnost Zivych mikroorganism( obsaZenych v zahfivané potraviné pravé o 1 fad (tedy o
90 % nebo na 1/10), stanovuje se obvykle v minutach a vztahuje se vidy ke konkrétni
teploté, napf. Dgs = 4 min znamena, Ze ke snizeni plvodniho poctu mikroorganismu na
10 % dojde pfi teploté 85 °C za 4 minuty

Vypocet pasteracniho efektu

CPM syrové — CPM pasterované

PE [%] = 100-
CPM syrové

Vypocet D hodnoty

t [min]

D72 [min] =
log CPM syrové — log CPM pasterované

Prakticky ukol:

CPM syrového mléka

e vzorek: syrové kravské mléko

e pouZitd fedéni: 103 a 104, pro kaZdé fedéni pfipravime 1 Petriho misku
e GTK agar, zaliti 1 ml, inkubace: 30 °C, 72 h, aerobné

Laboratorni pasterace vzorku

e do sterilni zkumavky napipetujeme 10 ml syrového miéka

e uzavienou zkumavku vlozime do vytemperované vodni lazné a jeji obsah zahtfejeme na
teplotu 72 °C po dobu 30 sekund

e soucasné zahfivame kontrolni zkumavku s teplomérem (kontrola priibéhu zahrevu)

e po ukonceni zahfevu zkumavku se vzorkem ihned prudce ochladime

CPM pasterovaného mléka

vzorek: laboratorné pasterované kravské mléko

pouZitd fedéni: 10° a 10, pro kazdé fedéni pfipravime 1 Petriho misku
GTK agar, zaliti 1 ml, inkubace: 30 °C, 72 h, aerobné

2. Stanoveni bakterii celedi Enterobacteriaceae

Prakticky ukol:

e vzorek: laboratorné pasterované kravské mléko

e pouZitd fedéni: 10°, 2 Petriho misky

e agar s krystalovou violeti, neutralni ¢erveni, Zlu¢ovymi solemi a glukosou (VCZG)
e metoda: zaliti 1 ml, opakované preliti

e inkubace: 37 °C, 24 h, aerobné
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3. Stanoveni koliformnich bakterii

Prakticky ukol:

vzorek: ovocny jogurt

pouZitd fedéni: 101 a 1072, pro kazdé Fedéni pfipravime 1 Petriho misku

agar s krystalovou violeti, neutralni ¢erveni, Zlu¢ovymi solemi a laktosou (VCZL)
metoda: zaliti 1 ml, opakované preliti

inkubace: 30 °C, 24 h, aerobné

. Kvantitativni mikroskopické vysetreni Cistych mlékarskych kultur

mezofilni smetanova kultura je tvorend koky Lactococcus lactis ssp. lactis, Lact. lactis
ssp. cremoris, Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris a Leuc. mesenteroides ssp.
dextranicum; optimalni teplota ruistu je 22 — 25 °C po dobu 18 — 20 h, v mikroskopickém
preparatu pozorujeme koky, diplokoky nebo kratké retizky (optimalni pomér laktokokd a
leukonostoku je 9:1)

termofilni jogurtovou kulturu tvoti Streptococcus salivarius ssp. thermophilus a
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus; optimalni teplota pro Cinnost jogurtové kultury
je 43 °C, k zakysani dochdzi za 3,5 — 4 h, v mikroskopickém prepardtu pozorujeme koky,
Casto v fetizcich, a dlouhé stihlé tycinky (optimalni pomér koku a tycinek je 2:1)

Prakticky ukol:
Priprava mikroskopického preparatu

vzorek: smetanovy a jogurtovy zakys

kulturu dikladné protfepeme a obvyklym zplsobem pfipravime fedéni 10!

na spodni stranu podlozniho sklicka namaluje podle Sablony 2 ¢tverce o hrané 1 cm

do kazdého ctverce pipetujeme 10 ul naredéného vzorku a bakteriologickou klickou
rovhomeérné rozetfeme po celé plose ctverce

nechame volné zaschnout a poté fixujeme 3x protazenim v plameni

fixovany preparat barvime Loéflerovou methylenovou modfi po dobu 3 — 5 minut
preparat oplachneme destilovanou vodou, osusime filtracnim papirem pres hranu sklicka
a nechame volné zaschnout

mikroorganismy pozorujeme ve svételném mikroskopu za pouZiti imerzniho oleje a
imerzniho objektivu (zvétSeni 100x)

Stanoveni poc¢tu bunék

v zorném poli poc¢itdme pocet bunék, v pripadé jogurtové kultury zvlast koky a tycinky
mikrobialni shluky, dvojice nebo retizky se pokladaji za mikrobidlni jedince

celkem vysetfime 5 zornych poli, posunujeme se meandrovitym pohybem

spocitame prliimérny pocet bunék v zorném poli, hodnotu dosadime do vzorce

pramérny poéet bunék x konstanta mikroskopu x stupen fedéni vzorku (107, tj. 0,1)

vysledek upravim obvyklym zplsobem a vyjadfime jako pocet bunék v 1 ml kultury
u jogurtové kultury vyjadfime mimo celkového poctu bunék v 1 ml (pro vypocet se¢teme
pocet koku a tycek v jednotlivych zornych polich) také pomér tycek a koku
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Praktické cviceni 9

1. Mikrobiologické vysetreni pitné vody

Ukazatel Limit Metoda Pada Inkubace

enterokoky EL(ATI_J'/loo ml mfrr:cb;iggvril S-Bagar 37 °C, 48 h, aerobné
Escherichia coli z:;l-r:'/loo il ;ﬂfrr:cberélggvil CCA agar 37 °C, 24 h, aerobné
koliformni bakterie :3/||<HTJ/100 ml mfrr:cb;iggvril CCA agar 37 °C, 24 h, aerobné
pocet kolonii pfi 22 °C i/(l)l?l S zaliti 1 ml GKagar 22 °C, 72 h, aerobné
potet kolonii pfi 36 °C ‘I\‘AOHKTJ/ M aliti 1 ml GKagar  36°C, 48 h, aerobné

NMH — nejvyssi mezna hodnota, MH — meznd hodnota; Slanetz-Bartley agar (S-B), Chromogenic
Coliform Agar (CCA), agar s kvasni¢nym extraktem (GK)

e na rozdil od aplného rozboru pitné vody pouzivané v potravinarském zafizeni, pitné vody
doddvané z rozvodné sité a pitné vody dodavané ze studni, se pti kraceném rozboru
nestanovuji enterokoky

e v pfipadé pitnych vod upravovanych pfimo z vod povrchovych nebo u podzemnich vod
ovlivnénych povrchovymi vodami se stanovuje Clostridium perfringens

e vyhlaska stanovuje dals$i mikrobiologické ukazatele (napf. Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, atypickd mykobakteria, legionely) s hygienickymi limity pro
balenou pitnou vodu, vodu dodavanou pro nadhradni zasobovani a teplou vodu

e pouzivame sterilni membranové filtry o velikosti porG 0,45 um, pfi filtraci se
mikroorganismy zachycuji a koncentruji na horni strané membranového filtru (mrizka)

e na Petriho misku s zZivnou plGdou pokladame filtr stejné, jako byl umistén v aparature, tj.
stranou se zachycenymi mikroorganismy vzharu

e stanoveni koliformnich bakterii a Escherichia coli probiha soucasné v rdamci jedné Petriho
misky, typické kolonie koliformnich bakterii jsou riiZzovoéervené, Escherichia coli roste v
modrofialovych koloniich, konfirmace je zalozena na prikazu oxidasy (negativni)

e pocet E. coli = pocet pozitivné konfirmovanych modrofialovych kolonii

e pocet koliformnich bakterii = pocet pozitivné konfirmovanych rlZovocervenych i
modrofialovych kolonii

Prakticky ukol:
e Uplny rozbor vzorku pitné vody
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N

. Mikrobiologické vysetieni oball a obalovych materiall

nejcastéji pouzivanou metodou je stér, ktery lze pouZit u rlznych druh( obalovych
materidl(i, pro lepsi smacitelnost obalu se kfedicimu médiu pridava detergentni
pFipravek napf. Tween 80; vysledek je vyjadien v KTJ/x cm?

dal3i mozZnosti je otiskova metoda; vysledek je vyjadien v KTJ/x cm?

u sklenénych oball ¢i plastovych lahvi a sack(, ddle prepravnich oball a nadob se provadi
metoda vyplachu; vysledek je vyjadien v KTJ/x ml vyplachového média

u félii ¢i jedlych stfev lze pouZit metodu oplachu, kdy je vzorek intenzivné protifepavan
v fedicim médiu s pridavkem detergentu (pomér 1:10); vysledek je vyjadren v KTJ/g

k mikrobiologickému vysetfeni silnych papir(, zejména karton( a lepenek je vhodné
pouzit dezintegracni metodu, kdy po navazeni ptiddme k vzorku fedici médium a vzorek
homogenizujeme; vysledek je vyjadren v KTJ/g

pfi vySetfeni papirovych obal(, rlznych folii ¢i jedlych strev lze vyuzit metodu prelivu,
kdy obal odvazime, nastfihdme na malé kousky (cca 1x1 cm), poloZime na dno sterilni
Petriho misky a prelijeme Zivnym médiem, pfip. kousky obalu klademe na Zivné médium
v Petriho misce a nasledné zalijeme tenkou vrstvou téze pudy; po ukonceni kultivace
pocitame kolonie vyrostlé na vnéjsi i vnitfni plose obalu; vysledek je vyjadren v KTJ)/g

Prakticky ukol:
Metoda stéru — kelimek, CPM

do sterilni zkumavky pipetujeme 10 ml sterilniho fyziologického roztoku, pridame kapku
Tweenu 80

sterilni tampon namocdime do roztoku a pfitisknutim ke sténé zkumavky odstranime
prebytec¢nou tekutinu, navlhéenym tamponem stirdme celou vnitfni plochu kelimku,
tamponem postupné otacime

tampon vloZime zpét do zkumavky, horni ¢ast Spejle odlomime o hrdlo zkumavky
uzavfenou zkumavku intenzivné protfepeme na vortexu az dojde k uvolnéni vldken (10?)

pouZité fedéni: 102, 2 Petriho misky
GTK agar, zaliti 1 ml, inkubace: 30 °C, 72 h, aerobné

Metoda vyplachu - lahev, CPM

do vySetfované lahve pipetujeme 10 ml sterilniho fyziologického roztoku, pfidame kapku
Tweenu 80

lahev uzavieme a krouzivym pohybem postupné smocime celou vnitfni plochu, nechame
asi minutu odstat a poté cely postup nékolikrat zopakujeme (celkova doba cca 10 minut)
po ukonéeni vyplachu roztok slijeme do sterilni nddoby ¢&i zkumavky (107?)

pouZité fedéni: 102, 2 Petriho misky
GTK agar, zaliti 1 ml, inkubace: 30 °C, 72 h, aerobné

Metoda dezintegracni — prolozka na vejce, CPM

do homogenizac¢niho sacku nastfihdme 10 g obalu, pfidame 90 ml sterilniho
fyziologického roztoku a homogenizujeme 1,5 minuty na stomacheru (10)

pouzité Fedéni: 101, 2 Petriho misky
GTK agar, zaliti 1 ml, inkubace: 30 °C, 72 h, aerobné
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. Hodnoceni mikrobialni Cistoty prostredi laboratore

kvantitativni stér provadime z pfesné definované plochy ohranicené sterilni Sablonou
(obvykle 10x10 cm, tj. 100 cm?), dalsimi pomdckami jsou zkumavka s 10 ml fediciho
roztoku a sterilni tampon

princip otiskové metody spociva v pfeneseni mikroorganism( z vySetfovaného povrchu
lehkym pfFitlatenim pfimo na povrch Zivného média, optimalni doba kontaktu Zivného
média s vySetfovanym povrchem je 10 sekund; vyuZivame speciadlni nosice z Zivnym
médiem, napf. kontaktni Petriho misky, Petrifilm™ &i otiskové nosi¢e typu Hygicult®

pfi provozni kontrole Cistoty ovzdusi se béZzné pouzivda metoda spadu (pasivni preneseni
mikroorganism(l v ovzdusi spadem na povrch Zivného média v Petriho misce); vyhovujici
mikrobialni ¢istota ovzdusi = maximdlné 10 KTJ/10 minut expozice, tj. 1 KTJ za 1 minutu

pro hodnoceni Urovné kontaminace rukou pracovnikd (napf. v gastronomii) Ize vyuZit
metodu oplachu, stanoveni mizZe byt provedeno kvalitativné i kvantitativné; stanoveny
pocet KTJ v 1 ml vyplachové tekutiny, prepocitame na celkovy objem média pouzitého
k oplachu, tj. na 25 ml, a ziskame pocet KTJ na plochu testované ruky

Prakticky ukol:
Metoda stéru — hodnoceni Ucinnosti dezinfekce, CPM

zvolenou ¢ast pracovni plochy vydezinfikujeme 70% ethanolem a nechame uschnout

do sterilni zkumavky pipetujeme 10 ml sterilniho fyziologického roztoku

sterilni tampon namodime do roztoku a pfritisknutim ke sténé zkumavky odstranime
prebytecnou tekutinu

na vydezinfikovanou plochu umistime sterilni Sablonu, vlhkym tamponem stirame
v nékolika smérech celou vytéenou plochu, tamponem postupné otacime

tampon vloZime zpét do zkumavky, horni ¢ast Spejle odlomime o hrdlo zkumavky
uzavienou zkumavku intenzivné protfepeme na vortexu az dojde k uvolnéni jednotlivych
vladken tamponu (1071)

pouzité Fedéni: 10%, 2 Petriho misky
GTK agar, zaliti 1 ml, inkubace: 30 °C, 72 h, aerobné

Metoda otisku — Petrifilm™, CPM

po odklopeni kryci folie pipetujeme do stfedu Petrifilmu 1 ml sterilniho fyziologického
roztoku, kryci folii vratime zpét a roztlaovatkem rozprostifeme fyziologicky roztok do
plochy 20 cm? (plocha roztlacovétka)

Petrifilm nechame rehydratovat 30 minut pfi laboratorni teploté

poté odklopime kryci folii a vnitfni stranou ji lehce pfitla¢ime po dobu 10 sekund na
vySetfované misto

Petrifilm opét zavieme a umistime do termostatu, inkubace: 30 °C, 48 h, aerobné

Metoda otisku — Hygicult®, CPM

Hygicult vyjmeme ze zkumavky, Zivnou pldu lehce pfitlacime po dobu 10 sekund na
vysetfovanou plochu, poté Hygicult oto¢ime o 180° a druhou vrstvu Zivné pudy
otiskneme na dalSim misté

Hygicult zasuneme zpét do zkumavky a inkubujeme pfi 30 °C, 48 h, aerobné
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Metoda spadu - CPM

e otevienou Petriho misku s GTK agarem umistime na klidném bezprasném misté a
nechdame exponovat po dobu 10 minut

e po ukonceni expozice misku uzavieme a inkubujeme pfi 30 °C po dobu 72 h, aerobné

e nasledné spocitame vSechny kolonie narostlé na plose Petriho misky

Oplach ruky — pocet koagulazopozitivnich stafylokoku

e sterilni jednorazovou rukavici bez pudru odpovidajici velikosti navle¢eme na ruku a
dovnitt rukavice asepticky pridame 25 ml sterilniho tekutého média, napf. pufrované
peptonové vody

e po dobu 1 minuty dlkladné ruku oplachujeme, a to véetné nehtll a prostoru pod nehty,
poté rukavici opatrné sejmeme, vySetifujeme oplachovou tekutinu

e pouzité fedéni: 10°, 1 Petriho miska
e Baird-Parker agar (B-P), roztér 0,2 ml, inkubace: 37 °C, 24 — 48 h, aerobné
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Prakticky ukol:
Metoda stéru vlhkym a suchym tamponem — jatec¢né upravena dribez, CPM

do sterilni zkumavky pipetujeme 10 ml sterilniho fyziologického roztoku

sterilni tampon namocdime do roztoku a pfitisknutim ke sténé zkumavky odstranime
prebytecnou tekutinu

na vySetfovanou plochu umistime sterilni $ablonu (5x5 cm, tj. 25 cm?), vlhkym
tamponem stirdme v nékolika smérech celou vytéenou plochu, tamponem postupné
otacime, tampon vloZime zpét do zkumavky a horni ¢ast Spejle odlomime o hrdlo
zkumavky

vezmeme suchy sterilni tampon a opét stirame celou vysSetfovanou plochu, tampon
vloZzime do zkumavky a horni ¢ast Spejle odlomime o hrdlo zkumavky

uzavienou zkumavku intenzivné protfepeme na vortexu az dojde k uvolnéni jednotlivych
vladken tamponu (101)

pouZitd fedéni: 102 a 1073, pro kazdé Fedéni pfipravime 2 Petriho misky
GTK agar, zaliti 1 ml, inkubace: 30 °C, 72 h, aerobné

Metoda stéru abrazivni houbickou — jatecné upravena drtibez, CPM

nasadime si sterilni jednorazové rukavice, sterilni abrazivni houbicku vyjmeme z obalu

na vysetfovanou plochu umistime sterilni $ablonu (5%5 cm, tj. 25 cm?), vihkou houbiékou
stirame celou vytéenou plochu (10 taht)

houbicku vloZzime zpét do sacku a odlomime drzatko

do sacku pridame 90 ml sterilniho fyziologického roztoku a homogenizujeme 1,5 minuty
na stomacheru (101)

pouZitd fedéni: 102 a 1073, pro kazdé Fedéni pfipravime 2 Petriho misky
GTK agar, zaliti 1 ml, inkubace: 30 °C, 72 h, aerobné

Destruktivni metoda — jate¢né upravena dribez, CPM

na vahy umistime sterilni homogenizaéni sacek a vytarujeme

sterilnim skalpelem sefizneme platek kiZe o ploSe cca 5 cm? a tloustce 5 mm, platek
vloZzime do homogenizac¢niho sacku a zvazime

do sacku pridame devitindsobné mnoistvi sterilniho fyziologického roztoku a
homogenizujeme 1,5 minuty na stomacheru (10%)

pouZitd fedéni: 102 a 1073, pro kazdé Fedéni pfipravime 2 Petriho misky
GTK agar, zaliti 1 ml, inkubace: 30 °C, 72 h, aerobné

Stanoveni poctu Escherichia coli

vzorek: strojné oddélené dribezi maso

pouZitd fedéni: 101 a 1072, pro kazdé Fedéni pfipravime 1 Petriho misku
metoda: roztér 0,2 ml

inkubace: 44 °C, 18 — 24 h, aerobné
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Stanoveni poctu Bacillus cereus

e vzorek: suSené téstoviny

e zpracovani vzorku: metoda oplachu

e pouZitd fedéni: 10! a 102, pro kazdé fedéni pfipravime 1 Petriho misku
e metoda: roztér 0,2 ml

e inkubace: 30 °C, 24 — 48 h, aerobné

Metoda oplachu

e vzorek navazime do sterilni Erlenmayerovy banky a zalijeme desetindsobnym mnozstvim
sterilniho fediciho roztoku (10 g vzorku + 100 ml fyziologického roztoku)

e tfepeme na tfepacce pficca 300 rpm po dobu 20 minut (dle povahy vzorku)

e pfipravenou vychozi suspenzi (101) mazeme dale obvyklym zplisobem fedit
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Y

. Stanoveni rezidui inhibicnich latek — plotnové metody

stanoveni RIL je ddno Metodickym pokynem na stanoveni rezidui inhibi¢nich latek ve
tkanich, mléce, vejcich a potravindch ze dne 1. 6. 2008

e plotnové metody pracuji na principu agarového difizniho testu, kdy se vzorky umisti na
Petriho misku obsahujici agarovou ptdu inokulovanou testovacim kmenem

e difuze antimikrobialni latky se projevi tvorbou zény inhibice ristu testovaciho kmene
okolo vySetfovaného vzorku

1.
Bacillus subtilis

pH = 6,0

aminoglykosidy

4,
Bacillus subtilis

+ trimethoprim

pH=7,2
sulfonamidy

2.
Bacillus subtilis

pH = 8,0

makrolidy
beta-laktamy

5.
Geobacillus
stearothermophillus
pH = 8,0

beta-laktamy
aminoglykosidy

3.
Kocuria
rhizophila
pH=8,0
tetracykliny

6.
Escherichia coli

pH=8,0

chinolony

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,24h 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
Vyhodnoceni: plothal plotha2 plotha3 plothad4 plotha5 plotna6
syrové  pozitivni 22mm  22mm  22mm  22mm  =21mm  =22mm
mléko  negativni <2mm <2mm <2mm <2mm <lmm <2mm
tkdné, pozitivni 22mm  22mm 22 mm 22 mm >4 mm 22 mm
orgdny  negativni <2mm <2mm <2mm <2mm <4 mm <2mm
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Prakticky ukol:

vzorky: syrové kravské mléko, vzorek A (klinika VFU Brno), vzorek B (SZP Nové Dvory)
stanoveni RIL na plotnach1a4-6

vzorek mléka: sterilni disk o prliméru 12,7 mm uchopime do sterilni pinzety = z¢asti
ponofime do vzorku mléka - nechdme zcela nasaknout - otfeme o hranu vzorkovnice a
umistime na Petriho misku; kazdy vzorek testujeme dvojmo a umistime Uhlopti¢né
pozitivni kontrola: sterilni disk o prdméru 6 mm (9 mm pro plotnu 6) uchopime do sterilni
pinzety a umistime do stfedu Petriho misky = na disk pipetujeme 10 pl (30 pl u plotny 6)
roztoku antibiotika

inkubace: podle typu plotny (viz tabulka), plotnu 5 uzavieme s filtratnim papirem a
uloZzime do plastového sacku

inhibi¢ni zéna [mm]

pozitivni kontrola
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