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1. Uvod

V potravindgskych provozech je sledovani hygienyileZite, protoze pracovni
plocha a nastroje mohou byt kontaminovany a ke dmmaci rukou mze dojit
napiklad od zne&istetnych vodovodnich kohoutka klik dvei. Riziko nehygiénosti
provozu je nutné fib&Zzns snizovat, akoli nulového rizika nelze dosahnout niktly.

Pt vyrobé potravin, jejich Gprad, prepra¥ a ostatni manipulaci jsou peba
snadné a jednoduché metody pro stanoveni hygienick@né povrchi a rovréz
vyrobkia samotnych. Pro stanoveni Urévhygieny se pouZzivaji praizné povrchy a
rizna mistaizné metody. Ja'd¢ba, aby testy byly rychlé a relatévievné. Diky no¥
vyvinutym metodam je nyni mozné ziskat vysledky efghi povrchovych a
hygienickych vzork jiz béhem rgkolika minut. To je Bhem vyroby potravin velmi
dulezité, protoZze sebemensi bakterialni kontaminadé@enzhorsSit kvalitu finalniho

vyrobku® Tyto metody jsou ozravany jako screeningové (rychlé) metody.
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2. Rozdéleni screeningovych metod

Screeningové metody stanoveni jsou to tzv. ryot@éody a jejich doba trvani je
vétSinou do 24 hodin (zalezi na stanovovanych MQjuJddodné pro oriendai rozbor
vétSiho mnozstvi vzork Pozitivni ndlez musi byt potvrzen normovanou rdetopro
dany mikroorganismus. Pro tyto metody je charagtieké - specificita, citlivost,

rychlost a cen&.Tyto metody dlime na pimé, nepimé a vyvijené nefmé metody.

Primé metody - informuji pfimo o pdtu bakterii a slouzi k monitorovani
mikrobialni kontaminace, umaiji vyhodnocovat trend}).
% Metody pro zjiStovani pa‘tu mikrobialnich bun ék
= Kultiva éni metody
¢ Otiskové metody -Petrifilm, Dip Slides, Hygicult, Lopatkoviestr
¢ Stérové metody - Q-SwabM, PathChek Hygiene Pathogen,
InSite™ Listeria
¢ Metoda membranova filtrace
¢ MPN
» Nefelometrické stanoveni pétu mikroorganismi
s Test na pritomnost ¢i nepifitomnost bakterii
= P/A metoda
= BART™ test

Neprimé metody —neinformuji gimo o pa@tu bakterii, ale ¥ nékteré vlastnosti
vadzané na mikroby, monitorovanidgmot. Jsou vhodné pro zpracovani a monitoring

podnikovych standatchygieny®

+* Luminiscenéni metoda

¢ Miniaturizace biochemickych testi

Vyvijené nepgimé metody
Mezi tyto metody naifiklad pati: turbidimetrie, kalometrie, fluorometrie,
radiometrie, mikrokalorimetrie, katalazové testyndetoxinovy test (LAL) a

biosenzory"
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Popis rkterych metod:

» Turbidimetrie: Bakterie v piibéhu mnozeni tvid v tekutém vzorku zakal.
Metoda vyuziva rffeni znén intenzity zakalu média v zavislosti ase. Intenzita
zakalu je zavisla na pateni koncentraci mikroorganisin Vyuziva se k réreni
celkového potu mikroorganisn (aerobnich i anaerobnicA).

* Radiometrie: U téchto metod se zji%ije tvorba CQ ze zné&eného uhlikatého
substratu. V potravirtatvi se nejastji pouzivaji tyto metody pro rozbor zmrazenych
potravin a potravingkych surovin. Tato metoda byla automatizovana i ngibstroj
Bactec, vyrabny firmou Johnston Laboratories, USA). Vysledekzéska za 4 — 6
hodin®

* Endotoxinovy test = Limulus test: Pouziti lyzatu amoebodytkrabu Limulus
polyphemusktery je gipravovan americkou firmou Difco (Detroit), je zakn na tom,
Ze endotoxin itomny ve sin¢ gramnegativnich stvnich bakterii koaguluje tento lyzat
za tvorby gelu nebo viek. Pozitivni reakci po 1 hodirinkubace fi 37°C da 5x16
bakterialnich bugk/ml. Metoda je tedy velmi rychla a umafe zji¥ovani

koliformnich bakterii v syrovém mléce, mletém maseeninach apod:®
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3. Metody pro zjiStovani pattu mikrobialnich bun ék

V potravindstvi je stanoveni @tu mikrohi velmi dilezité, neb6 nas informuje o
kvalit¢ surovin i hotovych vyrobk a o jejich udrZznosti. Sledovanim o
mikroorganisni, pripadré i jejich druhi, se niizeme také feswdéit o vhodnosti
technologickych postup v potravindském ptimyslu, o bezp#osti sterilgnich
zakroki a konén¢ o saniténich a hygienickych podminkach na daném useku wyrob

nebo distribuce. Metody zjigjici poset burk jsou nejpesrejsi a nejcitlivgjsi.?

3.1 Kultivaéni metody

Kultiva¢ni stanoveni pfiu mikrobi spaiva na principu fenaseni mikroorganisim
na vhodnou fidu, kde jsou schopny rozmnozovani. djig se tedy piet zivych bugk,
neba’ kritériem Zivotnosti mikrobialni hiky je schopnost autoreprodukce, tedy
schopnost syntézy b&ného materidlu a schopnost k&amého dleni. Téchto metod
lze pouzit pro prakticky libovothhustou suspenzi mikroorganigna ve snisich je
¢asto mozno rozlisit jednotlivé skupiny nebo rodyewvithodou je delSi doba giebna
k ziskani vysledk (24 hodin). U srési riznych mikroorganisiin dostdvame &tSinou
porekud nizsi vysledky, nez odpovida skirtesti, neb6é nemizeme zar¢it vhodné

kultivagni podminky v&emiftomnym mikroorganistm.®

3.1.1 Otiskové metody

Ucelem tchto metod nenifesré zjistit celkovy p@et bakterii kontaminujicich
vySetovany povrch, ale informovat o jeho hygienickénvsta

Interpretace otiskovych ploten byva obti, jestlize zde naroste vice nez 200
kolonii. Vysledky lze udavat jako pet CFU gipadajici na celou plotnu anebcitou
sast jeji plochy (cf).? Kolonie se tvéi z jednotlivych buk, jejich pat, kratkych
fetizka ¢i shluki burek, proto se hovid o jednotce pro vyjaeéni p@&tu bakterii jako o
.Kolonii tvorici jednotku® KTJ (x poet bakteridlnich buik), v anglttingé ,colony
forming unit* CFU? Jako ponicky pro interpretaci vysledk je u komegnich
otiskovych metod k dispozici modelova tabulka. Tamdelova tabulka dodavana
v kazdém baleni uménje odhad hygienické Uro¥rsledovaného povrchu na zakiad

hustoty kolonii narostlych na kultitaim médiu”
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3.1.1.1 Komeréné dodavané otiskové plotny
e Petrifilm

Petrifilmy jsou destiky pro gesnou kontrolu mikrobiologické kvality potravin
nebo prosedi potravingskych provoz. Jedna se o médiumiipmo pipravené
k inokulaci vzorki. DestEky se skladaji ze dvou vrstev fitm které obsahuji Zivna
média, gel rozpustny ve studené ¥oa specialni indikator, ktery zvyrazni narostlé
kolonie mikroorganist na destice. Nati&na n¥izka usnadni pgtani kolonii> Film
je pruzny a proto nemusi byt zkoumany povrch rowyuziti pro stanoveni celkového

poctu bakterii, potu koliformnich bakteriiE. coli, kvasinek a plisr.

Obr. 1:

3M ™ Petrifilm ™ E. coli/Coliform Count Plate®

- dva testy v jednom: stanovdai coli a koliformnich bakterii
- obsahujg-glukuronidazovy indikator pro detekii coli

- bez pouziti MPN metody

w5 - E. coli vysledky za 24 hodin pro maso,idez a miské

. plody nebo 48 hodin vifpadt vSech ostatnich potravin

* Lopatkovy testr HACH, Hygicult, Biotest HYCON Dip Slides

Je to plastova degkia oboustranh pokryta kultiv&nim médiem a umi&na ve
sterilni nadobce. Je dgna k rychlému monitorovani aroymikrobialni kontaminace
v potravindskych provozech a monitorovani hygienické nezavstindkapalin.
Vyhodou je snadné pouziti mimo laborsatdlevyhodou je, Ze sortiment desk je
omezen pouze na indikatorové mikroorganisiy.

Vzorek Ize na nosi (destéku) ockovat otiskovou metodou nebo adbvym
tamponem. Po odbu vzorku se nosiuzave zgt do kryci nadobky, ve kterétihe byt
vzorek bezpéngji transportovan v nezéméném stavu. V zavislosti na typech médii na
nosti Ize stanovovat celkovy et bakterii, podet enterobakterii, koliformnich bakterii,
pseudomonéd, kvasinek a plidh.

Citlivost reakce je 100 MO/1 ml. Testery se kulfivwe tme bud’ pii laboratorni
teplot ¢i pii 37°C a po 24h, 48h az 5-7 dnech (dle stanovenplscha s narostlymi
koloniemi porovnava silusttaimi tabulkami udavajicimi titr (0 postu

mikroorganisn).”
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Obr. 2: Hygicult®CF®
Je to kultivéni destéka typu dipslide pro detekci koliformnich bakteuwii

raznych tygi pevnych i kapalnych material Desttka je z obou stran pokryta

modifikovanym agarem VRB, ktery podporujist koliformnich bakterii. Bst

gram-pozitivnich organistnje inhibovan. Koliformni bakterie rostou na agaru
a jako z#ivé cervené kolonié)

Obr. 3: Hygicult E/Hygicult CF® — ilustrani tabulka (Hygicult E - pro detekci
bakterii roduEnterobacteriacede
Smaseni/tampén 10 10 16 16 1d

CFU/mI

Kontakt I I
CFU/strana 10 50 450 800 >1000
CFU/cnf 1 5 45 80 108

3.1.2 Sé¥rové metody

Stéry se normala kultivuji na plotnach a vysledky jsou udavany jaR&U.cni?
podle EZnych pravidel péitdni kolonii. Pomoci odibového tamponu zviieného
sterilnim fyziologickym roztokem se stird 10 TnK vymezeni plochy se pouZiva
sterilni Sablona. Skni plochy je pdtba provést dvakratiigemz druhé stirani se
provadi v kolmém siru na gedchozi. B odebirani siru je teba se dotknout kazdého
mista stejnym zjsobem. Po odiu stru se odbrovy tampdn viozi do sterilni
zkumavky, ktera obsahuje 10 ml sterilniho fyziotdgiho roztoku. Zachycené mikroby

se frevedou do fyziologického roztoku wgpanim tampénd.

3.1.2.1 Komeréné dodavané séry a screeningové testy
¢ Q-Swab™

Q-Swab je pipravek gipraveny k pouZiti  odbsru a transportu &tovych vzorki
v potravindiském a napojovém fmyslu. RinaSi Usporyasu a naklaid odstragnim
nutnosti vyrabt s&rové tampoény a vyepavaci roztoky, sterilizovat zkumavky a pipety
atd. Rislusny roztok (1 ml) je obsazen v ampuli s pateswgm lamacim ventilem
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(SnapValvé™). Po zlomeni ventilu je roztok uvain do tuby se stovym tampénem,
kde zneutralizuje zbytky sandi@ich cinidel

mikroorganisni. VVzorek je tak fipraven k pepra, naneseni na agar nebo naliihgo

a umozni efektivni uvobmi

na dehydrované médium. Je to sterilfipmvek ,vSe v jednom*. V jednom baleni je

250 stri. ™)
Pripravky Q-Swab jsou dodavany, spolesti SKA-TEC, v pti
variantach. Hklad QS1400 — Amies Medium: lepsi
. transport média, obsahujiciho uhli k prodlouzemotriosti
“~ o patogennich organisin obzvlas Neisseria gonorrhoeae

Slamow zbarveny roztoR?

Obr. 4: Q-Swab™ 10

» PathChek Hygiene Pathogen

Systém na detekci potravinovych patogema povrchu vyrobnich ¥aeni a v

prostedi potravingskych vyrob. Ftomnost

signalizovana z#nou zbarveni roztoktf

Detekni systém se sklada ze dvou pivk

* zvih¢eny strovy tampon, vyhodou je neutralizd efekt na Bzné pouzivané

testovaného mikroorganismu

Cistici prostedky a zlepSeni shu bakterii ze suchého povrchu

» vysoce specifické a selektivni detek médium, které poskytuje jednozna

vysledky v podob zmeny barvy médid?

Spol&nost SKA-TEC nabizi 3 varianty detekho média:

- Listeria, cena 58,- test Obr. 5: PathChek HygienePathogert?

- Koliformy, cena 52,- K/test
- Salmonella, cena 70,-Kest?

Detekni systém vyhovuje poZadawk
ISO 18395:2004 (Mikrobiologie potravin
krmiv — Horizontalni metody specifikuji
techniky  vzorkovani z povréh pomoci
kontaktnich ploten a &ta).*?
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Pouziti Path-Chek Hygiene Pathogen Systéfimapi rychlou, jednoduchou a
levnou metodou monitoringu patogea hygieny, a @l by tvorit zaklad systéemu GMP
a nedilnou sotast kvalitniho HACCP systéntd.

Postup: Obr. 6: Detekce patogennich bakteri?’

* Str testovaného povrchu na ploSe aléspo Listeria

kodiformy

+ Vlozeni stru do specifického

chromogenniho média.

+ Inkubace p 37°C (Salmonellaa koliformy
18-24 hodinListeria 30-48 hodin).
+ Rast cilovych bakterii je indikovan zimou
barvy média. VysSi kontaminace znameng&ﬁﬁw‘ —
rychlejsi zngnu.
« V ptipad pozitivniho nalezu je mozné
pouzit takto pomnozeny vzorek na
konfirmaci a podrobny mikrobiologicky

Salmonelia
rozborl?

pozitivid negativing

+ Rychla metoda - nevyZadujéguichozi pomnoZzeni vzorku.

Vyhody:

s

+ Nejdilezit¢jSi skupiny patogahv jednom

testovacim systému.

. K dispozici jsou komplexni data studif citlivostilk TJ na 10crf) a specificity.
« VSechny i testy spolehli¢ detekuji jednotkovou kontaminaci (< 5 KTJ).

« Na provedeni rozboru neni peba Zzadné vybaveni mikrobiologické laborato
« Stry a detekni média jsou k dispozici samost&trcoz umo#uje flexibilni

pouzit*?
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« InSite™Listeria

Screeningovy test na detektisteria pro pouziti v provoznim prasdi a na
kontaktnich plochach @enych pro zpracovani potravin. Test obsahuje koadbdin
antibiotik (zamezuji astu WtSiny MO krong listerii), mstovych stimulatar (pro
podporu obnovy subletalni poSkozenych &#ra chromogennich latek ¢mi barvu ze
Zluté nacernou v pitomnosti p-glukosidazy produkované listeriemiJerna az héda
barva po 30 — 48 hodinach inkubacié B7°C indikuje pedpokladanou iftomnost

bakterii roduListeria.® ¥

3.1.3 Metoda membranové filtrace

Mezi nejgesrgjSi metody detekce MO patmembranova filtrace, ale Ize ji pouzit
pouze u naprostérych vzorki. Princip této metody sgova ve filtraci vzorku sterilnim
membranovym filtrem, schopnym zachytit mikrobidlbinky. Nasledné feneseni
tohoto filtru na desku Zivnéaply (obsahujici specialni reagent) a inkubaci zaraphi
teploty pro vytvéeni jednotlivych kolonii. Ftomnost sledovanych mikroorganigree
projevi natstem barevnych kolonii velikosti Spendlikové hékyi Paet kolonii na
misce po uplynuti fedepsané inkuldai doby odpovida piou MO pitomnych ve
vzorku. Této metody se pouziva pro rozbor pitnéyyahcharosy, kucligké soli a
jinych rozpustnych latek nebo pro rozbor kapalibsahujicich sloteniny, inhibujici
rast zji¥ovanych mikroorganisin Pro zji§ovani bakterii se pouzivaji membranove

filtry o priméru port 0,3 pm. Citlivost metody je 1 MO/ 100nl.
Ptiklad komeéné dodavaného testuM COLI BLUE24 (viz obr. 7):

Jedna se o zjednoduSenou membranovou filtracia feerspolehliva a rychla. Je to
produkt  spolénosti HACH.  Slouzi
k detekci koliformnich bakterii ¢cérvené
barva) aE. coli (modra barva) na filtru
béhem 24 hodin. Jednoducha manipulac
diky predem pipravenym a rozélenym

davkam selektivnino média a Petriho mis

s filtrem®
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3.1.4 Metoda MPN

MPN (Most Probable Number) — neboli metoda nejyi/dpodobného ptiu je
metoda na stanoveni ga bakterii ve vzorcich, které neni mozné filtrovdetoda je
velice pracna a proto je laborédmi ¢asto gehlizena. Namisto ni se pro¥fidnmetody,
které jsou jednodusSSi a rychlejSi. Navic stanotanfo zpisobem neni vyZzadovano
Zadnou normou pro mikrobiologicka stanoveni. MetttPN se doportuje v gipac
zakaleného vzorku, limitované expertiz§i, v pripadech, kdy by nebyla metodou
membranove filtrace shrom&ith p@imérend data. Metoda MPN pouZiva Cite
mnozstvi zkumavek (zaloZzeno na‘egpokladané populaci bakterii ve vzorku),
obsahujicich specifické médium a vzorek vody. Rpem metody je nadovani
n¢kolika stejnych objerin vzorku do zkumavek (s plynovkami) #edicich fadach.
Nejvice pravépodobny poet se stanovuje pouze ve zkumavkach s pozitivrikciea
(fed®nim vzorki jsou poskytovany jak negativni, tak i pozitivniakee). Pro kazdy
objem fedni se pouZziva stejny pet zkumavek, obsahujicich kulttvd médium;

jednotlivé série zkumavek jsdacény v poneru 1:10%°

Pro kazdy stuperedini se voli minimala 3 zkumavky (pokud je pitgba obdrzet
piesréjSi vysledky, Ize pouzit 5 zkumavek v jedné sémp inkubaci je v kazdé
zkumavce vyséen ffist vSech organisin v kazdém stupniedni se vyhodnocuji
zkumavky s pozitivni reakci. Vyberou se vzdy tak@/¢o sob jdouci koncentrace
vzorku, u kterych bylo zaznamenanakalik pozitivnich i negativnich vysledk
spolu se d¥ma pedchazejicimi stupntedini. Paet zkumavek zachycujicichigt
odpovida statistickému vyhodnoceni &#ku nejvice pravipodobného piu

organisnd ve vzorku'®
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3.2 Nefelometrické stanoveni gt mikroorganismu

Nefelometrické stanoveni sfjga ve zjiSéni paitu burek v ¢iré kapalig na
zaklad intenzity s¥tla odrazeného od jednotlivych kika Metoda je velmi rychla a
citliva. Umo#uje zjiséni postu burek patinaje koncentraci £0bakterii/ml do
koncentrace 10bakterii/ml. Nejvhodgsi je pro kratké t§inky nebo koky, fi del$ich
ty¢inkach neboietizcich niZze dojit k nepravidelnostem. Touto metodou t'zjigme
celkovy pa@et burtk na zaklad kalibraini kiivky zhotovené pomoci ifmého
mikroskopického p&tani burgk.?
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4. Test na pritomnost ¢ nepritomnost bakterii

Jedna se o jednoduché monitorovani vyskytu milgaisni. V laboratdich byly

vyvinuty testy na fitomnost/nefitomnost (presence-absence) mikroorgaiism

4.1 P/A metoda
Prikladem kvalitativni analyzy, ktera neposkytuje S#&pni paitu pritomnych
mikroorganisnd, je test na itomnost a neftomnost, pod zkratkou P/A. Je toiriny
screeningovy test vifpac potreby stanoveni 0 KTJ koliformnich bakterii u velkého
mnozZstvi vzork. Diky jednoduchosti testu nejsou u osob prejiétth test vyZzadovany
odborné zkuSenosti. Metody pozaduji 100 ml vzork®/A médium s bromkresolovou
cerveni (obsahuje laktdzu, lauryl-tryptézu a indidcddromkresolovodervai) ¢i lauryl-
tryptézovy bujén s bombkou. Vzorek je inkubovan po dobu 24 az 48 hodirtgplot
35 £ 0,5°C. Pozitivnim vysledkem je Zluté zabaryendikujici tvorbu kyseliny
fermentaci laktozy
Piikladem komeiné dodavaného testu P/A je spitest HACH (vizobr. 8):
Zjistuje se, zda se jedna o fekalni @&&ni ¢i nikoli.
Po uplynuti inkubéni doby znéna barvy Zervené na
Zlutou jas® indikuje pitomnost i jediné koliformni
bakterie, fluorescence pak indikujefitpmnost E.

coli.t®

4.2 BART™ test

Test biologické aktivity BART je dal$i metodou pro zji§ti piitomnosti skupin
bakterii atfas ve vod. Tento test byl fiodné vyvinut dle Institute of Drycon
Bioconceptspro diagndézy zakalenych studni. Test uimgé snadny zjsob detekce
specifickych skupin mikroorganisinve vod diive, nez zpsobi problémy. DalSi mozna
pouziti testu zahrnuji monitorovani chladicigZziva teplomdrnych zaizeni, néstskych
odpadnich vod, soukromych studni, odpadnich votzikowymi a nebezpgymi
latkami, rafinérii a vrtnych poli, rybnika I&ivych lazni, elektraren gmyslovych vod

a papiren. V fipad tzv. BART™

testi se do vyrobcemijpravené sterilni zkumavky
(50 ml) odebere vzorek vody, 15 ml vzorku selipe do dalSi specialni zkumavky, ve
které jsou v podab prasku pitomny reagencie (dle indikatoru). Tato zkumavka se

uzave a dle navodu od vyrobce se jeji obsahippa/nepraepe a kultivuje se hil
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v horizontalni/vertikalni poloze ve tifma s¥tle. Kazdy den se sleduje barva média a
piipadné reakce, naptvorba bublinek, sedimentti barevnych prouzk Vysledkem
testu BARTM je pak piblizny poset bakterii KTJ.mit, ktery se od&e z diagramt&i
barevné reakce testu. Konie¥ jsou dodavany testy pro Zelezité bakterie, fluoeasi
pseudomonady, nitrifikani bakterie, denitrifikéni bakterie, sulfat redukujici bakterie a

fasy. Kome#n¢ jsou dodavany testy néklad od spolenosti HACH?
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5. Luminiscenéni metoda

Luminisceni metoda je metodou, kde se stanovuje ATP. V hwuaikach se
energie uchovava ngstji ve form¢ ATP (adenosintrifosfat). Mnozstvi ATP v Zivych
bunkach lze mdtit pomoci luminometrie, coZ je metodaéiici intenzitu zé&eni
vytvoreného chemickou reakci:

Rovniceé. 1:

ATP + luciferin + @ uoiferaza oxyluciferin + AMP + PPi + ¥éni

Latky luciferin a luciferdza pouzité v testu byBolovany ze zéicich sétlusek.
Mnozstvi produkovaného &ni je gimo Umérné mnozstvi ATP ve vzorku a mnozstvi
ATP tedy informuje o mnoZstvi bk obsaZzenych ve vzorku. MnoZstvi ATP obsazené
v eukaryotickych bikach ZzZiva@icha, rostlin nebo kvasinek a plisni je asi 10-12
g/buiku. Jedna bakterialni blka obsahuje pouze 1/1000 mnoZzstvi ATP obsazeného v
eukaryotickych biikach. Obsah ATP v liige neni staly, ale je ovilevan nap.
strukturou biiky, stadiemitstu a tistovou teplotou. # luminometrii se vzorek odebira
stiranim ohraieného mista pomociésbvého tampdnu navdeného roztokem NacCl.
Vatovacast tamponu sefevede do reagéni ampulky, kde se tampon vgpa. Poté se
piidaji dalSi¢inidla nezbytna pro fibéh reakce a ®&ii se intenzita emitovanéhoizai
pomoci specialniho #aeni, luminometru. Vysledky jsou vyjaalany jako relativni
jednotky z&eni (RLU). Nej¥tSim problémem i méteni vzorki potravin je, jak odliSit
ATP pochazejici z mikrobialnich bék od ATP ostatnich bwk. V piimé analyze
vzorki potravin neni proto luminometrie pouzitelnd, pestdyto vzorky obsahuji ATP
prevazre zivocisSného a rostlinnéhodpodu. Luminometrii Ize s vyhodou pouZit pro
povrchové hygienické vzorky. Vysledky totiz vyjagl také gitomnost organickych
zbytkii, které mohou slouZit jako Ziviny pro mikroby nankaminovanych povrsich*®

Priklad komeéné dodavanych test znaky BioFix®ATP. Rychlé testy pro
kontrolu hygieny (HACCP) BioFix ATP obsahuiji biolimiscergni ¢inidla - jako prvni
na s¥t¢ stabilni i v kapalné forth Poskytuji dosud nepoznanou jistotu stanoveni a
vynikajici reprodukovatelnost analytickych vyslédk/ sowasnosti jde o nejcitligjSi
dostupny hygienicky rychly tesf) Luminometr BioFix Lumi-10: B kontrole sanitace -
rychlém monitoringu hygieny vyrobnicti pracovnich ploch v potraviiigtvi, se z
velkou vyhodou uplaiuji rychlé testy bioluminiscence (vlastni vyaaani s¥étla) ATP.
Ten je obsazen ve vSech Zivychnkach i jejich zbytcich a jeho detekce souvisi s

hygienickou Grovni daného kritického mista. Vyshedio par minut®
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6. Miniaturizace biochemickych tesfi

V souwasné dob miniaturizace se v oboru mikrobiologie stalastji zacinaji
vyuZivat sady tzv. mikrotest(diagnostickych souprav), které ustaf provedeni
jednotlivych analy?) Klasicka identifikace vyuZivajicfady biochemickych testje
gaso i materidlow narasnal® Na zaklad fyziologickych vlastnosti MO se zjiije
schopnost fermentacé@zanych cuki, schopnost utilizaceiznych substrét jako zdroje
uhliku, hydrolyza #kterych substrét aktivita enzymi, citlivost ke ZI&i a
deoxycholatu, produkce specifickych metatiglitemolyza apod.

Mikrotesty jsou ¥tSinou zaloZeny na stejném principu jako tadi,pestrarada“
biochemickych test jsou vSak miniaturizovany, takZze odpad@pmava kultiv&nich
médii, jejich sterilizace, fjjprava laboratorniho nadobi apod. Obvykle se jedna
reprezentativni  soubor biochemickych testuspdadanych na plastovych
mikrodestékach. V jamkach &hto destiek jsou dehydratovana diagnostickd média
s prislusnymi substraty. &uje se suspenzidstych kultur o pedem dané hustotPo
18 — 24 hodinové inkubaci, kdy dochazi ke¢mdm ve zbarveni médii, se vysledky
odeiitaji a vyhodnocuji se kil prevedenim na iislusny kod, podle ¢hoz se pak
provede identifikace v identifikaim registru, nebo se vysledky vyhodnoti pomoci
pocitatovych programi. Kazda souprava obsahuje navod na pouziti, tabplicy
zapisovani vysledk pomocnacinidla (parafinovy olej a reagencie). VSechny tyto
soupravy jsou weny pro rychlou a po#mn¢ spolehlivou identifikaci bakterii
izolovanych z klinického materialu, potravin, pitngovrchové vody, fdy apod:?

Piikladem komeiné dodavanych mikrotestjsou nap. tyto testy: APIl-systém
(firmy Analy lab Products, Inc., N.Y.) £kolika fadami mikrozkumavek s testy v jedné
vylisované destice (APl 20E — identifikac&nterobacteriaceaa dalSi G- tyinky; API
20NE — pro nefermentujici G- dypky; APl 20A — pro anaerobni bakterie; APl 20C
AUX — pro kvasinky; APl S 20 — pro streptokoky; RagD 32A — pro anaerobni
bakterie — po 4 hodinové inkubaci za anaerobniaminek; API NH pro identifikaci
Neisseria Haemophilusa Bramhanella catarrhalis API Listeria — pro listerie; API
Staph — pro stafylokoky).ENTEROTUBE-system (firma ROCHE Diagnostic
Division) predstavovany specialni plastovou trubici @edou pFepazkami na 8
odckleni (stedem trubice prochazitkovaci jehle, kterou se vzorekgbahne z jednoho
konce na druhy)Mikro-La-test (firma Lachema Brno) obsahujici dehydratovana
diagnosticka média uméta v jamkach mikrotitknich destiek, na kterych Ize
identifikovat 8 az 12 kmen (ENTEROtest — identifikace igtvnich bakterii zeledi
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Enterobacteriaceae a Vibrionaceae NEFERMtest - diferenciace dnuh G-
nefermentujicich ©§inek; STAPHYtest — identifikace stafylokbk STREPTOtest —
identifikace streptokak ANAEROtest — identifikace anaerobnich bakteYif)?
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7. Zavér

Byla zpracovana literarni reSerSe se &@amim na rychlé metody detekce a
stanoveni MO v potravinach a ve vodV této praci byly vysstleny principy
jednotlivych metod. Screeningové metody 8k da gimé, nepimé a vyvijené ngfmé
metody.

PFimé metody nas informuji pimo o pd&@tu bakterii a slouzi k monitorovani
mikrobialni kontaminac®. Mezi tyto metody pat: otiskové metody, stové metody,
metoda membranové filtrace, metoda MPN, nefelorigiri stanoveni pbu
mikroorganisnd, testy na fitomnosti negfitomnost bakterii..

Otiskova metoda se nejlépe uplétje u rovnych povraln ale nap. diewné
povrchy mohou byt pro odb vzorki obtiZznym mistem. Nerovny povrch tie
znemoznit dotek celého povrchu agaru s Wpsetnym mistem, coZz vede k adb
vzorku, ktery neni pro dané misto reprezentatifii.otiskové metod adheruje na
povrch testovaci plotny pouze asi 10-20 % mikrolachazejicich se na vy&mtaném
povrchu, a to v zavislosti na druhu povrchovéhoemalu. Proto je dlezité pouZzivat
pro sledovani hygienické Groymiritych povrchi vzdy tutéz metodd.

Stérova metoda pouzivana spolu s Sablonou vyhovuje &maSem povrchm,
avSak odebrani reprezentativniho vzorkuZen byt obtizné. $tovou metodou se
nejlépe vysétji malé ndini, oblé tvary nebo nerovné povrchy. Reprodukdvate
vysledki strové metody je velmi zavisla na kvalifikaci prac@ken odebirajiciho
vzorky. Zvladnuti metody vyZaduje praxi aéfpeost. Na odirovy tampon by rél byt
vyvinut tlak 0,1 kg.cm-2. PouZiti alginatovych @divych tampdi anebo tampans
aktivnim uhlim niiZe snizit odbrovou chybu. Metoda rowi vyZaduje laboratorni
zadzemi pro kultivaci vzokk v Petriho miskach. Provedenié¢sivé metody je ve
srovnani s otiskovou metodou pomalejSi, drazSizadyje ¥tSi zkuSenost provéci
osoby. Na strandruhé jsou v&ak vysledkyesrjsi, neZ je tomu u otiskové metodly.

Metoda membranové filtrace pati mezi nejpesrgjSi metody detekce MO a
vynika svou citlivosti (LCFU/100 ml). Vyhodou jee Z¢hem inkuba&ni doby dojde
k pomnozeni bu¥k pouze u sledovanych dnutMO, cozZ je dano obsahem konkrétniho
reagentu v fpdé. Dojde k barevnému rozliSeni aget kolonii na misce odpovida §a
MO piitomnych ve vzorku. Nevyhodou této metody je to,jizee pouzit pouze u
naprostatirych vzorki.

Metoda MPN se pouZiva ve vzorcich, které neni mozné filtroMatoda je velice

pracna. Stanoveni timto ugobem neni vyZzadovano Zadnou normou pro
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mikrobiologicka stanoveni. Metoda MPN se dogoja v gipad zakaleného vzorku,
limitované expertizy¢i v ptipadech, kdy by nebyla metodou membranové filtrace
shroméazdna gimérena data.

Nefelometrickym stanovenimse zji§uje paset burtk o koncentraci 10— 10
bakterii/ml v¢iré kapalir. Vhodné pouze pro kratké ¢ipky nebo koky a nutné
zhotovit kalibr&ni kiivku.

Testy na pritomnost ¢ nepritomnost bakterii: mezi tyto testy pat P/A metoda a
BART™ test. Jedna se o jednoduché monitorovani vysky®y Meré jsou detekovany
pomoci barevné zény, zakalu nebo fluorescencédy v kapalinach.

Neprimé metody nas neinformuji mo o pd&tu bakterii, ale r¥i nekteré
vlastnosti vazané na mikroby, monitorovaniist. Jsou vhodné pro zpracovani a
monitoring podnikovych standatchygieny” Mezi tyto metody pat: luminiscerni
metoda a mikrotesty.

U luminometrie je stejreé jako u kultiva&gnich metod kritickym mistem odb
vzorka, pii kterém musi byt zaji8ha reprezentativnost. Zdrojem chyb byva tvar
vySefovaného povrchu nebo jeho nestejgoma kontaminace. Specialnim problémem
je zamezeni kontaminace ATP. Obsah ATP v lidskyatkéch gevySuje jeho obsah v
bunkach bakterii. Proto fize rekolik odpadlych epidermalnich bék vyrazré zmenit
vysledek vySdéeni. Nezbytné je tedyéhem odksru materialu a manipulace énidly
pouzivat jednordzové rukavice. Absokitmezbytna je row¥ sterilita ostatniho
pouzivaného r@ni. Vyhody luminometrie: rychlé vysledkygdow minuty), vedle
mikrobt prokazuje i zn&sténi, zcela jednoduché pouZiti (po zapracovani) tedgk je
vyjadiencislem. Nevyhody luminometrie: nadkladna investiagngé peélivé zpracovani,
aby se eliminovaly zdroje chyb a jedna se o nestaizbvana metod?a.

Mikrotesty jsou diagnostické soupravy, které ushgd provedeni jednotlivych
analyz. Mikrotesty jsou &Sinou zaloZzeny na stejném principu jako téadi,pestra
fada“ biochemickych tedt jsou vSak miniaturizovany, takze odpaddipmava
kultivaénich médii, jejich sterilizace fiprava laboratorniho nadobi apod. VSechny tyto
soupravy jsou weny pro rychlou a po#mn¢ spolehlivou identifikaci bakterii
izolovanych z klinického materialu, potravin, pitngovrchové vody, fdy apod.

Vyvijené neprimé metody -mezi tyto metody ndgklad pati: turbidimetrie,
kalometrie, fluorometrie, radiometrie, mikrokaloetrie, kataldzové testy,
endotoxinovy test (LAL) a biosenzotyZa zminku stoji naklad endotoxinovy test

ktery dava pozitivni reakci uz po 1 hodimkubace g 37°C. Umoiuje nam detekci
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koliformnich bakterii v potravinach. Dale riédgad radiometrie a tato metoda se
pouziva v potravintvi pro rozbor zmrazenych potravin a potraiskgich surovin.

Vysledek se ziska za 4 — 6 hodin.
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