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Abstrakt

Hlavnim cilem této prace bylo zavedeni systému dgjoV laboraté mikrobiologie a
ovéreni detekni kapacity tohoto systémuriRéto praci bylo vyuzito zejména mikrobiologické
analyzy potravin. Saiésti této analyzy bylo izolovat mikroorganismy kamtnujici potraviny
pomoci kultiv&nich metod. Izolované mikroorganismy byly poté vgyupro mikroskopickou
analyzu. Pod mikroskopem byl posuzovan tvar a té#ni busk mikroorganisni v barveném
preparatu. Bylo vyuzito diagnostického barveni pd@rama, na jehoz zékkade rozhodovalo o
prislusnosti ke Gram-pozitivnim nebo Gram-negatividakteriim. Tyto vysledky pak byly
porovhany s vysledky ziskanymi pomoci systému Bjold®omoci tohoto systému byly
mikroorganismy uwfené v ramci mikroskopickeé analyzy jako bakterientdfékovany.
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Uvod

VeSkeré potraviny, s vyjimkouékolika druhi potravin sterilnich, jsou osidleny mnoha
raiznymi mikroorganismy. Bkteré z mikroorganisth se v potravingském pémyslu vyuZivaji
cilerg a jsou nedilnou s@dsti vyroby gkterych potravin, jiné vSak #gobuji kaZzeni potravin a
jsou pivodci mnohdy zavaznych onemean [4, 5].

Mikroorganismy v potravinach ftieme detekovat s vyuzitim tradich metod, které jsou
zaloZzeny na kultivénich nebo mikroskopickych stanovenich. Tyto metisdy pongrné levné,
ale caso¢ velmi naréné acasto nepesné [5]. Kultivéni a mikroskopicka stanoveni byvaji
doplrtna piikazem enzymatické aktivity mikroorgani8m kterou uéujeme pomoci
jednoduchych biochemickych téskteré jsou jednotl& provadny na selektivi+diagnostickych
kultivacnich médiich [1]. V poslednich letech je vSak vgmiyelky tlak na kvalitu potravin, a tak
i na rychlost a fesnost metod, kterych se pro mikrobiologickou kaolotpotravin vyuziva [5].
V potravingskych a Klinickych laboratich se proto z@lo k identifikaci mikroorganisin
vyuzivat nap. identifikainich souprav. V jedné takové soupramuZze byt k identifikaci
mikroorganismu sdruzeno 20 a vice biochemickychitdderé jsou v podabdehydratovanych
substral umistny v jamkach destky. K interpretaci vysledk se pak vyuZivaji diagnostické
seznamy nebo specializovany software [2, 3]. Jedntakovych identifikénich souprav je i
systém Biolog. Systém Biolog je souprava pro idiatti mikroorganisni na zaklad piesnych
patentovanych biochemickych téstSowastmi této soupravy jsou: GEN Il Micro Plate
(desttka s dehydratovanymi substraty), inokularoztoky IF A a IF B pro inokulaci mikrobialni
kultury a rehydratovani substiatMicroLog software a GEN Il ID (identifikani databaze), tato
databaze obsahuje rozsahlou knihovnu @mikroorganisni.

Vysledky zbarveni desky jsou porovnavany s vysledky z databaze GENDIIV pripacs
shody systém f vysledek - identifikuje mikroorganismus na zakladenotypového
fingerprintu, ktery nam poskytne zbarveni d#sti[6, 7].
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Metody
K izolaci mikroorganism z potravin byly vyuzity nasledujici metody:

Podle normyCSN EN ISO 4833 (2003} Horizontalni metoda pro stanoveni celkovéhstypo
mikroorganisnd — Technika pd&itani kolonii vykultivovanych f 30°C.

Podle normyCSN I1SO 7954 (1994)- VSeobecné pokyny pro stanovenétpokvasinek a plisni —
Technika peitani kolonii vykultivovanych ) 25°C

Podle normyCSN ISO 21528-2 (2006)- Horizontalni metody pro fkaz a stanoveni ptu
bakteriicelediEnterobacteriaceae Technika poitani kolonii

K identifikaci mikroorganisn byly vyuZity nasledujici metody:

Mikroskopicka analyza

Biochemicka identifikace pi této identifikaci byl vyuZit systém Biolog a idifikacni souprava
ENTERO 24 test.

Vysledky a diskuse

Tabulka 1. Vysledky identifikace refereémich kmeri pomoci systému Biolog

Referentni kmen Identifikace PROB
Bacillus cereus CCM 2010 Neidentifikovano -
Citrobacter koseri 4472 Citrobacter koseri 0,991
Enterobacter sakazakii CCM Neidentifikovano -
3461
Escherichia coli CCM 3988 Escherichia coli 0,928
Proteus spp. CCM 1799 Proteus hauseri 0,596
Pseudomonas aeruginosa  Pseudomonas aeruginosa 0,667
CCM 1960
Salmonella typhymurium TA  Salmonella enterica ST 0,656
100 CCM 7205 Typhymurium
Serratia marcescens CCM neidentifikovano -
303
Staphylococcus cohni CCM  Staphylococcus cohni ss 0,987
4296 urealyticum




Tabulka 2. Vysledky identifikace neznamych mikroorganisimolovanych z potravin
pomoci systému Biolog a srovnani s vysledky mikopséké analyzy

Potravina  Mikroorganismus PROB SIM G+/G- G+/G-
Biolog Mikroskop

Vejce Kocuria kristinae 0,996 0,643 G+ G+

Parek Kocuria kristinae 0,991 0,633 G+ G+

Vejce Microbacterium 0,569 0,569 G+ G+

spp.

Vejce Micrococcus - 0,579 G+ G+
luteus A

Pastika Micrococcus - 0,508 G+ G+
luteus A

Mléko Micrococcus 0,904 0,590 G+ G+
luteus D

Jogurt Pseudomonas 0,726 0,726 G- G-

fragi
Mléko Pseudomonas 0,989 0,660 G- G-
mendocina

Mléko Pseudomonas 0,516 0,516 G- G-
viridilivida

Mléko Staphylococcus 0,953 0,649 G+ G+
hominis

Vejce Staphylococcus 0,509 0,509 G+ G+
pasteuri

Pastika Staphylococcus 0,949 0,647 G+ G+

saprophyticus

Parek Staphylococcus 0,624 0,624 G+ G+
warneri

Majonézovy  Staphylococcus 0,646 0,646 G+ G+
salat xylosus

Pastika Streptococcus suis 0,719 0,719 G+ G+

Diskuse

Nejvétsi vyhodou identifikéniho systému Biolog je jeho rychlost a spolehliyost
standard®si nez klasické biochemické testy, ztohoivadu, Ze obsahuje soubor
reprezentativnich biochemickych tistyto jsou umisiny jednotliv v jamkach destky, ktera
jich pro jeden mikroorganismus obsahuje 94. | p&sti ¢as a zejména pak material [6].

Klasické biochemické testy jsotiaso¥ nara:né, vyzaduji gipravu médii pro kazdy
jednotlivy test a také inkubaci, ktera toto testdvarodlouzi o dalSéasovy Usek. # pripraw
jednotlivych médii je sp#tbovana spousta materidly, @z jde o laboratorni poiaky nebo
kultivacni média [1, 2].

Zaveér
Vramci zavedeni systému Biolog v labotatmikrobiologie a owreni jeho detetni
kapacity byly vyuZity referetmi kmeny, které pochazelyCeské sbirky mikroorganisinv Brrg.
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Podle kritérii, stanovenych pro posouzenésmosti vysledk byly mikroorganismy spra¥na
piesré identifikovany. Prav&podobnost byla vzdy &Si nez 50% a hodnota SIM, tedy index
podobnosti byl vzdy &Si nez 0,5.

Pri stanovovani celkového pu mikroorganism bylo zjis€no, Ze potraviny Kiti maso
z pultového prodeje, jatrova paStika a majonézowats nevyhovuji mikrobiologickym
pozadavkm na potraviny. Podle vyhlaSky 132/2004 Sb. byly uéthto potravin pekrateny
piipustné hodnoty mikroorganism které potraviny jest mohou obsahovat, aniz by byly
oznaeny za zdravothzavadné.

Pomoci systému Biolog nebyly identifikovany zZadradéogenni mikroorganismy. &Sina
identifikovanych mikroorganisinje nepatogenni, nebo jsou patogenni jen po&minZadny
z téchto mikroorganisrin nespada do kategorie mikroorganisrkteré jsou spojovany se vznikem
zavaznych onemoéni. Zadny zd&chto mikroorganisrin neprodukuje v potravinach obévané
bakterialni toxiny, které by Zigobily zavazné toxikozy.

Podékovani

Rada bych timto pattovala Prof. Doc. RNDr. Kate¢ Malachové, CSc. za odborné rady,
poskytnuti literatury, za pomoc a vederii pealizaci diplomové prace a také bych rada
podtkovala Mgr. Zuza# Rybkové, Ph. D. za cenné rady, poskytnuti litesatupomoc fi préaci
v laboratdi mikrobiologie, steji tak bych chila podtkovat Mgr. Zuzat Jaskdové za cenné rady
a pomoc fi praci v laboratéi mikrobiologie.

Literatura

[1.] BURDYCHOVA, R. & SLADKOVA, P. Mikrobiologickd analyzy potravinMendelova
zentdelska a lesnicka univerzita v BfnPrvni vydani, 2007. ISBN 978-80-7375-116-6

[2.] DEMNEROVA, K. a kol.Laboratorni cvieni z mikrobiologie Vysoka Skola chemicko-
technologicka v Prazeidti vydani, 2001. ISBN 80-7080-415-7

[3.] HODEK, P., PACA, J. & SULC, M.Laboratorni cvieni z biologie a biochemie
mikroorganisni. Univerzita Karlova v Praze — Nakladatelstvi Karoim. Prvni vydani, 2009.
ISBN 978-80-246-1667-4

[4] SILHANKOVA, L. Mikrobiologie pro potravinde. SNTL-Nakladatelstvi technické
literatury, n. p. Prvni vydani, 1983. ISBN 04-823-8

[5.] TOMANKOVA, E., RADA, V. & KILLER, J. Potravindska mikrobiologie Ceska
zenedélska univerzita v Praze. Prvni vydani, 2006. ISEN28 3-1583-0

[6.] BIOLOG, Inc. Biolog-User's Guide Hayward, U. S. A. April, 2010. Dostupné na
http://www.biolog.com

[7.] BIOLOG, Inc.GEN III MicroPlate-Instructions fore UséHayward, U. S. A. March, 2008.
Dostupné néttp://www.biolog.com

Abstract

The main objective of this work was the introductiof Biolog the microbiology laboratory
verification and detection capacity of the systafthen this work was used mainly microbiological
analysis of food. This analysis was to isolate poecganisms contaminating food using cultivation
methods. The isolated microorganisms were then f@edhicroscopic analysis . Under the microscope
was assessed shape and arrangement of the miarisongeells in the stained specimen. We used a
diagnostic Gram stain , on the basis of jurisdictwas decided to Gram -positive or Gram -negative
bacteria. These results were then compared witkettabtained using the Biolog system . With this
system, the micro-organisms specified in the mawp& analysis as bacterias was identified.
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