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MIKROBIOLOGIA POTRAVIN

Metoda pre dokaz baktérii rodu Brucella v mlieku a v mlie¢nych vyrobkoch

1. Predmet a oblast’ pouZzitia

Tato metodika urCuje vSeobecné pokyny pre metdédu na dokaz baktérii rodu Brucella
v surovom kravskom, ovcom a kozom mlieku a v syroch zo surového kravského, ov¢ieho a
kozieho mlieka. Metdda je zalozena na technike ziskania charakteristickych kolonii
narastenych na selektivnom médiu po inkubdcii pri teplote 37°C. Bola vypracovani na
zaklade publikacii: KLEER,J.: Untersuchungen zum Brucellose-Infektionsrisiko durch
Weifkédse - Kultureller Erregernachweis - Erhitzungsnachweis, Technologische Aspekte.
Dizertac¢na praca, Berlin 1988 a KLEER,J.,P.TEUFEL,P.,H-J.SINELL: Kultureller Nachweis
von Brucella spp.in Salzlake-Weifkdsen. Zbornik z odborného seminara, Garmisch-
Partenkirchen,29.9.-1.10.1999.

2. Odkazy na normy

STN ISO 7218 Mikrobioldgia potravin a krmiv. VSeobecné pokyny na mikrobiologické
skusanie.
3. Terminy a definicia

Pre ucely tejto metodiky sa pouZzivaju tieto definicie:

3.1 suspektnd brucella - su baktérie, ktoré vytvaraji na selektivnom tuhom médiu
charakteristické koldnie a ktoré vykazuju pri osvetleni charakteristické zafarbenie a popisané
biochemické a sérologické vlastnosti, ak si testy vykonané podla tejto metody.

3.2 Brucella — suspektna brucella, ktord bola biochemicky a sérologicky identifikovana
referencnym laboratoriom.

3.3 dokaz rodu Brucella — ur€enie pritomnosti alebo nepritomnosti tychto baktérii
v definovanom mnoZstve vyrobku, ak st testy vykonané podl'a tejto metody.

4. Podstata skisSania
Doékaz baktérii rodu Brucella vyzaduje 5 po sebe nasledujucich faz (pozri aj tabulku €.1).
4.1 Selektivne mnoZenie v tekutom médiu

SkuSand vzorka sa oc¢kuje do bujonu pre mnoZenie brucel a inkubuje sa v mikroaerébnom
prostredi (5 az 10 % CO, ) pri 37 °C po dobu 3 az 5 dni



4.2. lzolacia - VyocCkovanie na tuhé selektivne médium pre zistovanie pritomnosti
suspektnych kolonii

Kazda z kultar ziskanych podl'a 4.1 sa vyockuje na predpisané tuhé selektivne médium, t.j. na
agar podla FARRELLa. Po inkubécii pri 37 °C po dobu 3 az 5 dni v mikroaerobnom prostredi
(5 az 10 % CO; ) sa zistuje pritomnost’ koldnii suspektnych ako kolonie brucel.

4.3  Skrining na zaklade morfologickych znakov a potvrdenie suspektnych brucel

4.3.1 Skrining na zaklade morfologickych znakov
4.3.2 Skrining na zéklade osvetlenia

4.4 Subkultivacia suspektnych kolonii ziskanych podla 4.3 na selektivne tuhé médium,
Brucella agar pri 37°C po dobu 3 dni na potvrdenie prislusnosti k brucelam

4.4.1 Katalazovy test

4.42 Farbenie podl'a Grama

4.4.3 Mikroskopické vySetrenie

4.4.4 Sklickova aglutinacia s monoSpecifickymi A a M —antisérami

4.4.5 Aglutinacia s 0,1 % vodnym roztokom akriflavinu

4.5 Odovzdanie na identifikaciu do referencného laboratoria

Kultaru, ktora vykazuje znaky sved¢iace pre rod Brucella oznaci laboratorium ako suspektnu
brucelu a odovzdd na dalsSiu identifikaciu referencnému laboratériu, napr. laboratoriu
klinickej mikrobiologie.

5. Kultivaéné média a ¢inidla

5.1 VSeobecne

BeZnl laboratornu prax pozri v STN ISO 7218 Mikrobiologia. VSeobecné pokyny pre
mikrobiologické skusanie.

5.2 Médium pre selektivne mnoZenie — Bujon podl’a Farrella pre mnoZenie brucel

5.2.1 Zaklad média: Bacto Brucella bouillon (DIFCO), alebo Brucella bujon
5.2.1.1 Zlozenie:

trypton 10,0 g
mésovy pepton ziskany peptickym travenim 10,0 g
glukoza 1.0g
kvasni¢ny extrakt 20¢g
chlorid sodny (NaCl) 50¢g
hydrosiri¢itan sodny (NaHSOs3) 0,1g
voda 1 000 ml

5.2.1.2 Priprava



Zlozky média alebo kompletné dehydrované médium sa rozpusti vo vode, ak je to potrebné
varom. Hodnota pH sa upravi tak, aby po sterilizacii bola 7,0 + 0,2.
Sterilizuje sa v autoklave pri teplote 121 °C 15 minut.

5.2.2 Vyzivné pridavky:

konské sérum 5 % v/v - suplement OXOID SR 35
roztok antibiotik — suplement OXOID SR 83

cycloheximid 100(mg/1)
nystatin 100 000 TU/1
bacitracin 25 000 TU/1
polymyxin B 5000 TU/1
vancomycin 20 mg/l
kyselina nalidixinova 5 mg/l

5.3 Selektivne tuhé médium podPla Farrella

5.3.1 Zéklad média:

Brucella-agar —basis - OXOID CM 169

Pozn.: Firma OXOID ponuka aj Blod agar base ¢.2 (CM 271), alebo Columbia agar base
(CM 331) alebo Brucella Base (CM 691)

Priprava médii podl'a ndvodu vyrobcu.

vyzivné pridavky:
konské sérum 5 % v/v - OXOID SR 35
roztok antibiotik - suplement - OXOID SR 83

cycloheximid 100(mg/1)
nystatin 100 000 IU/1
bacitracin 25 000 TU/1
polymyxin B 5000 IU/1
vancomycin 20 mg/l
kyselina nalidixinova 5 mg/l

Obsah flasticky so suplementom treba riedit’ s 10 ml zmesi vody a etanolu 1:1.

5.3.2 Priprava roztokov pre suplement:

cycloheximid (Sigma)
1,0 g rozpustit’ v 5 ml acetonu, zriedit’ destilovanou vodou v pomere 1:20,
10 ml=100 mg

nystatin (Sigma, 4.800 IU/mg)

208,3 mg sa rozpusti v 2 ml dimetylformamidu, pred pouzitim zriedit’ s destilovanou vodou
v pomere 1:10

1 ml=5 000 IU

bacitracin (Serva, 55 000-65 000 IU/g)



4,167 g sa rozpusti v 50 ml destilovanej vody
1 ml=5 000 IU (4584-5417 1U)

polymyxin B (polymyxin B-sulfat, Sigma)
6,3 mg sa rozpusti v 10 ml destilovanej vody,
1 ml=5 000 IU

vankomycin ( Vancomycin-hydrochlorid, Sigma)
50 mg sa rozpusti v 10 ml destilovanej vody
I ml=5 mg

kyselina nalidixinové (Sigma)

500 mg sa rozpusti v 10 ml 0,5 N NaOH

bezprostredne pred pouzitim sa zriedi s destilovanou vodou v pomere 1:10
1 ml pracovného roztoku = 5 mg

Pozndmka - Agar a bujon podla Farella velmi dobre potlacaju rast stafylokokov,
aeromonad, streptokokov, baktérie z ¢elade Enterobacteriaceae a ostatnych gram-negativnych
tyCiniek.

6. Pristroje a pomocky

Poznamka - Jednorazové pomocky, pokial’ maju vhodnu $pecifikaciu, su prijatelnymi
nahradami za pomocky sklenené.

Zakladné vybavenie mikrobiologického laboratéria (pozri STN ISO 7218)

6.1 Pristroj na sterilizaciu horticim vzduchom (suSiarei) alebo parou (autoklav)

6.2 Termostat s moznost'ou udrziavania teploty na 37 °C + 1 °C

6.3 Vodny kupel alebo termostat s moznost'ou udrziavania teploty na 40 °C + 1 °C

6.4 pH meter s presnost'ou merania + 0,1 jednotky pH pri teplote 25 °C

6.5 Anaerostat vybaveny katalyzatorom a vyvijacom plynov (Gaspak) pre vytvorenie
prostredia s 5-10 % CO,

6.6 Banky, skimavky alebo fl'aSe s vhodnym objemom

6.7 Odmerné valce

6.8 Delené pipety s objemom 10 ml s delenim 0,5 ml a s objemom 1 ml s delenim 0,1 ml

6.9 Bakteriologické kl'u€ky vyrobené zo zliatiny platiny a iridia alebo zo zliatiny chrému a
niklu s priemerom priblizne 3 mm

6.10 Petriho misky s priemerom od 90 mm do 100 mm

7. Odber vzoriek

Je dolezité, aby laboratorium dostalo vzorku, ktord je skutocne reprezentativna a nebola pocas
prepravy a uskladnenia poskodena alebo zamenena.

Odber vzoriek nie je sucastou metddy Specifikovanej v tomto metodickom pokyne. Ak
neexistuje Specificka medzinarodna norma na odber vzoriek sktiSaného vyrobku, odportca
sa, aby sa zucastnené strany na tomto postupe dohodli.



8. Prijem a uchovavanie vzoriek

Priprava analytickej vzorky sa vykonava podla Specifickej normy vhodnej pre skusany
vyrobok. Ak takato Specifickd medzinarodnd norma neexistuje, odporuca sa, aby sa
zucCastnené strany na tomto postupe dohodli.

9. Postup skusania
(Pozri schému v tabulke )

9.1 SktSobna vzorka
Pozri STN ISO 6887 a niektort $pecificki medzindrodni normu vhodnu pre skasany vyrobok

9.2 Selektivne mnozenie

Vzorka o hmotnosti 25 g sa zhomogenizuje s 225 ml bujonu podl'a Farrella o teplote 40° C po
dobu 2 mint. Potom sa suspenzia inkubuje 3 az 5 dni pri 37° C.

Odporuca sa pouzivat 1,5 1 Erlenmayerove banky, ktoré umoziuju velkou povrchovou
plochou vymenu plynov a tym zabrafujii disociacii brucel. Dalej sa odporu¢a aerobna
inkubacia a paralelne s mikroaerdbnou s pridanim 5 az 10% CO;, najmé pri prvej izolécii a
pre druh B.abortus.

9.3 Ockovanie na tuh¢ selektivne médium a zist'ovanie pritomnosti suspektnych kolonii

Po ukonceni stupiia mnozenia v selektivnej tekutej pode sa kultura premiesa (obsahom banky
sa pomaly zakruzi), z hladiny sa odoberie plna oc¢kovacia kl'ucka a inokulum sa prenesie na
povrch tuhého média podla Farrella. Inkubuje sa 3-5 dni pri 37° C. Dalej sa odportca
aerobna inkubdacia a paralelne s mikroaerobnou s pridanim 5 az 10% CO;, najmé pri prvej
izolacii a pre druh B.abortus.

Pozndmka - Odporicame pouzivat na prenesie inokula namiesto kl'ucky pipety pre
jednordzové pouzitie alebo nedelené 1 ml pipety a odoberat’ po jednej kvapke (obvykly
objem je jedna dvadsatina ml).

Inokulum sa rozockuje tak, aby sa vytvorili dobre izolované kolonie.
9.4. Skrining suspektnych kolonii

Suspektné kolonie: priemer 2 — 4 mm, drobné, hladkeé, lesklé, ploché, okruhlej kontury,
mierne zakalené, niekedy medovej farby, neskorSie maju  svetlohnedé sfarbenie. Rast
v primokulture je pomalsi, viditelny na 3-4 den, niekedy az 5.den. Pri pozorovani proti svetlu
st priehl'adné, svetlomedovej farby. Pri pozorovani v odrazenom svetle st belasej az
modrasto-sivej farby, slabo nepriehl'adné.

9.4.1 Subkultivacia suspektnych kolonii

Pre potvrdenie sa z kazdej Petriho misky vyberie najmenej po piatich koléniach, ktoré sa
povazuji podla 9.4 za suspektné.



Pokial’ je na jednej miske menej suspektnych kolonii ako pét, vyberu sa na potvrdenie vSetky
suspektné koldnie.

Kazda z vybranych kolonii sa rozockuje na povrch misiek s predsuSenym zivnym agarom,
Brucella agar, tak, aby sa umoznil rast dobre izolovanych kolonii.

Inkubuje sa 3 dni pri 37°C. Po 3 diioch sa testuju na prislusnost’ k brucelam.

9.4.2 Potvrdenie prislusnosti k rodu Brucella
9.4.2.1 Katalazova reakcia

Typicka kolonia sa suspenduje na sklicku v 3% roztoku peroxidu vodika (roztok peroxidu
vodika, 3 % obj.). Katalazopozitivne kmene sa vyznacuju tvorbou bubliniek plynu.

9.4.2.2 Farbenie podl'a Grama

S typickou koloniou sa vykona farbenie podl'a Grama. Brucella sp. si gramnegativne casto
kokovité, kratke (Casto bipolarne sa farbiace) pleomorfné tycinky, vel'kosti 0,2 x 0,8 pum.

9.4.2.3 Sklickova aglutinacia s monospecifickymi A a M —antisérami

Na dokaz pritomnosti antigénu A a M baktérii rodu Brucella sa pouzije aglutindcia kolonie
Cistej kultury s vhodnymi sérami na podloznom skle po vyliceni spontanne aglutinujicich
baktérii v 0,1 % roztoku akriflavinu.

9.4.2.4 Aglutinécia s Cerstvym roztokom akriflavinu

Pre vylucenie spontanne aglutinujicich kmenov sa pouzije 0,1 % vodny roztok akriflavinu

9.5 Odovzdanie na identifikaciu do referen¢ného laboratoria

Kultaru, ktord vykazuje skriningové znaky podla 9.4 a podla 9.4.2 oznaci laboratdtrium
mikrobiologie potravin ako suspektni brucelu a odovzda ju na druhovu identifikciu do
referencného laboratoria, napr. laboratoriu klinickej mikrobiologie. Sucasne s kmenmi
odovzdéa laboratorium mikrobioldgie potravin sprievodni spravu, ktora musi obsahovat’
zistené vlastnosti podl'a 9.4. a podl'a 9.4.2 a vSetky ostatné informécie potrebné pre uplnu
identifikéciu vzorky.

10. Vyjadrenie vysledku

V sulade s vysledkami referencného laboratoria sa vyjadri pritomnost’ alebo nepritomnost’
baktérii rodu Brucella v skiiSobnej vzorke s hmotnost'ou 25 g alebo 25 ml skusaného vyrobku.

11. Protokol o skuske

V protokole o skuske sa musi uviest’ pouzitda metdda skiiSania, doba inkubécie a ziskané
vysledky a pouzity sposob ich vyjadrenia. Protokol musi obsahovat’ aj vSetky podrobnosti
pracovného postupu, ktoré nie su uvedené v tomto pokyne, alebo st povaZzované za volitelI'né
a d’alej vSetky podrobnosti o okolnostiach, ktoré by mohli mat’ vplyv na vysledky skiSania.
Protokol o skuSke musi obsahovat’ vSetky informéacie potrebné na uplnt identifikaciu vzorky.



Schéma postupu skusky

Selektivne pomnoZenie

25 ml mlieka/homogenizacia 25 g syra s 225 ml bujonu odl’a Farrella pri 40 °C
Inkubécia: 3 az 5 dni 37 °C, mikroaerdbne (5 az 10 % CO,)

Izolacia

frakciované rozockovanie kl'u¢kou na agar podl'a Farrella
Inkubécia: 3 az 5 dni 37° C, mikroaerdbne (5 az 10 % CO»)

Preskasanie suspektnych kolonii

morfoldgia koldnii (po 4-dnovej inkubacii):
@ 2-4 mm, okrahle, hladké okraje, povrch hladky, leskly
pozorovanie proti svetlu: priesvitné, svetlomedova farba
v odrazenom svetle: belavé az svetlosive, slabo priesvitné

Subkultivacia suspektnych kolénii na brucelovom agare (37 °C, 3 dni)

Katalazovy test (pozitivny)
Farbenie podl'a Grama (gramnegativne kratke tycinky)
Mikroskopické vysetrenie stereomikroskopom: (6-20x zvacSenie), dolezita
paralelna pozitivna kontrola
Sklickova aglutinacia s monospecifickymi A a M —antisérami
Aglutinécia s 0,1 % vodnym roztokom akriflavinu




