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KA 2340/1-5 Stanoveni po¢tu vybranych patogennich a indikatorovych
mikroorganismii v potravinach pomoci automatizované metody TEMPO®

1. Princip metody

TEMPO je automatizovany test zaloZzeny na enzymatickém principu. Je uréen pro piimé
stanoveni poCtu vybranych mikroorganisma v potravinach. Vysledek je ziskan na principu
metody nejpravdépodobnéjSiho poctu mikroorganismi (MPN, Most Probable Number).
MPN metoda patii mezi zdkladni techniky stanoveni poctu mikroorganismi pii pouziti
tekutych pid. Je zalozena na pravdépodobnosti zachytu mikroorganismi ze vzorku. Nejvyse
pravdépodobny pocet se zjisti vtabulkdch, kde jsou statisticky vypocteny
nejpravdépodobnéjsi hodnoty odpovidajici po¢tu zachytt, tj. poctu pozitivnich zkumavek ve
tiech po sob¢ jdoucich sériich fedéni vzorku, pro dany pocet o¢kovanych zkumavek v kazdé
Seril.

Pro vlastni provedeni metody se vyuZzivda TEMPO Kit (obr. 1), jenZ se skl&da ze 2 ¢asti. Prvni
Cast predstavuje vialka s kultivaénim médiem, do které se ptidava pfimo testovany vzorek
(homogenét vysetiované potraviny — fedéni 10™). Vlastni kultivaéni medium je nezbytné pied
inokulaci vzorku resuspendovat v destilované vod¢é. Pomoci této resuspendace lze upravit i
vysledné fedéni (1/40; 1/400 atd.).

Druhou cast tvoii specificka karta. Kultivatni médium je po naockovani testovanym

vzorkem automaticky ptfeneseno do karty, ktera obsahuje 3 sady jamek po 16, s jednim
logaritmem rozdilu v objemu kazdé sady.
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Obr. 1 TEMPO kit (karta a vialka)

Vialka i karta jsou opatfeny unikatnim ¢arovym kédem, ktery slouzi k pfesné identifikaci
jednotlivych vzorkti a vylucuje jejich zaménu. Soucasti systému jsou 2 pristroje: plni¢ka
(FILLER), ve které dochazi k naplnéni karet smési ve vialce a ¢te€ka (READER), ve které
dochazi k ode¢tu vysledkl. Soucasti obou piistroji jsou pocitace vybaveny specifickym
softwarem. Oba pfistroje jsou vzajemné propojeny pomoci bezdratové sité a dochazi mezi
nimi kK automatickému pifenosu dat.
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Obr. 2 TEMPO system

Mikroorganismy, jsou-li ve vzorku pfitomny, metabolizuji v karté v prub&hu kultivace ziviny
z kultivaéniho média, coz zplsobi pokles pH a vymizeni fluorescencniho signalu
vyzafovaného 4-methylumbeliferonem (4MU). Signal je snimacem TEMPO detekovan diky
fluorescenénimu indikatoru pH pouze tehdy, je-li pH neutralni. V zavislosti na poctu
pozitivnich jamek vypocita systtm TEMPO pocet mikroorganismi ve vzorku metodou MPN.

Druh4 moznost detekce je zaloZena na specifické enzymatické aktivité hledané baktérie. Pti
tomto zpusobu dochazi k enzymatickému odstépeni latky z vazby na 4MU, jenZ se stava
fluorescentni. Pozitivni jsou v tomto ptipadé jamky vyzartujici flourescencni signal.

Na zakladé¢ poctu pozitivnich zkumavek v kazdé tadé, ziskdme stejné jak u klasické metody
MPN trojciferny kod. Tento kod je pak pfistrojem automaticky vyhodnocen. Vysledek je
uveden piimo v cfu/g potraviny s jiZ zohlednénym fedénim

2. Popis metody

Automatizovanou metodu TEMPO® Ize vyuzit pro vySetieni celé fady mikroorganismil
zahrnujicich jak patogenni, tak indikatorové a technologicky vyznamné mikroorganismy.
Konkrétné byly zatim vyvinuty kity pro stanoveni CPM, koliformnich MO, E. coli, kvasinek
a plisni, baktérii mlé¢ného kvaseni a koaguléza pozitivnich stafylokokt. Kazdym rokem se
toto nabizené spektrum stanoveni dale rozsituje.

Velkou vyhodou této metody je jednoduchost, moznost provedeni vice nez 500 vySetieni
béhem jednoho dne a plnd automatizace metody, pii které odpadd mozna chyba lidského
faktoru pii pocitani kolonii.
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3. Pracovni postup

1. Do sterilniho homogeniza¢niho sacku odvazime 10 g (resp. 25 g) testované potraviny a
piidame 90 ml (resp. 225 ml) pufrované peptonové vody (PPV). Vzorek
homogenizujeme ve stomacheru a ziskdme vychozi — tzv. primarni ¥edéni vzorku 10™.

2. Do vialky, ktera je souc¢asti TEMPO kitu, ptidame sterilni destilovanou vodu v takovém
mnozstvi, abychom ziskali poZzadované finalni fedéni. Pomoci destilované vody dojde k
dikladné resuspendaci lyofilizovaného kultivaéniho média obsazeného ve vialce.
Zikladni finalni Fedéni je 1/40 resp. 1/400. Finalni fedéni volime na zéakladé
predpokladané kontaminace vzorku, nebot’ se dle fedéni liSi rozpéti mozného zachytu
hledanych mikroorganismti. Pfi pozadovaném fedéni 1/40 pfidame do vialky 3 ml
sterilni destilované vody. Pii pozadovaném fedéni 1/400 piidame do vialky 3,9 ml
sterilni destilované vody (tab. 1). Dukladné promichame na vortexu.

3. Asepticky napipetujeme 1 ml (v ptipad¢ finalniho fedéni 1/40) nebo 0,1 ml (v piipadé
finalniho fedéni 1/400) zhomogenizovaného vzorku (primarni fedéni 10 do vialky (tab.
1). Dtkladné promichame na vortexu.

Tab. 1 Priprava finalniho redeni

Finalni fed&ni | MnoZstvi destilované vody | MnoZstvi vzorku (10™) | Rozpéti zachytu

1/40 3ml 1mi 10 to 49 000 cfu/g

1/400 3,9 mi 0,1 ml 100 to 49 0000 cfu/g

4. Nasleduje nacteni ¢arového kodu vialky a dale nacéteni zatim prazdné karty pomoci
CteCky carovych kodd, jenz je soucasti systému TEMPO. Po zaneseni udaji do systému
a jejich zobrazeni na pocita¢i, ktery je soucasti plnicky, lze tyto doplnit i vlastnim
nazvem vzorku a predevsim uvedenim pouZzitého fedéni (1/40 nebo 1/400, piipadné dalsi
vyssi).

5. Karta i vialka se umisti do specidlniho stojanku tak, aby karta byla ponofena nasavaci
trubickou do vialky. Stojanek se nasledné¢ umisti do plni¢ky (Filler) a vzorek je
automaticky nasan z vialky do karty, nasdvaci trubicka je pfetata a zatavena, coz
vylucuje moznost ptipadné dalsi kontaminace. Zde je potieba provést i vizualni kontrolu,
zda opravdu doslo k nasati vzorku do karty.

6. Po naplnéni dame karty inkubovat (v inkubac¢nim stojanku) na pozadovanou dobu a
teplotu, dle stanovovaneho agens.

7. Po inkubaci pfeneseme karty do CteCky (reader), kde béhem nckolika malo minut dojde
k odecteni a vyhodnoceni vysledku. Vysledek je zobrazen v pocita¢i (souéast ¢tecky) v
piehledné tabulce piimo v cfu/g potraviny se zohlednénym fedénim. Pfistroj umoznuje i
piimé vytisténi vysledkl nebo jejich transport do uzivatelského PC.



