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Listeriovy chromogenni agar podle Ottavianiho a Agostiho (ALOA) LC1345

Selektivni médium pro detekci a stanoveni poctu Listeria monocytogenes.
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Principy a pouziti

Listériovy chromogenni agar podle Ottavianiho a Agostiho (Listeria Chromogenic Agar Base by Ottaviani and Agosti (ALOA)) je selektivni médium pro
presumptivni izolaci a identifikaci Listeria monocytogenes a Listeria spp. v potravinach a klinickych vzorcich. Pouziva se ke konfirmaci po pouziti Listeria
Enrichment Broth Base Fraser (LC1120). Toto médium je rovnéz doporu¢eno normou ISO 11290-1 pro detekci a stanoveni poctu Listeria
monocytogenes.

Enzymaticky rozklad zivocisnych tkani a enzymaticky rozklad kaseinu poskytuji dusik, vitaminy, mineraly a aminokyseliny nezbytné pro rdst. Kvasni¢ny
extrakt je zdrojem vitaminu, zejména skupiny B. Chlorid sodny dodava elektrolyty nezbytné pro transport a osmotickou rovnovahu. Pyruvat sodny je
zdrojem energie pro metabolismus bakterii a napomaha resuscitaci stresovanych organismu. Glukdza je zkvasitelny sacharid poskytujici uhlik a energii.
GlycerofosforeCnan hofecnaty je pufrovaci slou¢enina. Siran hofecnaty je hofeCnaty iont potfebny pro velké mnozstvi enzymatickych reakci, véetné
replikace DNA. Rozdilna aktivita média je zplsobena dvéma faktory. Chlorid lithny v zakladnim médiu a doplrikové antimikrobialni slouc¢eniny ceftazidim,
polymyxin, kyselina nalidixova a cykloheximid zajiStuji selektivitu média. Bakteriologicky agar je zpevniujici ¢inidlo.

Pfitomnost chromogenni slozky X-glukosidu, substratu pro detekci enzymu R-glukosidazy, je spole¢na véem druhim listerii a dodava koloniim modrou
barvu. Ostatni organismy, které maji tento enzym, napfiklad enterokoky, jsou inhibovany selektivnimi latkami v médiu a selektivnim doplfikem. Rozdilnou
aktivitu ma také substrat lipaza C, na ktery puUsobi specificky enzym pro L. monocytogenes. Lipaza je zodpovédna za neprihlednou bilou aureolu, ktera
obklopuje L. monocytogenes.

Kombinace obou substrat umozriuje odliSit kolonie Listeria monocytogenes od ostatnich Listeria spp., protoze ackoli jsou vSechny modie zbarvené,
L. monocytogenes maji kolem sebe neprihlednou bilou aureolu.

Bylo zjisténo, Zze nékteré kmeny Listeria ivanovii, vétSinou patogenni pro zvifata, i kdyz nékteré zplsobily infekce u lidi, maji také lipazovou aktivitu.

SlozZeni v g/l

Enzymaticky rozklad kaseinu 6 Glukoza 2
Bakteriologicky agar 13,5 Siran hofe¢naty 0,5
Chlorid sodny 5 Hydrogenfosforeénan sodny 2,5
Pyruvat sodny 2 Kvasni¢ny extrakt 10
Enzymaticky rozklad Zivo¢isnych tkani 18 Chlorid lithny 10
Glycerofosfore¢nan hofecnaty 1 5-brom-4-chlor-3-indolyl-3-D-glukopyranosid 0,05

Typickeé slozeni v g/l * Upraveno a/nebo doplnéno podle potfeby tak, aby splfiovalo kritéria ucinnosti.

Priprava

Suspendujte 35,275 g média ve 470 ml destilované vody. Dobfe promichejte a rozpoustéjte zahfivanim za ¢astého michani. Vafte po dobu jedné minuty,
do uplIného rozpusténi. Sterilizujte v autoklavu pfi 121 °C po dobu 15 minut. Pro pfipravu vétSiho mnozstvi 500 ml se doporucuje sterilizovat pfi 115 °C
po dobu 10 minut. Ochladte na 47-50 °C a asepticky pfidejte jednu lahvi¢ku doplriku Listeria Lipase C Supplement (24 ml) (LC6031) a jednu lahvi¢ku
Listeria Chromogenic Selective Supplement (LC6040). Jemné homogenizujte a rozdélte do Petriho misek.
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Navod k pouziti

Odbér a stanoveni poétu Listeria monocytogenes a Listeria spp. podle 1ISO 11290:

Metoda detekce:

- Odvazte 25 g (nebo 25 ml) vzorku a pfidejte 225 ml bujénu Half Fraser (LC1183). Homogenizujte a inkubujte pfi 30 °C po dobu 25 + 1 hodiny.

- Naockujte 0,1 ml inkubované kultury z poloviny Fraserova bujénu (bez ohledu na jeji barvu) do 10 ml Fraserova

bujonu (LC1182). Inkubuijte pfi 37 °C po dobu 24 + 2 hodin v aerobnich podminkach.

- Z primarni obohacené kultury naockujte povrch agaru Listeria podle Ottavianiho a Agostiho a dalSi selektivni médium podle vybéru laboratofe, abyste
ziskali dobfe oddélené kolonie.

Ze sekundarni obohacené kultury opakujte postup, naockujte povrch agaru Listeria podle Ottavianiho a Agostiho a dalSi selektivni médium.

Pro agar Listeria podle Ottavianiho a Agostiho inkubujte celkem 48+2 h.

- Vyberte predpokladané kolonie a provedte konfirmacéni testy na L. monocytogenes nebo Listeria spp.

Vyctova metoda:

- Pripravte pocate¢ni suspenzi vzorku a pufrované peptonové vody v poméru 1:10 pro analyzu. Jako fedidlo Ize pouzit bujon Listeria 1/2 Fraser
(LC1183), pokud se postupy detekce a stanoveni poctu provadéji soucasné.

- Na povrch Listeria Chromogenic Agar naockujte 0,1 ml podle Ottavianiho a Agostiho.

- Inkubuijte pfi teploté 37 °C po dobu 24 + 2 hodin. V pfipadé, Ze neni zji§tén zadny mikrobialni rast, inkubujte dalSich 24 hodin.

- Vyberte pfedpokladané kolonie a provedte konfirmaéni testy na L. monocytogenes nebo Listeria spp.

- Z potvrzenych kolonii vypocitejte poc€et kolonii L. monocytogenes nebo Listeria spp.

Kontrola kvality

Rozpustnost V/zhled Barva dehydratovaného média Barva pfipraveného média Konec¢né pH (25°C)

bez zbytkd Jemny prasek Bézova Jantarovy lehce opalizujici 7,2+0,2

Mikrobiologicky test

Podle normy ISO 11133:

Inkubaéni podminky: Produktivita, selektivita a specifi¢nost ( 37+1 °C / 484 h).

Podminky o€kovani: Min. 50 CFU) / Kvalitativni produktivita (1073-10%4 CFU) / Selektivita ( 10*4-10%6 CFU) / Specifi¢nost (10*3-10*4 CFU).
Referenéni média: TSA

Mikroorganismy Specifikace Charakteristicka reakce

Listeria monocytogenes 4b ATCC 13932 Dobry rust (2) >50 % Modrozelené kolonie s neprihlednym halo
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Celkova inhibice (0)

Listeria innocua ATCC 33090 Modrozelené kolonie bez neprihledného halo
Listeria monocytogenes 1/2a ATCC 35152 Dobry rast (2) >50 % Modrozelené kolonie s neprahlednym halo
Escherichia coli ATCC 8739 Celkova inhibice (0)

Skladovani

Teplota Min.: 2°C
Teplota Max.: 25 °C
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