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Pseudomonas CN Agar Base ISO LC1153

Pro identifikaci a stanoveni po¢tu Pseudomonas aeruginosa pomoci membranové filtrace

Praktické informace

Aplikace Kategorie
Selektivni vycet Pseudomonas aeruginosa
Detekce Pseudomonas aeruginosa

Odvétvi aplikace: Kvalita vody

PFedpisy: ISO 11133 / ISO 16266

Principy a pouziti

Pseudomonas CN Agar Base se pouziva k identifikaci Pseudomonas aeruginosa technikou membranové filtrace na zakladé detekce produkce pyocyaninu. Jedna
se o modifikaci Pseudomonas P Agar (King A Medium - LC1531). Toto médium je doporu¢eno normou ISO 16266.

Pseudomonas aeruginosa je oportunisticky lidsky patogen. Z jeho schopnosti rist ve vodé s nizkou koncentraci Zivin vyvstava potfeba detekovat jejo pfitomnost v
pfirodni mineralni a pramenité vodé pfi uvadéni na trh. Vyskyt je mozny taktéz v bazénové vodé.

Pepton a kasein poskytuji dusik, vitaminy, mineraly a aminokyseliny nezbytné pro rist. Cetrimid se pfidava jako selektivni ¢inidlo a kyselina nalidixova k potlaceni

kontaminantl cetrimidovych médii, jako jsou Klebsiella, Proteus a Providencia spp. Siran draselny a chlorid hofecnaty poskytuji kationty k aktivaci produkce
pyocyaninu a zvyseni produkce pigmentu. Bakteriologicky agar je zpevriujici €inidlo.

SlozZeni v g/l

Bakteriologicky agar 13  Cetrimid 0,2
Zelatinovy pepton 16 Bezvody chlorid hofe¢naty 1,4
Kyselina nalidixova 0,015 Hydrolyzat kaseinu 10
Bezvody siran draselny 10

Typické slozeni v g/l * Upraveno a/nebo dopinéno podle potfeby tak, aby splfiovalo kritéria u¢innosti.

Priprava

Suspendujte 50,6 g média v jednom litru destilované vody. Pfidejte 10 ml glycerolu. Dobfe promichejte a rozpoustéjte zahfivanim za ¢astého michani. Varte po
dobu jedné minuty az do Uplného rozpusténi. Sterilizujte v autoklavu pfi 118 °C po dobu 15 minut. Ochladte na 45-50 °C, dobfe promichejte a davkujte do
desticek, abyste ziskali vrstvu agaru o tloustce nejméné 5 mm. Médium znovu nerozpoustéjte.

Navod k pouZiti

Podle normy ISO 16266 pro detekci a stanoveni poctu Pseudomonas aeruginosa:

- Prefiltrujte urcity objem vzorku vody pfes filtracni membranu a umistéte membranu na desticku Pseudomonas CN Agar Base (LC1153).

- Inkubuijte pfi teploté 36 + 2 °C po dobu 44 + 4 hodin.

- Kolonie se zelenomodrym pigmentem (pyocyanin) povaZujte za potvrzené kolonie P. aeruginosa.

- Prozkoumejte membranu pod UV svétlem.

- Mély by byt potvrzeny vSechny fluorescenéni (+) a ¢ervenohnédé kolonie.

- V8echny kolonie, které by mély byt potvrzeny, rozetfete na desky Nutrient Agar (LC1156), abyste ziskali Cisté kultury.

- Inkubuijte pfi teploté 36 + 2 °C po dobu 22+ 2 h.

- Provedte oxidazovy test na ¢ervenohnédé kolonie.

- Kolonie s oxidazou (+) proklepnéte na médium King B (LC1532) a zkontrolujte produkci fluorescence.

- Inkubuijte pfi teploté 36 + 2 °C po dobu az 5 dnu. Obvykle staci 24 hodin.

- Naockujte vSechny fluorescencni (+) kolonie, jak na CN agaru, tak na médiu King B, do média Acetamide Broth (LC1155 nebo LC2017) a pfidejte jednu nebo dvé
kapky Nesslerova ¢inidla pro kontrolu produkce amoniaku. Inkubujte pfi teploté 36 + 2 °C po dobu 22 + 2 hodin.

- Kolonie, které produkuji pyocyanin v CN agaru, kolonie fluoreskujici (+) v CN agaru a amoniak (+) v Acetamidovém bujénu a ¢ervenohnédé kolonie v CN agaru,
oxidaza (+), fluorescence (+) v King B agaru a amoniak (+) v Acetamidovém bujoénu se povazuji za potvrzenou P. aeruginosa.
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Kontrola kvality

Rozpustnost Vzhled Barva dehydratovaného média Barva pfipraveného média

Konecné pH (25°C)

bez zbytku Jemny prasek Bézova Jantarovy lehce opalizujici

Mikrobiologicky test

7,1£0,2

Podle normy ISO 11133:

Inkubaéni podminky: (3612 °C / 22+2 h)

Podminky o¢kovani: Kvantitativni produktivita (100£20.Min.50 CFU), selektivita (10%4-10%6 CFU).
Referenéni média: TSA (LC1068).

Mikroorganismy Specifikace Charakteristicka reakce

Enterococcus faecalis ATCC 19433 Celkova inhibice (0)

Escherichia coli ATCC 25922 Celkova inhibice (0)

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Dobry rast >50 % Modrozelené kolonie s fluorescenci v UV svétle (360+ 20 nm).
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 Dobry rGst >50 % Modrozelené kolonie s fluorescenci v UV svétle (360+ 20 nm).
Skladovni

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

Bibliografie

UNE-EN 12780: 2002, Kvalita vody. Identifikace a stanoveni po¢tu Pseudomonas aeruginosa pomoci membranové filtrace.

CSN EN ISO 16266 Jakost vod - Detekce a stanoveni po&tu Pseudomonas aeruginosa - Metoda membranové filtrace.
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