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Listeria Chromogenic Agar Base (1SO 11290-1)

Dehydratovana kultivacni puda
Navod k pouZziti

Katalogové Cislo: LC1345.1 / LC1345/ LC1345-5 kg
Velikost baleni: 100 g/ 500 g /5 kg

Exspirace: 2 roky ode dne vyroby

Podminky skladovéni: 2 — 8°C

Ukel pouziti
Listeria chromogenic agar je selektivni kultivacni piida, ktera se pouziva pro presumptivni izolaci a
identifikaci Listeria monocytogenes a Listeria spp. v klinickych vzorcich a jidle.

Princip metody

Listeria monocytogenes je patogenni bakterie, ktera mize zpusobit zavazné otravy jidla. Konvenéni
metody detekujici Listeria monocytogenes jsou zdlouhavé a pracovné naro¢né. Naopak
chromogenni pady velice snadno diferenciuji Listeria monocytogenes ve chvili jeji izolace. Jeji
kolonie maji zelené az modrozelené zabarveni a jsou obklopeny bilym (bezbarvym, prihlednym)
kruhem zpiisobenym specifickou fosfolipazovou aktivitou.

Suplementy obsazené v Listeria chromogenic agaru pusobi jako selektivni ¢inidla.

Diferenciacni aktivita pidy je zptisobena dvéma faktory. Jednak ptitomnosti chromogenni slozky
X-glukosidazy a substratu pro detekci enzymu B-glukosidazy, spole¢ného pro vSechny Listeria
species, ktery zbarvuje kolonie do zelena az zelenomodra. Ostatni organismy, které také maji tento
enzym, napiiklad enterokoky, jsou inhibovany selektivnimi ¢inidly a suplementem této pidy.

Na druhé stran¢ je diferenciacni aktivita zptisobena také substratem lipazou, na ktery pisobi
specifické enzymy Listeria monocytogenes. Lipaza zpisobuje vznik bezbarvého kruhu
obklopujiciho kolonie L.monocytogenes.

Kombinace obou substratii nam umoziuje diferenciovat kolonie Listeria monocytogenes od zbytku
Listeria spp., protoze i kdyz maji vSechny také zelené zabarveni kolonii, pouze kolonie Listeria
monocytogenes jsou obklopeny bezbarvym kruhem.

Typicka morfologie kolonii — Listeria chromogenic agar:
Listeria monocytogenes - zelené zbarveni kolonii, bezbarvy kruh obklopujici kolonie
Listeria innocua - zelené zbarveni kolonii

PiibliZna definice pidy/1 litr purifikované vody:

Masovy pepton 18,09
Kvasni¢ny extrakt 10,0 g
NaCl 5049
Glukéza 2049
Glycerolfosforecnan hofecnaty 109
X-glukosid 0,059
Chlorid litny 10,09
Trypton 6,09
Hydrogenfosforecnan sodny 2,59
Pyruvat sodny 2,0¢g
Sulfid Mn 0,59
Agar 13,59

vysledné pH: 7,2 £0,2 pii 25°C
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Piiprava

70,6 g média se rozpusti v jednom litru destilované/deionizované vody a necha se dobfe rozpustit,
pfi rozpusténi se mize ptipadné michat a zahtivat. Sterilizuje se pri 105°C po dobu 10 minut.
Puda se ochladi na 45 — 50°C a asepticky se p¥idaji 2 lahvi¢ky kazdého suplementu. Po piidani
Lipase C suplementu je tfeba médium michat po dobu alespoii 5ti minut, aby doslo ke
kompletni homogenizaci média. Pak teprve pridavame druhy suplement — smés antibiotik.
Dobfe se promicha a distribuuje do Petriho misek.

Listeria Lipase C Supplement (LC6031) Listeria Chromogenic Selective Supplement (LC6040)
1 lahvicka postaci na 500 ml média: 1 lahvicka postaci na 500 ml média:
1 lahvicku rekonstituujte 5 ml roztoku destilovana voda/etanol
Lipase C substrat 1 gram Cykloheximid 50 mg
Ceftazidim 10 mg
Nalidixikova kyselina 10 mg
Polymyxin B 38500 j.
Upozornéni:

Listeria Chromogenic Selective Supplement obsahuje cykloheximid, ktery je pfi pozieni, vdechnuti ¢i kontaktu s kiizi
velice toxicky. Pfi manipulaci s nim pouzivejte ochranné rukavice a chraiite si oci.

Kontrola kvality
A. zakladni
a) Inokulujte Listeria chromogenic agar kulturami (kontrolnich kmeni).
b) Plotnu inokulujte klasickou metodou, abyste ziskali izolované kolonie.
c) Naockované plotny inkubujte vzhiru nohama v aerobni atmosféfe pii teploté 37 + 1° C,
pred a pii inkubaci minimalizujte pisobeni svétla na plotny.
d) Rust a barvu kolonii na plotnach kontrolujte po 24 hodinach, negativni reinkubujte po
dalsich 24 + 2 hodiny.
Ptedpoklddané vysledky:
Listeria monocytogenes (ATCC 1911, 13932, CCM 4699) dobry rust, zelené kolonie, kruhovy, bezbarvy
efekt okolo kolonii

Listeria innocua (ATCC 33090, CCM 4030) dobry rust, zelené kolonie bez kruhového
efektu

Enterococcus faecalis (ATCC 19433) inhibice

Escherichia coli (ATCC 25922) inhibice

B. dopliikova

a) Plotny zkontrolujte opticky — ujistéte se, Ze nemaji zadnou fyzickou vadu, ktera by branila
jejich pouziti.

b) Pii pokojové teploté zméite potenciometrem, zda je zachovano pH 7,2 + 0,2.

c) Pii vlastni inokulaci si zkontrolujte tuhost kultivacni pudy.

d) Nenainokulované plotny inkubujte 72 hodin pfi teploté 35 + 2° C a zkontrolujte tak stav
mikrobidlni kontaminace.
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