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MICROGENT™ LISTERIA-ID SYSTEM
System identyfikacyjny dla Tirferia sp.

Instrukcja obstugi

20 testow

MID-67 paski testowe

Skrdcona procedura

KROK1 Wrlirac pojedraczy, dobrze wnzalewang kolonie

KROK2 Wrkonac zawiesine w bulionie dla Lizera

KROK 3 Przemesic po + krople do kazde) smudzienks

EKROK 4 Daodac | krople odezviuika hemohtyezoego [smdzienka 123
KROK S5 Prowadzic inkubacie w temperatugze 35 - 37°C przez 18 - 24 godz,
KROK ¢ QOdeozvtaé 1 Tanotowad Wikl

KROK 7 Wikl ZinterpLelowac za pomoca Oprogramawania Microgen

Przeznaczenic testu

System Microgen [usfera-1D przeznaczony jest do uzytku profesjonalnego przez wykwalifikowany personel laboratoryiny # uEyciem
odpowiednich drodkow ostroznosci.

System Microgen Listeria-TD sklada sie # 12 standaryzowanych studzienck zawierajacych substraty i powigzany jest 2 Oprogramowaniem Microgen, co umozliwia
identyfikacje nastepujacych gatunkow 2 rodzaju Liseria:

techniki aseptyczne] 1 za pomoc,

Listeria innocna
1 isteria gray
Listeria secliger

Listeria monocyiogenes
Lisieria welshimeri
I isteria ivanonit

Powyisze organizmy moga zostaé videntyfikowane poprzez system [ isteria-TD) po pobrania kolonii # podloza selektywnego, jak rowniez » podloza nicselektywnego,
Identyfikacja dokonywana jest na podstawic wszystkich rekomendowanych migdzynarodowych metod sluzacych do identyfikacji Livteria spp. bez koniccznosci
\\-'yknn)'wa.nia testow purwicrdzajqcych (1,2,3).

Zasada dziatania testu

W sklad systemu Microgen Listeria-TD wehodzi pojedynezy pasek ze studzienkami zawierajacymi 11 standardowych substratow sluzacych do wykrywania #dolnosel
dekarboksylacji weglowodanéw i 1 pusta studzienka do wykrywania reakeji hemolizy (4). Wybor substratéw znajdujacych sig w studzienkach oparty zostal na kombinacjl
substratéw zalecanych w miedzynarodowych metodach standardowych (1, 2, 3) 1 dodatkowych testach, ktore sluza do porwicrdzania obecnosel gatunkéw 2 rodzaju
Listeria (hydroliza eskuliny, fermentacja trehalozy i arabitolu (5, 6)) 1/lub dalszego roznicowania garunkow w obrgbie rodzaju.

Jezeli badany szczep metabolizuje pojedyncze substraty, zachodzi zmiana barwy podezas inkubacji (nie dodaje si¢ zadnych odezynnikow drugiego dmia). Ymuang
metabolizowanych substratéw mozna interpretowac uzywajac do identyfikacyi badanego szczepu oprogramowanme Microgen Identification System Software (MID-6D).
Kazdy pasck Microgen Lisseria-1D) sklada si¢ z dwunastu studzienek zawierajacych substraty dla 11 reakeji binchemicznych opisanych ponize):

Reakeja Dodamia Ujemna
1 | Eskulina Hrydioliza eskuliny Koloy czarny Kolor slemkowy
2 | Manniowol
3 | Keyloza Fermenzacia
4 | Arabirel specyticznych cukeow
5 Ryboza powodie powwsTaie
6 | Ramaoza lowasu, Krorr zmienia : i .
o TR Kolor zélty Kolor purpuowy
7| Trehaloza pH a i samym kalor
§ | Tagaroza purpury
9 | Glukozo-l-fosforan bremokrezolawe)
10 | Metvlo-D-ghukoza Z puLpurowege na 2ol
11 | Metvlo-D-mannoza
12 | Hemolizyna Hemeoliza krwinek Homogenny Warsrwea
owezyeh slomkowy plya, biak | czerwonych krwinss
wrarsewy krwinek na na dnie smudzienki.
due studzienkd Keomarki maig kolor
CZErWOILD -lx AZOWT,

Studzienka nr 12 jest pusta i nalezy ja uiy¢ do preeprowadzenia reakeji hemolizy, kiedy odezynnik hemolityczny

Zawartosc testu

' Ramka do paskow testowych

. Formularze wymkow

. Instrukeja uiycia

g 20 paskéw testowych zapakowanych indywidualnie

» 20 buteleczek z podlozem do przygotowania zawiesin

% 1 butelka Odezynnika Hemaolityeznego

Materialy wymagane, ale niedostarczone

. Oprogramowante Microgen Tdentification System Software (MID-60).

. Sterylne ezy baktenologiezne.

. Sterylne pipety pasterowskie.

. Cieplarka (35 - 37°C), bex wentylatora.
. Loddwka (2 - 8°C).

dodawany jest do zawiesiny bakteryjney.

MICROGEN LISTERIA-ID SYSTEM
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», Pisak.

. Paski na oksydazg (MID61G).

. Woda utleniona, uzywaé w stgzeniu 3% (w/w), do testu na katalazg, patrz Literarura, poe. 1.
. Odezynniki do barwienia mctody, Grama.

. Mikroskop, szkiclka do mikroskopu.

. Cieplarka (25°C), bex wentylatora,
Przechowywanie i termin waznosci

Paski 7e studzienkami Microgen Literia-TD System sq stabilne w vamknictych firmowo opakowaniach foliowych, przechowywane w temperaturze 2 - 8°C do czasu
uplywu terminu waznosci 0Znaczoncgo na naklejee. Otwarte opakowania z paskami testowymi mozna przechowywaé do 14 dni w remperaturze 2 - 8°C upewniwszy sic,
e opakowanie jest ponownie szezelnie zamknicte 1 zawiera saszetkg ze rodkiem suszacym. Podloze do przygotowywania zawiesin powinno byé przechowywane w
temperaturze 2 - B7C.

Odezynnik hemolityczny powinien byc przechowywany w lemperaturze 2- B°C 1 po ugyei nalezy narychmiast umiescié go ponownie w temperaturze 2 - 8°C.

Instrukcja uzycia
MPrzed uzveiem produkta nalezy zapoznac sig ze irodkami ostrofnoscl | ograniczeniem restu
L Y P ¥ Zap =

1. Selekeja kolonii do identyfikacii

1.1, Wyizolowane kolonie mozna pobrac z kazdego podloza selekgywnego bad? nieselektywnego.

12, Prred inkubacja w bulionie Microgen Listera-TD, wyizolowane kolonic powinny byé sprawdzone czy dany mikre sorganizm nalezy do rodzaju Liiferia
(krotkie paleczki Gram-dodatnie, oksydazoujemne, katalazo-dodatnic, ruchliwe w temp. 25°C, ale nieruchliwe w temp. 37°C (alecanc jest
sprawdzenic ruchliwosci pod mikroskopem metoda opisang w literaturze, poz. 1)). Alternatywaie uzyé mozaa testu lateksowego Microgen Lirteria
(F48).

2. Praygotowanic zawiesiny

2.1. Przed uzyciem, bulion nalezy doprowadzic do temperatury pokojowej.

22, Wybraé pojedyneza wyizolowana kolomg z 18-24 godzinnej hodowli i rozprowadzi¢ we fiolce zawierajacej bulion dla Listeria (2,5 ml).

2.3, Dobrze wymieszac.

3. Posiew i inkubacja

3.1, Wyjac pasck testowy 2 opakowania foliowego, umiesci¢ go w ramee i zdja¢ plastikows pokoywke.

32, Uszywajac jalowa pipetke pasterowska lub automatyczang pipetg, praeniesc 3 - 4 krople (ok. 100 wl) zawiesiny bakteryinej do kazdej stadzienki na
pasku.

3.3, Jako sprawdzian czystosci zawiesiny, nanieéé 1 krople na plytke z odpowiednim podlozem nieselekpwnym. Inkubowaé plytke thenowo w temp. 35 -
37°C pracz 18 - 24 godz.

3.4, Dodaé 1 kroplg odezynnika hemolityeznego (dobrze wymieszaé zawartosé buteleczki) do 12. studwienki.

3.5. Praykeyc pasek plastikows pokrywka i inkubowaé w temp. 35 - 37°C przez 18 - 24 godu,

4. Interpretacja

41, Do okresie inkubacji zdja¢ plastikowa pokeywke 7 paska, zapisa¢ wszystkic wyniki w dostarczonym formularzu.

42, W trakcie interpretacji wynikow nalezy odnies¢ si¢ do tabeli umieszezone] w punkeie ,,Zasada dzialania testu” na stronie 2.

4.3, Wynik reakcji hemolizy powinien by¢ okreslany jak nastgpuje:

431 Sprawdzi¢ dno studzicnki.
432 Obecnoéé Klarownego slomkowego/ bardzo jasnorozowego roziwors powyzej odrebne) warstwy duie) ilodei nietknietych krwinek na

dnie studzienki swiadezy o UJEMNE] reakeji hemolizy. Sprawdzi¢ dno studzienk w celu wykrycia obeenosci odrgbnej warstwy
czerwonych.

\.:WMM.. i

PRZYKLAD BRAKU HEMOLIZY (80 N HE LHEANY

433, Obeenodé METNEGO slomkowo- brazowego roztworn, pray braku obecnogei warstwy nietknigrych czerwonych krwinek na dnie
studzienki (CALKOWITA HEMOLIZA) lub obecnodé bardzo zredukowanej iloéei nietknigrych czerwonych krwinek (CZLSCIOWA
HEMOLIZA) nalezy interpretowaé jako wynik DODATNI hemalizy.

PRZYKLAD CALKOWITE] HEMOLIZY PRZYKLAD CZESCIOWE]
YNNI DODATNDG HEMOLIZY AWYNIK DO

4.4, Nalezy sprawdzi¢ werost uzyskany na plytee z podiozem nieselektywnym (ad. 3.3.).

45, W formularzu wynikowym Microgen Liferna-1D substraty s3 pogrupowane w triplety (zestawy 3 reakejt), a kazdemu substratowi praypisano wartodé
numeryczna (1, 2 lub 4). Suma dodatnich reakeji dla kazdego wipletu tworzy pojedyncza cyfrg kodu dsemkowego, kiory uzywa si¢ do oznaczenia
szczepu. Kod semkowy wprowadza sie do oprogramowania Microgem Tdentification System (MTD-60), kiory generuje w wyniku 5 najbardzie)
prawdopodobnych organizmow w wybranej bazie danych (7).

| MICROGEN LISTERIA-ID SYSTEM
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Przykladowy formularz wyniku:

MICROGEN LISTERIA -~ ID

REPORT FORM

r;“; ':;ﬂf? T e Yo £ ALGEA C'r; 5 i :

A | oww TP ”ﬁl@w o Hishosy
Srodki ostroznosci
. Test Microgen Listeria ID System powinien by¢ wykonywany przez wykwalifikowany personel laboratoryjny 2 zachowaniem zasad aseptyki.

2. Nalezy podjaé odpowiednic srodki ostroznoscl podezas pracy z organizmami potencjalnie patogennymi. Po uzyciu nalezy zniszczyé caly zanieczyszczony

materal przez autoklawowanie, spalenie lub zalanie odpowiednim srodkiem dezynfekeyjnym, np. podchlorynem sodowym w koficowym roxcienceenin 3%,
przez 30 min. Scicki plynne zawierajace kwas musza zostaé zneutralizowane przed dalsza obrobka.

3. Pokeywki plastkowe praykrywajace paski ze studzicnkami reakeymymi nie 1zoluja, studzicnck w osposob calkowit v, dlatego paskow nie wolno mkubowaé w
atmosferze wrhogaconej w COz (ze wzgledu na nieprawidlowy wplyw zmienionego pH) ani w cieplarce z wentylatorem (wykluezanie nadmicrnego
Wysuszenia).

4. Odczynnik hemolityczny powinien byé uzywany w sposib uniemozliwiajacy jego zanicczyszezenie:

* Zawsze preechowywac w temperaturze 2-8°C
. Unika¢ kontaktu zakeaplacza # paskami testowymi i innymi. powierzchniami w trakcic uiywania i zawsze natychmiast zakreeaé buteleerke »
zakraplaczem.

Nie odezytywac wyniku hemolizy po uplywic 48 godzin inkubacji ze wrgledu na samoistna hemolize kewinel.

Odeaynnik hemolityczny moze dawaé mylne wyniki jezeli zostal canicczyszczony. Takiego odezynnika nie nalezy uwiywaé. Znaki pogorszenia jakodci oderynnika
widoczne sq poprzez znaczaca hemolize zawartoder fiolki lub pojawienic si¢ koloru bordowo- brazowego. Jezeli test hemolizy daje nicjasne wyniki, nalezy wyizolowang
kolonie posia¢ na plythe 2 pudlozem zawicrajacym krew barania. Po okresie inkubacji w remperaturze 35 - 37°C przez 18 — 25 podzin nalezy sprawdzi¢ wzrost i
wystapienie reakeji hemolizy wokal kolonii.

Ograniczenia testu
I Pomimo uzycia podloza selektywnego do izolacji Liiteria spp., kedre hamuje wirost szcrokiego spektrum mikroorganizmdw, moga urosnaé rownies
organizmy podobne do Listersa spp., takic jak: Bacilus spp., Enterococous ipp. § Staphylococeus spp.
2. System Microgen Listeria-1D jest pracznaczony tylko do identyfikacii drobnoustrojow nalesacyeh do rodzaju Listeria. Jezeli wyizolowany mikroorganizm nic

hydrolizuje eskuliny lub nie fermentuje trehalozy bads arabitohs, nalezy ponownie wykonaé barwienie metoda Grama, testy na ruchliwosé, oksydazg 1
katalaze.

3. Sprawdzac tylko czyste, pojedyneze kolonie, poniewai mieszane kolonic moga dawaé bledne wyniki.
4. Zalecany jest posiew na plytke nieselektywng w celu potwierdzenia, ze do testu zostal uzyty tylko jeden gatunek mikroorganizmu.

Kontrola jakosci

Poprawnosé dzialania systemu Microgen Lisferia-1D powinna byé monitorowana z uizyciem odpowiednich szezepdw kontrolnych. Do niczalezne] kontroli labe ratoryine|
uzytkownika poleca si¢ nastepujace szczepy wrorcowe:

E ™M x A R R T G ™M ™ H
s A Y R 1 H R A i D D E
C | N L L B A E PG ™M ™
Lmonocytogenes (ATCC Y B + _ ¥ + = > + + +
35152, NCTC 7973) i
L.inoccua (ATCC 33090, 3 3 * . + + - 5 + + &
NCTC11288) B
L.grayi (ATCC 19120, NCTC % > ~ . = % + 5 x = + =
10815)

Baza danych
System Microgen Liseria-TD jest oparty na standardowych metodach biochemicznych. Dane na temat interpretacji profili reakeyjnych sa zgodne ze #rodlami

literaturowymi.

RIB | RHA | TRE GIP |MDG | MDM | HEM
L.monocytogenes 0 % | 9 | o 2 99 98 99
| Linoccua : ] 100 | 100 0

; Lwelshimeri o 98 94 ¢
Lseeligeri 0 100 5 93
| Livanovii 92 95 0 50
L.grayi
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Kolorowa tabela wynikow

MicrogenTM Litferna-11 MID-67
Odezyt paskow po 24 godzinach.

WELL

Positive

1 2wil 12
sigties : iz Carbohyvdrate
Reaction Fssalin.Hydebyits Fermentution Haemolysin
Negative
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