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Agar s krystalovou violeti, neutralni Cerveni, zluCovymi solemi a glukézou

Pro kultivaci a kvantifikaci bakterii z Celedi Enterobacteriaceae.

Kat. 1092
Praktické informace

Aplikace Kategorie
Selektivni vycet Enterobakterie
Detekce Enterobakterie

Oblast pouziti: Farmacie / Veterinafstvi / Potravinarstvi / Kontrola kvality

Predpisy: USP / 1ISO 11133 / Evropsky Iékopis / ISO 21528

Principy a pouziti

Violet Red Bile Agar with Glucose (VRBG) je selektivnhi médium obsahujici Zlu¢ a fialové Eervené barvivo pro izolaci a stanoveni poctu enterobakterii. Je
zaloZzeno na MacConkeyho médiu (LC1052) pro detekci a stanoveni poétu gramnegativnich enterobakterii tolerujicich zlu¢ v mléénych vyrobcich a
potravinach. V tomto médiu je laktéza jako sacharid nahrazena glukézou. Agar VRBG se stava preferovanym médiem pro pouziti pfi vySetfovani surovin,
zpracovanych potravin a hygieny rostlin. Do skupiny Enterobacteriaceae patfi koliformni bakterie fermentujici laktézu a druhy nefermentujici laktézu,
jako jsou Salmonella a Shigella.

Pankreaticky digesat Zelatiny poskytuje dusik, vitaminy, mineralni latky a aminokyseliny nezbytné pro rust. Kvasni¢ny extrakt je zdrojem vitamina,
zejména skupiny B. Glukdza je zkvasitelny sacharid poskytujici uhlik a energii. Glukézové fermentory tvofi €ervené kolonie v pfitomnosti pH indikatoru
neutralni dervend. Zluové soli a krystalova violet' inhibuji grampozitivni bakterie. Chlorid sodny dodavéa zakladni elektrolyty pro transport a osmotickou
rovnovahu. Bakteriologicky agar je zpevnuijici €inidlo.

Evropsky lékopis USP v odstavci 2.6.13: "Mikrobiologické zkouSeni nesterilnich vyrobki: zkousSka na pfitomnost specifikovanych mikroorganisma"
doporucuje toto médium pro zkouSeni zlu€otolerantnich gramnegativnich bakterii ve vyrobcich.

Norma ISO 21528 navrhuje VRBG Agar pro detekci a stanoveni po¢tu Enterobacteriaceae.

Metoda nalitych desek potlacuje rist gramnegativnich nefermentujicich bakterii diky svym semi-anaerobnim podminkam. Stejné tak je stimulovana
fermentace glukézy, coz vede k tvorbé jasné viditelnych fialové ¢ervenych kolonii obklopenych zénou stejné barvy. VSimnéte si, ze koliformni bakterie
fermentuji glukézu a produkuji kyselinu s plynem nebo bez ngj. Klebsiella a Citrobacter, které jsou vice tepelné rezistentni nez koliformni bakterie, rostou
také v tomto médiu a mohou indikovat vadu vyrobniho procesu (nedostatecny ohrev).

SlozZeni v g/l

Bakteriologicky agar 15 Zlugové soli 1,5
Krystalova violet 0,002 Monohydrat glukézy 10
Neutralni Cerven 0,03 Chlorid sodny 5
Kvasni¢ny extrakt 3 Enzymaticky digesat zivocisnych tkani 7
Pfiprava

Suspendujte 41,5 g média v jednom litru destilované vody. Dobfe promichejte a rozpoustéjte zahfivanim za ¢astého michani. Varte po dobu jedné minuty
az do upIného rozpusténi. Ochladte na teplotu 47-50 °C a ihned davkujte. NEPREHRIVEJTE.

Navod k pouziti

Pro testovani specifikovanych mikroorganism( (gramnegativni bakterie tolerujici zlu¢) podle Evropského Iékopisu:
- Pfipravte vzorek fedénim nejméné 1 g produktu v poméru 1:10 v trypticaseinovém soéjovém bujénu (TSB) (LC1224) a inkubujte pfi teploté 20-25 °C po
dobu 1 hodiny.
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2-5 hodin.

- Pro test nepfitomnosti pouzijte dfive provedené Ffedéni odpovidajici 1 g produktu k naockovani do Mossel EE bujonu (LC1202) a inkubuijte pfi teploté
30-35 °C po dobu 24-48 hodin.

- Subkultivujte na plotnach Violet Red Bile Agar with Glucose (VRBG) a inkubujte pfi 30-35 °C po dobu 18-24 hodin. Vyrobek vyhovuje testu, pokud
nedochazi k ristu kolonii.

- Pro kvantitativni test pouzijte dfive provedené fedéni odpovidajici 0,1, 0,01 a 0,001 g produktu k inokulaci do Mossel EE bujonu (LC1202) a inkubujte
pfi 30-35 °C po dobu 24-48 hodin.

- Subkultivujte na plotnach Violet Red Bile Agar with Glucose (VRBG) a inkubujte pfi 30-35 °C po dobu 18-24 hodin.

- Rust kolonii pfedstavuje pozitivni vysledek.

Podle normy ISO 21528 pro detekci a stanoveni po¢tu Enterobacteriaceae:

- Naockujte pufrovanou peptonovou vodu (BPW) (LC1402) testovanou ¢asti a inkubujte 48 hodin pfi 37 °C.

- Naockujte Violet Red Bile Agar With Glucose (VRBG) kulturou ziskanou po obohaceni v BPW a inkubujte pfi 37 °C po dobu 24 hodin.

- Typické predpokladané kolonie Enterobacteriaceae by mély byt subkultivovany na neselektivnim médiu a potvrzeny testy na fermentaci glukézy a
pfitomnost oxidazy.

Kontrola kvality

Rozpustnost Vzhled Barva dehydratovaného média Barva pfipraveného média Koneéné pH (25°C)

bez zbytku Jemny prasek Bézova nacervenala Fialovo-Cervené 7,4+0,2

Mikrobiologicky test

Podle Iékopisu: Escherichia coli ATCC 8739 a Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027:
Inkubaéni podminky: (30-35 °C / 18-24 h) Inokulaéni
podminky: (<=100 CFU)

Podle ISO 11133: Escherichia coli ATCC 8739, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella STM ATCC 14028 a Enterococcus faecalis ATCC 29212:
Inkubaéni podminky: Produktivita a selektivita (3711 °C/ 2412 h)
Podminky o¢kovani: 50 CFU) / Produktivita kvalitativni (1023-1074 CFU) / Selektivita (1074-1076 CFU). Referenéni média: TSA.

Mikroorganismy Specifikace Charakteristicka reakce

Salmonella typhimurium ATCC 14028 Dobry rast >50 % Ruzové az Cervené kolonie se srazeci aureolou nebo bez ni
Escherichia coli ATCC 25922 Dobry rast >50 % Ruzové az ¢ervené kolonie s precipitaénim halo nebo bez néj
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Celkova inhibice

Escherichia coli ATCC 8739 Dobry rust >50 % Ruzové az cervené kolonie s precipitacnim halo nebo bez néj
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 Dobry rust

Skladovani

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