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CHROMOGENIC COLIFORM ACC. ISO 9308-1:2014

INSTRUKCJA UZYCIA

Produkt do uzytku profesjonalnego.

Przeznaczenie: Chromogenic Coliform acc. ISO 9308-1:2014 jest podioZem selektywnym 1 roznicujacym
przeznaczonym do okreslania ilosci Escherichia coli i innych bakterii z grupy coli w probkach wody metods
filtracji membranowej zgodnie z 1SO 9308-1:2014.

Nr kat.: Rodzaj podtoza: Opakowanie:
149 podloze sypkie 500 g

3174 podloze w butelce 100, 200, 500 ml
1423 podloze na plytce 1x10 szt. (90 mm)

1. Wtasciwosci:. Tergitol 7 obecny w podlozu hamuje wzrost bakterii Gram dodatnich. Dodatek substancji
chromogennych réznicuje bakterie z grupy coli od E.c/.: 6-Chloro-3-indoxyl-B-D-galactopyranoside (Salomon-GAL)
poprzez wykrywanie 3-galaktozydazy oraz X-8-G-glucuronide poprzez wykrywanie $-glukuronidazy. 6-Chloro-3-indoxyl-§3-
D-galactopyranoside jest hydrolizowany przez bakterie z grupy coli, ktére uzyskuja kolor rézowo-czerwony. Reakcja ta jest
wzmocniona w podlozu poprzez obecnosé w skladzie IPTG (izopropylo-B-D-tiogalaktopiranozyd). X-8-G-glucuronide jest
hydrolizowany wsréd Enetrobacteriaceae, przez E.coli i kilka szczepow Salmonella i Shigella, ktére to wytwarzaja niebieski
pigment.

2. Sktad w g/1 wody destylowanej:

Enzymatyczny hydrolizat kazeinowy 10g
Ekstrakt drozdzowy 20¢g
Chlorek sodu 50¢g
Wodorofosforan disodu 27¢g
Diwodorofosforan sodu x 2H,O 22¢g
Pirogronian sodu 10g
Sorbitol 10g
Tryptofan 10g
Tergitol 7 0,15¢
6-Chloro-3-indoxyl-B-D-galactopyranoside 02¢g
X-B-G-glucuronide (CHX salt) 0,1g
Izopropylo-B-D-tiogalaktopiranozyd (IPTG) 0,1¢g
Agar 10,6 g

3. pH: 6,8 £ 0,2 w temperaturze 25°C.
4. Przygotowanie podtoza:

Podtoze sypkie:

Rozpusci¢ 27,1 g suchego podloza w 1000 ml wody destylowanej. Podgrzewaé czesto mieszajac, do calkowego
rozpuszczenia. Doprowadzi¢ do wrzenia. Nie autoklawowad, nie przegrzewac. Nieznaczne zmetnienie moze pojawi si¢
po zgotowaniu pozywki, jest to normalne zjawisko nie wplywajace na jakos¢ podloza. Zmetnienie zniknie po obnizeniu temp.
do 45-50°C. Po wystudzeniu podtoza rozlac aseptycznie na plytki Petriego™*.

Butelki z agarem:
Podtoze w butelkach powinno by¢ rozpuszczone w fazni wodnej w temp 80°C lub mikrofaléwce.

Rozpuszezanie agarn w mikrofaldwee
1. Poluzowa¢ nakretke na butelce przed umieszczeniem jej w mikrofalowee.

2. Umiescic¢ butelke z agarem w centralnym miejscu mikrofaléwki.
3. Podgrzewac agar w odstepach jednominutowych na malej mocy do momentu catkowitego rozpuszczenia.
4. Miedzy przerwami, delikatnie obraca¢ butelke, aby upewnic sig, ze agar uptynnia si¢ réwnomiernie.
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5. W miedzy czasie nalozy¢ reckawice ochronne, ostroznie wyjaé goraca butelke i pozostawi¢ przed rozlaniem
do ostygnigcia do temp. 45- 50 °C.
6. Po schtodzeniu podtoza rozla¢ na plytki*

Rogpuszezanie agarn w tagni wodnej
Poluzowa¢ nakretke na butelce przed umieszczeniem jej w lazni wodne;.

—_

Temperatura wody powinna pozosta¢ na poziomie okoto 80°C.
Pozostawi¢ w tazni wodnej do catkowitego rozpuszczenia.

Miedzy przerwami, delikatnie obracaé butelke, aby upewnic sig, ze agar uptynnia si¢ rGwnomiernie.

S SCIS

. W miedzy czasie natozy¢ rekawice ochronne, ostroznie wyjac goraca butelke i pozostawi¢ przed rozlaniem do
ostygniecia do temp. 45- 50 °C.
6. Po schtodzeniu podtoza rozla¢ na plytki*

*Pracowaé w eystym, wolnym od zanieczyszezen obszarse. Stosowaé Srodki degynfekeyine. Pracowaé godnie 3 asadami aseptyki. W tym
samym cgasie rozlewal tylko jedna plytke. Uchylic delikatnie wieczko i wiaé 15-20 ml plynnego podioza na denko plytki. (podfoge powinno
zakryé 2/ 3 powierzehni plytki). Delikatnie obracal plytke do momentn, az podioge pokryje calq jej powierichnie. Zakryé plythke wiecgkien.
Grubosé warstwy powinna miel 3-4mm glebokosci. Przed ugyciem plythke nalegy ostudzic i poczekal do catkowitego zestalenia agarn. Trwa to
okoto 1 godziny. Mogna przyspieszyé proces poprzez umieszezenie plytki w lodowee, ale nie w zamrazarce. W celu uniknigcia nagromadgenia sig
wody kondensacyjne na wiecku, przed wykonaniem posiewn nalegy plytki 3 agarem umiescié w komorge laminarnej lnb cieplarce (temp. 37°C)
uchylajae delikatnie wieczko na okoto 20 minut.

5. Wyglad:

Wyglad podtoza sypkiego: homogenne, jasnobezowe do bezowego.

Wyglad podtoza po rozpuszczeniu : przygotowane podloze jest klarowne i jasnostomkowe.
6. Materiat do badan: probki wody.

7. Spos6b wykonania: jezeli podloze bylo przechowywane w warunkach chlodniczych, nalezy je doprowadzi¢ przed
uzyciem do temp. pokojowej. Przefiltrowaé 100 ml badanej prébki wody (lub inna objeto$é np. 250 ml wody butelkowane;).
Uzy¢ filtr o $rednicy 47-50 mm i $rednicy porow 0,45um, zaleca si¢ stosowanie filtréw z siatka. Aby zapewni¢ réwnomierne
rozprowadzenie roztworu minimalna objetos¢ prébki uzytej do filtracji powinna wynosi¢ 10 ml lub jej rozcieniczenie.
Po przefiltrowaniu filtr umiesci¢ na podiozu Chromogenic Coliform acc. ISO 9308-1:2014. Zwroci¢ uwage, aby cale
powierzchnia filtra przylegata do podtoza, i aby miedzy podlozem, a filtrem nie tworzyly si¢ pecherzyki powietrza odwrécic
plytki agarem do géry i inkubowaé w temperaturze 36 & 2 © C przez 21-24 godziny. Sprawdzi¢ filtry membranowe i policzyé
kolonie.

8. Odczyt i interpretacja wynikéw: po okresie inkubacji obserwowaé wzrost bakterii. Kryterium réznicujacym bakterie
rosnace na tym podiozu jest fermentacja laktozy. Paleczki laktozo-dodatnie rosna w postaci kolonii rézowych lub
czerwonych, pateczki laktozo-ujemne tworza kolonie bezbarwne. Identyfikacje drobnoustroju nalezy potwierdzi¢ testami
biochemicznymi.

o Wszystkie rézowe do czerwonych kolonii (pozytywna reakcja dla B-D-galaktozydazy) uznaé jako domniemane bakterie
z grupy coli, nie E.coli.

o Wszystkie ciemnoniebieskie do fioletowych (pozytywna reakcja dla B-D-galaktozydazy i B-D-glukoronidazy) uznaé jako
E.coli.

Aby uniknaé¢ wynikéw falszywie dodatnich wynikéw, spowodowanych przez oksydazo-dodatne bakterie, na przyklad
Aeromonass spp. domniemane kolonie powinno potwierdza¢ si¢ przez negatywna reakcje oksydazy. ( Paski na osydaze nr kat.
MIDG61G). Wykonac test oksydazy preferencyjnie na wszystkich lub przynajmniej 10 wybranych rézowych do czerwonych
kolonii bakterii z grupy coli, (inne niz E. co/i), wynik badania powinien by¢ ujemny. Liczba wszystkich bakterii z grupy coli
jest suma wszystkich oksydazo-ujemnych rézowych do czerwonych kolonii, a takze wszystkich ciemnoniebieskich
do fioletowych kolonii.

9. Kontrola jako$ci: podloze nalezy kontrolowa¢ z uzyciem szczepéw wzorcowych dajacych dodatnig i ujemna reakcje.
Badanie nalezy wykona¢ na reprezentatywnej probce uzywajac czysta hodowle mikroorganizméw dajacych pozadane
reakcje. Postgpowaé zgodnie z wymogami ISO 11133:2014.
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Mikroorganizm: Metoda badania: zyznosc/selekty\zv,n 08¢/ Wyglad kolonii:
specyficznos$¢:
Escherichia coli \WDCM 00013 2yznosc: metoda 0,7 kolonie ciemnoniebieskie do
ilosciowa fioletowych
E.aerogenes WDCM 00175 zyznosc: metoda >0,7 kolonie rézowe do czerwonych
ilo$ciowa
E . faecalis WDCM 00009 selekgrwnf)stc: zahamowanie wzrostu -
metoda jako$ciowa
Psendomonas aeruginosa WDCM 00024 specyﬁcznf) ° dobry wzrost kolonie bezbarwne
metoda jakosciowa

10. Uwagi: produkt przeznaczony wylacznie do uzytku laboratoryjnego.

11. Postgpowanie ze zuzytymi podfozami: hodowle nalezy zniszczy¢ przez sterylizacje w autoklawie lub postepowac
zgodnie z obowiazujacymi procedurami w zaleznosci od typu laboratorium. Plytki musza by¢ zutylizowane poprzez
autoklawowanie w temp. 121°C przez 20 minut.

12. Przechowywanie: podloza suche nalezy przechowywaé w temp. 2-8°C w chlodnym, suchym miejscu w szczelnie
zamknictym opakowaniu. Podloze w butelkach przechowywaé w temp. 6-25°C. Chroni¢ przed dostepem $wiatta. Gotowe
plytki z podlozem nalezy przechowywaé w temp. 2-12°C do uplywu terminu waznosci z dala od bezposredniego Zrédla
$wiatla w pozycji odwroconej. Aby unikna¢ zamrozenia agaru nie nalezy trzymaé plytek blisko $cian lodéwki. Aby uniknac
pojawienia si¢ wickszej ilosci wody na wieczku plytki nie nalezy otwiera¢ zbyt czesto lodéwki. Nie przechowywaé podtozy
w przepetnionej lodéwce. Przed wykonaniem posiewu doprowadzi¢ plytki do temp. pokojowej. Podloza zawierajace
barwniki powinny by¢ chronione przed bezposrednim Zrédlem $wiatla. Gotowe plytki z podlozem przechowywaé
w oryginalnym opakowaniu, do czasu uptywu daty waznosci. Zachowa¢ zalecany czas inkubacji podany przez producenta.
Nie nalezy uzywac plytek, jezeli wykazuja oznaki zanieczyszczenia mikrobiologicznego, odbarwienia, wysuszenia, peknigcia
lub innej oznaki uszkodzenia.

13. Termin waznos$ci:  podloze sypkie: 3 lata,
butelki: 1 rok,
plytki: 3 miesiace.

14. Dodatkowe suplementy niedostarczone do podfoza bazowego: nie wymagane.

15. Pismiennictwo: Dostepne na zyczenie klienta.
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