STATNI ZDRAVOTNI USTAV

Stanoveni Clostridium perfringens

Stanoveni Clostridium perfringens (véetné spér) dle Vyhlasky MZ CR &. 252/2004 Sb. a Council Directive
98/83/EC z 3.11.1998

Tento prispévek je urcen pro laboratofe hygienické sluzby, vySetiujici pitnou vodu v rdmci monitoringu,
BHD ¢i jiného Setfeni. Je tfeba, aby mély k dispozici v piedstihu novou metodu na stanoveni C. perfringens,
pozadavky na pfistroje, zafizeni, média a chemikdlie a ev. mohly si i metodu pfedem zab&hnout v laboratofi.

Specifikace jednotlivych stanoveni pro mikrobiologické ukazatele jakosti pitné vody je dana Smérnici rady
98/83/EC a bude promitnuta do Vyhlasky MZ CR, kterou se stanovi poZadavky na jakost pitné vody a limity
mikrobiologickych, biologickych, fyzikdlnich a chemickych ukazateld.

Pro stanoveni Clostridium perfringens (vCetné spor) je urena metoda s m-CP agarem. Ta je principidlné
metoda stanovi jen spory, ne vegetativni buriky, protoZe je v metodice zafazen krok inaktivace pii 75°C 15
min. a dile je pouZito jiné selektivni médium.

Princip stanoveni:

Clostridium perfringens stanovime technikou membranové filtrace na selektivnim médiu (m-CP agar) bez
inaktivace vzorku pii 75°C, t.j. stanovi se vegetativni builky i spdry. Pro potvrzeni charakteristickych kolonii
je zafazen konfirmacni test pro diikaz pozitivni kyselé fosfatazy.

Kultiva¢ni média a chemikalie:
1.selektivni médium m-CP agar:

slozeni:
zakladni médium:

tryptoza 30g
kvasni¢ny extrakt 20¢g
sacharoza 5¢

L-cystein hydrochlorid 1 g
MgSO,.7H,0 0,1g
bromkresolovy purpur 40 mg

agar 15¢g
voda (destilovana) 1000 ml
pfiprava:

Rozpustime slozky zakladniho média, upravime pH na 7,6 a pak sterilizujeme pti 121°C po dobu 15 min.,
nechdme vychladnout a pfiddme nasledujici slozky:

D - cycloserin 400 mg
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Polymyxin-B-sulfat 25 mg

Indoxyl-B-D-dlucoside 60 mg (pfedem rozpustény v 8 ml sterilni vody)
filtraci sterilizovany 0,5% fenolftalein

difosforec¢nanovy roztok 20 ml

filtraci sterilizovany 4,5% FeCl;.6H,0 2 ml

2. chemikadlie pro konfirmacni test:
amoniak - vodny roztok, koncentrovany (cca 24-28 %)

Pristroje, zarizeni:

zafizeni pro membranovou filtraci inkubdator na 44+/-1°C anaerostat (zafizeni na udrZovani anaerobni
atmosféry) membranové filtry s péry 0,2 mm sklo (Petriho misky, bariky, pipety 10 ml délené po 0,1;
odmérné valce) exikator nebo hermeticky uzaviratelny box

Postup stanoveni:
Membranovou filtraci s pouzitim filtrG 0,2 um filtrujeme dany objem vody, inkubaci provadime na
selektivnim m-CP agaru v inkubdtoru pii 44+/-1°C po dobu 21+4/-3 hod. za anaerobnich podminek.

Pocitame matné, neprihledné Zluté kolonie, které potvrdime konfirma¢nim testem. Charakteristické kolonie
(Zluté) vystavime param amoniaku po dobu 20-30 sec. Ty, které zméni barvu do riZova nebo Cervena jsou
potvrzené kolonie.

Poznéamka:

1. Konfirmacni test na priikaz C. perfringens na m-CP agaru je pro mikrobiologicka pracovisté ponékud
netradi¢ni. Aby se vyloucil vliv plynného amoniaku na operatory je tfeba pouZzit hermeticky uzavieny box
nebo exikator, do néhoZ vlozime kadinku s roztokem amoniaku a s timto manipulujeme v digestofi nebo
lamindrnim boxu.

2. Kompletni médium m-CP agar 1ze v soucasné dob¢ jiz obdrZet distributory bakteriologickych médii.

Kontrolni kmeny:

Kontrolni kmeny pro testovani bakteriologickych pid viz "Doporuc¢ené kontrolni kmeny pro testovani médii"
- Masarykova Univerzita v Brné, Piirodovédecka fakulta, Cesk4 sbirka mikroorganismti (CCM), Brno,
Tvrdého 14, 602 00 Brno.

m-CP agar:
pozitivni kontrola - CCM 4435 Clostridium perfrigens
negativni kontrola - CCM 1999 Bacillus subtilis
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