HOLOGIC
AccuProbe:

LISTERIA MONOCYTOGENES CULTURE
IDENTIFICATION TEST

(bioMérieux ref. 39500 / Hologic kat. €. 102920)

POUZITI

ACCUPROBE LISTERIA MONOCYTOGENES CULTURE IDENTIFICATION TEST je rychly test s
testovaci DNA sondou k identifikaci Listeria monocytogenes izolované z kultury technikou hybridizace
nukleové kyseliny.

Doporucuije se také detekéni metoda, ktera je certifikovana spole¢nosti AFNOR Certification pod
referenénim &islem BIO 12/4-02/95 (viz oddil MIKROBIOLOGICKA KONTROLA, odst. C).

SOUHRN A VYSVETLENi TESTU

Listeria monocytogenes je primarné pudni mikroorganismus, ktery je rozptyleny v prostfedi. Nachazi se
ve vodeé, zemédélskych produktech a také se vyskytuje u zivocichl. Jako lidsky patogen je Listeria
monocytogenes znama vice nez 50 let, je identifikovana jako etiologické agens listeriozy a u lidi
zpusobuje meningitidu, encefalitidu, septikémii, endokarditidu, potraty, abscesy a mistni purulentni léze
(2,4). Nékolik vyznamnych epidemii listeriézy v minulém desetileti souviselo s konzumaci
kontaminované potravy. Mezi skupiny nejvice ohroZené listeriézou patfi t&€hotné Zeny, novorozenci,
imunokomprimovani a stafi pacienti (5).

Soucasné metody identifikace Listeria monocytogenes spocivaji v tradi¢nich fyziologickych a
biochemickych metodach. Ty zahrnuji morfologii podle Gramova barveni, katalazovou reakci,
hodnoceni motility, betahemolytickou aktivitu na plotnach s krevnim agarem a fermentaci cukrt (8).
ACCUPROBE LISTERIA MONOCYTOGENES CULTURE IDENTIFICATION TEST nabizi rychlou a
objektivni metodu identifikace Listeria monocytogenes zaloZzenou na detekci specifickych sekvenci
ribosomalni RNA bé&hem 35 minut od pFipravy vzorku.

PRINCIPY TESTU

Testy zalozené na hybridizaci nukleové kyseliny spocivaji ve schopnosti komplementarnich fetézct
nukleové kyseliny vytvaret specifickou vazbu za vzniku stabilnich dvoufetézcovych komplexu (6).
Systém AccuProbe vyuziva jednofetézcovou DNA sondu s chemiluminiscenéni znackou, ktera je
komplementarni k ribozomalni RNA cilového organismu. Po uvolnéni ribozomalni RNA z organismu se
znacené DNA sondy spoji s ribozomalni RNA cilového organismu za vzniku stabilniho hybridu
DNA:RNA. Selekéni Cinidlo (Selection Reagent) umoziiuje diferenciaci nehybridizované a
hybridizované sondy. Znacené hybridy DNA:RNA se mé&fi v luminometru Leader. Pozitivnim vysledkem
je odecCet z luminometru rovny nebo vy$si nez mezni hodnota. Hodnota niZ3i nez tato mezni hodnota je
negativnim vysledkem.

CINIDLA

Poznamka: Informace o H-vétach a P-vétach, které mohou byt spojeny s reagenciemi, naleznete v
knihovné bezpecnostnich listl (Safety Data Sheet Library) na adrese www.hologic.com/sds.
Cinidla ACCUPROBE LISTERIA MONOCYTOGENES CULTURE IDENTIFICATION TEST jsou
poskytnuta ve tfech oddélenych kitech Cinidel:
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ACCUPROBE LISTERIA MONOCYTOGENES KIT
(bioMérieux ref. 39500 / Hologic kat. ¢. 102920)

Probe Reagent (P) (4 x 5 zkumavek)
Listeria monocytogenes.

ACCUPROBE CULTURE IDENTIFICATION REAGENT KIT
(bioMérieux ref. 39305 / Hologic kat. ¢. 102800)

Reagent 1 (lytické ¢inidlo) (1) 1x10 mi
Pufrovany roztok obsahujici 0,04 % azidu sodného.

Reagent 2 (hybridizacni pufr) (2) 1x10 ml
Pufrovany roztok.

Reagent 3 (selekéni €inidlo) (3) 1 x 60 ml
Pufrovany roztok.

HOLOGIC DETECTION REAGENT KIT
(bioMérieux ref. 39300 / Hologic kat. €. 201791)

Detection Reagent | (RI) 1 x 240 ml
0,1% peroxid vodiku v 0,001N kyseliné dusi¢né.
Detection Reagent Il (RIl) 1 x 240 ml

1N hydroxid sodny.

VAROVANI A OPATRENI

moowy

H.

Pro diagnostické pouziti in vitro nebo pro priimyslovou mikrobiologii.

Pfi provadéni tohoto stanoveni dodrzujte obvykla bezpecnostni opatfeni (3).

Pouzivejte pouze k ur€eni Listeria monocytogenes izolované z kultur.

Pouzivejte pouze dodané nebo specifikované laboratorni vybaveni na jedno pouziti.

Cinidla tohoto kitu obsahuiji azid sodny, ktery miiZe reagovat s olovénym nebo mé&dé&nym potrubim
za vytvoreni potencialné explozivnich azid kovu. Pfi likvidaci tohoto €inidla jej vzdy nafedte
velkym mnozstvim vody, aby se zabranilo hromadéni azidu v potrubi.

Zamezte kontaktu Detection Reagent | a Detection Reagent Il s kuzi, o¢ima a sliznicemi. Pokud
doslo ke styku téchto Cinidel s kiizi, oplachnéte ji vodou. Pokud dojde k rozliti téchto Cinidel,
nafredte je pfed vytfenim vodou.

Pro dosazeni optimalnich vysledkt se doporucuje pfed testovanim zkontrolovat zkumavky na
pfitomnost uvolnéného materidlu. Pokud je ve zkumavce uvolnény material, zkumavkou lehce
poklepte, aby se uvolnény material usadil na dné zkumavky.

Vyhovuje pozadavkim Spravné laboratorni praxe (napf. standard ISO 7218) (12).

PODMINKY SKLADOVANIi PRIPRAVKU

Zkumavky se sondou je tfeba uchovavat ve féliovych pouzdrech pfi teploté 2 az 8 °C. Zkumavky se
sondou jsou v uzavienych pouzdrech stabilni do vyznaCeného data expirace. Po otevieni se pouzdra
musi uzavirat, pfi¢emz zkumavky se musi pouzit do 2 mésicl a pfed datem expirace.

Ostatni ¢inidla ACCUPROBE LISTERIA MONOCYTOGENES CULTURE IDENTIFICATION TEST Ize
uchovavat pfi teploté od 2 do 25 °C, pfi€emz jsou stabilni do vyznaCeného data expirace.

CINIDLA NEMRAZTE.
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PRIPRAVA VZORKU

ACCUPROBE LISTERIA MONOCYTOGENES CULTURE IDENTIFICATION TEST je uréen

k identifikaci Listeria monocytogenes izolované z kultury. Detekce Listeria monocytogenes z potravin
se provadi po pfedchozim pomnozeni.

DIAGNOSTICKE POUZITI IN VITRO

A.

Metoda kultivace na tuhych puadach.

Lze testovat kolonie izolované z vhodnych tuhych médii, jako je 5% ovéi krev, mozkosrdcova
infuze nebo ¢okoladovy agar. Kromé toho Ize testovat kolonie izolované ze selektivnich médii jako
je McBride agar nebo LPM agar. Kolonie Ize testovat, jakmile je rlst pozorovatelny, nicméné
nesméji byt stardi nez 72 hodin.

1. Kolonie Ize nabrat jednorazovou plastovou kli¢kou, draténou kli¢kou, jednorazovou plastovou

jehlou nebo aplikacni ty€inkou o objemu 1 ul. Tampony by se nemély pouzivat kvili malému
objemu tekutiny, ve které se bunky nasledné resuspenduiji.

2. Jestlize se ma testovat jedina kolonie, musi mit praimér alespori 1 mm. Lze testovat klicku
bunék o objemu 1 pl nebo nékolik (3 az 4) menSich kolonii.

3. Zamezte tomu, aby se s burikami nabralo tuhé médium.
4. Pracovnik mUze zaroven inokulovat dalSi kultivaéni plotnu k potvrzeni Cistoty izolatu.

Metoda kultivace v bujénu. Touto sondou ACCUPROBE LISTERIA MONOCYTOGENES
CULTURE IDENTIFICATION TEST lIze testovat rust v bujonech, jako je trypticase soy bujon,
mozkosrdcova infuze nebo bujén k pomnozeni listerii se zakalem rovnym nebo vét§im nez 1
McFarland na nefelometrickém standardu.

Z dobfe promichané suspenze bujonu napipetujte 50ul vzorku do zkumavek se sondou podle nize
uvedeného popisu.

MIKROBIOLOGICKA KONTROLA

Postup uvedeny v odstavci C této €asti je certifikovan spoleénosti AFNOR Certification

A.

Metoda kultivace na tuhych pudach pro identifikaci nebo detekci.

Lze testovat kolonie izolované z vhodnych tuhych médii ( 5% ov&i krev, agary PALCAM, Oxford
nebo McBride). Kolonie Ize testovat, jakmile je rist pozorovatelny, nicméné nesméji byt starsi nez
72 hodin.

1. Kolonie Ize nabrat jednorazovou plastovou klickou, draténou klickou, jednorazovou plastovou
jehlou nebo aplikaéni ty€inkou o objemu 1 ul. Tampony by se nemély pouzivat kvuli malému
objemu tekutiny, ve které se burnky nasledné resuspenduiji.

2. Lze testovat nékolik (3 az 4) menSich kolonii nebo jedinou kolonii, ktera musi mit pramér
alespori 1 mm (1 kolonie obsahuje 10" aZ 10" bakterii), nebo preneste kolonii v mist&
inokulace (klickou bunék o objemu 1 pl).

3. Zamezte tomu, aby se s burikami nabralo tuhé médium.

4. Podle velikosti kolonii pfeneste bud viechny pfitomné kolonie nebo kolonie v inokulované
zéné.

5. Pracovnik muze zaroven inokulovat dal$i kultivaéni plotnu k potvrzeni Cistoty izolatu.

Metoda kultivace v bujéonu. Tento test Ize provést pfimo ve vhodném kultivaénim bujénu. Podle

studii provedenych na souboru médii (1, 7) Ize pouzit pfimo jen nékteré bujony. Dobrych vysledki
se dosahuje s neselektivnimi médii jako jsou mozkosrdcova infuze, trypticase soy bujon, bujén
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k pomnozeni listerii nebo Todd Hewittliv bujon, zatimco nékteré selektivnéjsi bujony (L.
PALCAMY, UVM, Fraser) snizuji citlivost testu, coz vede k fale$né negativnim vysledkim. Inkubaci
je tfeba prodlouzit na dobu 48 hodin pfi teploté 30° C. P¥i pouziti bujona Fraser, UVM nebo L.
PALCAMY je nutna subkultivace na tuhém médiu.

Z dobfe promichané suspenze bujénu napipetujte 50ul vzorku do zkumavek se sondou podle
popisu uvedeného v odstavci C ¢asti POSTUP TESTU.

C. POSTUP CERTIFIKOVANY SPOLECNOSTI AFNOR CERTIFICATION No BIO 12/4-02/95
(platnost do 7. inora 2011) PRO VSECHNY POTRAVINOVE PRODUKTY URCENE K LIDSKE
SPOTREBE A VZORKY VYROBNIHO PROSTREDI.

DO 1. Promichejte X g vzorku v 9X ml bujénu Half Fraser a inkubujte pfi teploté 30°C +

1°C po dobu 18 az 24 hodin.
Pozn.: V ramci postupl pro udéleni znamky NF Validation nebyly testovany vzorky
s hmotnosti vétsi nez 25 g.

DO + 24 hodin 2. Po inkubaci pomnozovaciho bujonu subkultivujte na selektivnim agaru (agar
Oxford pro mlé¢né vyrobky nebo agar PALCAM pro vSechny vzorky potravin
ur¢enych k lidské spotfebé a vzorky vyrobniho prostfedi). Vzorek naockujte
v Sirokych pruzich pomoci tamponu. Inkubujte pfi teploté 37 + 1°C po dobu 18 az
24 hodin (selektivni plotna €. 1).

3. Inkubace v bujénu Half Fraser se provadi pfi teploté 30 £ 1°C po dobu 18 az 24
hodin.

DO +48 hodin 4. Po inkubaci selektivni plotny €. 1 pfi teploté 37 £ 1 oC po dobu 18 az 24 hodin se
detekce Listeria monocytogenes provadi na typickych koloniich ze selektivniho
agaru podle metody kultivace na tuhych pldach popsané v odstavci A této ¢asti a
podle postupt popsanych v ¢asti POSTUP TESTU. V pfipadé nepfitomnosti
typickych kolonii na plotné nebo v pfipadé negativniho vysledku testu AccuProbe

- pokracCujte v inkubaci selektivni plotny €. 1 pfi teploté 37 £ 1°C po dobu dalSich
18 az 24 hodin.

inokulujte novy selektivni agar (plotna €. 2) a pouzijte pfitom bujon Half Fraser
inkubovany po dobu 48 hodin. Inkubujte agar pfi teploté 37 + 1°C po dobu 24
hodin.

DO + 72 hodin 5. Po inkubaci selektivni plotny €. 1 po dobu 48 hodin nebo po inkubaci selektivni
plotny €. 2 po dobu 24 hodin se Listeria monocytogenes detekuje podle protokolu
popsaneého v ¢asti Mikrobiologicka kontrola, odstavec A. V pfipadé nepfitomnosti
typickych kolonii, ale pfi souCasné pritomnosti atypickych kolonii provedte test
odebranim vzorku z mista inokulace.

Potvrzeni pozitivnich vysledku: Podle certifikovaného protokolu s udélenou znackou NF Validation
se musi potvrdit vSechny pozitivni vysledky ziskané metodou AccuProbe. K potvrzeni je tfeba pouzit
jednu z nasledujicich tfi mozZnosti:

¢ Podle klasickych referenénich metod popsanych v CEN, ISO nebo AFNOR, které zahrnuji krok
purifikace na nutri¢cnim agaru.

¢ Pomoci chromogenniho média, jako je Listeria podle agaru Ottaviani a Agosti, dle uvedeni v
normé ISO 11290-1 nebo pomoci chromogenniho média, které je obsazeno v metodé validované
AFNOR. Pomoci klicky o objemu 1 pl odeberte vzorek z mista inokulace na selektivni plotné, kde
se metodou AccuProbe vyskytl pozitivni vysledek a izolujte na chromogenni médium. Inkubujte
plotnu pfi teploté a po dobu ur€enou vyrobcem. Pfitomnost charakteristickych izolovanych kolonii
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potvrzuje vysledek ziskany metodou AccuProbe. Pfi validaci AFNOR v roce 2003 a 2007 byla
pouzita tato chromogenni média: Compass L. mono Agar (2003), Chromagar Listeria (2003),
ALOA (2003), Rapid L. Mono (2003 a 2007) a OAA (2007).

¢ Podle jakékoli metody certifikované spolec¢nosti AFNOR, ktera je zalozena na jiném principu nez
metoda AccuProbe. Je nutno postupovat podle protokolu popsaného v dané validované metodé.

V pfipadé rozpornych vysledku - pozitivnich metodou AccuProbe, které nejsou potvrzeny klasickymi
referenénimi metodami popsanymi v CEN nebo ISO nebo po izolaci na chromogennim médiu nebo
porovnanim s jinou certifikovanou metodou se znackou NF VALIDATION je laboratof odpovédna za
prokazani spravnosti vysledku.
Pokud se pouzije chromogenni médium, doporucuje se pokracovat v inkubaci po dobu dalSich 24 hodin
nebo inokulovat jiné chromogenni médium, nez bylo pouZito na pozitivni selektivni plotné (Palcam nebo
Oxford).
POSKYTNUTE MATERIALY
ACCUPROBE LISTERIA MONOCYTOGENES CULTURE IDENTIFICATION TEST
(bioMérieux ref. 39500 / Hologic kat. ¢. 102920)
20 testu

Probe Reagent (P) 4 x 5 zkumavek ]
POTREBNE ALE NEDODAVANE MATERIALY
Sterilni plastové inokulacni klicky, draténé klicky, plastové jehly nebo aplikaéni tyCinky o objemu 1 pl
k vybéru kolonii.
Kontrolni kultivaéni kmeny
Inkubator nebo vodni lazen (37° £ 1° C)
Vodni lazen nebo zahfivaci blok (60 + 1° C)
Mikropipety (50 pl, 300 pl)
Repipetory (50 ul, 300 pl)
Vortexové misidlo
*Zahfivaci bloky v horkovzdusné lazni by mély mit jamky se spravnymi rozméry pro zkumavky 12 x 75
mm. Doporucuje se pouziti horkovzdusné lazné Hologic.
MATERIALY DOSTUPNE U DISTRIBUTORA FIRMY HOLOGIC
Hologic Leader 50i Luminometer

(bioMérieux ref. 39400 / Hologic kat. ¢. 103100i)
Hologic Heating Block (60 + 1°C)

(bioMérieux ref. 39406)
ACCUPROBE CULTURE IDENTIFICATION REAGENT KIT

(bioMérieux ref. 39305 / Hologic kat. €. 102800)
HOLOGIC DETECTION REAGENT KIT

(bioMérieux ref. 39300 / Hologic kat. €. 201791)

POSTUP TESTU
A. PRIPRAVA VYBAVENI
1. Inkubator nebo vodni lazen nastavte na teplotu 37° + 1° C.
2. Zahfivaci blok nebo vodni lazen nastavte na teplotu 60 + 1° C.

3. Pripravte luminometr Hologic k provozu. Pfesvédcte se, Ze mate dostatecny objem Cinidel
Detection Reagent | a Detection Reagent Il k dokonceni testu.
B. KONTROLY
V kazdé laboratofi se musi v souladu s mistnimi pfedpisy rutinné testovat kontrolni pozitivni a
negativni kmeny. Jako pozitivni kontrolu Ize pouzit kulturu Listeria monocytogenes (ATCC
35152), zatimco jako negativni kontrolu Ize pouzit kulturu L.grayi (ATCC 19120).
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C. PRIPRAVA VZORKU

1. Otevrete féliové pouzdro tak, ze rovhomérné rozstfihnete jeho vrchni stranu. Vyjméte
zkumavky se sondou (Probe Reagent Tubes) v poctu postacujicim k testovani kultivacnich
izolatd a/nebo kontrol. Pouzdro uzavrete tak, ze nékolikrat prelozite otevieny konec a zajistite
jej lepici paskou nebo svorkou. Sacek s desikantem nechejte uvniti pouzdra.

2. Zkumavky se sondou (Probe Reagent Tubes) v poc€tu postac€ujicim k testovani kultivacnich
izolatl a/nebo kontrol oznacte. Sejméte a ulozte uzavéry zkumavek.

3. Do vSech zkumavek se sondou napipetujte 50 pl Reagent 1 (lytické Cinidlo). Jestlize se maji
testovat bujonové kultury, Reagent 1 do zkumavky se sondou nepridavejte.

4. Vzorky z tuhych médii nebo 50 pl dobre promisené bujénove kultury preneste do oznacenych
zkumavek se sondou podle popisu v oddilu PRIPRAVA VZORKU. Kili¢kou, jehlou nebo
ty€inkou otacejte v Reagent 1 (lytické €inidlo), aby se buriky, pokud se testuji z tuhych médii,
uvolnily.

5. Zkumavky se sondou (Probe Reagent Tubes) uzaviete a inkubujte pfi teploté 37° + 1° C po
dobu 5 minut ve vodni lazni nebo po dobu 10 minut v inkubatoru.

D. HYBRIDIZACE

1. Zkumavky se sondou vyjméte z vodni lazné nebo inkubatoru. Sejméte a uloZte uzavéry
zkumavek. Do vSech zkumavek se sondou napipetujte 50 yl Reagent 2 (hybridizacni pufr).

2. Zkumavky se sondou (Probe Reagent Tubes) uzaviete a 15 minut inkubujte pfi teploté 60 + 1°
C ve vodni lazni nebo v zahfivacim bloku.

E. SELEKCE

1. Zkumavky se sondou vyjméte z vodni |azné nebo zahfivaciho bloku. Sejméte a ulozte uzavéry
zkumavek. Do kazdé zkumavky napipetujte 300 ul Reagent 3 (selekeni Cinidlo). Zkumavky
uzaviete a VORTEXUJTE, aby se jejich obsah zcela promisil.

2. Zkumavky se sondou 5 minut inkubujte pfi teploté 60 £ 1 °C ve vodni lazni nebo v zahfivacim
bloku.

3. Zkumavky se sondou vyjméte z vodni lazné nebo zahfivaciho bloku a nechte je alespon 5
minut stat pfi teploté mistnosti. Sejméte a zlikvidujte uzavéry zkumavek. Do jedné hodiny po
vyjmuti zkumavek z vodni 1azné nebo zahfivaciho bloku v luminometru odecététe

vysledky.
F. DETEKCE
1. 'V menu softwaru luminometru zvolte pfihodny protokol podle pokynu v pfibalovém letaku
pristroje.

2. Navlhéenou bunicinou nebo papirovym ruénikem kazdou zkumavku otfete, aby se zajistilo, Ze
na vnéjsi strané zkumavky nezustane zadné reziduum a zkumavku vlozte do luminometru
podle pokynl pfistroje.

3. Po dokonéeni analyzy zkumavku (zkumavky) z luminometru vyjméte.

POZNAMKY K POSTUPU

A. CINIDLA: Reagent 2 (hybridiza&ni pufr) se miize vysrazet. Zahratim a promisenim roztoku pfi
teploté 35 az 60° C se srazenina rozpusti.

B. TEPLOTA: hybridizaéni a selekéni reakce jsou zavislé na teploté. Je tudiz nezbytné, aby vodni
lazef nebo zahfivaci blok byly udrzovany v daném teplotnim rozmezi.

C. CAS:

1. Hybridizagni reakci je nutno zahdjit do 1 hodiny od pfidani bunék a Reagentu 1 do zkumavek
se sondou.
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2. HybridizacCni a selek&ni reakce jsou zavislé na Case. Hybridizujte alespori 15, ale ne vice nez
20 minut. Zkumavky se sondou inkubujte b&éhem selek&niho kroku alespon 5, ale ne vice nez
6 minut.

D. VODNI LAZEN: hladina vody ve vodni lazni se musi udrZovat takova, aby se zajistilo, Ze cely
reakéni objem ve zkumavkach se sondou bude ponofen.

E. VORTEXOVANI: je nezbytné nutné mit b&hem selek&niho kroku homogenni smés, zejména po
pfidani Reagent 3.
F. RESENi PROBLEMU:
1. ZvySené hodnoty negativnich kontrol (L.grayi ATCC 19120), vy8Si nez 20 000 RLU (Relative
Light Units) v luminometru Leader nebo 600 PLU (Photometric Light Units) v luminometru
3 (selekeni ¢inidlo) nebo testovanim smisenych kultur. ProtoZze ke kontaminaci kultur mize
dojit, ¢ast kultury se muze inokulovat na pfihodné agarové médium a inkubovat s cilem
zkontrolovat pfipadny vyskyt vicerych typu kolonii.
2. Nizké hodnoty pozitivnich kontrol (Listeria monocytogenes ATCC 35152), niz8i nez 50 000
RLU v luminometru Leader nebo 1 500 PLU v luminometru AccuLDR (dfive PAL) mohou byt
kontaminovanych kultur mize dojit, Cast kultury se miaze nanést na pfihodné agarové médium
] a inkubovat s cilem zkontrolovat pfipadny vyskyt vicerych typa kolonii.
VYSLEDKY
A. INTERPRETACE VYSLEDKU
Vysledky ziskané pomoci ACCUPROBE LISTERIA MONOCYTOGENES CULTURE IDENTIFICATION
TEST jsou zaloZzeny na nasledujicich meznich hodnotach. Vzorky vytvarejici signaly rovné nebo vyssi
nez tyto mezni hodnoty se povazuji za pozitivni. Signaly nizSi nez tyto mezni hodnoty se povazuji za
negativni. Vysledky v ,rozmezich pro opakovani“ se museji opakovat.

AcculLDR Leader
(drive PAL)
Mezni hodnota 1 500 PLU 50 000 RLU

Rozmezi pro opakovani1 200 az 1. 499 PLU 40 000 az 49. 999 RLU

B. KONTROLA KVALITY A PRIJATELNOST VYSLEDKU
Negativni kontrola (napf. L.grayi ATCC 19120) a pozitivni kontrola (nap¥. Listeria monocytogenes
ATCC 35152) musi spadat do nasledujicich hodnot:

AcculLDR Leader
(dfive PAL)
Negativni kontrola <600 PLU <20 000 RLU
Pozitivni kontrola >1 500 PLU > 50 000 RLU
Pokud jsou hodnoty kontrol mimo toto rozmezi, vysledky nelze brat v uvahu.

OMEZENI

Tato metoda byla testovana pomoci Cerstvych kultur na tuhych pidach a pomoci bujénovych kultur
uvedenych v oddile PRIPRAVA VZORKU. Uginnost tohoto testu nebyla prokazana na pfimych
klinickych vzorcich (napf. vzorcich z mozkomisniho moku nebo krve).

Vysledky ziskané pomoci ACCUPROBE LISTERIA MONOCYTOGENES CULTURE IDENTIFICATION
TEST se musi interpretovat v souvislosti s dal§imi laboratornimi a klinickymi daty, které jsou klinikovi k
dispozici.
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OCEKAVANE HODNOTY

Stanoveni ACCUPROBE LISTERIA MONOCYTOGENES CULTURE IDENTIFICATION TEST bylo
porovnano na 2 klinickych pracovistich s vyuzitim 175 izolatd Listeria monocytogenes a 102 dalSich
izolatl pfedstavujicich 21 rodl se standardnimi kultivaénimi a biochemicko identifikacnimi metodami.
Druhé hodnoceni bylo provedeno s vyuzitim 296 kmenU izolovanych z material(l z potravin, u kterych
bylo podezfeni na kontaminaci. Izolaty se ur€ily bud’ jako pozitivni (> 50 000 RLU) nebo negativni
(<40 000 RLU). Rozmezi pozorovani u negativnich kultur bylo 520 az 27 990 RLU a 77 088 az

1 283 789 RLU u pozitivnich kultur. Porovnani téchto vysledkd se standardnimi kultivaénimi metodami
je uvedeno dale.

ACCUPROBE / KULTIVACNI IDENTIFIKACE

AccuProbe Poz Poz Neg Neg Citlivost/
Kultivace Poz Neg Poz Neg specificita

% Shody

Pracovisté 1 175 0 0 102 100% / 100 %
100%

Pracovisté 2 81 1 0 110 100% /99,5 %
99.7%

Celkem 256 1 0 212 100% /99,7 %
99.8%

Jeden izolat pozitivni pomoci AccuProbe a kultivacné negativni z pracovisté 2 byl retestovan pomoci
ACCUPROBE LISTERIA MONOCYTOGENES CULTURE IDENTIFICATION TEST a pfitom byl
negativni.

CHARAKTERISTIKY STANOVENI

A. PRESNOST UVNITR BEHU

Pfesnost uvnitf béhu pfipravku ACCUPROBE LISTERIA MONOCYTOGENES CULTURE
IDENTIFICATION TEST byla vypocitana stanovenim tfi koncentraci ribozomalni RNA izolované

z Listeria monocytogenes pomoci 10 replikatl v jediném stanoveni.

Vzorek A B C
Pocet replikat( 10 10 10
Stfedni hodnota odpovédi (RLU) 132370 72720 41074
Standardni odchylka 9 981 3126 3 837
Koeficient variability 7,5 % 4,3 % 9,3 %

B. PRESNOST MEZI BEHY
Presnost mezi béhy byla vypocitana stanovenim stejnych tfi koncentraci ribozomalni RNA Listeria
monocytogenes pomoci jediného stanoveni ve 12 po sobé jdoucich bézich.

Vzorek A B C
Pocet replikat( 12 12 12
Stfedni hodnota odpovédi 146 469 77 240 41 074
Standardni odchylka 19793 8 634 4343
Koeficient variability 13,5 % 11,2 % 10,8 %
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C. SPECIFICITA

Pomoci ACCUPROBE LISTERIA MONOCYTOGENES CULTURE IDENTIFICATION TEST bylo
vyhodnoceno 97 kmenud ATCC. Tyto izolaty pfedstavovaly celkem 87 druhu z 53 rodu. Bylo testovano
15 izolata 7 druh( Listeria (L. grayi, L. innocua, L. ivanovii, L. monocytogenes, L.murrayi, L. seeligeri,
L. welshimeri). Pouze L. monocytogenes navodily v testu pozitivni vysledky.

D. VYTEZNOST

Listeria monocytogenes byla hodnocena v péti kaskadovitych fedénich (v koncentraci 0 az 30 milion(
bunék na test) v pfitomnosti 30 milién{ bunék téchto druht L. grayi, L. ivanovii, Erysipelothrix
rhusiopathiae, Brochothryx thermophacta. Nebyla pozorovana zadna interference ani zkfizena reakce.

E. SPECIFICKE CHARAKTERISTIKY STANOVENI

V ramci posuzovani pro udéleni znacky NF VALIDATION byly b&éhem pfedbézné studie ziskany tyto

vysledky:

- -Inkluzivita/exkluzivita: v§ech 50 testovanych kmenu Listeria monocytogenes bylo detekovano. Ve
studii 18

kmen( Listeria (nepatfici k monocytogenes) a 12 kmenu nepatficich k rodu Listeria nebyla
pozorovana zadna zkfizena reakce.

-Relativni detekéni uroven: metoda AccuProbe a referenéni metoda ISO 11290-1 maji tyZz 50%
detekéni limit: 0,3 az 5,2 CFU/25g.

-Srovnavaci studie: 346 vzorku bylo testovano sou¢asné pomoci metody AccuProbe (agar Palcam)
a metody EN ISO 11290-1. Byly ziskany tyto vysledky:

-FaleSné negativni vysledky u metody AccuProbe: 3
-Dodate¢né pozitivni vysledky u metody AccuProbe: 8
-Shodné vysledky: 335
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Metoda AccuProbe Listeria monocytogenes byla certifikovana spoleénosti AFNOR
Certification jakozto alternativni metoda pro analyzu vyrobku uréenych k lidské vyzivé a
rovnéz pro analyzu vzorku z vyrobniho prostredi. Toto schvaleni bylo udéleno po porovnani
s referenéni metodou popsanou v normé EN ISO 11290-1A1 a podle protokolu popsaného v
normé EN ISO 16140.

Certifikaci BIO 12/4-02/95 Ize ziskat na oddéleni technické podpory spoleénosti bioMérieux
nebo u spoleé¢nosti AFNOR Certification. Datum konce platnosti znacky NF VALIDATION je
uvedeno na certifikatu.

e““F\CATloN
o

'NF

VALIDATION
EN IS0 16140

BIO 12/4 - 02/95
METHODES ALTERNATIVES D'ANALYSE POUR L'AGROALIMENTAIRE
Certifié par AFAQ AFNOR Certification
www.afnor.org
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