Kristallviolett-Galle-Glucose-Agar (VRBD)

0185e, 185e, 245e, 533200

Zweckbestimmung und Anwendungsbereich

VRBD-Agar (violet red bile dextrose agar, bzw. violet red bile glucose agar = VRBG) dient dem Nachweis
und der Zahlung von galletoleranten Gram-negativen Bakterien nach EP und USP (European und United
States Pharmacopoieia) in nicht sterilen Arzneimitteln bzw. Enterobacteriaceae in Lebensmitteln, wie z.B.
pasteurisierter Milch, Milch und Molkepulver, getrockneter Sauglingsnahrung und Folgenahrung, Eipro-
dukte sowie Schlachtkdrpern verschiedener Tiere. Der Nahrboden findet ebenfalls Verwendung beim
Nachweis von Enterobacteriaceae in Fleisch, Fleischerzeugnissen, Wurstwaren entsprechend der Vor-
gaben der amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 64 des LFGB.

Die Zusammensetzung des Néhrbodens entspricht den Vorgaben der entspricht den Vorgaben der aktu-
ellen European Pharmacopoeia (EP), der United States Pharmacopoeia (USP), der ISO 21528-1 und -2
sowie weitgehend dem 8§ 64 LFGB.

Der Nahrboden ist als LI-Medium in 90 mm Schalen (heipha Art.-Nr. 0185e), als Standardmedium in 90
mm Schalen (Art.-Nr. 185e), als RT-Abklatschmedium (Art.-Nr. 245e) sowie in Flaschen fir das Platten-
gussverfahren (Art.-Nr. 533200) erhaltlich.

Typische Zusammensetzung pro |

Pankreashydrolysat aus Gelatine 7 g | Neutralrot 30 mg
Hefeextrakt 3 g | Kristallviolett 2mg
Gallensalze 1,59 | Glucose x H,O 10g
NacCl 59 | Agar 159
pH 7,6 £ 0,2

Das Medium kann zur Erfiillung der geforderten Spezifikationen angepasst und/oder supplementiert wer-
den

Der Nahrboden ist klar und violett geféarbt.

Lagerbedingungen und Verwendungsdauer

Das Produkt ist gemaR den Angaben auf dem Etikett aufrecht zu lagern sowie vor direkter Sonnenein-
strahlung, Licht und starken Temperaturschwankungen zu schitzen. Kiihl gelagerte Fertigmedien mus-
sen vor dem Beimpfen auf Raumtemperatur gebracht werden. Die Haltbarkeit des Produktes im ungeoff-
neten Zustand ist auf dem Etikett angegeben. Nach Ablauf des Verfalldatums sollte es nicht mehr ver-
wendet werden. Nach dem Offnen der Priméarverpackung muss das Produkt umgehend eingesetzt wer-
den.

Warnhinweise und Vorsichtsmal3regeln

Die Beruihrung sowie das Anhusten oder -niesen eines unbeimpften Nahrmediums ist generell zu vermei-
den, da dies zur Kontamination des Nahrmediums fuhren kann. Nach einem solchen Vorfall ist das
Néahrmedium zu verwerfen und darf nicht mehr eingesetzt werden.
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Nahrmedien, die Inhaltsstoffe tierischen oder menschlichen Ursprungs enthalten (wie z. B. Schaf- oder
Humanblut oder Fleischextrakt - siehe Zusammensetzung) sind als potentiell infektiés anzusehen. Ein
Kontakt des Anwenders mit solchen Medien ist zu vermeiden. Nach direktem Kontakt mit dem Medium,
wird die Desinfektion des betroffenen Hautareals empfohlen.

heipha mikrobiologische Fertigmedien sind zum einmaligen Gebrauch bestimmt.

Prinzip der Methode und Verfahrensbeschrankungen

Ein Definitionsmerkmal der Enterobacteriaceae ist die Saurebildung aus Glucose, welche durch Rotféar-
bung der Kolonien und Gallensaureprazipitation um die Kolonien angezeigt wird. Rote Kolonien deuten
mit hoher Wahrscheinlichkeit auf Enterobacteriaceae hin.

Abbildung 1:
Kolonien von Escherichia coli ATCC 8739 auf VRBD-Agar (Art.-Nr. 0185¢)
Inkubation: 1 Tag bei 30-35C

*
o

Die Begleitflora wird weitgehend durch den Zusatz von Kristallviolett und Gallensalzen gehemmt. Einige
Bakterien der nicht gehemmten Begleitflora kénnen die gleiche Reaktion zeigen wie die Enterobacteria-
ceae, z. B. Aeromonas spp. und mussen ausdifferenziert werden. Auch Yersinia-Spezies kénnen auf dem
N&hrmedium wachsen.

Zusétzlich benttigte Materialien

Ubliche Laborausriistung, Brutschrank, Desinfektionsmittel.

Beschreibung der Durchfihrung; Kulturbedingungen

Der Nachweis und die quantitative Bestimmung von galletoleranten Gram-negativen Bakterien in nicht-
sterilen Arzneimitteln erfolgen nach den Vorgaben der aktuellen Européaischen bzw. United States Phar-
makopden.

Fur den Abwesenheitstest von galletoleranten, Gram-negativen Bakterien wird entsprechend den Vorga-
ben der harmonisierten Fassung der EP bzw. USP die Probe in CASO-Bouillon (heipha Art.-Nr. 502090-
W) homogenisiert (Verdiinnung 1:10) und die Keime fiir 2-5 Stunden bei 20-25C wieder belebt. Aus dem
Homogenisat werden 10 ml in Mossel-Bouillon nach EP und USP (Art.-Nr. 528101) bei 30-35< fiur 24-48
Stunden selektiv angereichert, anschlieBend auf VRBD-Agar subkultiviert und aerob fir 18 bis 24 Stun-
den bei 30-35T inkubiert.

Fur den quantitativen Nachweis entsprechend EP und USP werden von dem oben beschriebenen Homo-
genisat weitere Dezimalverdinnungen in CASO-Bouillon hergestellt und diese in Mossel-Bouillon tber-
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fuhrt und fur 24-48 Stunden bei 30-35T inkubiert. Nach der selektiven Anreicherung wird aus jeder ange-
legten Kultur ein Ausstrich auf VRBD-Agar angelegt und fir 18 bis 24 Stunden bei 30-35T inkubiert.
Anhand der hdchsten Verdinnungsstufe mit Wachstum bzw. der niedrigsten Verdinnungsstufe ohne
Wachstum wird die ungefahre Keimzahl ermittelt.

Entsprechend der ISO 21528-1 zum Nachweis oder zur Keimzahlbestimmung mittels MPN-Verfahren von
Enterobacteriaceae in Lebensmitteln werden die Proben nach Suspension - und weiteren Dezimalver-
dinnungen fir das MPN-Verfahren - in gepuffertem Peptonwasser (z.B. Art.-Nr. 193r od. 5071000) vor-
angereichert und anschlielRend selektiv in Mossel-Bouillon (Art.-Nr. 2192r) angereichert. AnschlieRend
wird auf VRBD-Agar ausgestrichen und fur 22 bis 26 Stunden bei 37<C inkubiert.

Zur Keimzahlbestimmung von Enterobacteriaceae in Lebensmitteln mit der Plattengussmethode entspre-
chend der 1ISO 21528-2 wird der VRBD Agar (Art.-Nr. 533200) bei 95C im Wasserbad fiir 45 Minuten
verflissigt und anschlieend in einem zweiten Wasserbad auf 44 bis 47°C abgekuhlt (mindestens 45
Minuten, maximal 3,25 Stunden). Je 1 ml der homogenisierten Probe und weiteren Dezimalverdinnun-
gen werden in eine sterile Petrischale vorgelegt und nach spéatestens 15 min mit 10 ml des flissigen, auf
44 bis 47 temperiertem VRBD-Agars Uberschichtet und durch vorsichtiges Schwenken vermischt.
Nachdem der Agar erstarrt ist, werden weitere 15 ml des fliissigen VRBD-Agars zur Uberschichtung zu-
gegeben. Nach Erstarren des Agars werden die Platten 22 bis 26 Stunden bei 37 inkubiert.

Die charakteristischen Kolonien sind meist rosa bis rot, mit oder ohne Prézipitatahof und werden zur Bes-
tatigung entsprechend der 1ISO 21528 einer weiterfilhrenden biochemischen Differenzierung unterzogen
(s. u.).

Eine Inkubationszeit von mehr als 26 Stunden verringert die Selektivitat des Nahrbodens.

Qualitatskontrolle
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Teststdmme Inokulum / Wachstumseigenschaften

Inkubation
Escherichia coli 10-100 KBE / gutes Wachstum (Wiederfindung = 50%)
ATCC 8739 16-18 h; 30-35C
Escherichia coli 10-100 KBE / Rétliche Kolonien mit Prazipitathof
ATCC 8739 18-24 h; 30-35C
Salmonella Thyphimurium 10-100 KBE / gutes Wachstum (Wiederfindung = 50%)
ATCC 14028 16-18 h ; 30-35T
Pseudomonas aeruginosa 10-100 KBE / gutes Wachstum (Wiederfindung = 50%)
ATCC 9027 16-18 h ; 30-35T
Pseudomonas aeruginosa 10-100 KBE / Farblose bis rosafarbene Kolonien ohne Prazipitathof
ATCC 9027 18-24 h ; 30-35T
Enterococcus faecalis 104 — 105 KBE/ Kein Wachstum
ATCC 29212 22-26 h, 35-37C

Die hier beschriebene Qualitatskontrolle bezieht sich auf die Artikelnummern 185e und 0185e und um-
fasst die Vorgaben der aktuellen Pharmakopden. Zuséatzliche Testungen entsprechend der ISO 11133
sind enthalten.
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Weiterfihrende Identifizierung

Entsprechend der EP bzw. USP werden alle gewachsenen Kolonien als positives Ergebnis gewertet.

Entsprechend der ISO 21528 bilden Enterobacteriaceae charakteristische rosafarbene oder rote Kolonien
mit oder ohne Prazipitathof. Manche Enterobacteriaceae kénnen aber auch als farblose bzw. wei3e Ko-
lonien wachsen. Die Bestatigungsreaktionen fir verdachtige Kolonien sind in der ISO 21528 beschrieben.

Fleisch und Fleischerzeugnisse bzw. Wurstwaren werden nach den Vorgaben der amtlichen Sammlung
von Untersuchungsverfahren 64 des LFGB untersucht. Eine weitere Ausdifferenzierung ausgehend von
VRBD-Agar ist hier nicht vorgesehen.

Zur Uberpriifung des oxidativen und fermentativen Glucoseabbaus der Enterobacteriaceae eignet sich
auch das OF-Medium (Art.-Nr. 390r). Dazu sollten die verdachtigen Kolonien vorher auf einem kohlehyd-
ratfreien Nahragar (z.B. Art.-Nr. 3871e) subkultiviert werden.

Entsorgung

Bitte beachten Sie bei der Entsorgung von bewachsenen Nahrmedien die jeweils giiltigen gesetzlichen
Vorschriften (z. B. 20 Minuten bei 121<C autoklavie ren, desinfizieren, verbrennen usw.).
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