Alkalisches
Peptonwasser (ISO)

CM1117

Zusammenfassung der ISO/TS 21872-1 & -2 Verfahren

25 g Lebensmittel in 225 ml ASPW
homogenisieren

!

Frische Produkte Tiefgefrorene Produkte
6 Std. £ 30 min 6 Std. £ 30 min

! !

bei 41,5°C + 1°C ISO/TS 21872-1 bei 37°C = 1°C

bei 37°C = 1°C ISO/TS 21872-2  bei 37°C + 1°C
| ]

~

1 ml Bouillonkultur + 10 ml ASPW
18 + 3 Sunden
- bei 41,5°C + 1°C (ISO/TS 21872-1);
- bei 37°C £+ 1°C (ISO/TS 21872-2)

i

Subkultur auf TCBS und einen zusétzlichen
Selektivagar. Bei 37°C + 1°C fiir 24 + 3
Stunden inkubieren.

1

Mindestens 5 verdachtige Kolonien auf
Nahragar + NaCl ausstreichen. Inkubation bei
37x1°C fur 24 + 3 Stunden.

1

Biochemische Tests zur Bestatigung
(Details s. ISO/TS 21872-1 & -2);

Nachweis von Virulenzmarkern
- bei V. cholerae: Cholera-Toxin (Ctx);
- bei V. parahaemolyticus: Thermostable Direct
Hemolysin (TDH), TDH-related Hemolysin (TRH)

Culture Media

Alkalisches Peptonwasser (ISO) (ASPW)
ist ein Flissignahrboden zur Anreicherung
von Vibrionen in Lebensmitteln,
Futtermitteln und Umweltproben.

Die Zusammensetzung des Nahrbodens
entspricht ISO/TS 21872 Teil 1 und Teil 2,
die eine zweistufige Anreicherung in
Alkalischem Peptonwasser bei der
Untersuchung von Lebensmitteln auf
An- bzw. Abwesenheit von Vibrionen
vorschlagen

ISO/TS 21872 Teil 1 & 2:2007-04
Mikrobiologie von Lebensmitteln und
Futtermitteln — Horizontales Verfahren zum
Nachweis von potentiell enteropathogenen
Vibrio spp.

Teil 1 Nachweis von
Vibrio parahaemolyticus
und Vibrio cholerae

Teil 2 Nachweis von
anderen Spezies als
Vibrio parahaemolyticus
und Vibrio cholerae



ZUSAMMENFASSUNG

Das naturliche Habitat von Vibrionen ist das aquatische
Milieu. Aufgrund der Halophilitat der Mehrzahl der
Vibrionen (Ausnahme V. cholerae und V. mimicus)
kommen diese in Brack- und Meerwasser sowohl in

tropischen als auch in geméaRigten Klimazonen vor. Daher

ist ihre Anwesenheit in Meeresfriichten wahrscheinlich.
Fur die Isolierung von Vibrio spp. aus Lebensmitteln bzw.
Umweltproben sind verschiedene Methoden beschrieben.
Generell wird eine Voranreicherung durchgefiihrt, an die
sich eine Subkultur auf einem agarhaltigen Néhrboden
anschlief3t. AuBerdem sind eine morphologische
Beurteilung, biochemische Tests sowie eine
serodiagnostische Untersuchung fur die Identifikation
notwendig.

Das Alkalische Peptonwasser (ISO) (CM1117) dient zur
Anreicherung von Vibrio cholerae und anderen Vibrionen
aus Lebensmitteln. Seine Zusammensetzung entspricht
den Vorgaben der ISO/TS 21872 Teil 1 und Teil 2.

TYPISCHE ZUSAMMENSETZUNG

Alkalisches Peptonwasser (ISO) CM1117 g/l
Pepton 20,0
NaCl 20,0

pH 8,6+0,2 bei 25°C

500 g Trockennahrboden ergeben ca. 12,5 |
zubereiteten Néhrboden.

ZUBEREITUNG

40 g in 1 | Aqua dest. suspendieren. Gut mischen und
in geeignete Endgefalie abfillen. 15 Minuten bei 121°C
autoklavieren.

KULTURVERFAHREN

Die Methode nach ISO/TS 21872 Teil 1 und Teil 2 ist in
dem umseitigen FleilBschema dargestellt.

Im Rahmen der zweistufigen Anreicherung erfolgt die
Subkultur jeweils auf je eine Platte TCBS-Agar und ein
zusatzliches Selektivmedium.

Wachstum von Vibrionen auf TCBS-Agar. Von links nach rechts:
V. cholerae, V. parahaemolyticus, V. vulnificus

Thiosulfat-Citrat-Galle-Saccharose Agar —
Cholera-Agar, modifiziert (CM0333)3

Saccharose-positive Vibrionen, wie z.B. V. cholerae
und V. alginolyticus wachsen als gelbe Kolonien auf

(TCBS-

TCBS. Saccharose-negative Keime, wie V. parahaemo-

lyticus und V. vulnificus bilden blau-griine Kolonien.
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DEDICATED TO MICROBIOLOGY

Auswahl geeigneter zweiter Selektivnahrbdden:

Natriumdodecylsulfat-Polymixin B-Saccharose-
Medium (SDS-Medium):

Saccharose-positive Vibrionen, wie z.B. V. cholerae
und V. alginolyticus wachsen als gelb-gefarbte
Kolonien. Saccharose-negative Spezies, wie

V. parahaemolyticus und V. vulnificus bilden blau-griine
Kolonien.

Keime, die wie z.B. V. vulnificus eine Sulphatase bilden,
sind von einer Prazipitationszone umgeben.

Modifizierter Cellobiose-Polymixin B-Colistin-Agar
(mCPC)*

Zur Isolierung von V. cholerae und V. vulnificus. Die
Selektivitét basiert auf der Resistenz von V. cholerae
und V. vulnificus gegen Colistin und Polymyxin.

Biochemische Bestétigung:

Vibrio spp. sind Oxidase-positiv und fermentieren
Glucose ausschlie3lich unter Séaurebildung.
Kohlenhydrathaltige Nahrbdden, wie z.B. TCBS,
kénnen zu falsch-negativen Ergebnissen bei der
Oxidase-Reaktion fuhren. Daher sollte die Oxidase-
Testung nur nach Subkultur auf einen unselektiven
Néhrboden (z.B. Nahragar) erfolgen.
Oxidase-Streifen: MB0266A oder Oxidase-Stébchen:
BRO064A

Die Empfindlichkeit von Vibrionen gegeniiber 0129
(2,4,-Diamino-6,7-Di-Isopropyl-Pteridin) wird im Agar-
Diffusionstest mittels 0129-Scheiben DD0014 (10 ug)
und DD0015 (150 ug) zur Differenzierung der Vibrionen
untereinander und zur Abgrenzung von den haufig als
Vibrionen falsch identifizierten Aeromonas spp. (0129 —
resistent) ausgenutzt.

Microbact GNB-ldentifizierungs-Kit: MB1131A /
MB1047A oder RapID NF Plus-Identifizierungs-Kit:
8311005 zzgl. weiterer Verbrauchsmaterialien

QUALITATSKONTROLLE
Alkalisches Peptonwasser (ISO)

Organismus

Vibrio cholerae

NCTC 11348

Vibrio parahaemolyticus
NCTC 10885

Vibrio furnissii

NCTC 11218

Vibrio vulnificus
ATCC® 29307 ™f
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