Kanamycin-Asculin-Azid-
Selektivhdhrboden

Zur Isolierung, Differenzierung und Koloniezahlbestim-
mung von Enterokokken aus Lebensmitteln, Wasser und
anderem Untersuchungsmaterial.

Kanamycin-Asculin-Azid-Agar-
Basis

Art.-Nr. CM 591

Typische Zusammensetzung (g/1)
Caseinpepton 20,0
Hefeextrakt 5,0
Natriumchlorid 5,0
Natriumcitrat 1,0
Asculin 1,0
Eisen(lll)-ammoniumcitrat 0,5
Natriumazid 0,15
Agar 10,0
pH 7,0 £ 0,2

Kanamycin-Selektiv-Supplement
Art.-Nr. SR 92

Zusammensetzung je Réhrchen
(1 Réhrchen je 500 ml)
Kanamycin 10 mg

Zubereitung

21,3 g Kanamycin-Asculin-Agar-Basis in 500 ml Aqua
dest. suspendieren.

Zu einem Rohrchen Kanamycin-Selektiv-Supplement 2 ml
Aqua dest. geben und den Inhalt vollstdndig 16sen. Den
geldsten Inhalt eines R6hrchens Kanamycin-Selektiv-Sup-
plement zu 500 ml Kanamycin-Asculin-Agar-Basis geben
und den Nahrboden bis zum vollstdndigen Losen erhitzen.
15 Minuten bei 121°C autoklavieren.

Beschreibung
Kanamycin-Asculin-Azid-Selektivndhrboden wurde von
Mossel et al.”? zum Nachweis von Enterokokken aus
Lebensmitteln entwickelt. Er enthalt zur Selektion die
hemmenden Substanzen Kanamycin und Natriumazid.
Durch ein doppeltes Indikatorsystem wird das Wachstum
Asculin-hydrolysierender Streptokokken angezeigt; es bil-
den sich schwarze Hofe um die Kolonien. Diese Hofe
bestehen aus schwarzen Eisen-Phenol-Komponenten, die
wiederum aus den Produkten der Asculin-Hydrolyse und
den Eisen-lonen entstehen.

Die Bebriitung erfolgt 18-24 Stunden aerob bei 36°C oder
42°C £ 0,3°C. Die hohere Bebriitungstemperatur ver-
starkt die Selektivitat.

Nach Mossel et al.3 eignet sich der Kanamycin-Asculin-
Azid-Selektivndhrboden ebenfalls fur die 'Dip Slide’-Tech-
nik zur Uberprifung von Lebensmitteln.
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Kulturverfahren

0,1 ml des verdiinnten Untersuchungsmaterials im Ober-
flichenausstrich auf Kanamycin-Asculin-Azid-Selektiv-
ndhrboden aufbringen.

Das folgende Kulturverfahren wurde von Mossel, Har-
rewijn und Elzebroek* zur Untersuchung von Lebensmit-
teln beschrieben:

1. Réhrchen mit je 9 ml sterilem Caseinpeptonwasser
(OXOID, Art.-Nr. CM 87) 18 Stunden auf 0-5°C vor-
kihlen.

2.1 g oder 1 ml gut gemischter Lebensmittelprobe in
ein Réhrchen mit 9 ml vorgekiihltem Caseinpepton-
wasser als Verdiinnungsldsung geben (Verdiinnung
107"). 30 Sekunden gut schitteln. Davon 1 ml in ein
neues Réhrchen mit Verdiinnungslésung geben und
gut schiitteln. Diese Schritte jeweils mit sterilen Pipet-
ten bis zu einer Verdlinnung wiederholen, bei der etwa
100 Kolonien pro ml erwartet werden kénnen. Wenn
die dezimalen Verdiinnungsstufen nicht sofort weiter
bearbeitet werden, sollten sie hdchstens drei Stunden
im Kuhlschrank aufbewahrt werden.

3. Jeweils als Doppelansatz 1 ml der geeigneten Ver-
diinnungsstufen in Réhrchen mit 9 ml Kanamycin-
Asculin-Azid-Lésung geben und 16-24 Stunden bei
36°C bebriiten.Tritt keine Schwéarzung der Kanamycin-
Asculin-Azid-Lésung auf, ist das Ergebnis als negativ
anzusehen.Bei Schwarzung der Lésung Kanamycin-
Asculin-Azid-Agar beimpfen und 16-24 Stunden bei
36°C bebriiten. Wenn die gewachsenen Kolonien von
einem schwarzen Hof umgeben sind, kann das Ergeb-
nis als positiv bewertet werden.

4. Bestatigende Testungen durchfiihren, z.B. Katalase-
Test, Glucose-Verwertung, Wachstum bei 45°C + 1°C,
Morphologie (kettenbildende, grampositive Kokken).

Koloniemorphologie

Prasumtive Enterokokken

Runde, weile oder graue Kolonien, @ mind. 2 mm,
umgeben von schwarzen Hofen, @ mind. 1 cm.

Lagerung und Haltbarkeit
Trockenndhrboden:

Fest verschlossen, lichtgeschiitzt, 10-25°C.
Supplement: 2-8°C.

Haltbarkeit: siehe Etikett.

Qualitatskontrolle
Positivkontrolle
Enterococcus faecium ATCC 19434
Enterococcus bovis ATCC 27960
Negativkontrolle
Bacillus subtilis ATCC 6633
Escherichia coli ATCC 25922

Zusatzliche Hinweise

Dieses Produkt enthélt weniger als 0,05 % Azid und weist
eine geringe Toxizitat auf; siehe auch ‘Allgemeine Richt-
linien zur Verwendung von OXOID Trockenndhrbdden'.
Es sollte beachtet werden, dal auf keinem Nihrboden
universell alle Enterokokken-Stamme isoliert werden kon-
nen>.
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Nach der Keimzahlung sollte die Identitat aller Isolate mit
weiteren Testungen bestatigt werden.
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