Nahrboden

MRS-Ndhrboden
MRS-Nihrboden
MRS-Bouillon

Zur Anreicherung, Ziichtung, Isolierung und Kolonie-
zahlbestimmung aller Lactobacillus-Spezies aus Fleisch,
Milch, Molkereiprodukten und anderem Untersu-
chungsmaterial.

MRS-Ndhrboden
(Lactobacillus-Agar nach de Man, Rogosa und Sharpe)
Art.-Nr. CM 361

Der Nédhrboden entspricht der DIN 10109".

Typische Zusammensetzung (g/1)
Pepton 10,0
Fleischextrakt ‘Lab-Lemco’ 8,0
Hefeextrakt 4,0
Glucose 20,0
‘Tween' 80 1 ml
Dikaliumhydrogenphosphat 2,0
Natriumacetat 5,0
Triammoniumcitrat 2,0
Magnesiumsulfat 0,2
Mangan(ll)-sulfat 0,05
Agar 10,0
pH 6,2 +0,2
MRS-Bouillon

(Lactobacillus-Bouillon nach de Man, Rogosa und
Sharpe)

Art.-Nr. CM 359
Typische Zusammensetzung (g/1)
Pepton 10,0
Fleischextrakt ‘Lab-Lemco’ 8,0
Hefeextrakt 4,0
Glucose 20,0
‘Tween' 80 1 ml
Dikaliumhydrogenphosphat 2,0
Natriumacetat 5,0
Triammoniumcitrat 2,0
Magnesiumsulfat 0,2
Mangan(ll)-sulfat 0,05
pH 6,2 +£0,2

Zubereitung

MRS-Néhrboden

62 g MRS-Nahrboden in 1 | Aqua dest. suspendieren und
bis zum vollstdndigen Losen erhitzen. 15 Minuten bei
121°C autoklavieren.
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MRS-Bouillon

52 g MRS-Bouillon in 1 | Aqua dest. unter Rihren bei
60°C bis zum vollstdndigen Losen erhitzen. 15 Minuten
bei 121°C autoklavieren.

Beschreibung

De Man, Rogosa und Sharpe? entwickelten den MRS-
Nahrboden, um den in seinen Bestandteilen variablen
Tomatensaft als Ndhrboden zu ersetzen und das Wachs-
tum aller Lactobacillen, besonders der Stimme, die auf
anderen Nahrboden schlecht wachsen, zu fordern.
MRS-Néhrboden ist leistungsféhiger als der Tomatensaft-
Agar nach Briggs® und der Fleischextrakt-Tomatensaft-
Agar nach de Man. Auf MRS-N&hrboden zeigen alle Lac-
tobacillus spp. starkeres Wachstum, speziell die schwer
zlichtbaren L. brevis und L. fermentii.

Die MRS-Néhrboden fordern das Wachstum aller Bakte-
rien, die Milchsdure in nennenswerten Mengen bilden
kdnnen. Dazu gehoren Bakterien folgender Gattungen:
Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus und Leucono-
stoc. Sie sind grampositiv, Katalase- sowie Oxidase-nega-
tiv und stellen hohe Nahrstoffanspriiche; ihr Wachstum
wird durch mikroaerophile Bedingungen gefordert.

Eine Selektion kann Uber den pH-Wert erfolgen: Lacto-
bacillus vertrdgt einen niedrigeren pH-Wert als Strepto-
kokken (pH 5,0-6,5), wahrend Pediokokken und Leuco-
nostoc innerhalb dieser pH-Spanne am besten wachsen.
Die Hauptgruppen der Begleitflora kdnnen durch Thalli-
umacetat, Natriumacetat, Sorbinsdure, Essigsdure, Natri-
umnitrit, Cycloheximid und Polymyxin B gehemmt wer-
den. Diese Substanzen kdnnen in verschiedenen Kon-
zentrationen und Kombinationen eingesetzt werden;
zwangslaufig ist auch hier der KompromiB zwischen Selek-
tivitdt und Wachstum der Keime zu finden®.

Ein MRS-N&hrboden wurde auch mit Zusatz von Sor-
binsdure*® beschrieben: Es wurde 0,14% (w/v) Sor-
binsdure (entspricht 0,2% (w/v) Kaliumsorbat) zugefiigt
und der pH-Wert auf 5,7 gesenkt, was fur die Verwen-
dung nach DIN 101091 vorgeschrieben ist.
Milchsdurebakterien sind mikroaerophil und benétigen
fur eine aerobe Kultivierung auf festen Néhrboden gene-
rell dicker gegossene Platten. Kolonien im Nahrboden
bzw. auf der Oberflache kénnen kompakt oder federig
wachsen und sind klein, opak und weiR.

Kulturverfahren

1. Untersuchungsmaterial in 0,25%iger Ringer-Lésung
(OXOID, Art.-Nr. BR 52) oder Kochsalz-Pepton-
Losung (Maximal-Wiederbelebungslésung, OXOID
Art.-Nr. CM 733) verdlinnen, weitere Verdiinnungen
in MRS-Bouillon herstellen.

2. Jeweils 1 ml der Verdiinnungen in Petrischalen pipet-
tieren und flissigen, auf 45°C abgekuhlten MRS-Nahr-
boden zugeben. Gut mischen und erstarren lassen.
Danach mit unbeimpftem MRS-N&hrboden uber-
schichten (Overlayer-Technik).

3. Platten wie unten beschrieben bebriiten. Die Ober-
flache der Platten darf nicht austrocknen, da die Kon-
zentration an Acetat dann zunimmt und das Wachs-
tum der Lactobacillen hemmt.



Bebriitung
Thermophile Keime: 2 Tage bei 42°C
Mesophile Keime: 2 Tage bei 36°C
Mesophile bis
psychrophile Keime: 2 Tage bei 30°C,
1 Tag bei 22°C
Psychrophile Keime: 3 Tage bei 25°C
Unter anaeroben oder mikroaerophilen Bedingungen
bebriten.

Wourde die Overlayer-Technik nicht angewandst, sollte das
OXOID CampyGen (Art.-Nr. CN 25 bzw. CN 35) fir die
Schaffung einer mikroaerophilen Atmosphére (6% O,,
14% CO,) bzw. das OXOID AnaeroGen (Art.-Nr. AN 25
bzw. AN 35) fiir eine anaerobe Atmosphdre (10% CO,)
verwendet werden. Sie sind jeweils im OXOID Anaero-
biertopf (Art.-Nr. AG 25 bzw. HP 11) einzusetzen.
MRS-Nahrboden und -Bouillon sind selektiv flr Lactoba-
cillen; es kénnen allerdings auch Leuconostoc und Pedio-
kokken wachsen.

Auf MRS-N&hrboden einzeln gewachsene Kolonien aus-
wahlen und mikroskopisch begutachten, um vermutliche
Lactobacillus-Kolonien zu identifizieren. Diese Kolonien
in MRS-Bouillon subkultivieren.

Der Vorteil von MRS-Bouillon gegenlber einer nicht-
selektiven Bouillon liegt dabei darin, daf andere Keime, die
zuvor durch ihre Position unter der Originalkolonie am
Wachstum gehindert wurden, sich auch hier nicht ver-
mehren kénnen. Die MRS-Bouillon ist wie der MRS-Nahr-
boden zu bebriiten. Danach sollte mikroskopisch begut-
achtet und auf MRS-N&hrboden weiter subkultiviert wer-
den, um die Keime zu bestatigen und die Spezies zu iden-
tifizieren.

In MRS-Bouillon kénnen zur Identifizierung von Lacto-
bacillen weitere Testungen durchgefiihrt werden: wie z.B.
Temperaturabhédngigkeit, Wachstum in 4% NaCl, Wachs-
tumin 0,4% Teepol (siehe auch Sharpe, Fryer und Smith®).

Lagerung und Haltbarkeit
Trockennéhrboden:

Fest verschlossen, lichtgeschitzt, 10-25°C.
Haltbarkeit: siehe Etikett.

Qualitatskontrolle
Positivkontrolle

Lactobacillus acidophilus ATCC 19992
Negativkontrolle

Staphylococcus aureus ATCC 25923
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