Nahrboden

Pseudomonas-
Selektivhahrboden

Pseudomonas-Aeruginosa-Selektivnahrboden (C-N)
Pseudomonas-Selektivnahrboden (C-F-C)

Zur selektiven Isolierung von Pseudomonas spp. bzw.
Pseudomonas aeruginosa aus klinischem Material sowie
aus Lebensmitteln und insbesondere aus Wasserproben.
Pseudomonas-Aeruginosa-Selektivnahrboden (C-N) ent-
spricht dem Entwurf der DIN EN 12780 sowie der neuen
Trinkwasserverordnung?. Pseudomonas-Selektivnahrbo-
den (C-F-C) entspricht der DIN ISO 137203,

Pseudomonas-Agar-Basis

Art.-Nr. CM 559

Typische Zusammensetzung (g/1)
Gelatinepepton 16,0
Casein-Hydrolysat 10,0
Kaliumsulfat 10,0
Magnesiumchlorid 1,4
Agar 11,0
pH7,1+0,2

Pseudomonas-C-N-Selektiv-
Supplement

Art.-Nr. SR 102

Zusammensetzung je Réhrchen

(1 Réhrchen je 500 ml Nahrboden)
Cetrimid 100 mg
Nalidixinsdure 7,5 mg

Pseudomonas-C-F-C-
Selektiv-Supplement

Art.-Nr. SR 103

Zusammensetzung je Réhrchen
(1 Réhrchen je 500 ml Nahrboden)

Cetrimid 5,0 mg
Fusidinsdure 5,0 mg
Cephalosporin 25 mg

Zubereitung

Pseudomonas-Agar-Basis

24,2 g Pseudomonas-Agar-Basis in 500 ml Aqua dest.
suspendieren, 5 ml Glycerin zufiigen und bis zum voll-
stdndigen Losen erhitzen. 15 Minuten bei 121°C auto-
klavieren und auf 50°C abkdihlen.

Pseudomonas-Aeruginosa-Selektivndahrboden (C-N)

Den Inhalt eines Rohrchens Pseudomonas-C-N-Selektiv-
Supplement in 2 ml einer Mischung aus Ethanol und ste-
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rilem Aqua dest. (1:1) I6sen und zu 500 ml steriler,
abgekihlter Pseudomonas-Agar-Basis geben. Gut mischen
und Platten gieBen.

Pseudomonas-Selektivnahrboden (C-F-C)

Den Inhalt eines R6hrchens Pseudomonas-C-F-C-Selek-
tiv-Supplement in 2 ml einer Mischung aus Ethanol und
sterilem Aqua dest. (1:1) I6sen und zu 500 ml steriler,
abgekihlter Pseudomonas-Agar-Basis geben. Gut mischen
und Platten gieBen.

Beschreibung

Der Zusatz des entsprechenden Supplements zur Pseu-
domonas-Agar-Basis ergibt einen Nahrboden, der mit dem
Zusatz von Pseudomonas-C-N-Selektiv-Supplement Pseu-
domonas aeruginosa selektiv anziichtet oder mit dem
Zusatz von Pseudomonas-C-F-C-Selektiv-Supplement all-
gemein fir die Spezies der Pseudomonaden selektiv ist.
Der Basisndhrboden ist eine Modifikation des King A-
Agars?®, der Magnesiumchlorid und Kaliumsulfat enthalt,
um die Pigmentbildung von Pseudomonaden zu férdern.

Pseudomonas-C-N-Selektiv-Supplement wird zur selekti-
ven Isolierung von Pseudomonas aeruginosa empfohlen.
Die Zusammensetzung des Supplements wurde von Goto
und Enomoto® beschrieben, die von den Untersuchun-
gen von Lowbury und Collins® ausgingen, in denen bei der
Isolierung von Pseudomonaden Cetrimid als Selektivsub-
stanz verwendet wurde. Goto und Enomoto zeigten, daB
der Zusatz von Nalidixinsdure (15 pg/l) und die gleich-
zeitige Reduzierung des urspriinglichen Cetrimidgehaltes
auf 200 pg/ml die Leistungsfahigkeit des Nahrbodens
entscheidend verbesserten. Mit diesem Nahrboden konn-
te eine hohere Wiederbelebung von P. aeruginosa mit
verbesserter Pigmentbildung erzielt werden, wéhrend die
in konventionellen Cetrimid-Nahrbdden so problemati-
schen Kontaminanten wie Klebsiella, Proteus und Provi-
dencia spp. fast vollig unterdrtickt wurden.
Pseudomonas-C-F-C-Selektiv-Supplement wird zur Iso-
lierung von Pseudomonas spp. empfohlen. Mead und
Adams’ zeigten, daB der auf 10 pg/ml reduzierte Gehalt
an Cetrimid das Wachstum aller pigmentierten und nicht
pigmentierten psychrophilen Pseudomonaden zuldRt. Zur
Verbesserung der Selektivitat fligten dieselben Autoren
Cephaloridin (50 pg/ml) und Fusidin (10 pg/ml) zu. Diese
Kombination ergab einen neuen, spezifischeren Nahrbo-
den zur Isolierung von Pseudomonaden aus Tiefkihlkost
und Produktionsstatten, wobei 48 Stunden bei 25-30°C
bebritet wird.

In letzter Zeit wurde besonders der Isolierung und dem
Nachweis von Burkholderia cepacia aus Wassersystemen,
die fur die Herstellung von Pharmazeutika und Kosmeti-
ka verwendet werden, viel Aufmerksamkeit gewidmet®.

Kulturverfahren

Untersuchung von klinischem Untersuchungsmaterial

auf Pseudomonas aeruginosa

1. Pseudomonas-Aeruginosa-Selektivnahrboden (C-N)
nach Vorschrift herstellen.

2. Platten gieBen und Oberflache trocknen.

3. Die Halfte der Platte mit einem Tupfer kraftig beimp-
fen.

4. Das Inokulum mittels Impfose tiber die andere Halfte
ausstreichen, so daf Einzelkolonien entstehen kénnen.
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5. Bei 35°C bebriten. Nach 24 und 48 Stunden sowohl
unter weiBem als auch unter UV-Licht begutachten.

Untersuchung von Lebensmitteln, Wasser und Umwelt-

material auf Pseudomonas spp.

1. Pseudomonas-Aeruginosa-Selektivnahrboden (C-F-C)

nach Vorschrift herstellen.

2. Platten giefRen und Oberflache trocknen.

3. Lebensmittelproben 1:5 oder 1:10 in 1%igem (w/v)
Peptonwasser (OXOID, Art.-Nr. CM 9) oder Koch-
salz-Pepton-Lésung (Maximal-Wiederbelebungslo-
sung, OXOID Art.-Nr. CM 733) verdiinnen und im
Stomacher oder Labormixer homogenisieren.

. 0,5 oder 1 ml des Homogenisats mit einem Glasspa-
tel auf der Platte ausstreichen. Wasser oder Abstrich-
proben direkt auf der Platte ausstreichen.

5. Bei 25°C bebriiten und nach 24 und 48 Stunden

sowohl unter weiBem als auch unter UV-Licht ablesen.

6. Kolonien mit Hilfe weiterer Testungen bestatigen.

Koloniemorphologie

Jegliches Wachstum auf Pseudomonas-Aeruginosa-Selek-

tivndhrboden (C-N) oder Pseudomonas-Selektivndhrbo-

den (C-F-C) 1aBRt auf vorhandene Pseudomonas spp.
schlieBen. Blaugriine oder braune Pigmentierung bzw.

Fluoreszenz kdnnen als Hinweis auf Pseudomonas aeru-

ginosa gelten.

Lagerung und Haltbarkeit
Trockenndhrboden:

Fest verschlossen, lichtgeschitzt, 10-25°C.
Supplemente: 2-8°C.

Haltbarkeit: siehe Etikett.

Qualitatskontrolle
Pseudomonas-Aeruginosa-Selektivndhrboden (C-N)
Positivkontrolle

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Negativkontrolle

Proteus vulgaris ATCC 13315

Niahrboden

Pseudomonas-Selektivnahrboden (C-F-C)
Positivkontrolle

Burkholderia cepacia NCTC 10661
Negativkontrolle

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Zusitzliche Hinweise

Der Nahrboden sollte bei Bedarf frisch zubereitet werden
und nicht langer als 4 Stunden fliissig gehalten werden.
Erstarrter Nahrboden sollte nicht wieder verfliissigt wer-
den.

Wenn schwarmende Kolonien von Proteus spp. bei
Lebensmittelproben zu Problemen fluhren, sollte die
Bebriitungstemperatur fiir 3-5 Tage auf 20°C gesenkt
werden.

In Tiefklhlkost kann eine breite Spanne an Pseudomona-
den enthalten sein. Falls Pseudomonas-Selektivndhrbo-
den (C-F-C) bei niedrigen Temperaturen bebriitet wird,
kénnen P. fluorescens, P. putida oder auch P. aeruginosa
auftreten. Alteromonas spp. kdnnen als rosa bis braune
Kolonien vorkommen, besonders wenn Fischprodukte
untersucht werden.
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Wachstumscharakteristika auf Pseudomonas-Selektivhahrboden

Spezies Wachstum auf Pseudomonas-Agar-Basis mit Zusatz von
C-N-Selektiv- C-F-C-Selektiv-
Supplement Supplement

B. cepacia NCTC 10661 + +++

B. cepacia  ATCC 25416 + +++

P. aeruginosa ATCC 27853 +++ +++

P. putida ATCC 12633 ++ +++

P. fluorescens ATCC 13525 +++ +++

Die Ablesung erfolgte nach 18stiindiger Bebriitung bei 30°C.
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