Culture Media

Tryptone Bile
X-Gluc Agar

TBX-Chromogen-Nahrboden dient dem Nachweis und zur
Koloniezahlbestimmung von Escherichia coli aus Lebensmitteln.

NORMKONFORM

® Die Rezeptur entspricht dem Trypton-Galle-Glucuronid-Medium

gemaR der Amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach

§ 64 LFGB Untersuchung von Lebensmitteln: Horizontales Verfahren fir

die Zahlung von B-Glucuronidase-positiven Escherichia coli in Lebensmitteln

e Teil 1: Koloniezahlverfahren bei 44°C mit Membranen und

5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-B-D-Glucuronid
§ 64 LFGB L 00.00-132/1:2010
(Ubernahme DIN ISO 16649-1:2009-12)

e Teil 2: Koloniezahlverfahren bei 44°C mit
5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-3-D-Glucuronid
§ 64 LFGB L 00.00-132/2:2010
(Ubernahme DIN ISO 16649-2:2009-12)

e SO 16649-1 und ISO 16649-2 sind in der Verordnung (EG)
Nr. 2073/2005 bzw. 1441/2007 der Kommision Giber
mikrobiologische Kriterien als zu verwendende Referenz-
methode fiir die Z&hlung von E. coli zitiert

DIAGNOSTISCH

® Blaugriin gefarbte E. coli-Kolonien kdnnen auch bei vorhandener Begleitflora
leicht identifiziert werden.

SELEKTIV
® (Gallensalze Nr. 3 sowie eine Bebriitung bei 44°C inhibieren die Begleitflora.

UNIVERSELL

® Der Nahrboden kann sowohl im Gussplatten- als auch
Oberflachenverfahren eingesetzt werden.



TBX-Chromogen-Nahrboden basiert auf der Zusammensetzung des
Caseinpepton-Galle-Agars. Dieser wurde urspriinglich entwickelt, um

E. coli besonders aus gefrorenen Lebensmitteln sowie schwach Lactose-
positive Stamme schneller und zuverlassiger nachweisen zu kdnnen34.

Die hohe Spezifitat im TBX-Nahrboden wird durch die Inkorporation der
chromogenen Substanz X-Glucuronid (X-Gluc) erzielt, das die Aktivitat des
Enzyms Glucuronidase nachweist. Diese Glucuronidase wird auch bei der
Spaltung von MUGS nachgewiesen und hat sich als hochspezifisch fiir

E. coli erwiesen® .

Im Unterschied zu MUG, bei dem das Fluorophor aus der Zelle in den
Nahrboden gelangt, ist beim TBX-Nahrboden das enzymatisch
abgespaltene Chromophor unléslich und reichert sich in der Bakterienzelle
an. Die gesuchten, farbigen Kolonien kdnnen daher auch bei vorhandener
Begleitflora leicht identifiziert werden.

Da etwa 96 — 98 % aller E. coli-Stdmme Glucuronidase-positiv sind
(ACHTUNG: E. coli 0157 ist Glucuronidase-negativ!)?, kdnnen die meisten
E. coli-Stamme anhand der Glucuronidase von anderen coliformen Keimen
differenziert werden.

Bei dem im TBX-Chromogen-Nahrboden enthaltenen X-Gluc handelt es

sich um 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-R-D-Glucuronid. E. coli kann X-Gluc als
intaktes Molektl in die Zelle aufnehmen. Intrazellul&r wird X-Gluc durch die
Glucuronidase in das Chromophor und Glucuronid gespalten. Das
abgespaltene Chromophor ist farbig und reichert sich in den Zellen an, so
daf die E. coli-Kolonien blaugriin gefarbt werden. Die gefarbten Kolonien
sind nach 24 Stunden Bebriitung deutlich sichtbar, weitere
Identifizierungsschritte sind nicht erforderlich.

TBX-Chromogen-Nahrboden kann sowohl im Gussplatten- als auch im
Oberflachen-Verfahren eingesetzt werden. Eine Voranreicherung oder das
Auflegen von Membranfiltern fir eine anschlieRende Bestétigung mittels
Indol-Reagenz ist nicht notwendig. Bei Bedarf knnen die im
Wiederbelebungsverfahren oder bei Filtrierungstechniken tiblichen
Membranfilter aufgelegt werden.

E. coli mit Wiederbelebung: DIN ISO 16649-1:2009 §
1,0 ml Untersuchungsprobe bzw. Dezimalverdiinnungen

; ausspateln auf (2 Platten je Verdiinnungsstufe);

aufgelegter Cellulose-Membran auf Oberflache von
Mineralien-modifizierten Glutamat-Agar (MMGA)

15 min Standzeit, dann
37°C,4+05h *
Membran iiberfiihren auf

* Membran/Agar-

TBX-Chromogen-Agar Oberflgche oben

; 44°C,18-24h*

Zahlung typischer Kolonien: E. coli = blaue Kolonien

E. coli ohne Wiederbelebung: DIN ISO 16649-2:2009 §
Probe

Homogenisierung und Verdiinnungsreihe

Gusskultur (je 1 ml)
} (2 Platten je Verdinnungsstufe)
TBX-Chromogen-Agar (15 ml)
§ aect, 18-24n
Zahlung typischer Kolonien: E. coli = blaue Kolonien

#Bei gestressten Zellen erst 4 h bei 37°C, dann 18 — 24 h 44°C bebriiten
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§ Zusatzliche Hinweise

Anwender kénnen entweder ISO 16649-1 oder ISO 16649-2 auswahlen, da jeder Teil fur die
allgemeine Anwendung vorgesehen ist. Bei Lebensmitteln, die mdglicherweise gestresste Zellen
enthalten, sollte jedoch ISO 16649-1 angewendet werden.

Typische Zusammensetzung: gll
Caseinpepton 20,0
Gallensalze Nr. 3 1,5
X-Gluc (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-glucuronid) 0,075
Agar 15,0

pH 7,2 £ 0,2 bei 25°C

Zubereitung Trockenndhrboden:

36,6 g TBX-Chromogen-Nahrboden in 1 | Aqua dest. suspendieren und bis zum vollstandigen Losen
erhitzen. 15 Minuten bei 121 °C autoklavieren. Auf 50 °C abkiihlen lassen und Platten gieRen

(15 ml je Petrischale).

Kulturverfahren

Folgendes Verfahren ist eine Zusammenfassung der PHLS-Methode 8:

TBX-Chromogen-Nahrboden zubereiten und Oberflache trocknen.

1. Untersuchungsmaterial 1:5 oder 1:10 z.B. mit Maximaler Wiederbelebungslsung
verdiinnen und in einem Stomacher oder Labormixer homogenisieren.

2. Homogenisat (z.B. 0,5 ml) auf den Nahrboden pipettieren und mit einem sterilen Spatel auf der
Oberflache ausstreichen.

3. 4 Stunden bei 30 °C, anschlieRend 18 Stunden bei 44 °C bebriiten.

4. Die Zahl der blaugriin gefarbten Kolonien mit dem Verdiinnungsfaktor multiplizieren und das
Ergebnis als Anzahl E. coli je Gramm Lebensmittel ausdriicken.
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Produkte

TBX-Chromogen-Nahrboden Packungsgrosse Art-Nr.
TBX-Chromogen-Nahrboden 10 x 90 mm Platten PO5109A
TBX-Chromogen-Agar 10 x 100 ml Flaschen ~ BO0194M
TBX-Chromogen-Nahrboden 5009 CM0945B
Mineralien-modifizierter Glutamat-Agar (MMGA)

Glutamat-Nahrlosung-Basis 5009 CM0607G
zum Lieferumfang gehdrt Natriumglutamat (LP0124)

Hinweis: Zusatz von Agar und Ammoniumchlorid erforderlich

Agar Nr. 1 (Bakteriologischer Agar) 5009 LP0011B
Membranfilter 50 Stiick GFMO01

(Nitrocellulose) & 85 mm, PorengroBe 0,45 um

Verdiinnung

Kochsalz-Pepton-Losung (Maximale Wiederbelebungslosung) oder Peptonwasser
zur Verdlinnung sind in verschiedenen Ausfiihrungen einschlieBlich Trockennahrbdden
und Fertignahrbdden wie z.B. Réhrchen, 225 ml Flaschen, 3 | Fertigbeuteln und

20 | Dry-Bags™ erhéltlich.

Qualitatskontrollorganismen - Culti-Loops™
Escherichia coli ATCC® 25922™t
Klebsiella oxytoca ATCC® 49131™t

CL7050
CL7019

5 Impfosen
5 Impfosen

Weitere Informationen iiber diese Produkte sind unter www.oxoid.com erhaltlich

T ATCC Licerend
\ Deraative J

Leistungsbeschrankungen
In vitro-Diagnosticum. Das Produkt darf nach Ablauf der Haltbarkeit bzw. bei ichen ei ] Lei
Das Medium sollte durch den Anwender unter Laborbedingungen validiert werden.

The ATCC Licensed Derivative Emblem®, the ATCC Licensed Derivative word mark®, and the ATCC catalog marks are
trademarks of ATCC. Oxoid Ltd is licensed to use these trademarks and sell products derived from ATCC® cultures.

iigkeit nicht mehr eingesetzt werden.
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