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MASSNAHMEN ZUR QUALITATSKONTROLLE

EINFUHRUNG
Phenylalanin-Agar ist ein Medium fur die Differenzierung von Enterobazillen auf der Grundlage ihrer Fahigkeit, durch
oxidative Deaminierung Phenylbrenztraubenséure zu produzieren.

LEISTUNGSPRUFUNG
1. Reprasentative Proben mit den nachstehend aufgefiihrten Kulturen inokulieren.
a.  Mit einer kalibrierten 0,01-mL-Impfése die Agar-Oberflachen mit einer 10™*-Verdiinnung von 18 bis 24 Stunden
alten Kulturen auf Trypticase-Sojabouillon inokulieren.
b. Die Réhrchen mit geldsten Verschlissen in einer aeroben Atmosphére bei 35 + 2 °C inkubieren.
2. Rohrchen nach 18 bis 24 h auf Wachstum tberprufen.
3. Zujedem Roéhrchen funf Tropfen 10%ige wassrige Eisen (lll)-Chloridldsung hinzufuigen und auf Bildung einer
dunkelgriinen Farbung Gberwachen (positive Reaktion).
4.  Zu erwartende Ergebnisse

Organismus ATCC Reaktion

*Proteus vulgaris 8427 Positive Reaktion (gruin)

Morganella morganii 8019 Positive Reaktion (griin)

Providencia rustigianii 12013 Positive Reaktion (griin)

*Escherichia coli 25922 Negative Reaktion (kein Farbumschlag)

* Empfohlener Organismusstamm fir die fiir Qualitatssicherung durch den Anwender.

ZUSATZLICHE QUALITATSKONTROLLE

1. Rohrchen wie unter ,Haltbarkeit des Produkts® beschrieben begutachten.

2. Die reprasentativen Rohrchen auf sichtbare Beschadigungen priifen, durch die ihre Verwendung beeintrachtigt werden
kénnte.

3. Nicht inokulierte reprasentative Réhrchen bei 20 bis 25 °C und 30 bis 35 °C inkubieren und nach 7 Tagen auf mikrobielle
Kontamination untersuchen.

PRODUKTINFORMATIONEN

VERWENDUNGSZWECK
Phenylalanin-Agar dient zur Differenzierung von Enterobazillen auf der Grundlage von deren Fahigkeit, durch oxidative
Deaminierung Phenylbrenztraubenséure zu produzieren.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Erstmals wurde von Henrickson aufgezeigt, dass die Proteus-Spezies die Fahigkeit besitzt, Phenylalanin in
Phenylbrenztraubens&ure umzuwandeln. Singer und Volcani,? Hamida und LeMinor® und andere studierten diese Reaktion
und unterstrichen ihre Bedeutung bei der Klassifikation der Enterobacteriaceae.

Buttiaux et al. entwickelten im Rahmen ihrer Studie tber die charakteristischen biochemischen Eigenschaften der Genera
Proteus und Providencia ein Phenylalanin-haltiges Kulturmedium.® Dieses Medium wurde zur Differenzierung von Mitgliedern
der Proteeae von anderen Mitgliedern der Enterobacteriaceae vorgesehen, basierend auf der Fahigkeit der Organismen in
den Genera der Proteeae, durch enzymatische Aktivitat Phenylalanin in Phenylbrenztraubensaure zu deaminieren.® Diese
Fahigkeit weisen die Spezies Proteus, Providencia und Morganella auf. Bei BBL Phenylalanine Agar handelt es sich um eine
Modifizierung der urspriinglichen Zusammensetzung von Ewing et al.®

VERFAHRENSGRUNDLAGEN

Phenylalanin dient als Substrat fiir Enzyme, die dieses Substrat deaminieren und daraus Phenylbrenztraubenséure bilden
kénnen. Durch Hinzuftigen von vier bis funf Tropfen 10%iger wéassriger Eisen (I11)-Chloridlésung (oder 12%iger wassriger
Eisen (ll)-Chloridlésung, gesauert mit 2,5 mL konzentriertem HCI pro 100 mL Reagenz) zu den Kulturen im Anschluss an die
Inkubation erscheint eine hell- bis dunkelgriine Féarbung (positive Reaktion) bzw. kein Farbumschlag (negative Reaktion).
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REAGENZIEN

Phenylalanin-Agar

Ungeféhre Zusammensetzung* pro L destilliertem Wasser
DL-Phenylalanin ... 2,0
Hefeextrakt ...
Natriumchlorid
Natriumphosphat
AGAI i

Qe Q

*Nach Bedarf abgestimmt und/oder ergénzt auf die geforderten Testkriterien.

Warnungen und VorsichtsmaBnahmen: In-vitro-Diagnostikum.
Fest verschlossene Rohrchen sollten vorsichtig gedffnet werden, um Verletzungen durch Glasbruch zu vermeiden.

Der Umgang mit mikrobiologischem Material sollte bei allen Verfahren unter Einhaltung der allgemein tblichen
VorsichtsmafRnahmen und Anwendung aseptischer Techniken erfolgen. Praparierte Réhrchen, Probenbehélter und sonstige
kontaminierte Materialien nach Verwendung im Autoklaven sterilisieren und erst dann entsorgen.

Aufbewahrung: Nach Erhalt Rohrchen im Dunkeln bei 2 — 8 °C lagern, Einfrieren und Uberhitzen vermeiden. Erst
unmittelbar vor Gebrauch 6ffnen. Vor Lichteinwirkung schiitzen. Medien in R6hrchen, die vor Gebrauch geméan der Anleitung
auf dem Etikett gelagert werden, kénnen bis zum Verfallsdatum inokuliert und entsprechend den empfohlenen
Inkubationszeiten inkubiert werden. Das Medium vor der Inokulation auf Raumtemperatur erwarmen lassen.

Haltbarkeit des Produkts: Rohrchen bei Anzeichen von mikrobieller Kontamination, Verfarbung, Austrocknen oder
sonstigen Anzeichen von Produktverfall nicht verwenden.

VIl PROBENENTNAHME UND -HANDHABUNG

Xl

Die Handhabung der fiir die Kultivierung geeigneten Proben kann auf verschiedene Arten geschehen. Detaillierte
Informationen enthalt die entsprechende Fachliteratur.”® Die Proben sollten vor der Verabreichung von Antibiotika
entnommen werden. Fir einen umgehenden Transport zum Labor ist zu sorgen.

VERFAHREN

Mitgeliefertes Arbeitsmaterial: Phenylalanine Agar Slants

Benotigtes, jedoch nicht mitgeliefertes Arbeitsmaterial: Zusétzliche Kulturmedien, Reagenzien, Qualitatskontrollorganismen
und Laborgerate nach Bedarf.

Testverfahren: Aseptische Kautelen beachten.

Die Roéhrchenschragseiten mit einem starken Inokulat einer 18 bis 24 h alten Reinkultur inokulieren. Die Réhrchen unter
aeroben Bedingungen bei 35 + 2 °C 4 h bzw. 18 bis 24 h lang inkubieren. Bei ausreichend starkem Inokulat ist eine
Inkubationszeit von 4 h ausreichend.

Qualitdtskontrolle durch den Anwender: Siehe ,Massnahmen zur Qualitétskontrolle®.

Die Qualitatskontrollen missen unter Einhaltung der ortlich, landesweit und/oder bundesweit geltenden Bestimmungen oder
der Auflagen der Akkreditierungsorganisationen sowie den Standard-Qualitatskontrollverfahren lhres Labors erfolgen. Es wird
empfohlen, die korrekten Qualitatskontrollverfahren den geltenden CLSI-Richtlinien und CLIA-Bestimmungen zu entnehmen.

ERGEBNISSE
Im Anschluss an die Inkubation vier bis fiinf Tropfen Eisen (l11)-Chlorid-Reagenz auf den Schragagar auftragen. Das Rohrchen
vorsichtig drehen, um das Wachstum zu lésen. Auf griine Farbbildung (positive Reaktion) innerhalb von 1 bis 5 min priifen.

Mitglieder der Genera Proteus, Morganella und Providencia erzielen positive Ergebnisse. Andere Genera innerhalb der
Enterobacteriaceae testen auf Phenylbrenztraubenséureproduktion negativ.>*°

VERFAHRENSBESCHRANKUNGEN
Eine positive Reaktion muss innerhalb von 5 Min. nach Hinzufiigen des Reagenzes festgestellt werden, da die griine Farbung
schnell wieder verschwindet.

Einige weitere Stamme der Enterobacteriaceae sind ebenfalls Phenylalanin-positiv: Enterobacter agglomerans (20 %),
Enterobacter sakazakii (50 %), Rahnella aquatilis (95 %), and Tatumella ptyseos (90 %)."

Zur Ildentifizierung miissen die Mikroorganismen in Reinkultur vorliegen. Fiir die endglltige Identifizierung sollten
morphologische, biochemische und/oder serologische Tests durchgefuhrt werden. Detaillierte Informationen und empfohlene
Verfahren sind der einschlagigen Fachliteratur zu entnehmen.”®
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Xll  LEISTUNGSMERKMALE
Vor der Freigabe werden alle Chargen von Phenylalanin-Schréagagar auf ihre Leistungsmerkmale getestet. Mit einer
kalibrierten 0,01-mL-Impfose werden reprasentative Proben der Charge mit 10™ verdiinnten Kulturen von Escherichia coli
(ATCC 25922), Morganella morganii (ATCC 8019), Proteus vulgaris (ATCC 8427) und Providencia rustigianii (ATCC 12013)
auf Trypticase-Soja-Agar durch Ausstreichen inokuliert. Die R6hrchen werden mit geldsten Verschliissen bei 35 + 2 °C
inkubiert. Nach 18 bis 24 h Inkubation werden die Schragseiten auf die Wachstumsmenge untersucht. Alle Kulturen weisen
mittleres bis starkes Wachstum auf. AnschlieRend werden zu jedem Rohrchen 4 bis 5 Tropfen 10%ige Eisen (ll1)-
Chloridlésung hinzugefiigt. Das Rohrchen wird vorsichtig gedreht, um das Wachstum zu lésen. Innerhalb von 1 bis 5 min
weisen die mit M. morganii, P. vulgaris und P. rustigianii inokulierten Schragkulturen eine intensive Grunfarbung auf (positive
Reaktion), ein Indikator fir das Vorhandensein von Phenylbrenztraubenséure im Medium. Bei mit E. coli inokulierten
Rohrchen tritt an der Schragseite keine Reaktion auf (kein Farbumschlag).

XllI  LIEFERBARE PRODUKTE
Best.- Nr. Beschreibung
221342 BD BBL Phenylalanine Agar Slants, Packung mit 10 Réhrchen der GréR3e K
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