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MASSNAHMEN ZUR QUALITATSKONTROLLE

EINFUHRUNG
Lysin-Eisen-Agar ist ein Differenzierungsmedium, das zur Identifizierung von Enterobazillen dient.

LEISTUNGSPRUFUNG
1. Reprasentative Proben mit den nachstehend aufgefihrten Kulturen inokulieren.

a. Zur Inokulation eine Inokulationsnadel bis zum Réhrchenboden eintauchen und
anschlieBend die Proben an der Schrigseite entlang ausstreichen. 10"-Verdiinnungen
von 18 bis 24 h alten Trypticase-Soja-Bouillon-Kulturen der nachstehend aufgefihrten
Organismen verwenden.

b. Mit gel6sten Verschlissen in einer aeroben Atmosphaére bei 35 + 2 °C inkubieren.

2. Réhrchen nach 18 bis 24 h auf Wachstum und Reaktionen Uberprufen.
3. Zu erwartende Ergebnisse
Schragseite Rohrchenboden H,S
*Salmonella enterica Alkalisch Alkalisch +
Subspezies arizonae (violett) (violett)
ATCC 13314
*Citrobacter freundii Alkalisch Sauer (gelb) + oder
ATCC 8454 (violett) -
*Proteus vulgaris Rot Sauer (gelb) -
ATCC 9484

* Empfohlener Organismusstamm fur die Qualitatssicherung durch den Anwender.

ZUSATZLICHE QUALITATSKONTROLLE

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

2. Die reprasentativen Réhrchen auf sichtbare Beschadigungen prufen, durch die ihre
Verwendung beeintrachtigt werden kénnte.

3. Reprasentative, nicht inokulierte R6hrchen bei 20 - 25 °C und bei 30 — 35 °C inkubieren und
nach 7 Tagen auf mikrobielle Kontamination Uberprufen.

PRODUKTINFORMATIONEN

VERWENDUNGSZWECK

Lysin-Eisen-Agar dient zur Differenzierung von Enteroorganismen auf der Grundlage ihrer
Fahigkeit zur Lysin-Dekarboxylase bzw. Lysin-Deaminase sowie zur Bildung von
Schwefelwasserstoff.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Edwards und Fife entwickelten Lysin-Eisen-Agar zum Nachweis von Arizona-Kulturen (jetzt
Salmonella enterica Subspezies arizonae), insbesondere jener Kulturen, die Lactose schnell
fermentieren.' Diese Entwicklung folgte kurz nach der Veréffentlichung eines
Klassifikationsschemas der Enterobacteriaceae durch Ewing und Edwards, in welchem die
Priméreinteilung und Gruppen innerhalb dieser Familie definiert und deren
Differenzierungsverfahren beschrieben wurden.’ Die verschiedenen Kriterien zur Identifizierung
der Kulturen wurden von Edwards und Ewing in deren wissenschaftlicher Abhandlung tber die
Enterobacteriaceae zusammengefasst.’ Die Klassifikation der Enterobacteriaceae hat sich jedoch in
den letzten Jahren entscheidend veréndert.*

Johnson et al. verwendeten Lysin-Eisen-Agar und Kligler Eisen-Agar zur primaren Differenzierung
verschiedener Bakteriengruppen innerhalb der Familie der Enterobacteriaceae sowie eine
Kombination aus Lysin-Eisen-Agar und Eisen-Schragagar mit verdreifachtem Zucker zur
Identifizierung von Salmonella, Shigella und Organismen der Arizona-Gruppe im Stuhl.”
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Lysin-Eisen-Agar unterstutzt die Differenzierung von Enterobazillen auf der Grundlage von deren
Fahigkeiten zur Lysin-Dekarboxylase bzw. Lysin-Deaminase sowie zur Bildung von
Schwefelwasserstoff. Er ist zur Verwendung mit anderen Medien (z.B. Eisen-Schragagar mit
verdreifachtem Zucker) in den jeweiligen geeigneten Identifizierungsschemata vorgesehen.

VERFAHRENSGRUNDLAGEN

Als fermentierbares Kohlehydrat wird Dextrose verwendet. Der pH-Indikator Bromkresolviolett
schlagt bei einem pH-Wert von kleiner oder gleich 5,2 auf gelb um und ist bei einem pH-Wert von
gréBer oder gleich 6,8 violett.* Ammoniumeisen (lll)-Citrat und Natriumthiosulfat dienen als
Indikatoren fur die Sulfidbildung. Lysin dient als Substrat zum Nachweis der Enzyme Lysin-
Dekarboxylase und Lysin-Deaminase.

Schwefelwasserstoff produzierende Enterobazillenkulturen verursachen auf Grund der Bildung
von Eisensulfiden eine Schwarzfarbung des Mediums. Lysin-Dekarboxylase produzierende
Kulturen verursachen eine alkalische Reaktion (violett gefarbt) oder eine neutrale Reaktion im
Medium am Réhrchenboden. Organismen, die Lysin deaminieren, fihren zur Bildung einer roten
Schragseite Uber einem sauren Rohrchenboden. Gasbildung kann auftreten, tritt jedoch oftmals
unregelmaBig auf oder wird unterdruckt.

REAGENZIEN
Lysin-Eisen-Agar
Ungefahre Zusammensetzung* pro L destilliertem destilliertes Wasser

Pankreatisch abgebaute Gelatine ..... ..50 g
Hefeextrakt ....coooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeece .30 g
Dextrose e e 1,0 g
LoLYSIN ettt nn e .10,0 g
Ammoniumeisen (H1)-Citrat .....c..ccocevevierrenenienienereeeees 05 g

Natriumthiosulfat .........ccceceeee.
Bromkresolviolett ...

...0,04 g

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

Warnungen und VorsichtsmaBnahmen

In-vitro-Diagnostikum.

Fest verschlossene Rohrchen sollten vorsichtig ge6ffnet werden, um Verletzungen durch Glasbruch
zu vermeiden.

Der Umgang mit mikrobiologischem Material sollte bei allen Verfahren unter Einhaltung der
allgemein tblichen VorsichtsmaBnahmen und Anwendung aseptischer Techniken erfolgen.
Vorbereitete Rdhrchen, Probenbehalter und andere kontaminierte Materialien im Autoklav
sterilisieren und erst dann entsorgen.

Aufbewahrung

Réhrchen nach Erhalt bei 2 — 8 °C im Dunkeln aufbewahren. Nicht einfrieren oder Gberhitzen. Erst
unmittelbar vor Gebrauch 6ffnen. Vor Lichteinwirkung schiitzen. Medien in Réhrchen, die vor
Gebrauch gemaB 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

Die Handhabung der fur die Kultivierung geeigneten Proben kann auf verschiedene Arten
geschehen. Detaillierte Informationen enthélt 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
Lysine Iron Agar Slants
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Bendtigtes, jedoch nicht mitgeliefertes Arbeitsmaterial
Zusatzliche Kulturmedien, Reagenzien, Qualitatskontrollorganismen und Laborgerate nach Bedarf.

Testverfahren
Aseptische Kautelen beachten.

Eine Inkubationsnadel zweimal bis zum Réhrchenboden eintauchen und anschlieBend
Bakterienwachstum einer Reinkultur auf der Schragseite ausstreichen. Die Réhrchen mit geldsten
VerschlUssen fur 18 bis 48 Std. in einer aeroben Atmosphare bei 35 + 2 °C inkubieren.

Falls von dem Medium nicht schon Ergebnisse zur Differenzierung von Koliformen von z.B.
Shigella vorliegen, sollten Eisen-Schragagar mit verdreifachtem Zucker parallel inokuliert werden.

Qualitatskontrolle durch den Anwender
Siehe ,,Massnahmen zur Qualitatskontrolle”.

Die Qualitatskontrollen massen unter Einhaltung der 6rtlich, landesweit und/oder bundesweit
geltenden Bestimmungen oder der Auflagen der Akkreditierungsorganisationen sowie den
Standard-Qualitatskontrollverfahren Ihres Labors erfolgen. Es wird empfohlen, die korrekten
Qualitatskontrollverfahren den geltenden CLSI-Richtlinien und CLIA-Bestimmungen zu entnehmen.

ERGEBNISSE

Lysin-Dekarboxylase wird durch eine alkalische (violette) Reaktion am Réhrchenboden
nachgewiesen. Lysin-Deaminase kann durch eine rote Schragseite festgestellt werden.
Schwefelwasserstoffproduktion wird durch Bildung eines schwarzen Niederschlages festgestellt.
Eine negative Reaktion (violette Schragseite und gelber R6hrchenboden) zeigt an, dass nur
Dextrose fermentiert wurde.’

Da die Saureproduktion im Medium am Réhrchenboden die Bildung von Schwefelwasserstoff u.U.
unterdruckt, kann Schwefelwasserstoff in diesem Medium von Lysin-Dekarboxylaseaktivitat-
negativen Organismen u.U. nicht festgestellt werden. Daher verursachen H,S produzierende
Proteus-Spezies in diesem Medium keine Schwarzfarbung.®

Typische Reaktionen von Mitgliedern der Enterobacteriaceae:

Schragseite Rohrchenboden H,S
Arizona-Gruppe ......cceeeeevereenennns Alkalisch......ccccvnen. Alkalisch......coovvnieiiriiee +
oder neutral
Salmonella enterica. .................... Alkalisch......cccce..c... SAUET .t -

Subspezies enterica
Serotyp Paratyphi A

Andere Salmonella......................
Shigella........ccuecoeniciiieeiieeeee
Citrobacter .........cooeeeceeeeccvenennenn.

Escherichia ........ccccooueveeieienieennnns Alkalisch................. Alkalisch......coooirieiiniieee -
oder neutral*

Proteus .....coeceeeeeeeeeeeeeee s (] S Y- [0 L= SR -

Providencia ......cccccceceeecceeeeccenennnns 1300 ] S, Y- 10 1= -

Erklarung: Alkalisch = violett e Sauer = gelb ¢ Neutral = blaugrau

*Alkalische oder neutrale Reaktionen bedeuten Dekarboxylierung.

VERFAHRENSBESCHRANKUNGEN

Zur Identifizierung mussen die Mikroorganismen in Reinkultur vorliegen. Fur die endgultige
Identifizierung sollten morphologische, biochemische und/oder serologische Tests durchgefiihrt
werden. Detaillierte Informationen und empfohlene Verfahren sind der einschlagigen
Fachliteratur zu entnehmen.>*"

LEISTUNGSMERKMALE

Vor der Freigabe werden alle Chargen von Lysin-Eisen-Schragagar auf ihre Leistungsmerkmale
getestet. Représentative Proben der Charge mit im Verhéltnis 10" mit Salmonella arizonae (ATCC
13314), Proteus vulgaris (ATCC 9484) und Citrobacter freundii (ATCC 8454) verdiinnten Kulturen
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werden auf Trypticase-Soja-Agar oder Trypticase-Soja-Bouillon getestet, indem der Schragagar
ausgestrichen und die Inokulationsnadel bis zum Réhrchenboden eingetaucht wird. Die Réhrchen
werden mit gelésten Verschlissen bei

35 + 2 °C inkubiert und nach 18 bis 24 h auf Wachstum und Reaktionen untersucht. Das Wachstum
aller Organismen fallt mittel bis stark aus. S. arizonae dekarboxyliert Lysin, angezeigt durch eine
alkalische Reaktion (violett) sowohl an der Schragseite als auch am Réhrchenboden, und ist positiv
fur Schwefelwasserstoffbildung, angezeigt durch eine Schwarzfarbung des Mediums. P. vulgaris
deaminiert Lysin, angezeigt durch eine rote Farbbildung an der Schragseite bei saurem
Réhrchenboden (gelb), und ist negativ fur Schwefelwasserstoffbildung. C. freundii ist sowohl flr
Lysin-Deamination als auch Lysin-Dekarboxylase negativ, woraus eine alkalische Reaktion an der
Schragseite und eine saure Reaktion am Réhrchenboden (gelb) resultiert, die die Fermentierung
von Dextrose anzeigen; Schwefelwasserstoff kann dabei gebildet werden oder nicht.

Xlll LIEFERBARE PRODUKTE
Best.- Nr. Beschreibung
220952 BD BBL Lysine Iron Agar Slants, Packung mit 10 Réhrchen der GréBe K
220953 BD BBL Lysine Iron Agar Slants, Karton mit 100 Réhrchen der GréBe K
297700 BD BBL Lysine Iron Agar Slants, Karton mit 100 Réhrchen der GréBe D
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BD Diagnostics Technischer Kundendienst: setzen Sie sich mit Ihrer zustandigen BD-Vertretung oder
www.bd.com/ds.

‘ Becton, Dickinson and Company Benex Limited
7 Loveton Circle Pottery Road, Dun Laoghaire
Sparks, MD 21152 USA Co. Dublin, Ireland

ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection.
BD, BD Logo, BBL, GasPak and Trypticase are trademarks of Becton, Dickinson and Company. ©2014 BD.
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