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MASSNAHMEN ZUR QUALITATSKONTROLLE

EINFUHRUNG
Harnstoff-Testbouillon ist ein Differenzierungsndhrboden fur Mikroorganismen, insbesondere
fur Enterobacteriaceae, und basiert auf deren Fahigkeit, Urease zu produzieren.

LEISTUNGSTESTVERFAHREN

A. Anleitung zur Herstellung eines fertigen Nahrbodens aus Harnstoff-Testbouillon-Konzentrat
10X:

1. Far die Zubereitung des Nahrbodens unter aseptischen Bedingungen 1 mL des Konzentrats
zu 9 mL kaltem, sterilem destilliertem Wasser hinzugeben. Gut durchmischen.

2. Unter aseptischen Bedingungen in Mengen zu 3 mL in kleine sterile R6hrchen geben.

Test des fertigen Nahrbodens (Harnstoff-Testbouillon):

1. Reprasentative Proben mit den nachstehend aufgefuhrten Kulturen inokulieren.

a. Mit einer fur 0,01 mL kalibrierten Impfése die Bouillon grtndlich (3 Impfésen voll)
inokulieren, und zwar unter Verwendung von 24 bis 48 Stunden alten Kulturen auf
Trypticase-Sojaschragagar.

b. Réhrchen mit gelésten Verschllssen in einer aeroben Atmosphére bei 35 + 2 °C
inkubieren (im Inkubator oder im Wasserbad).

2. Rohrchen nach 2, 4, 6 und 24 Stunden auf Wachstum und Reaktionen Uberprufen.
3. Erwartetes Ergebnis

w

Ureasereaktion

*Proteus vulgaris + (intensive rosarote bis rotviolette Farbe)
ATCC 8427

Morganella morganii + (intensive rosarote bis rotviolette Farbe)
Subspezies. morganii

ATCC 8019

*Salmonella enterica - (Keine Farbanderung)

Subspezies. enterica
Serotyp Typhimurium
ATCC 13311

* Empfohlener Stamm des Mikroorganismus fur Qualitatssicherung durch den Anwender.

ZUSATZLICHE QUALITATSKONTROLLE
Réhrchen genau betrachten, wie unter , Haltbarkeit des Produkts” beschrieben.

2. Reprasentative Rohrchen visuell Uberprifen, um sicherzustellen, daf3 deren Nutzung nicht
durch Beschadigung beeintrachtigt wird.

3. pH-Wert mit dem Potentiometer bei Raumtemperatur GUberprtfen, ob ein Bereich von
6,8 + 0,2 eingehalten wird.

4. Reprasentative, nicht inokulierte Rohrchen bei 20 — 25 °C und bei 30 — 35 °C inkubieren und
nach 7 Tagen auf Kontamination durch Mikroorganismen tberprtfen.

PRODUKTINFORMATIONEN

VERWENDUNGSZWECK
Harnstoff-Testbouillon wird verwendet zur Differenzierung von Mikroorganismen,
insbesondere Enterobacteriaceae, auf der Grundlage ihrer Ureaseproduktion.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Harnstoff-Testbouillon wurde von Rustigian und Stuart entwickelt.' Das Produkt kann zur
Identifizierung von Bakterien auf der Grundlage ihrer Harnstoffmetabolisierung verwendet
werden. Es wird besonders zur Differenzierung zwischen den verschieden Mitgliedern des
Genus Proteus von den Mitgliedern der Genera Salmonella und Shigella zur Diagnose von
Darminfektionen empfohlen.? Der N&ahrstoff ist positiv fir Proteus, Morganella-morganii-
Subspezies morganii, Providencia rettgeri und einige Providencia-stuartii-Stamme mit
Reklassifizierung der Mitglieder des Stammes Proteeae.
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Urease-Basis wird auch als filtersteriliertes Zehnfachkonzentrat (10X) zur Verwendung bei der
Herstellung von Harnstoff-Testbouillon geliefert.

VERFAHRENSGRUNDLAGEN

Das Harnstoffmedium von Rustigian und Stuart' ist besonders geeignet zur Differenzierung von
Proteus-Spezies und anderen gramnegativen Enterobazillen, die Harnstoff aufnehmen kénnen,’
da die letzteren dies in Harnstoff-Testbouillon nicht bewerkstelligen kénnen, weil nur in
begrenztem Umfang Nahrstoffe vorhanden sind und der Nahrboden eine hohe Pufferkapazitat
aufweist.

Wenn Mikroorganismen Harnstoff metabolisieren, bildet sich bei der Inkubation Ammoniak,
wodurch die Gesamtreaktion dieser Nahrboéden alkalisch wird und eine rosarote Férbung
entsteht. Infolgedessen 148t sich die Ureaseproduktion durch einen Umschlag des Phenolrod-
Indikators nachweisen.

REAGENZIEN

Harnstoff-Testbouillon-Konzentrat 10X

Ungefahre Zusammensetzung* je 1 L destilliertes Wasser
Harnstoff ......ooooeeeeee e
Kaliumdihydrogenphosphat
Dinatriumphosphat........ccocceeviiiiiiniineeeee,
Hefeextrakt .....cocovvieniiennienns
PheNnOIrot......ccooieeieeeeeeee e

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

Harnstoff-Testbouillon

Ungefahre Zusammensetzung* je 1 L destilliertes Wasser
Harnstoff .....oooeeeeeee e
Kaliumdihydrogenphosphat ...
Dinatriumphosphat........ccccceiiiiriiiiii e
Hefeextrakt ..o,
o] 01T 0 Vo] [ e S

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

Warnungen und VorsichtsmaBnahmen

In-vitro-Diagnostikum.

Fest verschlossene Réhrchen sollten vorsichtig gedffnet werden, um Verletzungen durch
Glasbruch zu vermeiden.

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

Aufbewahrung:

Nach Erhalt Réhrchen im Dunkeln bei 2 — 8 °C lagern. Einfrieren und Uberhitzen vermeiden.
Verpackung der Sackchen erst unmittelbar vor Gebrauch 6ffnen. In Réhrchen geman
Kennzeichnung aufbewahrte Néhrbégen kénnen bis zum Verfallsdatum inokuliert und Gber die
empfohlene Zeit inkubiert werden. Vor Lichteinwirkung schiitzen.

Haltbarkeit des Produkts:

Réhrchen bei Anzeichen von Kontamination durch andere Mikroorganismen, Verfarbung,
Eintrocknen oder sonstigen Anzeichen von Produktverfall nicht verwenden.

PROBENENTNAHME UND -HANDHABUNG

Kultivierbare Proben kénnen auf unterschiedliche Weise gehandhabt werden. Detaillierte
Informationen enthélt die entsprechende Fachliteratur.* Die Proben sollten vor Gabe von
Antibiotika entnommen werden. Fir einen umgehenden Transport zum Labor ist zu sorgen.

VERFAHREN
Mitgeliefertes Arbeitsmaterial:
Urease Test Broth oder Urease Broth Concentrate, 10X
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Benotigtes, jedoch nicht mitgeliefertes Arbeitsmaterial:
Zusatzliche Kulturmedien, Reagenzien, Qualitatskontrollorganismen und Laborgerate, die fur
dieses Verfahren gebraucht werden.

Testverfahren:
Aseptische VorsichtsmaBnahmen beachten.

Wenn Harnstoff-Testbouillon-Konzentrat 10X verwendet wird, fertigen Nahrboden wie im
Abschnitt ,, Qualitatskontrolle” beschrieben zubereiten. Kristalle, die sich unter Umstanden im
Konzentrat bilden kénnen, I6sen sich gewohnlich bei Raumtemperatur wieder auf oder nach
einigen Minuten im Wasserbad bei 40 °C.

Bouillon mit einem starken Inokulat (3 Impfdsen voll) von Bakterien auf einer 18 bis 24 Stunden
alten Reinkultur (TSI-Agar oder einem sonstigen geeigneten Néhrboden) inokulieren. Zum
Suspendieren der Bakterien Réhrchen vorsichtig schitteln. Rohrchen mit gelésten Verschlissen
bei 35 + 2 °C inkubieren (im Inkubator oder im Wasserbad). Reaktionen nach 2, 4, 6, 24 und 48
Stunden Uberprufen.

Qualitatssicherung durch den Anwender
Qualitatssicherung durch den Anwender siehe oben unter ,MaBnahmen zur Qualitatskontrolle”.

Es sind die geltenden gesetzlichen und behérdlichen und in den Akkreditierungsbedingungen
festgelegten Vorschriften zur Qualitatskontrolle sowie die laborinternen Standardvorgaben zur
Qualitatskontrolle zu beachten. Benutzer sollten die relevanten CLSI-Dokumente und CLIA-
Vorschriften Uber geeignete Testverfahren zur Qualitatskontrolle einsehen.

ERGEBNISSE
Die Ureaseproduktion ist zu erkennen an einer intensiven rosaroten (rotvioletten) Farbe der
gesamten Bouillon.

Das Fehlen einer Farbanderung bedeutet eine negative Reaktion: die Bouillon bleibt gelblichrot.
Listen ureasepositiver Mikroorganismen enthélt die einschlagige Fachliteratur.”**
VERFAHRENSBESCHRANKUNGEN

Alle Harnstoff-Testmedien griinden sich auf den Nachweis einer alkalischen Reaktion. Aus
diesem Grund sind sie auch nicht spezifisch fur Urease. Bei Metabolisierung von Peptonen (z. B.
durch Pseudomonas aeruginosa) oder anderen Proteinen im Nahrboden kann der pH durch
Proteinhydrolyse und durch Freisetzung von Uberschissigen Aminosauren in den alkalischen
Bereich steigen und somit zu falsch positiven Ergebnissen fihren.’

Zur Identifizierung mufB der Mikroorganismus in Reinkultur vorliegen. Fir die endgtiltige
Identifizierung muissen morphologische, serologische und biochemische Test durchgefthrt
werden. Detaillierte Informationen und empfohlene Verfahren sind der einschlagigen
Fachliteratur zu entnehmen.***

LEISTUNGSMERKMALE

Vor der Freigabe werden alle Chargen von Harnstoff-Testbouillon auf ihre Leistungsmerkmale
getestet. Mit einer fur 0,01 mL kalibrierten Impfése werden repréasentative Proben der Charge
grundlich (3 Impfésen voll) inokuliert, und zwar mit Kulturen von Morganella morganii (ATCC
8019), Proteus vulgaris (ATCC 8427), and Salmonella Typhimurium (ATCC 13311) auf Trypticase-
Sojaagar. Inokulierte Réhrchen mit geldésten Verschlissen bei 35 + 2 °C inkubieren und nach 2, 4,
6, 24 und 48 Stunden Reaktionen ablesen. M. morganii und P. vulgaris ergeben innerhalb von 4
Stunden eine rosarote Farbe des Nahrbodens, was auf die Ammoniakbildung durch
Metabolisierung von Harnstoff hinweist, der den Nahrboden alkalisch werden laBt. Bei
Salmonella Typhimurium fallt der Test der Ureaseproduktion negativ aus, und es kommt zu
keiner Farbanderung des Mediums.

LIEFERBARE PRODUKTE

Best.- Nr Beschreibung

221719 BD BBL Urease Test Broth, 3mL, Packung zu 10 Réhrchen GroBe K.
221098 BD BBL Urease Broth Concentrate, 10X, Packung zu 10 Réhrchen GréBe K.
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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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