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BD Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood, Improved Il

VERWENDUNGSZWECK

BD Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood, Improved Il ist ein selektives Medium zur
Isolierung von grampositiven Mikroorganismen aus einer Vielzahl klinischer und nicht klinischer
Materialien.

GRUNDLAGEN UND ERLAUTERUNG DES VERFAHRENS

Mikrobiologische Methode.

Ellner et al. berichteten 1966 Uber die Entwicklung einer neuen Blutagar-Rezeptur, die als
Columbia Agar bezeichnet wurde.! Dieses Medium, das gréRRere Kolonien und ein
ausgepragteres Wachstum erzielt als vergleichbare Blutagar-Medien, wird flr Kulturmedien, die
Blut enthalten, und fur selektive Zusammensetzungen verwendet. Ellner et al. entdeckten, dass
ein Medium mit 10 mg Colistin und 15 mg Nalidixinsaure je Liter in Columbia-Agar, angereichert
mit 5 % Schafblut, das Wachstum von Staphylokokken, hamolytischen Streptokokken und
Enterokokken unterstiitzt und gleichzeitig das Wachstum von Proteus-, Klebsiella- und
Pseudomonas-Spezies hemmt.® Inzwischen hat die Resistenz der Bakterien gegen Antibiotika
zugenommen. Das trifft besonders auf gramnegative Stabchen zu, die auf Columbia CNA Agar
mit 5% Schafblut gehemmt werden sollten, oft jedoch Wachstum zeigen. Um die hohe
Selektivitat dieses Mediums zu erhalten, wurde in BD Columbia CNA Agar with 5% Sheep
Blood, Improved eine kleine Menge Aztreonam zugegeben. Aztreonam ist ein Monobactam,
das nur gegen die meisten gramnegativen Bakterien wirkt, wahrend grampositive Organismen
nicht betroffen sind.*® In BD Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood, Improved Il wurde
die Nalidixinsdurekonzentration auf 5,5 mg/l reduziert, um die Isolierung grampositiver Kokken
(insbesondere Staphylokokken) in klinischen Proben zu verbessern.

Columbia-Agar ist ein néhrstoffreiches Basismedium. Durch den Zusatz der Antibiotika Colistin,
Nalidixinsaure und Aztreonam ist das Medium selektiv fir grampositive Mikroorganismen,
insbesondere Streptokokken und Staphylokokken. Das Schafblut ermdglicht den Nachweis von
hamolytischen Reaktionen, die insbesondere fiir die Verdachtsdiagnose von Streptokokken von
Bedeutung sind.>*"°

REAGENZIEN
BD Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood
Zusammensetzung* pro Liter destilliertem Wasser

Pankreatisch abgebautes Casein 12.0g Agar 135¢g
Peptisch abgebautes Tiergewebe 5.0 Colistin 10.0 mg
Hefeextrakt 3.0 Nalidixinséaure 5.5
Rindfleischextrakt 3.0 Aztreonam 3.0
Maisstarke 1.0 Defibriniertes Schafblut 5%
Natriumchlorid 5.0 pH7.3+£0.2

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

VORSICHTSMASSNAHMEN

. Nur fur den professionellen Gebrauch. ®

Agarplatten bei Anzeichen von mikrobieller Kontamination, Verfarbung, Austrocknung, Rissen
oder sonstigen Anzeichen von Produktverfall nicht verwenden.

Hinweise zur aseptischen Arbeitsweise, Biogefahrdung und Entsorgung des Produkts sind der
ALLGEMEINEN GEBRAUCHSANLEITUNG zu entnehmen.
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AUFBEWAHRUNG UND HALTBARKEIT

Nach Erhalt Platten bis unmittelbar vor dem Gebrauch im Dunkeln bei 2 — 8 °C in der
Originalverpackung lagern. Einfrieren und Uberhitzen vermeiden. Die Platten kdnnen bis zum
Verfallsdatum (s. Kennzeichnung auf der Verpackung) inokuliert und entsprechend den
empfohlenen Inkubationszeiten inkubiert werden.

Platten aus bereits gedffneten Stapeln mit jeweils 10 Platten kdnnen bei Lagerung in einem
sauberen Bereich bei 2 — 8 °C bis zu einer Woche verwendet werden.

QUALITATSSICHERUNG DURCH DEN ANWENDER

Das Medium mit den nachfolgend aufgefuihrten Stammen inokulieren (detaillierte Informationen
siehe ALLGEMEINE GEBRAUCHSANLEITUNG). 18 — 24 Stunden bei 35 £ 2 °C in einer mit
CO, angereicherten aeroben Atmosphare inkubieren.

Stamme Wachstum
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Gutes bis sehr gutes Wachstum; mdéglicherweise beta-
hamolytisch.
Streptococcus pneumoniae ATCC 6305 Gutes bis sehr gutes Wachstum; alpha-Hamolyse
Streptococcus pyogenes ATCC 19615 Gutes bis sehr gutes Wachstum, beta-Hamolyse
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Gutes bis sehr gutes Wachstum
Proteus mirabilis ATCC 12453 Vollstadndig gehemmtes Wachstum
Nicht inokuliert Rot (blutfarben)
VERFAHREN

Mitgeliefertes Arbeitsmaterial
BD Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood, Improved Il (90 mm Stacker-Platten).
Mikrobiologisch kontrolliert.

Nicht mitgeliefertes Arbeitsmaterial
Zusatzliche Kulturmedien, Reagenzien und Laborgerate nach Bedarf.

Probenarten

Dieses Medium ist ein selektives Universalmedium zur Isolierung zahlreicher aerob inkubierter
grampositiver Bakterien, insbesondere Streptokokken und Staphylokokken, das fir alle Arten

von bakteriologischen Proben verwendet werden kann (siehe auch LEISTUNGSMERKMALE

UND VERFAHRENSBESCHRANKUNGEN).

Testverfahren

Probe méglichst bald nach Eingang im Labor ausstreichen. Diese Platte wird hauptsachlich zur
Isolierung von Reinkulturen aus Proben mit einer gemischten Flora verwendet. Falls das
Material direkt von einem Tupfer kultiviert wird, Tupfer Gber einen kleinen Bereich am Rand der
Oberflache rollen; anschlieRend aus diesem inokulierten Bereich ausstreichen. Um den
Nachweis aller in der Probe enthaltenen Erreger zu gewdahrleisten, muss das Material
gleichzeitig auf entsprechenden nicht selektiven Medien, z.B. BD Columbia Agar with 5%
Sheep Blood, und anderen selektiven Medien, z.B. BD MacConkey Il Agar, ausgestrichen
werden.”™°

BD Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood, Improved Il 42 — 48 Stunden bei 35+ 2 °C in
einer mit CO, angereicherten aeroben Atmosphére inkubieren. Platten nach 18 — 24 Stunden
sowie nach 42 — 48 Stunden ablesen.

Ergebnisse
Das typische Erscheinungsbild haufig auf BD Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood,
Improved Il isolierter Organismen ist wie folgt:

Streptokokken (aul3er Gruppe D) | Klein, weifd bis graulich Beta- oder alpha-Hamolyse

Enterokokken (Gruppe D) Klein, jedoch groRer als Streptokokken der Gruppe A, graulich;
alpha- (selten beta-)Hamolyse

Staphylokokken Grol3, weild bis grau bzw. cremefarben bis gelb, mit oder ohne
Hamolyse

Corynebakterien* Klein bis groR3, weil3 bis grau bzw. gelb, mit oder ohne Hamolyse
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Candida spp. Klein, weild
Listeria monocytogenes Klein bis mittelgrof3, graulich, schwache beta-Hamolyse

Gramnegative Bakterien Kein Wachstum bis Spuren von Wachstum
* Siehe auch Grenzen des Verfahrens

Andere, oben nicht erwéhnte grampositive Bakterien kbnnen ebenfalls auf dem Medium
wachsen (siehe auch LEISTUNGSMERKMALE UND VERFAHRENSBESCHRANKUNGEN).

LEISTUNGSMERKMALE UND VERFAHRENSBESCHRANKUNGEN

BD Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood, Improved Il ist ein verbessertes Medium zur
Isolierung und Kultivierung von zahlreichen aerob wachsenden grampositiven Mikroorganismen,
z.B. Streptokokken, Staphylokokken, coryneforme Bakterien, Listeria spp, und andere. Es ist
vergleichbar mit Columbia CNA Agar mit 5% Schafblut, hat aber eine bessere Selektivitit gegen
gramnegative Bakterien.

Leistungsmerkmale™!

In internen Leistungsevaluierungen wurden mehr als 45 Stamme (klinische Isolate und
Sammelstdmme) grampositiver Bakterien der in Tabelle 1 beschriebenen Spezies mit BD
Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood, Improved Il (= CNA-II) auf Wachstum getestet
und mit BD Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood (= CNA) verglichen. BD Columbia
Agar with 5% Sheep Blood (= COL) wurde als Wachstums-Referenzmedium verwendet. Die
Platten wurden 18-24 Stunden in einer mit CO, angereicherten aeroben Atmosphére
inkubiert.

Chinolon-resistente Proteus-Stamme wurden auf CNA-II vollstdndig gehemmt, zeigten aber
auf CNA und COL starkes Wachstum. Eine Reihe weiterer gramnegativer Stabchen
(Klebsiella pneumoniae, die Breitspektrum-Beta-Lactamasen produzierten, Enterobacter
cloacae und Pseudomonas aeruginosa) wurden getestet. All diese Stamme wuchsen auf
CNA-II nicht, einige produzierten jedoch leichtes bis mittleres Wachstum auf CNA. Auf COL
zeigten alle starkes Wachstum.

Auf CNA-1l wurden mehr gramnegative Bakterien gehemmt als auf CNA, wahrend die
Isolierung der grampositiven Bakterien auf beiden selektiven Medien identisch oder auf CNA-II
besser war als auf CNA.

Zusatzlich wurden verschiedene Stamme von Staphylococcus aureus, die auf CNA schwaches
Wachstums zeigten, auf CNA-II getestet. Diese Stamme zeigten auf CNA-II akzeptables bis
exzellentes Wachstum. Die Koloniegréf3en und Hamolysezonen auf CNA-II waren mit denen auf
COL vergleichbar.

Table 1: Grampositive Species, die auf BD Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood,
Improved Il getestet und nachgewiesen wurden (Inkubation: aerob mit 5 - 8% CO.,)

Corynebacterium diphtheriae*  Staphylococcus hyicus Streptococcus. milleri
Enterococcus faecalis Staphylococcus saccharolyticus** Streptococcus. mitis
Enterococcus faecium Staphylococcus saprophyticus Streptococcus pneumoniae
Enterococcus durans Staphylococcus schleiferi Streptococcus pyogenes
Enterococcus hirae Staphylococcus xylosus Streptococcus sanguis
Listeria monocytogenes Staphylococcus warneri Streptococcus group C
Staphylococcus aureus Streptococcus agalactiae Streptococcus group F
Staphylococcus capitis Streptococcus bovis Streptococcus group G
Staphylococcus cohnii Streptococcus constellatus**

Staphylococcus epidermidis Streptococcus intermedius

* 48 h Bebrutung erforderlich zum Nachweis sowohl auf CNA-II als auch auf CNA

** Diese Arten wachsen besser wenn sie anaerob bebriitet werden; anaerobe Bebritung fiir 42 to 48 h erforderlich zum
Nachweis auf BD Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood, Improved Il als auch auf BD Columbia CNA Agar with 5%
Sheep Blood

Verschiedene anaerobe grampositive Kokken (Peptostreptococcus und verwandte Genera)
wurden ebenfalls auf CNA-II getestet und mit CNA verglichen (anaerobe Bebriitung 42 bis 72
h). Wahrend die meisten Stimme auf beiden Medien wuchsen, bildeten einige Stamme auf
CNA-II schwacheres Wachstum als auf CNA.
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Grenzen des Verfahrens

Gramnegative Bakterien, die eine Resistenz gegen die selektiven Bestandteile aufweisen,
konnen auf diesem Medium wachsen.

Das Wachstum von Candida-Spezies und anderen Pilzen wird auf diesem Medium nicht
gehemmt.

Obwohl es sich hierbei um grampositive Bakterien handelt, wird das Wachstum aerober
Sporenbildner wie beispielsweise Bacillus spp. auf BD Columbia CNA Agar with 5% Sheep
Blood, Improved Il unter Umstanden gehemmt.

Verschiedene Corynebakterien und Mikrokokken wachsen auf BD Columbia CNA Agar with
5% Sheep Blood, Improved Il schwach oder gar nicht.

Dieses Medium darf nicht zur Isolierung strikt anaerober Bakterien eingesetzt werden.
Stattdessen sollte BD Schaedler CNA Agar with 5% Sheep Blood oder BD Columbia CNA
Agar with 5% Sheep Blood dafir verwendet werden.

Es gibt eine gro3e Zahl bakterieller Spezies, die Infektionskrankheiten hervorrufen. Bevor das
Medium routinemé&Rig fiir selten isolierte und neu beschriebene Organismen verwendet wird,
muss seine Eignung daher zunachst durch den Anwender mittels Kultivierung von
Reinkulturen des betreffenden Organismus getestet werden.

Obwohl bestimmte diagnostische Tests direkt auf diesem Medium durchgefiihrt werden
kénnen, sind fur eine vollstandige ldentifizierung biochemische und, falls indiziert,
immunologische Tests unter Verwendung von Reinkulturen erforderlich. "

Columbia-Agar weist einen relativ hohen Kohlenhydratanteil auf, wodurch beta-hdmolytische
Streptokokken eine grinliche hamolytische Reaktion hervorrufen kénnen, die falschlicherweise
als alpha-Hamolyse interpretiert werden kann.
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LIEFERBARE PRODUKTE

BD Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood, Improved Il
REF 257303 Gebrauchsfertige Plattenmedien, 20 Platten
REF 257306 Gebrauchsfertige Plattenmedien, 120 Platten

WEITERE INFORMATIONEN
Weitere Informationen erhalten Sie bei lhrer 6rtlichen BD-Vertretung.

]

Becton Dickinson GmbH

Tullastrasse 8 — 12

D-69126 Heidelberg/Germany

Phone: +49-62 21-30 50 Fax: +49-62 21-30 52 16
Reception_Germany@europe.bd.com

http://www.bd.com
http://www.bd.com/europe/regulatory/

ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection
BD, BD Logo and all other trademarks are the property of Becton, Dickinson and Company. © 2011 BD
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