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1., Elnfihrufg

. -DagMHK-ID System zur Identifizierung von Enterobacteriaceen und Nonfermenter wurde von
% Firfna:Micro-Media Systems Inc., USA, antwickelt und von Biotest AG auf dem eurcpaischi
- .:Markt-eingefuhnt. In der Gruppe der Nonfermenter sind dabei auch andere Oxidase-positive,
"7 .gramnegative Bakterien enthaiten. Das Identifizierungssystem im MikromaSstab beruht aut den
Klassischen Reaktionen von Edwards und Ewing. Zusatzlich 2u den Daten, die mit dieser
Mathode erhalten werden, wurde ein breites Spektrum klinischer isolate mit dem Bictest MHK-ID
System (berprift und die Datenbasis entsprechend korrigiert. Diese Korrektur trégt auch
Unterschieden zwischen den Ergebnissen des Makro-Réhrchen-Tests und des MHK-ID Mikrotests
Rechnung. Dle Angaben (ber positive Reaktionen sind ausschiieflich in Verbindung mit dem
Biotest MHK-ID System flr Enterobacteriaceen und Nonfermenter anwendbar. ’
in der vorliiegenden 5. Ausgabe des MHK-ID Codebuches wurden folgends Anderungen der
Nomenkiatur bzw. Neuaufnahmen von Bakterienspezies bericksichtigt.

Acinetobacter woffii friher Acinstobacter Iwoffi

Alteromonas putrefaciens friher Shewanella putrefaciens
Pseudomonas putrefaciens

Escherichia coli inaktlv neu

Ewingella americana neu

Flavimonas oryzihabitans fraher CDC-Gruppe VE2

Klebsiella ornithinolytica neu _

Kluyvera cryocrescens neu

Morganella morganii biotyp 1 neu

Qligelia ureolytica fruher CDC-Gruppe IVE

Proteus penneri neu

Providencia rustigianii neu

Saimoneiia pullorum neu

Salmaonella subgroup 1 neu

Salmonelta subgroup 2 neu

Salmonella subgroup 3a frither  Arizona hinshawii

Saimonelia subgroup 3b friher Arizona hinshawii

Saimonella subgroup 4 neu

Salmonelta subgroup 5 neu

Sphingomonas paucimobilis  friher Pssudomonas paucimobilis

Weeksella virosa friher CDC-Gruppe lIF

Xanthomonas maltophilia froher Pssudomonas maltophiiia

2. Funktionsprinzip

Das Biotest MHK-ID System flr gramnegative Bakterien kann sowohl zur ldentifizierung von
Entarobacteriaceen (Dextrose-Fermentierer) als auch fir Nonfermentar (Dextrose-
nichtfermantierende Bakterien) eingesetzt werden, Dar Datenbasis beider Keimgruppen liegen
insgesamt 52 Reaktionen zugrunde, wovon far die Identifizierung im Hauptteil 27 biochemische
Reaktionen direkt im Testsystem und 3 (Oxidase, Wachstum auf MacConkey und Motilitat)
auBerhalb des Testsystams durchgeflhrt werden. Die 22 Reaktionen des Nebenteils kénnen bei
Bedarf fir die eindeutige Unterscheidung von zwei oder mehr Bakterienspezies unter der
gleichen Code-Nummar herangezogen werden, Von, diesen insgesamt 30 biochemischen
Reaktionen des Hauptteils der Identifizierung werden fr jede der beiden Keimgruppen 21 zur
~ Erstellung einer 7stelligen Code-Nummer verwendet, die im folgenden aufgeflhrt sind:

1. Enterobacteriaceen:
Oxidase (auBerhalb des Testsystems), Dextrose, VP, ONPG, H,S, Lysin, Arginin, Ornithin,
Urease, Citrat, Malonat, TDA, Indol, Laktose, Saccharose, Arabinose, Raffinose, Rhamnose,
Sorbit, Inosit und Adonit.




2. Nonfermenter: Ce o R
Oxidase (auBerhalb des Testsystems), Dextrose, VP, ONPG, H,S, Lysin; Arginin,” Ornithin,
Ureass, Citrat, Malonat, Indol, Askulin-Hydrolyse, Acetamid, OF-Dextrose, O -Maltose, OF-
Xylose, Gelatine-Verflissigung (im Laktose-Napfchen), Nitrat-Reduktion, - Wachstum auf
MacConkey-Agar (auBerhalb des Testsystems) und Motilitat (auBerhalb des Téstsystems).

Es existieren sine Reihe bakteriologischer Hinwsise, die anzeigen, dafl ein Keim nicht den
Enterobacteriaceen zuzuordnen ist. Pseudomonas aeruginosa (der bekannteste Vertreter der
Nonfermenter) kann in den meisten Fallen durch Geruch, Kolonie-Aussehen, Pigmentbildung und
Oxidasetest erkannt werden. Die Mshrzah! der Nonfermenter sind Oxidase-positiv und die
Bedeutung dieses Tests kann nicht stark genug betont werden. Alle Spezies, die im MHK-ID
Codebuch im Teil fur Enterobacteriaceen aufgefihrt sind, sind Oxidase-negativ und Dextrose-
positiv. Im Teil der Nonfermenter sind vorwiegend solche aufgefihrt, die Oxidase-positiv und
Dextrose-negativ sind. Einige wenige Spezies, die Oxidase-negativ und Dextrose-negativ sowie
Oxidase-positiv und Dextrose-positiv sind (Pasteurella multocida, Aeromonas hydrophila,
Plesiomonas shigelloides) sind ebenfalls im Teil der Nonfermenter aufgeflhrt,.

Falls ein Nonfermenter erwartet wird, solite gleichzeitig mit dem Identifizierungssystem sine
MacConkey-Agarplatte (Biotest Art.-Nr. 902 100) sowie fir die Motilitats-Prifung eine Stichkuitur
in CASO-Agar mit 0,3% Agar-Agar (sishe auch 5. Beschreibung der Zusatztest fir
Enterobacteriacesn Punkt g) Motilitat) angelegt werden. Falls die Motilitats-Prifung im hangenden
Tropfen durchgefihrt wird, kann das Testmaterial mit einer Ose direkt aus der
Wachstumskontrolle oder einem beliebigen Zucker-N&pfchen der bebriteten Testplatte
entnommen werden. FUr den Nachweis des Enzyms Gelatinase wird nach etwa 16 stundiger
Bebritung ein Gelatine-Teststreifen (Biotest Art.-Nr. 934 125) in das Laktose-Napfchen eingelegt.
Die Code-Nummer des Biotyps entsteht durch Zuordnung unterschiediicher Zahlenwerte zu allsn
positiven Reaktionen. In dem nachfolgend dargestellten Auswerteblatt, welches jedem
Testsystem mitgsliefert wird, sind die Reaktionen und die ihnen zugeordneten Zahlenwerte bei
positiver Reaktion angegeben. Jede negative Reaktion erhilt den Zahlenwert O. Auf dem
Auswertsblatt sind in der oberen Reihe die zur Auswertung der Enterobacteriaceen bestimmten
Reaktionen und in der unteren Reihe die zur Auswertung der Nonfermenter aufgefihrt, Dabel
ergeben jewells 3 biochemische Reaktionen einen Zahlenwert fir die siebenstellige Code-
Nummer des Biotyps. Innerhalb eines jeden Tripletts ist jewsils die erste biochemische Reaktion
dem Zahlenwert 4, die zweite dem Zahlenwert 2 und die dritte dem Zahlenwert 1 zugeordnet, Die
Zahlenwerte innerhalb eines Tripletts werden aufaddiert und in die Spalte fir die Code-Nummer
des Biotyps eingetragen. Hierdurch ergibt sich die siebenstellige Code-Nummer fir den Biotyp,
Alle Code-Nummern der méglichen Biotypen der Enterobacteriaceen-Gruppe sind in Volume 1,
alle moglichen Code-Nummern der Nonfermenter-Gruppe sind in Volume 2 des Codebuches
aufgelistet. Eine verklrzte Aufstellung der haufigsten Code-Nummern ist unter Punkt 9. dieser
Einleitung aufgefuhrt und kann zur ersten Orientisrung herangezogen werden, N

Auswertungsbeispiel fiir Enterobacteriaceen:

Test Oc | Bxy WP | ONJHS] ty |[Apf or { Ur | ce{Ma|TOAInd] La ] sa Ar Ra {Rhi{iSo| In Ad
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Auswertungsbeispiel fir Nonfermenter:

(

Test ox jDx|ve|on]lHStylAg| Or|u ] Ci]|Ma]TDA|INd La | Sa Ar Ra | Rh | S0 I Ad
ENTERQ-

, BACTERIA:
Reaktion CEEN
(+)-Wert 4 2 ] 4 2 1 4 2 1 4 2 1 4 2 1 4 2 1 4 2 1
Code-Nr.

e Bioiyps 4 0 1 2 5 1 4
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In beiden Teilen des Codebuches sind auf jeder Seite jeweils 3 Spalten von Code-Nummern
aufgefiihrt, Jeder Code-Nummer folgen die dazugehdrigen Bakterienspezies sowie die relative
Wahrscheinlichkeit in % (RP%) und eventuell notwendige Zusatztests (ADD.TEST POS. %). Die
relative Wahrscheinlichkeit ist dabei ein Ma8 dafilr, ob die [dentifizierung des Keimes korrekt if
Wenn mehr als eine Maglichkeit einer Keimspezies angegeben ist, gibt die relath
Wahrscheinlichkeit die Haufigkeit an, mit der dieser Keim der aufgefiihrien Biotyp-Nummer
zuzuordnen ist. Eine Wahl wie z, B. E. coli 98 % und Serratia liquefaciens 2 % gibt an, daf die
Wahrscheinlichkeit fiir E. coli sehr hoch ist. Dies bedeutet jedoch nicht, daf3 der Keim nicht auch
Serratia liquefaciens sein kann. Hierbei kénnen dann zusétzliche Tests notwendig werden, um
eine eindeutige Identifizierung zu erhaiten. In den Teilen 4, Zusatztests fir Enterobacteriaceen und
7. Zusatztests fir Nonfermenter finden Sie weitere biochemische Reaktionen zur eindeutigen
Unterscheidung von zwei oder mehr Bakterienspezies. In dem oben aufgefiihrten Beispiel gentgt
es zu wissen, daB die meisten Serratia liquefaciens-Stdémme Gelatine verfliissigen, wahrend E.
coli zu 100 % negativ sind.

Im Codebuch ist weiterhin zu beachten, daB bei siner Vieizahi von Code-Nummern die Endziffer
mit einem Bindestrich und einer weiteren Ziffer versehen ist. Dies bedeutet, daB den
dazwischenliegenden Endziffern derselben Bakterienspezies die gleiche relative Wahr-
scheinlichkeit zuzuordnen ist.

Als Beisplel:

BIOTYPE NUMBER RP % (
ORGANISM NAME

2504051-3
Klebsiella ozaenae 99

bedeutet
2504051
Klebsiella ozaenae 99
2504052
Klebsiella ozaenae g9
2504053
Klebsiella ozaenae a8




Die meisten Enterobateriacesn und Nonfermenter wachsen im Biotest MHK-ID System geniigend
schnell, um eine Identifizisrung nach 18 bis 24 Stunden Wachstum zu ermbglichen. In einigen
Féllen jedoch, insbesondere bei Nonfermentern laufen einige biochemische Reaktionen
langsamer ab und bendtigen daher 48 Stunden Wachstum, um ein positives Ergebnis zu liefern.
Das Identifizierungssystem kann in folgenden Fallen fur weitere 24 Stunden inkubiert werden:

1. Wenn ein Keim innerhalb von 24 Stunden nicht wenigstens 3 positive Reaktionen zeigt.

2. Um bei der gleichen Code-Nummer die Wahimdglichkeit zwischen verschiedenen
Bakterienspezies einzuschranken, besonders wenn innerhalb 24 Stunden weniger als 3
positive Reaktionen auftreten.

3. Wenn die ermittelte Code-Nummer nach 24 Stunden Wachstum nicht im Codebuch vorhanden
ist.

Diese Reinkubation kann nicht nur zu mehr positiven Reaktionen filhren und so eine exaktere
Bestimmung des Erregers erlauben, sondern sie erméglicht auch, konkurrierende Keime
auszuschlieBen und die Wahrscheinlichkeit des getesteten Keimes zu erhthen.

Ein Belspiel:

Moraxella spezies, eine Keimgruppe die nur sehr langsam reagiert, zeigt nach 18 bis 24 Stunden
inkubation nur eine positive Oxidasereaktion, die zu einem Biotyp mit der Nummer 4000000 und
einer Wahrscheinlichkeit von 62 % fihrt. 2 andere Bakterien ergeben die gleiche Biotyp-Nummer.
Nach 48 Stunden Inkubation zeigt Moraxelia spezies immer noch nur die positive Oxidasereaktion
und fuhrt somit zur gleichen Code-Nummer. Jedoch ein signifikanter Prozentsatz jeder der beiden
konkurrierenden Spezies hat bis dahin eine andere positive Reaktion gezeigt, so daB die
Wahrscheinlichkeit fiir Moraxella spezies nach 48 Stunden steigt.

Falls eine Biotyp-Nummer keine eindeutige Identifizierung zuléht, kénnen Zusatztests
herangezogen werden. Diese sind jedoch nicht in der siebenstelligen Code-Nummer
berlicksichtigt. Im Codebuch sind diese Zusatztests zur Bestatigung einer ldentifizierung unter
"ADD.TEST" angegeben. Diese Bestatigungstests, sowie deren Abkirzungen und positive
Reaktionen fur die einzelnen Keimspezies, sind im folgenden fir Enterobacteriaceen und
Nonfermenter getrennt beschrieben.




3. Schliisselreaktionen fiir Enterobacteriaceen

Dextrose: Farmentierer
Oxidase: Negativ
NO,: — NO,

MacConkey:  Positiv

TDA - TDA +
| I | I
VP + VP - Urease + Urease -
"KES'-Grupps Morg. morganii Prov. alcalifaciens !
Ent. aerogenes Prot. mirabilis Prov. rustigianii
Ent. aggliomerans Prot. penneri Prov. stuartil
Ent. cloacae Prot. rettgeri
Ew. americana Prot. vulgaris
Kl. oxytoca
Kl. pneumoniae
Serr, marcescens
Serr. rubidaea
l i
ONPG + ONPG -

C. amalonaticus Edw. tarda

C. diversus S. choleragsuis

C. freundii S. gallinarum

E. coli S. paratyphi A

Kluyvera cryocrescens S. pullorum

S. subgroup 3a S. subgroup 1

S. subgroup 3b S. subgroup 2

S. subgroup 5 S. subgroup 4

Shig. sonnei Shig. species

Yersinia enterocolitica

‘




Erganzung zur Salmonellen-Klassifizierung

Erreger aus der Salmonella-Arizona Gruppe unterliegen historisch bedingt fortlaufenden
Anderungen hinsichtlich ihrer Nomenklatur. Daher tberrascht es nicht, daB gerads in diesem
Bereich der Identifizierung von Enterobacteriaceen Unklarheit bezliglich der Einteilung in
Spezies, Subspezies oder Serotypen besteht.

Die meisten Serotypen humanmedizinischen Ursprungs gehéren zur Subgruppe 1.
Gelegentlich kénnen auch Stamme der Subgruppe 3a und 3b isoliert werden; sehr selten
jedoch aus Subgruppe 2, 4 oder 5. Hier handeit es sich in erster Linie um Stamme, die in
Rohstoffen von Lebensmitteln, Kaltblitern und in der Umwelt vorkommen. Nachfolgend eine
Auflistung aller Spezies, die sich mit weiteren Serotypen innerhalb der verschiedenen
Subgruppen befinden:

Salmonella subgroup 1 Salmonella choleraesuis
Salmonella enteritidis
Salmoneila paratyphi A,B,C
Salmonella typhi
Salmenella typhimurium
Salmenella gallinarum
Salmonelia pullorum

Salmonella subgroup 2 Salmonella salamae
Salmoenella subgroup 3a Arizona arizonae
Salmonella subgroup 3b Arizona dlarizonae
Salmonella subgroup 4 Salmonella houtenae
Salmonelia subgroup 5 Salmonella bongori

Die serologische Bestétigung von Salmonellen ist in jedem Fall erforderlich und wird mit dem
Zusatzvermerk

ADD.TEST POS. % SEROLOGY

im Hauptteil des Codebuches ausgewiesen.




5. Zusatiztests (% positiv) filr Enterobacteriaceen

Spezies . Asait. | Collobloss. [ Askulin- I Gelatina | . Giyoerin .|,

Citrobacter amalonaticus 0 100 10 ] 70 a5 95 0
Citrobacler diversus 100 93 2 0 88 75 a 0
Citrcbacter freundit 0 55 ¢ 0 98 20 96 Q
Edwardsielia tarda 0 0 0 0 30 25 1] Q
Enterobacter asrogenes 100 100 98 4} o8 95 98 0
Enterobacter agglomerans 50 85 60 2 30 25 35 0
Enlerobacter cloacace 16 29 30 0 40 30 98 0
Enterobacter gergovias a7 99 97 0 100 97 t] 0
Enterobacter sakazakii o 100 100 0 15 1 99 0
Escherichia coli 5 35 0 75 95 3 o
Escherichia coli inaktiv 5 5 0 85 85 i 0
Ewingella amaricana 89 10 50 ¢ 24 35 5 1)
Hatnia aivel [¢] 15 7 o 85 70 95 ¢}
Klebsielia omithinolytica 100 100 100 4] 100 100 100 0
Klebsiefla oxytoca 98 160 100 ¢ 99 98 a7 0(
Klebsietla ozaenae g5 92 80 0 65 50 88 0
Klebsiella preumoniaa 98 95 99 0 97 95 93 4]
Kiebsiella rhinoscleromatis 100 100 30 0 50 50 80 4]
Kluyvera ascorbata 0 100 99 0 40 35 92 4]
Kluyvera cryocrescens 0 100 100 0 19 86 0
Marganella morgani 4] 0 0 i} 5 a5 o8 0
Morganella morganii biotyp 1 4] 0 v} 4} 100 100 91 0
Proteus mirabilis 0 1 4] 90 70 8r a8 a2
Proteus penneri 0 0 0 50 55 8BS 99 45
Proteus vuigaris 0 0 50 a1 G0 80 99 .80
Providencia alcafifaciens 0 1 0 0 15 90 100 0
Providencia rettgeri 100 3 35 0 60 85 97 1]
Providencla rustigianii o 0 0 0 5 50 100 0
Providencia stuarti 0 & 0 0 50 90 100 0
Salmoneila choleraesuis 1 1] 0 0 1] 85 0 [¢]
Salmoneila gallinarum 1] 10 0 o 1] 100 0 4]
Salmonella parathyphl A 0 5 o 1] 10 0 0 0(:
Satmonella puliorum 0 5 0 0 0 0 0 0
Satmonelia subgroup 1 0 5 5 0 1] )] 0
Salmonella subgroup 2 0 0 15 2 25 50 0 0
Salmonelia subgroup 3 a ] ] 1 o] 10 5 1 0
Salmonella subgroup 3 b 1 i 1 [¢] 10 20 1 0
Salmonella subgroup 4 5 50 [¢] 4] 65 95 0
Salmonella subgroup 5 4] 0 0 0 4] 0 100 0
Salmenella typhi 0 0 Y 0 20 100 1] o
Serratia liquefacians 0 5 97 20 95 75 90 BS
Serratia marcescens 0 5 95 90 95 75 95 98
Serrafia ribldaea 85 94 94 90 20 70 25 a9
Shigella dysanteriae [} 0 0 0 10 30 0 [¢]
Shigella sonnei 0 0 15 80 [} [}
Shigella specias (s boydi, Sfiexnen} 4] 0 0 10 30 0 4]
Yersinla enterocolitica 40 76 25 0 90 85 2 55
Yersinla pseudotuberculosis o 0 95 0 50 50 0 3]




Zusatztests (% positiv) fiir Enterobacteriaceen (Fortsetzung)

Spezies i

| = Maltoss

Citrobacter amalonaticus

100

Citrobacter diversus 100 100

Citrobacter freundil 99 99

Edwardsiella tarda 100 0

Enterobacler aerogenes 99 100

Enterobacter agglomerans 89 100

Enterobacter cloacace 160 100

Entercbacter gergoviae 100 99

Entercbacter sakazakii 100 100 100 96 1 89 100 100
Escherichia coli 95 98 88 85 95 40 928 95
Escherichia coli inaktiv 80 93 97 5 30 10 20 70
Cwingella americana 16 100 99 60 [¢] 80 e 13
Halnia atvel 100 99 100 85 0 13 95 93
Klebsiella ornithinciytica 100 100 100 0 96 100 100 100
Klebsiella oxytoca 100 99 100 0 93 100 100 100
Klebsiella ozaenze g5 100 100 1] 25 97 98 95
Klebsielta pneumonias 98 99 99 0 90 99 99 99
Klebsiella rhinoscleromatis 100 100 100 0 0 98 100 100
Kluyvera ascorbata 160 100 100 98 80 100 100 99
Kluyvera cryocrescens 100 95 100 90 81 100 100 a1
Morganeila morgani 0 0 a8 a5 0 v, 10 0
Morganella morganii biotyp 1 1] a5 0 0 0 o

Proteus mirabilis 0 95 4] 0 98 98
Proteus penneri 100 0 8] a5 4] [ 55 100
Proteus vulgaris 97 0 95 o] 50 30 95
Providencla alcalifaciens t 2 100 98 0 1 2 i
Providencia retigen 2 100 100 94 4] 50 10
Providencta rustigianii 0 0 100 30 0 1] ]
Providencia stuanii 1 10 100 85 1] 2 98 7
Salmanella choleraesuis 95 98 95 85 0 0 1] 98
Salmonella gallinarum 80 100 100 0 50 4} 50 70
Salmonella parathyphi A 95 100 100 95 0 0 100 0
Salmonelta pullorum 5 100 100 0 1] ] 90 90
Salmonella subgroup 1 a7 100 100 85 80 0 98 97
Salmonella subgroup 2 100 100 85 98 96 5 100 100
Salmoneila subgroup 3 a 98 100 100 99 a0 0 99 100
Salmonelta subgroup 3 b 98 100 100 a9 30 o 99 100
Salmonella subgroup 4 100 98 100 98 0 60 100 100
Salmonella subgroup 5 100 100 100 100 00 ¢ 100 100
Salmonelia typhi o7 100 100 97 0 0 100 82
Seratia liquefaclens 98 160 100 95 0 a7 100 100
Serralia marcescens 896 99 93 97 0 95 g9 7
Serratia rubidasa 99 100 100 a5 0 99 100 o9
Shigella dysentariag iy} 93 100 ] ] ] 8O 2
Shigella sonnel ) 09 100 0 10 100 2
Shigella spscies (3 boydi, 5 Hane) 30 93 100 [+ [+ 80 2
Yersinla enterocolitica 75 98 100 2 20 28 70
Yersinia pseudoluberculosts g5 100 100 0 ¢ 25 100 100




6. Beschreibung der Zusatztests flir Enterobacteriaceen
(In Klammern die im Haupteil des Codebuches verwendeten Abkirzungen)

a) Kohlenhydrat-Verwertung
Arabit (AROL), Cellobiose {CELL), Glycerin (GYOL), Mannit (MANN), Trehalose (TREH),
Salicin {(SALL)
Fur diesen Test wird eine Phenolrot-Bouillon benétigt, die wie folgt hergestellt wird:

Lésung A  Pepion 10,0 g
Natriumchlorid 50 g
Phenolrot 0,018 g
destilliertes bzw, deionisiertes Wasser 800 mi

pH-Wert auf 7,4 einstelien

Lésung B gewlinschtes Kohlenhydrat 10,0 g

destilliertes bzw. deionisiertes Wasser 200 m!
Die Lésungen A und B werden getrennt flr 15 Minuten bei 121° C autoklaviert, nach dem
Abkihlen gemischt und unter aseptischen Bedingungen in sterile Rohrchen abgefllt, Eine
positive Reaktion wird durch Gelbfarbung des Mediums angezeigt.
Die Ergebnisse der Kohlenhydrat-Verwertung fir Maltose (MALT) und Xylose (XYLO) kénny
direkt im Nonfermenter-Teil des Testsystems abgelesen werden. ‘

b) Askulin-Hydrotyse (ESCL)
Dieser Test kann ebenfalls im Nonfermenter-Teil des Testsystems abgelesen werden.

¢) Gelatine-Verflussigung (GELT)
Die Gelatine-Verflissigung wird ebenfalls im Testsystem durchgefuhrt. Hierbei ist die
Gebrauchsanleitung zu beachten, Es muB darauf hingewiesen werden, daB der Test bei
290 C durchgefihrt werden muB. Hierzu kann der Gelatine-Teststreifen, Biotest Art.-Nr. 934
125 unter aseptischen Bedingungen in das Laktose-Népfchen der Testplatte eingelegt und bei
Raumtemperatur inkubiert werden.

d) Jordan's Tartrat (JTAR)

Zusammensetzung:

Pepton 10,0 g
Natrium-Kalium-Tartrat 10,0 g

Natriumchlorid : 5,0 g

Agar-Agar 15,0 g :
Phenoirot 0,024 g (
destilliertes Wasser 1000 mi

End-pH-Wert 7,8

Die Losung wird zum Kochen erhitzt und zu 3 bis 5 ml in Rohrchen mit SchraubverschiuB
aufgeteiit. Danach werden die Réhrchen 15 Minuten bei 121° C autoklaviert und anschlieBend
in aufrechter Position abgekiihit. Das Medium wird durch tiefes Einstechen beimpft und fur 18
_ 24 Stunden bei 37° C bebritet. Positive Reaktionen werden durch Entwicklung einer
Gelbfarbung angezeigt.

g) KCN-Test (KCNT)
Fur diesen Test wird folgende Bouillon hergestelit:

Proteose Pepton Nr. 3 3,0 g
Natriumchiorid 50 g
KH,PO 0,225 ¢
K,HPO, x 2H,0 5,64 g
destilliertes Wasser 1000 mi

End-pH-Wert 5,6
Nach Léisung werden 1 mi im Réhrchen mit SchraubverschluB verteilt und fir 15 Minuten bei
121° C autoklaviert. Das Medium muB anschlieBend im Kihischrank aufoewahrt werden. K¢

9




f)

vor Beimpfung werden 0,014 ml siner frisch zubereiteten 0,5%igen KCN-Lésung (in kaltem,
sterilisierten Wasser, vorsicht giftigl) zugefiigt. Nach der Beimpfung wird die VerschluBkappe
locker aufgesetzt und die Réhrchen fir 18 - 24 Stunden bei 37° C bebrltet. Ein positiver Test
wird durch Wachstum angezeigt.

Lipase (LASE)

Zusammensetzung:

Pepton 10,0 o]
Hefeextrakt 3,0 g
Natriurnchlorid 50 g
Agar-Agar 20,0 g
Viktoriablau, 1:500 100 mi
destilliertes Wasser 900 mi
Maisdl 50 mi

End-pH-Wert 7.8

Nach Lésung werden 3 bis 5 ml in Rdéhrchen mit SchraubverschiuB aufgeteilt und fir 30
Minuten bei 113° C autoklaviert. Danach in schrager Position abkihlen Jassen. Die Schrég-
flache wird dann mit dem Testkeim beimpft und fir 18 - 24 Stunden bei 37° C bebrltet.
Lipase-positive Keime bilden in dem Medium eine dunkelblaue Farbe. Da die Lipase-Reaktion
bei einigen Keimen verzégert sein kann, soliten unbeimpite Rdhrchen als negativ-Kontrollen
mitbebritet werden,

g) Motilitat (MOTL)

Da die Bestandteile verschiedener Beweglichkeitsmedien sehr unterschiedlich sind, wird
empfohlen, die Beweglichkeit mit dem héngenden Tropfen-Test® oder durch Farbung der
Geiseln durchzufiihren. Wenn ein Beweglichkeitstest im Agarrdhrchen erforderlich ist, wird das
folgende Medium empfohlen:

Hefeextrakt 3,0 g
Pepton aus Casein 10,0 g
Natriumchlorid 5,0 g
Agar-Agar 3,0 g
destilliertes Wasser 1000 mi
Triphenyt-Tetrazoliumchlorid, 1%ig 50 mi

End-pH-Wert 7,2

Die Lésung wird zum Kochen erhitzt und zu je 4 mi in Réhrchen mit Schraubverschiuf
aufgeteilt. Danach wird fiir 15 Minuten bei 121° C autoklaviert, AnschlieBend in senkrechter
Position abkihien lassen. Zur Beimpfung wird mit einer geraden Impfnadel in das obere Drittel
des Mediums gestochen, wobei dies méglichst im Zentrum des Réhrchens geschehen soll.
Danach wird fur 24 bis 48 Stunden bei 37° C bebriitet. Bewsgliche Mikroorganismen kénnen
sich sichtbar in den Agar hinein bewegen (Tribung des Agars vom Stichkanal ausgehend).

h) Mukat (MUTE)

Fur den Mukat-Test wird folgende Bouillon hergestelit:

Pepton 10,0 g

1/10 N NaOH-Lésung ca. 8,5 mi
destilliertes Wasser 1000 mi
Bromthymolblau-Lésung, 0,2%ig 12,0 mi

Natriummukat 10,0 g

Das Pepton und das Natriummukat werden in destilliertem Wasser gelést und die Losung mit
der 1/10n NaOH-Loésung auf pH 7,4 eingestelit. Danach wird die Bromthymolblau- Ldsung
zugesetzt, in Rdhrchen zu je 4 mi abgefillt und 20 Minuten im Dampftopf erhitzt. Zum Test
werden je 2 Réhrchen mit einer 18 - 24-sttindigen Bouillonkultur beimpft, 7 bis 14 Tage bei 37°
C bebriitet und die Farbreaktion taglich tberprft. Eine positive Reaktion wird angezeigt durch
einen Farbumschlag tiber griingelb nach weiB, der sich dann zum Teil wieder nach blau
zurickentwickeln kann. :
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7. Schliisselreaktionen fiir Nonfermenter

Dextrose O Positiv Dextrose Ol: Negativ
Dextrose OF: Pasitiv Dextrose OF: Positiv

|
| 1

Dextrose Ol: Negativ
Dextrose OF: Negativ

Oxidase-

Acinstobacter lwoffii
Flavimonas
Xanthomonas

Oxidase- Oxidase +
Entero- Aeromonas
bacteriaceen Chromobacterium

Pasteuratia
Oxidase -

Acinetobacter anitratus

Oxidase +

Flavobacterium specias
Pseudomonas aeruginosa
Pssudomonas putida
Pssudomonas stutzeri
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Oxidase +

Achr xylosoxidans
Alcaligenes species
Alteromonas
Bordetella
Flav.odoratum
Moraxella

Oligella

Pseudomonas cepacia
Pseudomonas species
Weeksella

(._




8. Zusatziests (% positiv) fiir Nonvermenter

Spezies: 1. Celnmld i ;._PNB@ “| Fuoreszent Wachstum

Achromobacter species 0 0 40

Achromobacier xylosoxidans 100 0 0 96

Acinstobacter anitratus 0 1] 98

Acinetobacter kvoffi 0 0 62

Asromonas hydrophita 30 0

Alcaligenes spacias [ 33 0
Alteromonas putrefaciens 0 79 69

Bordetella bronchiseptica 0 1) 64 48

Chromobacterium viotaceum ‘ 85

Flavimonas oryzihabitans 20 0 47 13

Flavobacterium meningosepticum 0 100 45 4]

Flavobacierium odoratum 100 A

Flavebacterium speclos o] ] 30 ¢}

Moraxella species 1] 0 40 0

Otigella ureolytica 1] 0 0 30

Pasteurella multocida

Plesiomonas shigelioides 100
Psaudomonoas aerugionsa o0 29 100 87 10
Pseudomonas cepacia 64 0 69 ] 30
Pseudomoenas fluorescens 95 69 1] 97 92
Pseudomonas pulida 83 99 96 0
Pseudomonas species

Pseudomonas stutzeri 1] 92 85 1
Shingomoenas paucimobilis 0 t2 0 0
Vibrio choleras 93(25°C})

Vibrio choleraa ef tor

Vibrio parahaemolyticus 92{25°C)

\Weeksalla virosa 1] 0 70

Xanthomonas maltophilia o 0 59
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Zusatztests (% positiv) flir Nonvermenter (Fortsetzung)

Spezles e ~sae
B e | Frukdose . .. alanin, " 1 Hydrolysa
B i ] : S ‘Deaminase {7377

Achromobacler species 100 o 75 75 ]
Achromaobacter xylosoxidans 67 0 i}

Acinetobacter anitralus 100 99 98 4]

Acinelobacter fwoffii 0 o] [¢] 0

Asromonas hydrophila

Alcaligenes specles 0 0 0 0

Alteromonas putrefaciens 19 0

Bordetelia bronchiseptica 0 o] 0 Q 1]

Chromobacterium violaceum

Flavimonas oryzihabitans 100 0 100 93 40
Flavobacterium meningosepticum 100 81 100 o] e} 0
Flavobacterium odoratum

Flavobacterium species 97 1] 97 ] 100 100
Moraxelia spacies 0 o 0

{ligslla ureolytica o 100

Pasteurella multocida

Plesiomonas shigelloides

Pseudomencas asrugionsa 91 0 83 24 1

Pseudomonas cepacia 100 100 100 0 0

Pseudomonas fluorescens 98 19 28 €0 0 0

Pseudomonas putida o9 20 98 42 2 2

Psaudomonas species

Pseudomonas stutzeri 100 1] 93 42 92 92

Shingomonas paucimabills 94 97 100 41 3 3

Vibrio choleras 1] o
Vibrio cholerae el tor 100
Vibrio parahaemolyticus 1

Weeksella virosa 0 1] 0 0

Kanthornonas maltophilia 99 89 98 0
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9. Beschreibung der Zusatziests fiir Nonfermenter
(In Klammern die im Haupttsil des Codebuches verwendeten Abkdrzungen)

a) Cetrimid (CETR)
Die Wachstumspriifung erfolgt auf Cetrimid-Agar, Biotest Art.-Nr. 902 270

¢) DNase (DASE)
Der Nachweis des Enzyms DNase erfolgt auf DNase-Testagar, Biotest Art.-Nr. 902 635. Hierzu
wird die Testplatte kraftig mit der zu untersuchenden Kultur beimpft und 18 - 24 Stunden bei
37° C bebriitet. Anschliefend wird die Platte mit 1 N HC! (vorsicht atzend!) Uberflutet. Eine
helle Zone um die Kolonien zeigt eine postive DNase-Reaktion an.

d) Fluoreszenz (FLUR)
Die Fahigkeit zu fluoreszieren kann mit der Primarkultur unter Zuhittenahme einer UV-Lampe
nachgewiesen werden.

e) Wachstum 42° C (G42C)
Die Wachstumspriifung bel 42° C kann sowohl in flissigen als auch auf festen Nahrbéden
durchgeflhrt werden. Zu empfehlen ist CASO-Agar, Biotest Art.-Nr. 901 050.

f) Wachstum SS-Agar (GRSS)
Die Wachstumsprufung erfolgt auf Salmonellen-Shigellen-Agar, Biotest Art.-Nr. 902 110,

g) Inosit (INOS)
Die Testung erfolgt im Inosit-Napfchen des Enterobacteriaceen-Teils des Identifizierungs-
Systems.

h) Lecithinase (LECT)
Der Lecithinase-Test wird auf Eigelb-Agar folgender Rezeptur untersucht:

Proteose-Pepton Nr. 2 40,0 g
Dinatriumphosphat 50 g
Monokaliumphosphat 1,0 g
Natriumchlorid 2,0 g
Magnesiumsulfat x 7 H,0 0.1 g
Dextrose 2,0 g
Haminldsung 5 mg/ml 1,0 g
Agar-Agar 20,0 g
destilliertes Wasser 1000 mi

Alle Substanzen werden suspendiert und der pH-Wert auf 7.6 eingestellt. Danach wird die
Suspension durch Kochen gelést und 14 Minuten bei 118° C autoklaviert. Nach Abkihlen auf
50° C werden dann zu 90 ml Medium 10 mi einer 1:1 Eigelb-Kochsalz-Emulsion zugesetzt und
in Platten abgefiillt. Fir den Test werden die Platten mit einem einzigen Strich beimpft und far
18 - 24 Stunden bei 37° C bebritet. Danach wird nach einer wolkig-opaleszierenden Zone in
der Umgebung des Ausstrichs untersucht.

i) Kohlenhydrat-Verwertung

OF Fruktose (OFFR), OF Laktose (OFLA), OF Mannose (OFMO)}, OF Rhamnose (OFRH)

Die Prifung erfolgt unter Verwendung von OF-Basalmedium. Hierzu werden 9,4 g in kaltem,
destilliertem Wasser suspendiert und zur volistandigen L&sung erhitzt. Danach werden
Mengen von 100 mi abgefillit und fir 15 Minuten bei 121° C autoklaviert. Zu diesen 100 mi
sterilem Basalmedium werden dann alternativ 10 ml einer 10%igen sterilen Fruktose-, Laktose-,
Mannose- bzw. Rhamnose-L8sung zugefiigt und griindlich durchmischt. Nach Abkihien des
Mediums auf ca. 45° C werden 3-5 ml in Rdhrchen mit SchraubverschiuB verteilt und abkihlen
gelassen. Die Réhrchen werden dann als Stichkultur beimpit. Eine positive Reaktion wird
durch Gelbfarbung des Mediums angezeigt.
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)

Phenylalanin Deaminase (PADA)
Der Phenylalanin Deaminase-Test wird in folgendem Medium durchgefihrt:

Hetfeexirakt 3,0 g
DL-Phenylalanin 2,0 g
Dinatriumphosphat 1,0 g
Natriumchlorid 5,0 d
Agar-Agar 15,0 g
destilliertes Wasser 1000 mi

Die Substanzen werden durch Erhitzen geldst und der pH-Wert auf 7,4 eingestellt. Nach
Abfillen in Rohrchen wird der Nahrboden fir 10 Minuten bei 121° C autoklaviert und in
Schraglage abkiihlen gelassen. Zum Test wird die Schragflache kraftig beimpft. Die Réhrchen
werden dann fir 18 - 24 Stunden bebrltet. Die Oberflache wird dann mit einigen Tropfen einer
10%igen FeCl,-Lésung betraufelt. Eine positive Reaktion wird durch eine grline Verfarbung der
Kolonien angezeigt.

k) Starkehydrolyse (STAR)

Dieser Test kann in Mueller-Hinton-Bouillon durchgefihrt werden. Bei Verwendung der MHK-
ID-Combo kann dies direkt in der Wachstumskontrolle erfolgen, bei Verwendung von iD-GNI
und ID-Trident muB dies auBerhalb der Testplatte durchgefiihrt werden. Nach Inokulation des
Mediums und Wachstum fir 18 - 24 Stunden wird ein Tropfen Lugol'sche Ldsung zugeflgt.
Die sofortige Entwicklung einer blauen Farbe bedeutet eine negative Reaktion. Keine
Farbveranderung bedeutet eine positive Reaktion, d.h. die Starke im Mueller-Hinton-Medium
wurde durch den Testkeim hydrolisiert.

Polymixin Empfindlichkeit (SPMX)

Hierzu kénnen handelstibliche Testblattchen mit 50 |Efunits Polymixin im Agardiffusions-
verfahren getestet werden.
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10. Die haufigsten Code-Nummern

Code-Nummer-.{ . -~Spezies - | . Intraspezies-- ||

2015413 27,4% 2540774 ECOL
2031400 MMOR 83,0% 2560654 ECOL
2122050 HALY 13,7% 2660674 ECOL
2211500 PVUL 38,6% 2560754 ECOL
2225000 PMIR 2,6% 2560714 ECOL
2225100 PMIR 0,56% 2614054 CFRE
2231000 PMIR 19,5% 2614254 CFRE
2235000 PMIR 16,1% 2654054 CFRE
2235100 PMIR 4,2% 2654254 CFRE
2237000 PMIR 0,3% 3122050 HALV
2364054 SENT 25,0% 3125100 PMIR

2420654 ECOL 0,8% 3226000 PMIR

2420674 ECOL 0,9% 3231000 PMIR

2420754 ECOL 0,9% 3235000 PMIR

2420774 ECOL 1,1% 3235100 PMIR

2430546 YENT 9,0% 3237000 PMIR

2436455 CDIY 12,2% 3406361 SRUB
2436655 CDIv 8,1% 3424166 SLIQ

2474654 CAMA 13.2% 3464372 ESAK
2474754 CAMA 16,1% 3464374 ENCL
2476455 CDIvV 20,0% 3464375 ENCL
2476655 CDIv 13,3% 3466374 ENCL
2600554 ECOL 0.4% 3466375 ENCL
2500644 ECCL 0,7% 3474374 ENCL
2500654 ECOL 3,5% 3474375 ENCL
2500674 ECOL 4,3% 3476374 ENCL
2500744 ECOL 0,8% 3476375 ENCL
2500754 ECOL 4,1% 3506361 SRUB
2500774 ECOL 4,8% 3514376 KPNE
2516376 KPNE 0,5% 3514377 KPNE
2516377 KPNE 3,9% 3514777 KOXY
2520454 ECOL 0.5% 35168376 KPNE
2520474 ECOL 0,6% 3516377 KPNE
25208654 ECCOL 0,6% 3516776 KOXY
2520644 ECOL 1,1% 3516777 KOXY
2520654 ECOL 5,6% 35624106 SMAR
2520674 ECOL 6,6% 3524107 SMAR
2520744 ECOL 1,3% 3524166 SLIQ

2520754 ECOL 6,6% 3624377 EAER
2520774 ECOL 7.8% 35626377 EAER
2524166 SUQ 8,9% - 3534106 SMAR
2540654 ECOL 0,8% 3534107 SMAR
2540674 ECOL 0,9% 3536270 EGER
2640754 ECOL 0,9% 3536270 EGER
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