Niahrboden

Brillantgriin-Phenolrot-Lactose-
Saccharose-Agar, modifiziert

Art.-Nr. CM 329

Zur Isolierung von Salmonellen auBer S. typhi aus kli-
nischem Material, Stuhl, Fleisch, Fleischwaren und sons-
tigen Lebensmitteln.

Der Nahrboden entspricht der ISO-3, der DIN EN 128244
und der DGHM?® sowie den Empfehlungen des
§ 35 LMBG® und dem Fleischhygienegesetz’.

Dieser Ndhrboden ist eine Weiterentwicklung des Bril-
lantgriin-Agars nach Kauffmanng, die von den Autoren
Edel und Kampelmacher® vorgenommen und auf europé-
ischer Ebene vergleichend getestet wurde.

Typische Zusammensetzung  (g/I)

Fleischextrakt ‘Lab-Lemco’ 5,0
Pepton 10,0
Hefeextrakt 3,0

Dinatriumhydrogenphosphat 1,0
Natriumdihydrogenphosphat 0,6

Lactose 10,0
Saccharose 10,0
Phenolrot 0,09
Brillantgriin 0,0047
Agar 12,0
pH 6,9 +0,2

Zubereitung

52 g Brillantgriin-Phenolrot-Lactose-Saccharose-Agar,
mod. in 1 | Aqua dest. suspendieren und bis zum voll-
standigen Losen erhitzen. NICHT AUTOKLAVIEREN! Auf
50°C abkiihlen, gut mischen und Platten giefRen.
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Nahrboden

Salmonella-Sulfamandelat-
Supplement

Art.-Nr. SR 87

Zusammensetzung je Réhrchen
(1 Réhrchen je 500 ml)

Sulfacetamid 500 mg
Mandelat 125 mg
Zubereitung

Einem Rohrchen Salmonella-Sulfamandelat-Supplement
aseptisch 5 ml steriles Aqua dest. zusetzen. Vorsichtig
mischen, bis der Inhalt vollstindig geldst ist, dabei
Schaumbildung vermeiden. Den gelésten Inhalt eines
Rohrchen zu 500 ml sterilem, auf 50°C abgekiihltem Bril-
lantgriin-Phenolrot-Lactose-Saccharose-Agar, mod. ge-
ben. Vorsichtig mischen und Platten giefen.

Beschreibung
Brillantgriin-Phenolrot-Lactose-Saccharose-Agar, mod.
basiert auf einer Zusammensetzung, die vom Rijks Insti-
tuut voor de Volksgezondheid in Utrecht®'© modifiziert
wurde. Der Ndhrboden ist in Europa weitgehend aner-
kannt und wird nun von der ISO"3, dem DIN*, der
DGHM?, dem BGA® und dem Fleischhygienegesetz” emp-
fohlen.

Im Vergleich zu anderen Zusammensetzungen weist der
Nahrboden eine starkere Hemmung von Escherichia coli
und Proteus spp. auf. Pseudomonaden, die auf Brillant-
griin-Phenolrot-Lactose-Saccharose-Agar USP Salmonel-
len &hneln, werden im Wachstum gehemmt. Der Nach-
weis kleinerer Anzahlen Salmonellen wird aufgrund der
schwacheren Hemmwirkung und durch das héhere Nahr-
stoffangebot verbessert™.

Brillantgriin-Phenolrot-Lactose-Saccharose-Selektiv-
néhrboden, mod.

Watson und Walker'? setzten dem Brillantgriin-Phenolrot-
Lactose-Saccharose-Agar, mod. eine Kombination aus
Sulfacetamid (1,0 mg/ml) und Mandelat (bis zu 0,25
mg/ml) zu, um eine maximale Wiederauffindungsrate
von Salmonellen aus Tetrathionat-Lésung, mod. (Muller-
Kauffmann-Lésung) bei gleichzeitig mdglichst hoher
Unterdriickung der kontaminierenden Flora zu erhalten.
Salmonella-Sulfamandelat-Selektiv-Supplement wird zur
Isolierung und Koloniezahlbestimmung von Salmonellen
aus Abwasser und Kldrschlamm verwendet und basiert
auf der Zusammensetzung nach Watson und Walker®'2.
Diese Autoren zeigten, daB bei Verwendung von Brillant-
griin-Phenolrot-Lactose-Saccharose-Agar, mod. mit einem
Zusatz von Sulfacetamid (1,0 mg/ml) und Mandelat (0,25
mg/I) und bei einer Bebriitungstemperatur von 43°C eine
maximale Wiederauffindung von Salmonellen aus Tetra-
thionat-Losung, mod. (Muller-Kauffmann-Losung) erzielt
werden kann.

Fiur die Salmonellen-Anreicherung nach § 35 LMBG wer-
den Rappaport-Vassiliadis (RV)-Anreicherungslosung bzw.
Selenit-Cystin-Losung (OXOID, Art.-Nrn. CM 669 bzw.
CM 699) empfohlen®.

Watson und Walker'? beschrieben eine einfache und ver-
laBliche Methode zur Isolierung subletal geschadigter Sal-
monellen aus behandeltem Abwasser und Kldrschlamm.
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Die Verwendung des Antibiotika-Supplements als Zusatz
fur Brillantgriin-Phenolrot-Lactose-Saccharose-Agar wird
empfohlen, weil die Voranreicherung des Abwassers in
gepuffertem Peptonwasser nicht nur das Wachstum
geschddigter Salmonellen, sondern auch das der Begleit-
flora fordert. Der Brillantgriin-Phenolrot-Lactose-Saccha-
rose-Agar, mod. mit Zusatz von Salmonella-Sulfamande-
lat-Selektiv-Supplement zeichnet sich durch eine stérke-
re Unterdriickung der Begleitflora und ein geringeres Auf-
treten falsch-positiver Ergebnisse aus. Dieser Vorteil wurde
von Fricker et al. bei der Verwendung von Brillantgriin-
Phenolrot-Lactose-Agar, mod. mit Natriumsulfacetamid
und Natriummandelat beim Ausstrich von Anreiche-
rungskulturen aus Rappaport-Vassiliadis (RV)-Anreiche-
rungslésung aus Abwasser und verunreinigtem Wasser'316
sowie Mowenfaeces' und Hiuhnchen' 17 festgestellt.
Vassiliadis et al.'® setzten dem Brillantgriin-Phenolrot-Lac-
tose-Agar, mod. Natriumdesoxycholat (2,5 g/l) zu, um
das Schwdrmen von Proteus hauseri bei der Untersu-
chung von Abwadssern zu verhindern. Desoxycholat ist
den Sulfonamiden bei der Unterdriickung des Schwar-
mens Uberlegen, ohne dabei das Wachstum vieler Sal-
monellen-Serotypen zu beeintrdchtigen.

Kulturverfahren

Lebens- und Futtermittel

(Verfahren nach Edel und Kampelmacher")

1. Einen Teil Lebensmittelprobe zu 20 Teilen Tetrathionat-
Losung, mod. (Muller-Kauffmann-Losung, OXOID,
Art.-Nr. CM 343) geben und schitteln.

. 15 Minuten bei 45°C im Wasserbad bebriten.

. AnschlieBend im Brutschrank bei 43°C bebriten.

. Zur Anreicherung nach § 35 LMBG” 0,1 ml bzw. 10 ml
der Voranreicherung zu 10 ml Rappaport-Vassiliadis
(RV)-Anreicherungslésung bzw. 100 ml Selenit-Cystin-
Lésung (OXOID, Art.-Nrn. CM 669 bzw. CM 699)
geben und bei 42°C bzw. 36°C fir mind. 18 Stunden
bebriten.

5. Nach 18-48 Stunden auf Brillantgriin-Phenolrot-Lac-

tose-Saccharose-Agar, mod. subkultivieren.

Dabei eine Impfose nach einmaligem Eintauchen in
die Bouillon auf zwei Petrischalen (@ 9 c¢m) ohne
erneutes Eintauchen oder nur auf einer groBeren Petri-
schale (@ 14 c¢cm) ausstreichen.

6. Platten bei 36°C 18-24 Stunden bebriiten.

7. Rote Kolonien mit Verdacht auf Salmonellen in einer
Lysindecarboxylase-Losung nach Taylor und auf Drei-
zucker-Eisen-Agar (OXOID, Art.-Nr. CM 277) subkul-
tivieren. 18-24 Stunden bei 36°C bebr(iten.

H~WN

Falls bei diesen N&hrbdden eine fiir Salmonellen positive
Reaktion auftritt, sind Agglutinationstests mit Kolonien
von der Oberflache des Dreizucker-Eisen-Agars durchzu-
fuhren.

Abwasser'?

1. Eine reprasentative Probe Abwasser oder Kldrschlamm
entnehmen.

2. Ausreichendes Volumen in einem Mixer oder im Sto-
macher homogenisieren.

3. Funf Proben von je 10 mlin je 35 ml gepuffertes Pep-
tonwasser (OXOID, Art.-Nr. CM 509), fiinf Proben
von je 1 ml und fiinf Proben von je 0,1 mlin je 10 ml
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gepuffertes Peptonwasser pipettieren. Uber Nacht bei
36°C bebrtten.

4. Mit 10 ml der Ansatze jeweils 35 ml Tetrathionat-
Loésung, mod. (Muller-Kauffmann-Lésung, OXOID
Art.-Nr. CM 343) beimpfen und bei 43°C bebriten.

5. Bouillonansatze jeweils nach 24 und 48 Stunden
Bebriitung auf Brillantgriin-Phenolrot-Lactose-Saccha-
rose-Agar, mod. mit Salmonella-Sulfamandelat-Sup-
plement subkultivieren.

6. Platten tiber Nacht bei 43°C bebriten.

7. Verdachtige (rote) Kolonien durch weitere diagnosti-
sche Tests identifizieren.

Salmonella-Sulfamandelat-Supplement hemmt die Be-
gleitflora, die sich wahrend der Wiederbelebungs- und
Erholungsphase in gepuffertem Peptonwasser vermehrt
hat.

Koloniemorphologie
Salmonella spp. (auler S. typhi)
Rote, von leuchtend roter Zone umgebene Kolonien.
Lactose-/Saccharose-positive Keime
Meist im Wachstum gehemmt, sonst gelbgriine Kolo-
nien.
Proteus spp.
Meist vollstandig gehemmt, bei Wachstum rote Kolo-
nien ohne Schwéarmen.
Pseudomonas spp.
Meist im Wachstum gehemmt, sonst kleine, gezackte,
rote Kolonien.

Lagerung und Haltbarkeit
Trockennéhrboden:

Fest verschlossen, lichtgeschiitzt, 10-25°C.
Supplement: 2-8°C.

Haltbarkeit: siehe Etikett.

Qualitatskontrolle
Positivkontrolle

Salmonella typhimurium ATCC 14028
Negativkontrolle

Escherichia coli ATCC 25922

Proteus vulgaris ATCC 13315

Zusitzliche Hinweise

Lactose-positive Salmonellen kdnnen in Lebensmitteln
vorkommen™®.

Salmonella typhi und Shigellen wachsen auf diesem Nahr-
boden nicht.

Proteus, Citrobacter und Pseudomonas spp. kdnnen klei-
ne rote Kolonien bilden und dadurch enteropathogene
Keime vortduschen.
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