
Kristallviolett-Galle-Glucose-Agar
(VRBD-Agar, Violet Red Bile Dextrose Agar)

Art.-Nr. CM 485

Zum Nachweis und zur Koloniezahlbestimmung von
Enterobacteriaceae aus Lebensmitteln.
Der Nährboden entspricht den Empfehlungen der ISO1,
dem § 35 LMBG2, der DIN 101643 sowie dem Agarme-
dium F gemäß Europäischem Arzneibuch4 .

Typische Zusammensetzung (g/l)
Hefeextrakt 3,0
Pepton 7,0
Natriumchlorid 5,0
Gallensalze Nr. 3 1,5
Glucose 10,0
Neutralrot 0,03
Kristallviolett 0,002
Agar 12,0
pH 7,4 ± 0,2

Zubereitung
38,5 g Kristallviolett-Galle-Glucose-Agar in 1 l Aqua dest.
suspendieren und bis zum vollständigen Lösen vorsichtig
unter Rühren erhitzen. NICHT AUTOKLAVIEREN! Vor
dem Gießen gut mischen.

Beschreibung
Bei der Untersuchung nicht verarbeiteter Lebensmittel
haben die Ergebnisse von Wasseruntersuchungen, bei
denen die ‘Coli-Aerogenes-Gruppe’ als möglicher Indi-
kator einer fäkalen Kontamination nachgewiesen wurde,
keine hohe Signifikanz. Für die Untersuchung von Lebens-
mitteln wird der Nachweis einer genauer definierten Grup-
pe empfohlen: Enterobacteriaceae, die Säure und/oder
Gas bilden5,6. Außer den coliformen Keimen umfaßt diese
Gruppe Salmonellen und Shigellen, die keine Lactose ver-
werten, und Escherichia coli, die Enterotoxine bilden kön-
nen. Dazu zählen ebenfalls Bakterien wie Klebsiella und
Citrobacter, die stärker gegen Hitze resistent sind als coli-
forme Keime. Enterobacteriaceae gelten als bessere Män-
gelindikatoren bei Verfahren mit geringer Hitze. Die
Schwierigkeiten bei der Erfassung der Gesamtkeimzahl
von Enterobacteriaceae aus Lebensmitteln wurden von
Mossel et al.7 untersucht, der mit seinen Co-Autoren
nachwies, daß der Zusatz von Glucose die Leistungs-
fähigkeit des Nährbodens zum Nachweis von Coliformen
verbessert. Sie fügten dem üblichen Kristallviolett-Galle-
Lactose-Agar (OXOID, Art.-Nr. CM 107) Glucose (10 g/l)
zu und nannten die modifizierte Zusammensetzung Mac-
Conkey-Glucose-Agar. Weitere Arbeiten von Mossel et
al.8,9 zeigten, daß Lactose aus der Rezeptur entfernt wer-
den konnte; so entstand der Kristallviolett-Galle-Glucose-
Agar (OXOID, Art.-Nr. CM 485). Das weitere Beibehalten
von Lactose im Nährboden führt nicht zu besseren Ergeb-
nissen. Durch das Entfernen der Lactose wurde der Nähr-
boden zudem ökonomischer, da sich die Einwaage ver-
ringerte.
Nährböden, die Gallensalze enthalten, wirken toxisch auf
Enterobacteriaceae, auch wenn die Zellen nicht gestreßt
sind 10-15.

In einem Vergleich von sechs kommerziell erhältlichen
Zubereitungen von Kristallviolett-Galle-Lactose-Agar8,9

wurden in Bezug auf die Ausbeute an Enterobacteria-
ceae16 und der Intensität ihres Stoffwechsels beträchtliche
Unterschiede festgestellt.
Die einzelnen Komponenten des Nährbodens wurden in
Zusammenarbeit mit OXOID überprüft. Mossel entwarf
folgende Spezifikation:

- Die Nährböden sollten klar sein und Kolonien ange-
messener Größe gewährleisten. Die Anzahl typischer
Kolonien von Enterobacteriaceae sollte reproduzier-
bar sein.

- Bei der Bestimmung der Toxizität der Gallensalze durch
den anaeroben Metaboliten-Test17 mit einem  Stamm
von Yersinia enterocolitica Serotyp O3 als sensitivem
Indikator müssen die Nährböden angemessenes
Wachstum, Säurebildung und, falls erforderlich, aus-
reichende Gasbildung zeigen. 

- Die Bestätigungsrate an typischen Kolonien muß ange-
messen sein. Die Bestätigungsrate ist die Anzahl  an
Kolonien, die als Enterobacteriaceae bestätigt wur-
den, geteilt durch die Anzahl der getesteten Kolonien.

Der OXOID Kristallviolett-Galle-Glucose-Agar wurde
entwickelt, um diesen Ansprüchen zu genügen.

Kulturverfahren
1. Verdünnungsstufen des Untersuchungsmaterials so

herstellen, daß in mindestens einer Verdünnungsstu-
fe 100-200 Kolonien je ml zu erwarten sind.

2. 1 ml jeder Verdünnung in Petrischalen (Ø 9 cm) pipet-
tieren, je Verdünnungsstufe zwei Platten anlegen.

3. Je Petrischale 15 ml flüssigen, auf 47°C abgekühlten
Kristallviolett-Galle-Glucose-Agar zugeben. Wie üblich
mischen und erstarren lassen.

4. Mit 4-5 ml des gleichen Nährbodens überschichten
und erstarren lassen (Overlayer-Technik).

5. Mit dem Deckel nach unten je nach gesuchter Entero-
bacteriaceae-Gruppe18 18 Stunden bei > 42°C, 24-48
Stunden bei 32°C oder 10 Tage bei 4°C bebrüten.

Die Überschichtung sichert anaerobe Bedingungen, die
das Wachstum nicht-fermentativer, gramnegativer Bak-
terien unterdrücken und die Fermentation von Glucose
anregen. Es werden dann deutliche, violette Kolonien
gebildet, die von einem gleichfarbigen Hof umgeben sind.

Koloniemorphologie
Enterobacteriaceae u.a.

Runde, violette Kolonien, Ø 1-2 mm, von einem vio-
letten Hof umgeben. Die Identität dieser Kolonien
muß bestätigt werden.

Keine Enterobacteriaceae
Farblose Kolonien.

Lagerung und Haltbarkeit
Trockennährboden:
Fest verschlossen, lichtgeschützt, 10-25°C.
Haltbarkeit: siehe Etikett.
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Qualitätskontrolle
Positivkontrolle

Escherichia coli ATCC 25922
Negativkontrolle

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Zusätzliche Hinweise
Kristallviolett-Galle-Glucose-Agar ist nicht ausschließlich
für Enterobacteriaceae selektiv; andere Keime wie z.B.
Aeromonas und Yersinia spp. können gleichfalls wachsen.
Die Selektivität des Nährbodens verringert sich nach 24
Stunden Bebrütung; vorher unterdrückte Mikroorganis-
men können dann Wachstum zeigen.
Bei der Gußplattenmethode sollte der Nährboden nur
frisch zubereitet, auf 47°C abgekühlt und innerhalb von
drei Stunden verwendet werden.
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