Nahrboden

Basisndhrboden und Supplemente
fur die Neisserien-Diagnostik

GO-Agar-Basis

Art.-Nr. CM 367

GO-Agar-Basis enthdlt Spezialpepton. Die zugesetzte Star-
ke absorbiert toxische Stoffwechselprodukte der Neisse-
rien. Anderungen des pH-Wertes, z. B. durch Aminbil-
dung, werden durch den Phosphatpuffer minimiert.

Typische Zusammensetzung (g/1)
Spezialpepton 15,0
Maisstarke 1,0
Natriumchlorid 5,0
Dikaliumhydrogenphosphat 4,0
Kaliumdihydrogenphosphat 1,0
Agar 10,0
pH7,2+0,2

Hamoglobinpulver, 16slich
Art.-Nr. LP 53

Ein speziell zubereitetes Himoglobin, mit dem eine 2%ige
(w/v) walrige Losung bereitet werden kann, die nach
dem Autoklavieren stabil bleibt.

Hefeautolysat-Supplement
Art.-Nr. SR 105

Zusammensetzung je Réhrchen
(1 Réhrchen je 500 ml)

Hefeautolysat 5,00 g
Glucose 050¢g
Natriumbicarbonat 0075 g
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Vitox-Supplement
Art.-Nr. SR 90

Zusammensetzung je Rohrchen
(1 Réhrchen je 500 ml)

Cyanocobalamin (Vitamin B,,) 0,170 mg
L-Glutamin 100,00 mg
Adenin 10,00 mg
Guanin 0,30 mg
p-Aminobenzoesdure 0,13 mg
L-Cystin 11,00 mg
NAD 2,50 mg
Cocarboxylase 1,00 mg
Eisen(lIl)-nitrat 0,20 mg
Thiamin 0,03 mg
Cystein 259,00 mg
Glucose 1,00 g

Vitox-Lésungsmittel

(wird zusammen mit Vitox-Supplement, OXOID Art.-Nr.
SR 90 geliefert)

Zusammensetzung je Réhrchen
(1 Réhrchen je Réhrchen Vitox)
Glucose

Aqua dest.

1,00 g
10,00 ml

Vitox kann zufriedenstellend mit einer Endkonzentration
von 1% (v/v) im Nahrboden (1 Réhrchen je 1000 ml)
eingesetzt werden. Nach den Ergebnissen in den OXOID
Laboratorien fiihrt eine Erh6hung der Konzentration auf
2% (v/v, 1 Réhrchen je 500 ml) zum Thayer-Martin-Nahr-
boden zu einem schnelleren Wachstum von Neisseria
gonorrhoeae.

VCN-Selektiv-Supplement
Art.-Nr. SR 101

Zusammensetzung je Réhrchen
(1 Réhrchen je 500 ml)

Vancomycin 1,50 mg
Colistin 3,75 mg
Nystatin 6 250 IE

Thayer und Martin® beschrieben einen Nihrboden, zu
dem die obigen Antibiotika zugesetzt wurden. Dieser
Selektivnahrboden fiir Gonokokken und Meningokokken
wurde weitgehend anerkannt zur Primérisolierung dieser
Keime von auffallend kontaminierten Stellen.
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Zusammensetzung der OXOID Supplemente zur Isolierung von Neisserien

Bestandteile Hefeautolysat- Vitox- VCN-Selektiv-  VCNT-Selektiv- LCAT-Selektiv-  VCAT-Selektiv-
je I Ndhrboden Supplement Supplement Supplement Supplement Supplement Supplement
(SR 105) (SR 920) (SR 101) (SR 91) (SR 95) (SR 104)
mit Losungsmittel
Hefeautolysat 10,00 g - - - - -
Glucose 1,00 g 4,00 g - - - -
Natriumbicarbonat 0,150 g - - - - -
Cynocobalamin
(Vitamin B,,) - 0,20 mg - - - -
L-Glutamin - 200,00 mg - - - -
Adenin - 20,00 mg - - - -
Guanin - 0,60 mg - - - -
p-Aminobenzoesédure - 0,26 mg - - - -
L-Cystin - 22,00 mg - - - -
NAD - 5,00 mg - - - -
Cocarboxylase - 2,00 mg - - - -
Eisen(lll)-nitrat - 0,40 mg - - - -
Thiamin - 0,06 mg - - - -
Cystein - 518,00 mg - - - -
Vancomycin - - 3,00 mg 3,00 mg - 2,00 mg
Colistin - - 7,50 mg 7,50 mg 6,00 mg 7,50 mg
Nystatin - - 12 500 IE 12 500 IE - -
Trimethoprim - - - 5,00 mg 6,50 mg 3,00 mg
Lincomycin - - - - 1,00 mg -
Amphotericin B - - - - 1,00 mg 1,00 mg

VCNT-Selektiv-Supplement

Art.-Nr. SR 91

Zusammensetzung je Réhrchen
(1 Réhrchen je 500 ml)

Vancomycin 1,50 mg
Colistin 3,75 mg
Nystatin 6 250 IE
Trimethoprim 2,50 mg

Seth* beschrieb eine Modifikation des Thayer-Martin-
Nahrbodens, bei der Trimethoprim (5 pg/ml) zusatzlich zu
den VCN-Antibiotika zugesetzt wurde. Mit diesem Sup-
plement wird vor allem das Schwarmen von Proteus spp.
unterdriickt. Einige andere Autoren®” bestatigten die
wachstumsférdernde Wirkung fir N. gonorrhoeae und
die Schwarmhemmung von Proteus spp.

LCAT-Selektiv-Supplement
Art.-Nr. SR 95

Zusammensetzung je Rohrchen
(1 Réhrchen je 500 ml)

Lincomycin 0,50 mg
Colistin 3,00 mg
Amphotericin B 0,50 mg
Trimethoprim 3.25mg

G

Young?® beschrieb eine Modifikation des New-York-City-
Nahrbodens, dem die obigen Antibiotika zugesetzt wur-
den. Dabei wirkt Lincomycin in einer Konzentration von
3 pg/ml weniger hemmend auf Gonokokken als Van-
comycin® '°. Nystatin wurde durch Amphotericin B ersetzt,
das sich als starkeres Fungizid bei der Unterdriickung von
kontaminierenden Hefen erwies.

VCAT-Selektiv-Supplement
Art.-Nr. SR 104

Zusammensetzung je Réhrchen
(1 Réhrchen je 500 ml)

Vancomycin 1,00 mg
Colistin 3,75 mg
Amphotericin B 0,50 mg
Trimethoprim 1,50 mg

Faur und Mitarbeiter'? beschrieben einen Nihrboden, in
dem Nystatin durch Amphotericin B ersetzt wurde, das
sich als starkeres Fungizid bei der Unterdriickung der meis-
ten Hefekontaminanten erwiesen hatte. Der Gehalt an
Vancomycin wurde von 3 pg/ml auf 2 pg/ml reduziert, um
die von Ryan® beschriebenen 3% aller Gonokokken-
Stimme nicht zu hemmen, die auf einen Gehalt von
3 pg/ml Vancomycin empfindlich reagieren".
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Zubereitung der verschiedenen Selektivnahrbéden

New-York-City-Selektivnahrbdden

1.

18 g GO-Agar-Basis in 425 ml Aqua dest. suspendie-
ren und bis zum vollstdndigen Losen erhitzen. 15
Minuten bei 121°C autoklavieren.

.50 ml defibriniertes Pferdeblut (OXOID, Art.-Nr.

SR 50) mit 0,5% (v/v) Saponin lysieren.

. Den Inhalt eines Réhrchens Hefeautolysat-Supplement

in 15 ml sterilem Aqua dest. aseptisch [6sen.

. Den Inhalt eines Rohrchens LCAT- oder VCAT-Selek-

tiv-Supplement aseptisch in 10 ml Aqua dest. [6sen.

. Aseptisch das lysierte Pferdeblut, das gel6ste Hefeau-

tolysat-Supplement sowie das geldste LCAT- bzw.
VCAT-Selektiv-Supplement zu 425 ml steriler, auf 50°C
abgekuhlter GO-Agar-Basis zusetzen. Vorsichtig unter
Vermeidung von Luftblasen mischen und Platten
gieRen.

Dies ist eine Variante des New-York-City-Ndhrbo-
dens'-"3, die auf einer Veroffentlichung von Young™
basiert. Der urspriinglich empfohlene héhere Glucose-
Gehalt wurde reduziert, um die Durchfiihrung von
Zuckerverwertungstests zu ermoglichen’.

Thayer-Martin-Selektivndhrbdden mit Vitox-Supplement
und VCN-Selektiv-Supplement bzw.
VCNT-Selektiv-Supplement

1. 18 g GO-Agar-Basis in 240 ml Aqua dest. suspendie-
ren und bis zum vollstdndigen L&sen erhitzen. 15
Minuten bei 121°C autoklavieren.

2. Eine 2%ige Hamoglobin-Lésung herstellen, indem 5 g
Hamoglobinpulver (OXOID, Art.-Nr. LP 53) in 250 ml
warmem Aqua dest. gelést werden. 15 Minuten bei
121°C autoklavieren.

3. Den Inhalt eines Rohrchens Vitox-Supplement wie auf
dem Etikett beschrieben aseptisch 16sen.

Kohlenhydratverwertung einiger humaner Neisserien-Arten (nach Burkhardt'¢)

Keim Glucose Maltose Lactose Saccharose
N. gonorrhoeae + - - -

N. meningitidis + + - -

N. flava und ver-

wandte Keime + + - +/-

N. lactamica + + + -

Branhamella catarrhalis -

+: Sdurebildung; —: keine Verwertung; +/—: variierende Reaktionen bei unterschiedlichen Typen.
Lagerung und Haltbarkeit

Bestandteile der verschiedenen Neisseria-Nahrboden

N&dhrboden

Basisnahrboden

Hamoglobin oder Blut

Bestandteile

Wachstums-Supplement Selektiv-Supplement

Thayer-Martin-

GO-Agar-Basis

Nadhrboden
(nicht selektiv)

Thayer-Martin-

GO-Agar-Basis

Selektivndhrboden
(Vitox, VCN)

Hamoglobinpulver

Hamoglobinpulver

Vitox-Supplement

Vitox-Supplement VCN-Selektiv-Supplement

Thayer-Martin-
Selektivnidhrboden, mod.
(Vitox, VCNT)

“Transgrow"-Ndhrboden

New-York-City-
Selektivndhrboden

GO-Agar-Basis

GO-Agar-Basis
+ 1% Agar Nr. 1

GO-Agar-Basis

Hamoglobinpulver

Hamoglobinpulver

Lysiertes Pferdeblut

Vitox-Supplement

Vitox-Supplement

Hefeautolysat-Supplement

VCNT-Selektiv-Supplement

VCN- oder
VCNT-Selektiv-Supplement

LCAT- oder
VCAT-Selektiv-Supplement
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4. Den Inhalt eines Rohrchens VCN-Selektiv-Supplement
oder den Inhalt eines Rohrchens VCNT-Selektiv-Sup-
plement wie auf dem Etikett beschrieben aseptisch
[6sen.

5. Die Vitox-Losung aseptisch zu 240 ml steriler, auf 50°C
abgekihlter GO-Agar-Basis geben.

6. Das geloste VCN- oder VCNT-Selektiv-Supplement
ebenfalls aseptisch zusetzen.

7. Aseptisch 250 ml sterile, auf 50°C abgekiihlte Himo-
globin-Lésung zugeben. Vorsichtig unter Vermeidung
von Luftblasen mischen und Platten gieRen.

“Transgrow"-Selektivndhrboden

“Transgrow"-Selektivndhrboden wie die beschriebenen
Thayer-Martin-Selektivndhrbdden zubereiten. Dem Basis-
néhrboden ist vor dem Autoklavieren zusatzlich 1% Agar
Nr. 1, neutral (OXOID, Art.-Nr. LP 11) zuzufligen. Den
Né&hrboden in Réhrchen als Schrégagar erstarren lassen.
Die fiir diesen N&hrboden sonst zusdtzlich erforderliche
Glucose ist in den Wachstumssupplementen enthalten.

Kulturverfahren

1. Den Nahrboden wie beschrieben zubereiten.

2. Den Tupfer mit Kulturmaterial Giber ein Segment der
feuchten Platte oder besser in Form eines groBen “Z"
rollen, so dal® eine ausreichende Flache der Platte
beimpft wird. Mit einer sterilen Impfése auf der Plat-
te ausstreichen, um eine addquate Verteilung des
Keims zu bekommen.

3. Platten bei 36°C in einem versiegeltem Glas mit min-
destens 70% Luftfeuchtigkeit und 5-10% CO, bebri-
ten. Die genannten Inkubationsbedingungen kdnnen
durch die Verwendung des OXOID CO,Gen (Art.-Nr.
CD 25) im OXOID Anaerobiertopf (Art.-Nr. AG 25)
erreicht werden.

4. Platten nach 24 Stunden Bebriitung begutachten und
bei negativem Befund weitere 24 Stunden bebriiten.

5. Verdachtige Gonokokken-Kolonien durch Gramfar-
bung, Oxidase-Reaktion und Zuckerverwertungs-Tests
identifizieren.

Typische Reaktionen von N. gonorrhoeae
Gramnegative Kokken, meist an der Ldngsachse parallel
zusammenhangend (Semmelform), Oxidase-positiv.

Lagerung und Haltbarkeit
Trockenndhrboden und Hamoglobinpulver:
Fest verschlossen, lichtgeschitzt, 10-25°C.
Supplemente: 2-8°C.

Pferdeblut, lysiert: —20° bis +8°C.
Haltbarkeit: siehe Etikett.

Qualitatskontrolle
Positivkontrolle
(mit Antibiotika-Zusatz)
Neisseria gonorrhoeae ATCC 19424
Neisseria meningitidis ATCC 13090
(ohne Antibiotika-Zusatz)
Haemophilus influenza ATCC 35036
Negativkontrolle
(mit Antibiotika-Zusatz)
Proteus vulgaris ATCC 13315
Staphylococcus aureus ATCC 25923

G
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(ohne Antibiotika-Zusatz)
unbeimpfter Nahrboden

Zusatzliche Hinweise

Fur die Abstrichentnahme werden Dacron- oder Calcium-
alginat-Tupfer empfohlen.

Jedes Untersuchungsgut mit Verdacht auf Neisserien soll-
te sofort nach Abstrichentnahme auf Nahrbéden zur
Primdarisolierung aufgebracht werden. Falls dies nicht mog-
lich ist, sollte Untersuchungsmaterial mit Verdacht auf
N. gonorrhoeae und N. meningitidis in einem Transport-
nahrboden (z. B. “Transgrow"- oder Stuart-Transport-
nahrboden, OXOID Art.-Nr. CM 111) auf dem schnellsten
Wege transportiert werden.

Hosty et al.” zeigten, daB die normalen Transportnéhr-
boden fiir Neisseria gonorrhoeae nicht vollig verlaRlich
sind. Ihrer Meinung nach sollte die Oberflache eines
Schragagars in Flaschen mit dem Untersuchungsmaterial
beimpft werden.

Eine parallele Bebriitung von GO-Nahrbéden mit und
ohne Antibiotika ist zu empfehlen, weil einige Neisserien-
Stdmme u. U. in Gegenwart von Antibiotika, besonders
von Vancomycin'8, schlecht wachsen koénnten.
Feuchtigkeit ist zur erfolgreichen Isolierung von Gono-
kokken essentiell. Falls die zubereiteten Platten trocken
aussehen, sollte die Oberfldche mit einigen Tropfen ste-
riler Nahrbouillon angefeuchtet werden; die vor der
Beimpfung in den Agar eingezogen sein sollten. Vor der
Bebritung feuchte Gaze oder Papiertiicher in den Anae-
robiertopf legen.

Es ist bekannt, daB Agar hinsichtlich der Toxizitat fur
N. gonorrhoeae sehr unterschiedlich sein kann. Das kann
eine wesentliche Ursache flr ein schlechtes Wachstum
von Gonokokken auf dem festen Néhrboden sein™®.
Grammorphologie, Koloniemorphologie und der Oxida-
se-Test bilden die Basis flir die vorldufige Identifizierung
der Gattung Neisseria. Alle prasumtiven Neisserien sollten
durch Kohlenhydratverwertung-Tests und fluoreszenz-
markierte Antikdrper (FAT) o. a. serologische Nachweise
bestatigt werden?. Ein ONPG-Test weist Lactose-positi-
ve Neisseria-Stdmme, z. B. N. lactamica, nach?".

OXOID Produkte zur Anzucht und
Identifizierung von Neisseria spp.

Bezeichnung Art.-Nr.
GO-Agar-Basis CM 367
Agar Nr. 1 LP 11
Hamoglobinpulver, 16slich LP 53
Hefeautolysat-Supplement SR 105
Vitox-Supplement SR 90
Defibriniertes Pferdeblut SR 50
Lysiertes Pferdeblut SR 48
VCN-Selektiv-Supplement SR 101
VCNT-Selektiv-Supplement SR 91
LCAT-Selektiv-Supplement SR 95
VCAT-Selektiv-Supplement SR 104
Beta-Lactamase-Teststabchen BR 66
Oxidase-Teststabchen BR 64
Anaerobiertopf AG 25
CO,Gen CD 25
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