Niahrboden

Bismutsulfit-Agar, modifiziert

(Wismutsulfit-Agar nach Wilson-Blair, Wilson & Blair-
Nihrboden)

Art.-Nr. CM 201

Zur lIsolierung und ldentifizierung von Salmonellen
einschlieBlich S. typhi.

Typische Zusammensetzung (g/l)
Pepton 5,0
Fleischextrakt ‘Lab-Lemco’ 5,0
Glucose 5,0
Dinatriumhydrogenphosphat 4,0
Eisen(ll)-sulfat 0,3
Natriumsulfit 3,0
Bismutsulfitammoniumcitrat 5,0
Brillantgriin 0,016
Agar 12,7
pH 7,6 £ 0,2
Zubereitung

20 g Bismutsulfit-Agar, mod. in 500 ml Aqua dest. in
einem Literkolben suspendieren. NICHT UBERHITZEN
UND NICHT AUTOKLAVIEREN! Vorsichtig unter Rihren
bis zum Siedepunkt erhitzen und ca. 30 Sekunden leicht
kochen, bis der Agar geldst ist. Auf 50°C abkihlen, gut
mischen und dabei das entstandene Bismutsulfit homogen
verteilen. Platten in dicker Schicht (ca. 20 ml) gieBen und
mit offenem Deckel erstarren lassen. Bei zu heill gegos-
senen Platten kann sich der Niederschlag wahrend des
Erstarrens absetzen. Wahrend des Ldsens und Erhitzens
bildet sich aus Natriumsulfit und Bismutammoniumcitrat
das Prazipitat Bismutsulfit, auf dem u. a. die Selektivitat
des Ndhrbodens beruht. Platten vor Gebrauch trocknen;
dabei aber zu starke Trocknung vermeiden. Der Ndhrbo-
den sollte leicht triib und strohfarben bis blafgriin sein.
GroBere Volumina kénnen zubereitet werden, wobei ein
Uberhitzen unbedingt zu vermeiden ist.

Beschreibung

Bismutsulfit-Agar ist eine Modifikation des urspriingli-
chen Selektivndhrbodens von Wilson und Blair' zur Iso-
lierung und vorldufigen Identifizierung von Salmonella
typhi und anderen Salmonellen. Das Untersuchungsma-
terial kann entweder klinischer Provenienz sein oder aber
aus Abwasser, Wasser aus Wasserreservoiren, Lebens-
mitteln und anderem Untersuchungsmaterial bestehen.
In diesem Néhrboden wirkt frisch prazipitiertes Bismutsulfit
zusammen mit Brillantgriin als selektives Agens, indem
es das Wachstum coliformer Keime unterdriickt, aber
gleichzeitig das Wachstum von Salmonellen zuldRt. Die im
Nahrboden enthaltenen Schwefelkomponenten dienen
als Substrat fiir die H,S-Bildung. Bei Bildung von H,S
kommt es durch die im Nahrboden enthaltenen Metall-
salze zu einer schwarzen oder braunen Farbung der Kolo-
nien und des umgebenden Nahrbodens.

Atypische Kolonien kénnen entstehen, wenn der Néhr-
boden zu kraftig mit einer Probe, die viel organisches
Material enthalt, beimpft wird. Dies kann vermieden wer-
den, indem die Probe in steriler, physiologischer Koch-
salz-Lésung suspendiert wird und nur der Uberstand zur
Beimpfung eingesetzt wird. Auch der frisch zubereitete
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Nahrboden

Nahrboden hat eine ausgepragt hemmende Wirkung?
und ist daher fir starker kontaminiertes Untersuchungs-
material geeignet. Werden im Untersuchungsmaterial nur
kleine Anzahlen an Salmonellen erwartet, sollte vorher
angereichert werden. Besonders zur lIsolierung von
S. typhi sollte Bismutsulfit-Agar, mod. nur frisch zuberei-
tet eingesetzt werden.

Bei Lagerung des zubereiteten Bismutsulfit-Agars baut
sich der Bismutsulfit-Komplex ab, der Nahrboden wird im
Hinblick auf die Begleitkeime weniger selektiv. Allerdings
oxidiert der Farbstoff Brillantgriin gleichzeitig, wodurch die
Griinfarbung des Nahrbodens intensiviert wird. Diese Oxi-
dationsprodukte wirken auf bestimmte Salmonellen,
besonders auf Salmonellen aus dem Geflligelbereich, stark
hemmend; sie kdnnen dann nicht mehr isoliert werden.

Kulturverfahren

Der stark selektive Bismutsulfit-Agar, mod. sollte zur Iso-

lierung von Salmonellen moglichst in Kombination mit

anderen, weniger selektiven Nadhrboden eingesetzt wer-

den. Es kann direkt oder aus einer Anreicherung beimpft

werden3. Man kann dabei nach folgendem Schema vor-

gehen. Bismutsulfit-Agar, mod. und einen oder mehrere

der folgenden Nahrbdden direkt beimpfen:
— Desoxycholat-Agar nach Hynes (OXOID, Art.-Nr.
CM 227) oder Desoxycholat-Citrat-Lactose-Saccha-
rose-Agar (DCLS-Agar, OXOID, Art.-Nr. CM 393);

— XLD-Agar (OXOID, Art.-Nr. CM 469);

— Brillantgriin-Phenolrot-Lactose-Saccharose-Agar, mod.
(OXOID, Art.-Nr. CM 329);

— MacConkey-Né&hrboden Nr. 3 (OXOID, Art.-Nr.
CM 115).

Zugleich einen Anreicherungsnahrboden beimpfen, z. B.:

— Selenit-Lactose-Losung (OXOID, Art.-Nr. CM 395 +
LP 121);

— Tetrathionat-Lésung, mod. (Muller-Kauffmann-L6-
sung) (OXOID, Art.-Nr. CM 343).

Die Anreicherungskultur nach 12-18 Stunden Bebriitung
auf Bismutsulfit-Agar, mod. und auf einem oder mehre-
ren der oben genannten Nahrbdden subkultivieren.
Platten nach 18 Stunden Bebriitung begutachten und
verddchtige Kolonien auf Nahrbdden zur Identifizierung
(z. B. Kligler-Eisen-Nahrboden, OXOID Art.-Nr. CM 33)
subkultivieren.

Alle negativen Platten sollten 48 Stunden bebritet wer-
den.

Koloniemorphologie

Salmonella typhi
Schwarze "Kaninchenaugen"- bzw. “Fischaugen”-
Kolonien, nach 18 Stunden Bebriitung um die Koloni-
en Bildung eines schwarzen Niederschlags mit metal-
lischem Glanz um die Kolonien. Nach 48 Stunden
Bebriitung einheitlich schwarz gefarbte Kolonien.

Andere Salmonellen
Nach 18 Stunden Bebriitung unterschiedliche Kolo-
niemorphologie; sie kbnnen schwarz, griin, klar oder
schleimig sein. Nach 48 Stunden Bebriitung einheitlich
schwarz gefarbte Kolonien, oft mit ausgedehnter Ver-
farbung des Nahrbodens und deutlichem Metallglanz.

74 OXOID Handbuch

Andere Mikroorganismen, z. B. coliforme Bakterien, Ser-
ratia spp., Proteus spp.
Gelegentlich matte, griine oder braune Kolonien ohne
Metallglanz und ohne Verfarbung des umgebenden
Né&hrbodens.

Lagerung und Haltbarkeit
Trockenndhrboden:

Fest verschlossen, lichtgeschiitzt, 10-25°C.
Haltbarkeit: siehe Etikett.

Anmerkung: Wird der Trockenn&hrboden der Atmosphé-
re ausgesetzt, zersetzt er sich wegen der in ihm enthalte-
nen reaktiven und hygroskopischen Substanzen schnell.
Anzeichen flr eine solche Zersetzung sind Braunfarbung
des Trockennahrbodens sowie Verklumpung zu einer fes-
ten, nicht mehr pulvrigen Masse. Wird aus solchem Mate-
rial Ndhrboden zubereitet, so bleibt dieser braun, die Plat-
ten werden auch bei Lagerung nicht blaBgriin. Die cha-
rakteristischen differenzierenden und selektiven Eigen-
schaften gehen dabei verloren. Daher ist unbedingt darauf
zu achten, daR der Trockennahrboden kihl und trocken
aufbewahrt und der Behélter nach jedem Gebrauch gut
verschlossen wird.

Qualitatskontrolle
Positivkontrolle
Salmonella enteritidis ATCC 13076
Salmonella typhimurium ATCC 14028
Negativkontrolle
Escherichia coli ATCC 25922
Citrobacter freundii ATCC 8090

Zusatzliche Hinweise

Gebrauchsfertige Platten sollten nicht ldnger als 1-2 Tage
bei 2-8°C gelagert werden. Bei langerer Lagerung kann
der Farbstoff oxidieren; dies kann das Wachstum
bestimmter Salmonellen, besonders von Salmonellen aus
dem Gefligelbereich, hemmen. Bismutsulfit-Agar, mod.
sollte daher nur frisch zubereitet eingesetzt werden. Dies
gilt auch fur die Isolierung von S. typhi.

Das Wachstum von Shigella spp. wird in der Regel vollig
gehemmt.

Salmonella sendai, S. cholera-suis, S. berta, S. gallinarum
und S. abortus-equi werden deutlich gghemmt®*.

Der N&hrboden sollte so beimpft werden, daB gut abge-
grenzte Kolonien zu erwarten sind. Die typische Kolonie-
morphologie entwickelt sich nicht, wenn der Ndhrboden
zu stark bewachsen ist oder die Kolonien konfluent wach-
sen. S. typhi kann in diesem Fall in hellgrinen Kolonien
wachsen. Im Zweifelsfall sollte jede gewachsene Kolonie
weiter getestet werden.
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