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BD TCBS Agar

VERWENDUNGSZWECK

BD TCBS Agar (Thiosulfat-Citrat-Galle-Saccharose-Agar) ist ein selektives
Differenzierungsmedium zur Isolierung und Kultivierung von Vibrio cholerae und anderen Vibrio-
Spezies aus klinischen Proben.

GRUNDLAGEN UND ERLAUTERUNG DES VERFAHRENS

Mikrobiologische Methode.

Vibrio-Spezies sind weltweit nattirliche Bewohner von brackigem Wasser und Salzwasser.'?
Menschliche Darmerkrankungen werden mit dem Verzehr von konstaminiertem Wasser,
Schalentieren oder anderen Meeresfriichten in Verbindung gebracht. Vibrio cholerae ist der
atiologische Erreger von sekretorischer Diarrho (Cholera), welche durch die Aufnahme von
verseuchtem Trinkwasser und kontaminierten Nahrungsmitteln und auf dem fakal-oralen Weg
verbreitet wird.2 Verschiedene andere Vibrio-Spezies, z.B. V. parahaemolyticus und V. fluvialis
sind die Ursache von akuter Gastroenteritis. Einige Vibrio-Spezies, z.B. V. alginolyticus, V.
vulnificus und V. damsela, werden aufl3erdem mit extraintestinalen Infektionen, wie z.B.
Wundinfektionen, Sepsis, Meningitis und anderen, in Verbindung gebracht.}®* Wundinfektionen
mit Vibrio treten inshesondere dann auf, wenn Patienten mit brackigem Wasser oder Salzwasser
in Bertihrung gekommen sind.?3

BD TCBS Agar mit der Zusammensetzung von Kobayashi et al. ist eine Modifikation des
selektiven Mediums von Nakanishi.*® Alle fur Menschen pathogene Vibrio spp., mit der
Ausnahme von V. hollisae, wachsen auf diesem Medium. Dieses Medium wird zur Isolierung
von Vibrio spp. aus Stuhlproben empfohlen2¢ und wird auch in den Standard-Testmethoden fur
Nahrungsmittel erwahnt.”8 Es ist auBerst selektiv, erflllt die Nahrstoffanforderungen von Vibrio
spp und erlaubt den Vibrios, mit der Darmflora zu konkurrieren. Alle Mitglieder dieses Genus
konnen auf Medien mit erhohter Salzkonzentration wachsen und einige Spezies sind halophil.®

In BD TCBS Agar liefern Hefeextrakt und Pepton Stickstoff und Vitamine. Natriumcitrat,
Natriumthiosulfat, Ochsengalle und Natriumcholat sind selektive Agenzien, welche fir eine
alkalischen pH-Wert sorgen, um grampositive Organismen zu hemmen und Kolibakterien zu
unterdricken. Der pH-Wert des Mediums ist erhéht, um das Wachstum von Vibrio cholerae zu
fordern, und weil dieser Organismus gegenuber einer saurehaltigen Umgebung empfindlich ist.
Die hohe Natriumkonzentration fordert das Wachstum von Vibrio cholerae, welches halotolerant
ist, und anderer Vibrio-Spezies, von welchen die meisten halophil sind. Sachharose ist ein
fermentierbares Kohlehydrat, wéhrend Natriumchlorid das Wachstum stimuliert.
Natriumthiosulfat ist eine Schwefelquelle und agiert, zusammen mit Eisen (l1)-Citrat, als
Indikator zum Nachweis von Schwefelwasserstoffbildung. Bromthymolblau und Thymolblau sind
pH-Indikatoren.

REAGENZIEN
BD TCBS Agar
Zusammensetzung* pro 1 Liter destilliertem Wasser

Hefeextrakt 509 Saccharose 20,09
Pankreatisch abgebautes Casein 50 Natriumchlorid 10,0
Peptisch abgebautes Tiergewebe 50 Eisen (Il)-Citrat 1,0
Natriumcitrat 10,0 Bromthymolblau 0,04
Natriumthiosulfat 10,0 Thymolblau 0,04
Ochsengalle 5,0 Agar 14,0
Natriumcholat 3,0

pH 8,6 £0,2

*Nach Bedarf abgestimmt und/oder erganzt auf die geforderten Testkriterien.
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VORSICHTSMASSNAHMEN

. Nur fur den professionellen Gebrauch. ®

Agarplatten bei Anzeichen von mikrobieller Kontamination, Verfarbung, Austrocknung, Rissen
oder sonstigen Anzeichen von Produktverfall nicht verwenden.

Hinweise zur aseptischen Arbeitsweise, Biogefahrdung und Entsorgung des Produkts sind der
ALLGEMEINEN GEBRAUCHSANLEITUNG zu entnehmen.

LAGERUNG UND HALTBARKEIT

Nach Erhalt Platten bis unmittelbar vor dem Gebrauch im Dunkeln bei 2 — 8 °C in der
Originalverpackung lagern. Einfrieren und Uberhitzen vermeiden. Die Platten konnen bis zum
Verfallsdatum (s. Kennzeichnung auf der Verpackung) inokuliert und entsprechend den
empfohlenen Inkubationszeiten inkubiert werden.

Platten aus bereits geodffneten Stapeln mit jeweils 10 Platten kdnnen bei Lagerung in einem
sauberen Bereich bei 2 — 8 °C bis zu einer Woche verwendet werden.

QUALITATSSICHERUNG DURCH DEN ANWENDER

Reprasentative Proben mit den nachfolgend aufgefiihrten Stammen inokulieren (detaillierte
Informationen siehe ALLGEMEINE GEBRAUCHSANLEITUNG). Platten 18 — 24 h bei

35 — 37 °C aerob inkubieren.

Stamme Wachstum

V. cholerae NCTC 8021 Gutes bis ausgezeichnetes Wachstum; Kolonien von

oder ATCC 9459 gelben Zonen umgeben

V. parahaemolyticus Gutes bis ausgezeichnetes Wachstum; griine bis blau-

ATCC 17802 griine Kolonien; Medium praktisch unverandert

E. faecalis ATCC 29212 Teilweise bis vollstandig gehemmtes Wachstum; kleine
gelbe Kolonien

E. coli ATCC 25922 Teilweise bis vollstandig gehemmtes Wachstum; kleine
Kolonien, durchscheinend

Ps. aeruginosa ATCC 27853 Teilweise bis vollstandig gehemmtes Wachstum; blaue
Kolonien

Nicht inokuliert Grln bis blaugrin

VERFAHREN

Mitgeliefertes Arbeitsmaterial
BD TCBS Agar (90 mm Stacker-Platten). Mikrobiologisch kontrolliert.

Nicht mitgeliefertes Arbeitsmaterial
Zusatzliche Kulturmedien, Reagenzien und Laborgerate nach Bedarf.

Probenarten und Probentransport

Dieses Medium wird zur Isolierung von Vibrio-Spezies aus Stuhlproben (insbesondere wenn die
Patienten Meeresfriichte zu verzehrt haben) oder extraintestinalen klinischen Proben mit
Verdacht auf Vibrio-Spezies verwendet (siehe auch LEISTUNGSMERKMALE UND
VERFAHRENSBESCHRANKUNGEN). Proben, wie z.B. Rektalabstriche, Proben von
Erbrochenem oder Nahrungsmittelproben, insbesondere von Meeresfriichten, kbnnen ebenfalls
verwendet werden. Abstriche sollten in einem Cary und Blair Transportmedium transportiert
werden, da Vibrio spp besonders austrocknungsempfindlich sind.2? Alle Darmproben und
Nahrungsmittelproben kénnen in R6hrchen mit alkalischem Peptonwasser gegeben werden, um
ein Austrocknen zu vermeiden, und ohne Verzdgerung ins Labor transportiert werden.
Transportzeiten von mehr als 8 h reduzieren die Lebensfahigkeit. Proben oder Abstriche nicht
einfrieren!
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Testverfahren

Proben sofort nach Eingang mit Hilfe einer anerkannten Ausstrichmethode im Labor auf BD
TCBS Agar ausstreichen. Proben und Nahrungsmittelproben kénnen direkt oder nach
sorgfaltiger Homogenisierung (besonders bei der Uberpriifung von Meeresfriichten)
aufgetragen werden. Austrocknung wahrend der Handhabung vermeiden. Es wird empfohlen,
auch ein weniger selektives Medium mit einzubeziehen, wie z.B. BD DCLS Agar, welcher
MacConkey Agar fur die Isolierung von Vibrio-Spezies Uberlegen ist. Alle extraintestinalen
Proben (z.B. Proben aus Wunden, usw.) missen auch auf einem nicht selektiven Blutagar-
Medium, z.B. BD Columbia Agar with 5 % Sheep Blood, und einer BD Mac-Conkey Il Agar-
Platte ausgestrichen werden, um den Nachweis von anderen mdglicherweise an der Infektion
beteiligten Erregern zu ermdglichen. Platten bei 35 — 37 °C 18 — 24 h aerob inkubieren. Bei
negativem Ergebnis weitere 18 — 24 h inkubieren.

Proben und klinische Proben mit Verdacht auf niedrige Vibrio-Keimzahlen kénnen zuerst auch
durch Inkubation eines aliquoten Anteils der Probe in alkalischem Peptonwasser bei 35 + 2 °C
angereichert werden.?® Subkulturen werden auf TCBS- und Blutagar 8 und 18 h nach der
Inkubation angelegt.

Ergebnisse

Auf BD TCBS Agar erscheinen Saccharose fermentierende Vibrios (V. cholerae, V.
alginolyticus, V. harveyi, V. cincinnatiensis, V. fluvialis, V. furnissii, V. metschnikovii) als
mittelgroRRe, glatte, opake, gelbe Kolonien. Die meisten anderen klinisch bedeutenden Vibrios,
einschlie3lich V. parahaemolyticus, sind nicht Saccharose-fermentierend und erscheinen als
griine bis blau-griine Kolonien.? Zusatzliche biochemische und/oder serologische Test sind zur
endgultigen Identifizierung und zur Differenzierung von Saccharose-fermentierenden und nicht
Saccharose-fermentierenden Spezies notwendig.>?":8

LEISTUNGSMERKMALE UND VERFAHRENSBESCHRANKUNGEN

BD TCBS Agar ist ein Standardmedium zur Isolierung von Vibrio cholera und anderer Vibrio-
Spezies aus Stuhlproben von Patienten mit Diarrh6, besonders nach dem Verzehr von
Meeresfriichten, oder wenn ein Verdach auf Ausbruch von Cholera besteht.»267 Es kann
ebenfalls zum Nachweis von Vibrio in extraintestinalen Proben verwendet werden.

BD TCBS Agar ist auBerdem ein Standardmedium zur Isolierung von Vibrio aus
Nahrungsmitteln.®*

Da die Nahrstoffanforderungen von Organismen variieren, kdnnen einige Stamme auf diesem
Medium ein schwaches Wachstum zeigen. Aus diesem Grund sollten auch weniger selektive
Medien zum Nachweis von Vibrio-Spezies und anderer Darmerreger (z.B. Salmonella und
Shigella) miteinbezogen werden; BD DCLS Agar wird zu diesem Zweck empfohlen.

Auf BD TCBS Agar kénnen V. paraheamolyticus ahnlich aussehen wie Aeromonas hydrophila,
Plesiomonas shigelloides und Pseudomonas-Spezies. Saccharose-fermentierende Proteus-
Spezies bilden gelbe Kolonien, welche Vibrio-Kolonien &hneln kénnen. Einige V. cholerae-
Stamme erscheinen auf BD TCBS Agar auf Grund verzogerter Saccharose-Fermentierung grin
oder farblos.

TCBS-Medien erzielen bei Oxidasetests von Vibrio spp. unzureichende Ergebnisse.?

Zur vollstandigen Identifizierung und Bestétigung von auf diesem Medium isolierten Vibrio spp.
sind weitere Tests notwendig. Die entsprechende Literatur ist zu beachten.2%°
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VERPACKUNG/LIEFERBARE PRODUKTE
BD TCBS Agar
Best.-Nr. 254432 Gebrauchsfertige Plattenmedien, 20 Platten

WEITERE INFORMATIONEN
Weitere Informationen erhalten Sie bei Ihrer 6rtlichen BD-Vertretung.
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http://www.bd.com
http://www.bd.com/europe/regulatory/

ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection
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