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Reliable identification of pathogenic Burkholderia spp. like Burkholderia mallei and Burkholderia pseudomallei in clinical samples
is desirable. Three different selective media were assessed for reliability and selectivity with various Burkholderia spp. and non-
target organisms.

Mast Burkholderia cepacia agar, Ashdown + gentamicin agar, and B. pseudomallei selective agar were compared. A panel of 116
reference strains and well-characterized clinical isolates, comprising 30 B. pseudomallei, 20 B. mallei, 18 other Burkholderia spp.,
and 48 nontarget organisms, was used for this assessment.

While all B. pseudomallei strains grew on all three tested selective agars, the other Burkholderia spp. showed a diverse growth
pattern. Nontarget organisms, i.e., nonfermentative rod-shaped bacteria, other species, and yeasts, grew on all selective agars.
Colony morphology did not allow unambiguous discrimination.

While the assessed selective media reliably allowed the growth of a wide range of B. pseudomallei strains, growth of other
Burkholderia spp. is only partially ensured. Growth of various nontarget organisms has to be considered. Therefore, the assessed
media can only be used in combination with other confirmative tests in the diagnostic procedure for the screening for melioidosis
or glanders.

Keywords: Burkholderia spp., Burkholderia mallei, Burkholderia pseudomallei, selective agar, comparison

Introduction

The genus Burkholderia harbors highly pathogenic spe-
cies Burkholderia (B.) mallei, the causative agent of glan-
ders, and Burkholderia pseudomallei, the causative agent
of melioidosis [1, 2], species with relevance for cystic fi-
brosis patients, e.g., the Burkholderia cepacia complex,
and environmental species [3, 4].

Considering the high clinical relevance of the correct
identification of glanders, melioidosis, or Burkholderia-

associated respiratory tract infections in cystic fibrosis
patients, reliable identification of the causative agent is
important and incorrect identification can lead to critical
clinical courses [5].

Melioidosis presents with unspecific symptoms and re-
mains often unrecognized by the first responder, i.e., the
clinician at a private practice or a local hospital especially
in nonendemic areas where the physicians are unaware of
the disease [6]. Blood culture in case of sepsis and sub-
sequent culture on standard routine media result in un-
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specific growth, comparable to that of many other Gram-
negative nonglucose fermenting rod-shaped bacteria like
Pseudomonas spp. Subsequent routine testing using com-
mercially available tests, such as API20 (bioMérieux,
Niirtingen, Germany), VITEK2 (bioMérieux), etc., has
proven to be little specific. Routine matrix-assisted laser
desorption—ionization time-of-flight mass spectrometry
(MALDI-TOF-MS) systems lack profiles for this agent in
their databases. The use of selective agars, i.e., MacCon-
key, Ashdown’s, B. pseudomallei selective, and B. cepacia
selective agar and prolonged incubation for specimens be-
ing contaminated with normal flora, is strongly advised to
increase sensitivity. A very good review describing these
problems and a suitable work flow in detail has recently
been published [7].

Specialized laboratories use a plethora of tests to final-
ly identify the agent. Molecular diagnostics are hampered
by the close relationship of B. pseudomallei to B. mal-
lei and Burkholderia thailandensis, the cause of zoonotic
glanders, and a fairly apathogenic soil bacterium, respec-
tively [8]. Specific antibodies to detect B. pseudomallei
are not commercially available, and thus, tests based on
these tools have not been validated accordingly. Labo-
ratory infection may occur, and it is strongly advised to
work only under BSL-3 biosafety laboratory conditions if
melioidosis or B. pseudomallei/mallei is suspected.

For the reliable discrimination of other Burkholderia
spp., €.g., strains of the B. cepacia complex, sequence-
based molecular tools have been introduced. They com-
prise multilocus sequence typing (MLST) [9], fur se-
quencing [10], hisA sequencing [11], or recA sequencing
[12, 13] from pure cultures. MALDI-TOF-MS-based
approaches have been described as well [14—17]. All of
these procedures, however, require the identification of
suspicious colonies by the investigator.

Table 1. List of species and strains

Although clinically relevant Burkholderia spp. readily
grow on standard agars like blood agar [3, 4], there is the
risk that they may be missed if only few colonies are pres-
ent among colonies of a majority of apathogenic flora from
primarily nonsterile sampling sites.

Selective agars are used to facilitate selective growth
and, thus, to ease identification of pathogens [18, 19]. Such
selective agars are usually based on chemicals or antibiotic
drugs with inhibitory effects on nontarget organisms, of-
ten associated with chromogenic reactions, which further
facilitate the identification of the target pathogen [20-22].
Hence, evaluations of the discriminatory potential of the
selective agar are imminent.

Here we assessed the reliability of three selective agars
for Burkholderia spp. using a strain collection compris-
ing a considerable number of target and nontarget organ-
isms. Parallel growth on blood agar was done as a growth
control in parallel. The aim was the analysis of both the
sensitivity and selectivity of the assessed selective agars
to provide a recommendation for the routine diagnostics
based on the results.

Materials and methods
Strains

A strain collection of 116 reference strains and clinical
isolates was used for the assessment. Only strains that
grew either on blood agar or at least on one of the selective
agars were included in the assessment. The used strains
comprised 30 B. pseudomallei strains, 20 B. mallei strains,
18 strains from other Burkholderia spp., and 48 nontarget
strains. The distribution of species and strains is detailed
in Table 1.

Species

Strains

Burkholderia pseudomallei (n = 30)

006-2397, 41333 006-2401, Heckeshorn, NC 08708-02, NC 08707-04,
NC 08016-03, NC 07431-04, NC 07383-04, NC 06700-03, NC 04846-03,
NC 04845-04, NC 01688-03, NC 10276-01, NC 10274-03, NCTC 7383,
291A, P19535/91, 222A, S3, S6, 204, 216 A, 347, 521, 225A, 5691, RO1
206A, NCTC 4845, Holland, EF15660

Burkholderia mallei (n = 20)

UAE 1, UAE 2, 005-00543/2002, 005-00550/2002, ATCC 23344, 005-
572 M2, Zagreb, NC 10245-02, 005-2399 Dubai, Bogor, K2-16-RS, M

VIIL, 005-00574 M2, 005-00577/2002 M3, Mukteswar, 005-00582 US,
NCTC 3709, NC 00120-05, NC10260-03, NC 10247-02

Burkholderia cepacia (n =3)
Burkholderia anthina (n = 1)
Burkholderia stabilis (n =2)
Burkholderia thailandensis (n = 2)
Burkholderia vandii (n = 2)
Burkholderia vietnamensis (n = 1)
Burkholderia cenocepacia (n=1)

Burkholderia cocovenenans (n=1)

Isolate-6-19-175, ATCC 25416, isolate (n = 1)
LMG 20982

LMG 14294, isolate (n = 1)

DSM 13276, ATCC700388

DSM 9509, DSM 951/LMG 16020

DSM 11319

LMG 12615

DSM 4285
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Table 1. (cont’d)

Species Strains
Burkholderia dolosa (n = 1) LMG 18941
Burkholderia fungorum (n =1) LMG 16225
Burkholderia gladioli (n=1) DSM 11318
Burkholderia glumae (n = 1) DSM 9512/LMG 2196
Burkholderia graminis (n = 1) LMG 18924
Nontarget strains
Francisella tularensis (n = 4) Isolates (n =4)
Pseudomonas aeruginosa (n = 2) DSM 11810, ATCC 27853
Achromobacter ruhlandii (n = 1) DSM 653
Achromobacter xylosoxidans spp. dentri cans (n=1) DSM 30026
Acinetobacter baumannii (n = 1) DSM 4372
Aeromonas hydrophila spp. hydrophila (n=1) ATCC 7966
Alcaligenes faecalis spp. faecalis (n = 1) DSM 30030
Bacillus cereus (n=1) DSM 4222
Bacillus kururiensis (n = 1) DSM 13646
Bacillus mycoides (n = 1) DSM 2048
Bacillus polymyxa (n=1) ATCC 10401
Bacillus stearothermophilus var. calidolactis (n=1)  DSM 5943
Bacillus thuringiensis (n = 1) DSM 350/WIS 315
Candida albicans (n=1) DSM1386
Chromobacterium violaceum (n = 1) LMG 1267
Eikenella corrodens (n=1) DSM 8340
Enterobacter aerogenes (n =1) DSM 12058
Enterobacter cloacae (n = 1) ATCC 13047
Enerococcus faecalis (n = 1) DSM 2570
Escherichia coli (n=1) DSM 301
Kingella dentri cans (n=1) DSM 10202
Klebsiella oxitoca (n=1) Isolate
Klebsiella pneumoniae spp. pneumoniae (n = 1) DSM 6675/681
Listeria monocytogenes (n=1) DSM 12464
Moraxella catarrhalis (n = 1) DSM 9143
Morganella morganii (n=1) DSM 6675
Ochrobactrum anthropi (n=1) DSM 7216
Proteus mirabilis (n = 1) DSM 4479
Proteus vulgaris (n=1) DSM 30118
Psychrobacter phenylpyruvicus (n = 1) DSM 7000
Salmonella Typhimurium (rn = 1) ATCC 13311
Shigella exneri (n=1) DSM 4782
Sphingomonas paucimobilis (n = 1) DSM 1098
Staphylococcos aureus (n=1) DSM 346
Staphylococcus epidermidis (n = 1) DSM 1798
Stenotrophomonas maltophila (n = 1) DSMZ 50170
Streptococcus agalactiae (n = 1) Isolate
Streptococcus pyogenes (n=1) Isolate
Vibrio cholerae (n=1) 219512
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Table 1. (cont’d)

Species Strains
Vibrio parahaemolyticus (n = 1) DSM 10027
Yersinia enterocolitica (n = 1) DSM 4780
Yersinia kristenseni (n = 1) ATCC 33638
Yersinia pestis (n=1) EV 76
Yersinia pseudotuberculosis (n = 1) ATCC 29833

Inoculation on agars and growth assessment were per-
formed by skilled laboratory technical assistants.

Agars

Blood agar was used as a nonselective medium to control
the vitality of strains. Further assessment on selective agars
was only performed if growth on blood agar was observed.
Blood agar was made of pancreatically digested casein,
12.0 g/L; peptically digested animal tissue, 5.0 g/L; yeast
extract, 3.0 g/L; beef extract, 3.0 g/L; starch from corn,
1.0 g/L; sodium chloride, 5.0 g/L; agar-agar, 13.5 g/L; and
defibrinized sheep blood, 5% with reagents provided by
Merck (Darmstadt, Germany). Plates of each charge were
incubated for sterility assessment.

The Mast BCA (B. cepacia agar) was prepared ac-
cording to the manufacturer’s instructions using B. cepa-
cia medium, 36 g/L (Mast Diagnostica Ltd., Reinfeld,
Germany); bidistilled water; and B. cepacia supplement,
10 tablets per liter (Mast Diagnostica Ltd). Ashdown + G
(G for gentamicin) agar was made of tryptone soy broth
agar, 10 g/L; agar-agar, 15 g/L; crystal violet, 5 mg/L; neu-
tral red, 50 mg/L; 40% glycerol stock solution, 100 mL/L;
gentamicin, 5 g/L; and bidistilled water with reagents pro-
vided by Merck. B. pseudomallei selective agar (BPSA,
Nile blue agar) was prepared using standard agar, 23.5 g/L
(Becton & Dickinson, Heidelberg, Germany); maltose,
4 g/l (Merck); neutral red, 100 mg/L (Merck); gentami-
cin, 20 mg/L (Merck); Nile blue, 0.2 g/L (Sigma, Munich,
Germany); and bidistilled water as described [20, 21].

Growth assessment

Cultural growth and growth characteristics on selective
agar plates were assessed 24 hours (h), 48 h, and 7 days (d)
after inoculation of the media. Investigated growth char-
acteristics were observation of grown normal-sized or at
least very tiny colonies (later referred to as weak growth),
assessment of color, transparency, size, shape, profile and
surface qualities of grown colonies, and occurring of color
shifts on selective agar if applicable.

Ethics

Ethical clearance was not necessary for this study because
only bacterial strains from a strain collection were as-
sessed.
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Results
Cultural growth of Burkholderia spp. on selective agars

After a total observation time of 7 days, all B. pseudo-
mallei strains showed cultural growth on all screening
agars. Mast BCA allowed growth of Burkholderia anthi-
na, Burkholderia cenocepacia, B. cepacia, Burkholderia
cocovenenans, Burkholderia dolosa, Burkholderia gladi-
oli, Burkholderia glumae, B. thailandensis, Burkholderia
vietnamensis, growth of some strains of B. mallei, Burk-
holderia stabilis, Burkholderia vandii, and no growth of
Burkholderia fungorum and Burkholderia graminis. On
Ashdown + G agar, growth was observed for B. thailand-
ensis, B. cenocepacia, B. cocovenenans, B. dolosa, for
some strains of B. mallei, B. cepacia, B. stabilis, B. van-
dii, B. glumae, but not for B. anthina, B. vietnamensis,
B. fungorum, B. gladioli, and B. graminis. Finally, BPSA
(Nile blue) allowed growth of B. glumae, B. cenocepacia,
B. cepacia, B. cocovenenans, B. dolosa, B. thailandensis,
some strains of B. mallei, B. stabilis, B. vandii, and no
growth of B. anthina, B. fungorum, B. gladioli, B. grami-
nis, and B. vietnamensis (Table 2).

Growth was visible after 2 days for most strains (Sup-
plementary materials 1-3, 7able 2). In detail, first de-
tection of growth after more than 48 h was recorded for
4 B. mallei strains and 1 B. cocovenenans strain on Mast
BCA as well as for 1 B. stabilis strain on both Ashdown +
G agar and BPSA (Nile blue). A more differentiated dis-
crimination of “clearly visible” and “very weak” growth
of colonies is shown in Table 2.

Cultural growth of nontarget organisms
on selective agars

Each selective agar showed cultural growth of nontarget
organisms, mainly of nonfermentative Gram-negative
rod-shaped bacteria, but also other species like Entero-
bacteriaceae, yeasts, and Gram-positive bacteria were
observed. Often, only weak growth was detectable (7a-
ble 2). On Mast BCA, growth of Achromobacter ruhlan-
dii, Alcaligenes faecalis spp. faecalis, Candida albicans,
Chromobacterium violaceum, Enterobacter aerogenes,
Francisella tularensis, Kingella denitri cans, Klebsiella
oxytoca, Klebsiella pneumoniae spp. pneumoniae, Mor-
ganella morganii, Pseudomonas aeruginosa, and Vibrio
parahaemolyticus was detectable (Table 2). Ashdown + G
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Table 2. (cont’d)

Ashdown + G agar BPSA (Nile blue)

Mast BCA

Blood agar

Species

Weak growth ~ Normal cultural ~ Weak growth ~ Normal cultural =~ Weak growth ~ Normal cultural ~ Weak growth

Normal cultural

only
0/1 (0%)
0/1 (0%)
1/1 (100%)

growth
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
1/1 (100%)

only
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
1/1 (100%)

growth
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
1/1 (100%)

only
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)

growth
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
1/1 (100%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)

only
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)

growth
1/1 (100%)
1/1 (100%)
1/1 (100%)
1/1 (100%)
1/1 (100%)
1/1 (100%)
1/1 (100%)
1/1 (100%)
1/1 (100%)
1/1 (100%)
1/1 (100%)
1/1 (100%)

Sphingomonas paucimobilis (n = 1)

Staphylococcos aureus (n=1)

Staphylococcus epidermidis (n = 1)

0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)

Stenotrophomonas maltophila (n = 1)

0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)

1/1 (100%)

0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)

1/1 (100%)

Streptococcus agalactiae (n = 1)

Streptococcus pyogenes (n=1)

Vibrio cholerae (n=1)

Vibrio parahaemolyticus (n = 1)

0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)

0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)
0/1 (0%)

Yersinia enterocolitica (n = 1)

Yersinia kristenseni (n = 1)

Yersinia pestis (n=1)

0/1 (0%)

Yersinia pseudotuberculosis (n = 1)

agar allowed growth of A. ruhlandii, Achromobacter xy-
losoxidans spp. denitri cans, Aeromonas hydrophila spp.
hydrophila, C. albicans, E. aerogenes, Enterococcus fae-
calis, K. denitri cans, K. pneumoniae spp. pneumoniae,
Proteus vulgaris, P. aeruginosa, Psychrobacter phenyl-
pyruvicus, Stenotrophomonas maltophila, V. parahaemo-
Iyticus, and Yersinia pestis (Table 2). Finally, strains of
A. ruhlandii, A. xylosoxidans spp. denitri cans, Bacillus
kururiensis, C. albicans, E. faecalis, F. tularensis, K. de-
nitri cans, P. vulgaris, P. aeruginosa, P. phenylpyruvicus,
Staphylococcus epidermidis, S. maltophila, and V. para-
haemolyticus were detectable on BPSA (Nile blue) (7a-
ble 2). Most nontarget organisms produced well defined
colonies on day two of growth on selective agars (Supple-
mentary materials 1-3, Table 2). In detail, growth of only
a few nontarget strains was detected after more than 48 h,
comprising 1 F tularensis strain on both Mast BCA and
BPSA (Nile blue), 1 C. albicans strain on Mast BCA, and
1 A. hydrophila spp. hydrophila strain as well as 1 E. fae-
calis strain on Ashdown + G agar.

Morphological features of Burkholderia spp.
and nontarget organisms on the selective agars

The morphological features of colonies of Burkholde-
ria spp. and nontarget organisms are shown in Tables
3-5. Colony morphology was strain-dependent. Typical
“species-specific” colonies were not observed. Colonies
were likely to change their morphological features during
growth.

Nontarget organisms showed highly similar colony
morphology (Tables 3—5) to Burkholderia spp., making
the risk of misdiagnosis highly likely. Considerable intra-
species variety and morphological changes during growth
were observed for the nontarget species.

Discussion

The study assessed the reliability of three different se-
lective media, i.e., Mast BCA, Ashdown + G agar, and
BPSA (Nile blue), for selectivity for Burkholderia spp.
The results showed that all three agars are suitable to al-
low the growth of B. pseudomallei. This result confirms
the findings of Roesnita et al. [23] that B. pseudomallei
selective agar (BPSA) is a cost-efficient screening tool
for melioidosis in a low prevalence setting. The authors
identified one additional case of melioidosis and three ad-
ditional culture-positive samples for B. pseudomallei by
applying this agar in comparison to standard diagnostic
procedures with nonselective media [23]. BPSA was first
introduced in 2003 [20] for the selective cultivation of
B. pseudomallei. According to the results of the authors,
BPSA shall be inhibitory to nonfermentative nontarget or-
ganisms like P. aeruginosa as well as Burkholderia spp. of
the B. cepacia complex [20] or other nonpathogenic spe-
cies. The here presented data cannot confirm their results
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*1 turn smooth to slimy

1/1 (100%) smooth
1/1 (100%) smooth
1/1 (100%) slimy

Colony surface

1/1 (100%) plane
1/1 (100%) plane
1/1 (100%) raised
*1 turn plane to raised

Colony profile

1/1 (100%) round
1/1 (100%) round
1/1 (100%) irregular
*1 turn round to ir-

Colony shape
regular

(<I mm, 1-4 mm, >4

mm)

*(only after 7 days)
1/1 (100%) < 1 mm
1/1 (100%) > 4 mm

Colony size

1/1 (100%) trans-

parent
*1 turn transparent

Transparence of
to ground glass

the colonies
nontransparent

1/1 (100%)
1/1 (100%)

ground glass

Color switch of the

agar from yellow to
the agar around the

red/loss of color of
colonies

0/1 (0%)

loss of color

1/1 (100%)

loss of color

Color of the colonies
1/1 (100%) rose/pink
1/1 (100%) rose/pink

Table 5. (cont’d)
monas maltophi-

la(n=1)

Species
Staphylococ-
cus epidermidis
(n=1)
Stenotropho-

European Journal of Microbiology and Immunology

1/1 (100%) smooth
1/1 (100%) slimy

1/1 (100%) plane
1/1 (100%) raised

1/1 (100%) round

1/1 (100%) 1-4 mm

1/1 (100%) ground

glass

0/1 (0%)

1/1 (100%) rose/pink

Vibrio para-

1/1 (100%) irregular

loss of color

haemolyticus

(n=1)

*] turn smooth and

slimy to slimy

*1 turn round to ir-

regular

*1 turn plane to raised

as P. aeruginosa and B. cepacia strains grew on this agar.
In another comparison of BCA, Ashdown agar, and BPSA
using clinical samples, the sensitivity of all three agars for
the isolation of B. pseudomallei was virtually equivalent
[24]. Ashdown agar and BCA were more specific with
clinical samples [24], a result which cannot be confirmed
by the here presented data with reference strains and well-
characterized clinical isolates.

In this study, only some strains of Burkholderia spp.
other than B. pseudomallei grew on the selective media.
This was observed not only for environmental Burkholde-
ria spp., which are lacking practical relevance for diagnos-
tic procedures in human medicine, but also for strains with
high relevance like B. mallei, the causative agent of glan-
ders. The results indicate that the media are nonreliable for
the growth of Burkholderia spp. other than B. pseudomal-
lei considerably decreasing their diagnostic use.

Focusing on combined approaches for the detection
of B. pseudomallei and B. mallei, the causative agents of
melioidosis and glanders, respectively [1, 2], Ashdown
agar was described to be most sensitive for the isolation
of B. pseudomallei [25]. The finding of that study [25] that
growth of B. mallei generally fails on this medium, how-
ever, could not be confirmed by the here presented data
using Ashdown + G agar, although the agar did not allow
the growth of all B. mallei strains investigated. Interesting-
ly, however, 4 B. mallei strains were detected after more
than 48 h after onset of growth on Ashdown + G agar in
the here presented study. A similar effect was observed for
other Burkholderia spp. on other assessed selective agars.
An incubation time longer than the usually applied 48 h in
the diagnostic routine is therefore advisable to increase the
sensitivity of the assessed selective agars. The here pre-
sented data show that the proportion of nontarget organ-
isms that became visible later than 48 h after the onset of
growth is low. This limits the importance of the disadvan-
tage of the also supported nonspecific growth due to the
prolonged incubation time. Glass et al. preferred the use
of Pseudomonas cepacia agar (PCA), which proved to be
both sensitive and selective in their assessment [25], if the
growth of both B. mallei and B. pseudomallei is desired.

Focusing on clinically relevant species of the B. cepa-
cia complex and on environmental Burkholderia species,
the metabolic needs differ in a species-depending way.
Of note, L-arabinose was the most frequently used carbon
source utilized by species of the B. cepacia complex, sup-
porting the growth of 90% of the isolates in a previous
study [26], while B. anthina and B. vietnamensis were
most susceptible to antibiotic drugs. The latter results are
confirmed by the present study, as no growth of B. an-
thina and B. vietnamensis strains on Ashdown + G agar
and BPSA was seen. Previous analyses [4], however, sug-
gested that antibiotic resistance seems to be more strain-
dependent than species-dependent, especially in isolates
from cystic fibrosis patients under antibiotic pressure. Ver-
mis et al. demonstrated a wide phenotypic heterogeneity of
B. cepacia complex strains on the assessed selective media
Mast B. cepacia medium (BCA) and on B. cepacia selec-
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tive agar (BCSA) [26], reflecting the different needs of the
various Burkholderia spp. by means of the composition
of growth media. In this study, the observed intraspecies
variance of growth characteristics on the selective media
does not allow any discrimination at species level, which
is similar to the observations by Vermis et al. [26]. Another
study that compared BCA with BCSA for the identifica-
tion of B. cepacia complex strains from sputum samples of
cystic fibrosis patients suggested that BCSA has a higher
selectivity and reduced time to detection [27].

BCSA was first described in 1997 [22] as a selec-
tive medium for the identification of B. cepacia complex
strains from respiratory secretions of cystic fibrosis pa-
tients. The intention was to use it as an agar for primary
isolation, and it proved to be superior in comparison with
the older oxidation—fermentation polymyxin—bacitracin—
lactose (OFPBL) agar [28] and P. cepacia agars (PCA),
that also readily allowed growth of other nonfermentative
Gram-negative rod-shaped bacteria like Stenotrophomon-
as maltophilia, Alcaligenes xylosoxidans, and Comamonas
acidovorans. Growth of B. cepacia strains on BCSA was
also faster [22] than on OFPBL agar and PCA. In a later
report, those findings were confirmed for sputum samples
from cystic fibrosis patients as well [29].

It remains controversial whether or not prior broth en-
richment may help to increase the sensitivity of selective
agars for Burkholderia spp. An old report showed slightly
better performance for selective enrichment and culture
on polymyxin B-MacConkey agar without crystal violet,
PCA, and OFPBL agar [30]. A later study could not con-
firm those findings and showed identical results for direct
primary use of BCSA and for enrichment broth subcultures
prior to growth on the selective agar [31]. The question
whether or not prior enrichment is necessary to reliably
identify Burkholderia spp. from respiratory samples of
patients with cystic fibrosis is not finally answered so far.

The three media tested did not reliably suppress the
growth of nonpathogenic Burkholderia spp. and not even
of nontarget organisms like facultatively pathogenic Pseu-
domonas and Enterobacteriaceae which are frequently iso-
lated from primarily sterile body compartments in case of
invasive infections, thus, potentially mimicking invasive
Burkholderia infections. The fact that even the growth of
fungi was supported by the selective media, is in line with
the recent finding that BCSA can be used for the isola-
tion of Exophiala dermatitidis, a typical causative agent of
phaeohyphomycosis [32].

Conclusion

The selective media investigated are of only restricted use-
fulness for diagnostic purposes with regard to both sensi-
tivity and specificity. Their usefulness for the identifica-
tion of B. pseudomallei [20, 23, 24] was confirmed again.
In contrast, the identification of other Burkholderia spp.
turned out to be nonreliable. Therefore, screening in case
of suspicion of infections due to Burkholderia spp. should

not exclusively be based on the three selective agars tested
here but should also include use of nonselective media and
subsequent differentiation [33—35].
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(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (2%0) 1/0 (9%0) 1/0 (9%0) 1/0 (%0) 1/0 (2%001) 1/1 (1 = u) 1uuvwnpq 42)o0qoUIY
=U) SUDD 14J1UD

(%001) 1/1 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001 /T 44s %%QSM x mvsc %sg\uw

(2%001) 1/1 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) npuppyn. 421ovqoul0.Y2y

(%09) /1 (%0) T/0 (%001) /T (%0) 2/0 (%09) /1 (%0) T/0 (%0) T/0 (%001) ¢/T (T = u) vsoursn.on SPUOWIOPNISY

(%0) ¥/0 (%0) +/0 (%%0) +/0 (2%0) +/0 (9%0) +/0 (%0) ¥/0 (%S0 ¥/1 (%08) /T (¥ = u) sisuaunyny vjjasIOUDAL]

SWISIUESI0 J931eJUOU JO YIMOID)

(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) stunup.s vrdpjoyyng

(%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (1 = u) avuns viopjoyying

(%0) 1/0 (%0) 1/0 (2%0) 1/0 (2%%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (2001) 1/1 (1 = u) yotpw}3 vrLpjOYYING

(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) wn.to8unf vriapjoyying

(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) vsojop vriopjOYyIng
=U

(%001) 1/1 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 SUDUIUPN0900 DYDY Mﬁ: MW

(%0) 1/0 (%0) 1/0 (2%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) proVd220UI> VLIGPJOYY.ING
=U

(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 - Q:%NME mw

(%0) 2/0 (%08) /1 (9%%0) T/0 (2608) /1 (%0) T/0 (208) ¢/1 (%60) 2/0 (26001) 7/T (T = u) npuva vrppjoYyIng
=U

(%0) T/0 (%001) T/T (%0) T/0 (%001) T/T (%0) T/0 (%001) T/T (%0) T/0 (%001) T/T stsuspuyvys DLLOD) Mmfx mw

(%0) T/0 (%60) T/0 (%0) 2/0 (%0) 2/0 (%40) 2/0 (%09) /1 (%0) T/0 (%001) 2/T (¢ = u) si1qvys vropjoyying

(%0) 1/0 (%%0) 1/0 (9%0) 1/0 (9%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) vunyyuv vrpjOYYINg

(%0) €/0 (%9'99) €/T (2%0) €/0 (269'99) €/T (%€7€E) €/1 (269'99) €/T (%0) €/0 (%9'99) €/T (¢ = u) vovdao vrLDpjOYYING

(%01) 07/T (%$7) 07/S (%ST) 0Z/¢€ (%52 0T/S (%01) 07/T (%S) 02/6 (240) 07/0 (%001) 02/0T (0T = u) 12]jput vLI2PjOYYING

(0g=u)

(%0) 0€/0 (%001) 0€/0€ (%0) 0€/0 (%6001) 0€/0€ (%0) 0€/0 (%001) 0€/0€ (%0) 0€/0 (%6001) 0€/0€ 1oqoopnasd popoyng

Kuo [ImoI3 Kuo yImoI3 Auo ImoI1s Auo [ImoI3
[IMOIT eI [eI)Nd [RULION [IMOIT eI [eIM)Nd [RULION IMOIS eI [eIN)[ND [BUWLION [IMOIT eI [eIM)Nd [RULION
(enjq o1IN) VSdd TeSe D) + UMOPYSY vOd 1Sty TeSe poojg sa102dg

uoneqnoul Jo 4 g Jo1e yIMoIn) I [ernjew Arejudwdddng
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(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (1 = u) 1ouxa  vjja81Ys
(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%%0) 1/0 (2%0) 1/0 (9%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (2001) 1/1 (1 = u) wnunwryd&y, vjjououps
(1=u)
(%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 snomnaddiusyd o100qouyodsg
(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) su3pna snajoid
(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) sipgo.a1ut snajodd
(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (2%%0) 1/0 (2%%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (%60) 1/0 (1 = u) rdoaypup wn.gonqosy>0Q
(%0) 1/0 (%0) 1/0 (2%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (2%001) 1/1 (1 = u) nuvsiou vjjounSION
(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) sypYy.LDIPD D]]IXDAOPY
(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%%0) 1/0 (2%%0) 1/0 (9%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (2001) 1/1 (1 = u) sauasoidd0uout v112)sI7
= U) av1uout
(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%000 /T, 4 -dds ms%s:w: J uwﬁ.@mc\
(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) vooydxo vjjarsqary
(%0) 1/0 (%001) 1/1 (2%001) 1/1 (9%%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) suvd> ry1uap vjjoSULy
(%0) 1/0 (%0) 1/0 (2%%0) 1/0 (%%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) 1705 pryO1IYOST
(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) siypaapf s020000.42)U5]
(%0) 1/0 (%0) 1/0 (2%0) 1/0 (9%0) 1/0 (9%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (2%001) 1/1 (1 = u) avov0o> 4239Vq0.42)17]
(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (2%%0) 1/0 (%0) 1/0 (2%001) 1/1 (%0) 1/0 (2%001) 1/1 (1 = u) sauaso.ov 12j00qo423u7
(%0) 1/0 (2%0) 1/0 (%%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) suapo.100 vjjoudy1y
=U
(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%001) 1/1 - EEBEQMEQV
(%0) 1/0 (%001) 1/1 (2%%0) 1/0 (9%%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (2%001) 1/1 (1 = u) suvorqp vpIpuvy)
(%0) 1/0 (2%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) sisuar8urinyy snjjovg
(1 = u) syovjopyvo
(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 TeA snytydousiouiosmas smjovg
(%0) 1/0 (%%0) 1/0 (2%%0) 1/0 (9%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%60) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) vxdwdjod snjj1ovg
(%0) 1/0 (2%0) 1/0 (2%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) saproodus snjj1ovg
(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (1 = u) sisuarinny snjjovg
(%0) 1/0 (%%0) 1/0 (9%%0) 1/0 (9%%0) 1/0 (9%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) sna120 snjj1ovg
Kuo [ImoI3 Kjuo yImoI3 Auo ImoIs Auo [ImoI3
[IMOIT eI [eIM)Nd [RULION [IMOIT eI [eIM)Nd [RULION IMOIS eI [eIN)[Nd [BULION [IMOIT eI [eIN)IND [BULION
(enyq 9[IN) VSd9 Iede D) + UuMopysy VOH ISeIN Ie3e pooig saroadg
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Burkholderia spp. selective agars

(1=u)

(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 sisomotqniopnosd piussi
(%0) 1/0 (%0) 1/0 (2001) 1/1 (2%%0) 1/0 (%%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 =u) sysad vrugs.iag
(%0) 1/0 (2%0) 1/0 (%%0) 1/0 (2%%0) 1/0 (%%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (2%001) 1/1 (1 = u) 1uasussiLy vIUISIL
(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) po111]020.42)Ud V1ULSLI]
(%001) 1/1 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) snoydjowanyv.ind oriqi4
(%0) 1/0 (2%0) 1/0 (2%%0) 1/0 (2%%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (2001) 1/1 (1 = u) av4a70y> 014q14

(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) sauasodd snasos01dajg

(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) avnoPY3V SN220201d2L)S

(1=u)

(%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 pyydoyo sououoydosoung
=U

(%001) 1/1 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 spuiopdd @%ueuam\%m

(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) snaunp $0220004ydvjg
=U

(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 stqowonnd %%%M.s mm

Kuo |moid Kuo ymoid Auo yimoid Kuo ymois
IMOI3 eI [eIN)IND [BULION [IMOI3 eI [eIM)Nd [RULION YIMOI3 eI [eIN)[ND [BULION IMOI3 eI [eIN)[ND [BULION

(enyq 9[IN) VSd9 Ie3e D) + UuMopysy vO4g ISeN Ie3e pooig saroadg

(p.1u02) *1 rerdjew Arejudwdjddng
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(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%0) 1/0 6000 1T g poony-dds sypoony a%.MM%
(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 -dds opry MM % prﬂwmwww
(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) nuuvwnnq 121>0qojouIdy
(%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%00D /T 445 E%.Q%MMNMMMMMHHW
(%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) npunpyn. 1219pqowio.1ysy
(%0) /0 (%09) /1 (%0) /0 (%001) T/T (%09) /1 (%0) /0 (%0) /0 (%001) T/T (¢ = u) psour3n.ov spuowopnasy
(%0) ¥/0 (%0) ¥/0 (%0) ¥/0 (%0) +/0 (%0) +/0 (%0) +/0 (%09) ¥/¢ (%09) ¥/T ( = u) sisuaavjn} D]jaSIOUDL]
SwsIue3I0 J93I8JUOU JO IMOID)
(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) stunup.3 vriopjoyying
(%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (1 = u) avwiny3 viapjoyy.ng
(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) yyo1po}3 vipjoyyIng
(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) wn.o8unf vipjoyying
(%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) vsojop viapjoyying
(%001) 1/1 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 SUDUUIN0200 DLIOP] M«Mw
(%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) v1ovdaoouas vipjoyy.ing
(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 StsuswDUIBIA DLIP] MMMN
(%0) T/0 (%08) /1 (%0) T/0 (%09) T/1 (%0) /0 (%069) T/1 (%0) T/0 (%001) ¢/T (T = u) npuva. vLGPOYYING
(%0) 7/0 (%001) 7/ (%0) 7/0 (%001) 7/ (%0) 7/0 (%001) 7/ (%0) 7/0 (%001) 7/ stsuspuDyioys vLOD) Mm«w:@m
(%0) T/0 (%0) /0 (%0) T/0 (%0) T/0 (%0) T/0 (%09) T/1 (%0) T/0 (%001) 7/T (T = u) sy1qvis vLzpjoYYNg
(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) urypup vripjoYyNg
(%g€e) ¢/1 (%9'99) €/T (%0) €/0 (%9'99) €/T (%g€e) ¢/1 (%9'99) €/¢ (%0) €/0 (%9'99) €/T (¢ = u) p1owdad vLpjOYYINg
(%01) 02T/T (%0€) 07/9 (%ST1) 0T/€ (%8€) 0T/L (%01) 0T/T (%08) 0T/01 (%0) 02/0 (%001) 02/0T (0T = u) 1211w vLIZPJOYYLING
(%0) 0€/0 (%001) 0€/0€ (%0) 0€/0 (%6001) 0€/0€ (%0) 0€/0 (%001) 0€/0€ (%0) 0€/0 (%6001) 0€/0€ soyuopnosd a.:%www«w:@m
Kuo ymoid Kjuo ymoid Kuo ymoI3 Auo ymoI3
UIMoI3 e [eIN)IND [BULION UImMoI3 Jeap [eIN)[ND [RULION YIMOIT eI [eIN)[ND [RULION UIMOIT eI [eIn[Nd [RULION

(enjq oIN) VSdd TeSe 0 + UMOPYSY vOd 1Sty TeSe poolg sa102dg

uoneqnoul Jo 4 84 1018 YIMoIn) g [erjew Arejudwdddng
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Burkholderia spp. selective agars

(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (2%%0) 1/0 (9%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (2001) 1/1 (1 = u) 1ouxa  vyja31Yg
(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (2%0) 1/0 (2%%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (2%001) 1/1 (1 = u) wnunwydAy, vjjououyng
=U
(%0) 1/0 (%001) 1/1 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 smorniddifusyd 4010 %MQ ?W
(%001) 1/1 (%0) 1/0 (2%001) 1/1 (9%%0) 1/0 (9%%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (2%001) 1/1 (1 = u) sLw3jna snajoig
(%0) 1/0 (%0) 1/0 (2%0) 1/0 (2%%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (2%001) 1/1 (1 = u) syjago.a1ut sn2304
(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) rdoayyup wnpovqoLy>0Q
(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (2%%0) 1/0 (%001) 1/1 (9%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) nuvs.iout vjjUDSION
(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (2%0) 1/0 (2%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (2%001) 1/1 (1 = u) sipy.L1DIPD D]2XDIOP
(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) sauaBojdoouou vLI2ISIT
= U) av1uoul
(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%000 /1, 7-dds §§§m§ EVBENE
(%0) 1/0 (%0) 1/0 (2%0) 1/0 (%%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (2%001) 1/1 (1 = u) vooidxo vjja15q21y
(%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) supd> Ly1uap vp23uLy
(%0) 1/0 (%0) 1/0 (2%0) 1/0 (9%%0) 1/0 (9%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) 1700 vryoLIGYIST
(2%001) 1/1 (%0) 1/0 (2%%0) 1/0 (%%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) siypaavf s020020.42]U57
(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) avovo)> 42100q0.L2)U7
(%0) 1/0 (2%0) 1/0 (%001 1/1 (2%%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) sauaso.ap 42100qo12)u5
(%0) 1/0 (2%0) 1/0 (%%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) suapouioo vjjoudyiy
=U
(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%001) 1/1 wnaonoin s::megemsﬁv
(%0) 1/0 (%001) 1/1 (%001) 1/1 (2%%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) suvorqqp vpipuv)
(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) sisuarsurinyy snjjovg
= U) S1povjop1ypo
(%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 TeA smyty %smﬁswwn @pmm\%
(%0) 1/0 (2%%0) 1/0 (2%%0) 1/0 (2%%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (2%001) 1/1 (1 = u) vxdwdjod snjjrong
(%0) 1/0 (2%0) 1/0 (%%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) saproodu smjp1ovg
(%0) 1/0 (%001) 1/1 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%001) 1/1 (1 = u) sisuarininy snjjong
(%0) 1/0 (2%%0) 1/0 (2%%0) 1/0 (%%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (%0) 1/0 (2%001) 1/1 (1 = u) snau12o snjjong
Kuo qmoid Kuo ymoId Auo yimoid Auo ymoid
IMO0I3 eI [BININD [RULION UIMO0I3 eI [eIN)[NO [BULION JIMOoI3 e [eIN3[NO [BWION IMOoI3 eI [BININD [BULION
(enyq 9[IN) VSdg Ie3e D) + UuMopysy vO4g ISeN Ie3e pooig saroadg
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1.4 Supplementary material 3

Burkholderia spp. selective agars

29

Supplementary material 3. Growth on the selective agars after 7 days that was not yet observed after 48 h of incubation.
On blood agar, all assessed strains were already grown after 48 h

Cepacia BCA agar Ashdown + G agar BPSA (Nile blue) agar
1% Burkholderia cocovenenans 1x Aeromonas hydrophila spp. 1% Burkholderia stabilis
(only weak growth) hydrophila (only weak growth)

4x Burkholderia mallei 1% Burkholderia stabilis 1% Francisella tularensis

1% Candida albicans 1x Enterococcus faecalis

1x Francisella tularensis
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2. Zusammenfassende Darstellung der Publikation

2.1 Einleitung

Burkholderien sind Gram-negative stabchenformige, aerobe Bakterien, die nicht zur
Glucosefermentierung befahigt sind. Wir unterscheiden verschiedene Arten. Unter
anderem sind Burkholderia (B.) mallei (Erreger der Rotzerkrankung) und B.
pseudomallei (Erreger der Melioidose) obligat pathogen und B. cepacia
(Atemwegsinfektionen, besonders bei immunsupprimierten Patienten) fakultativ
pathogen, weshalb ihnen eine besondere Bedeutung zukommt (Hahn et al.1999).
Akute Infektionen durch B. pseudomallei koénnen todlich verlaufen. Eine
Verwechselung von Melioidose und Tuberkulose ist auf Grund der Granulombildung
moglich.

B. mallei als Erreger des Rotzes kann sich ebenfalls als akute Pneumonie oder
Sepsis manifestieren. Beide Erreger fuhren zu schweren, oft todlich verlaufenden
Krankheiten (Neumeister et al. 2009).

Sie konnen wie weitere andere Erreger (Brucella spp., Yersinia pestis, Bacillus
anthracis u.a.) durch Aerosole und durch Kontakt mit kontaminierten Gegenstanden
Ubertragen werden. Sie wurden vom Center for Diseases Control and Pravention
(CDC) in die Kategorie B der bioterroristisch relevanten Erreger eingeordnet.
Teilweise sind sie in staatlichen B-Waffenprogrammen als solche munitioniert. Es
wird an Verfahren zur Pravention, Dekontamination oder Verringerung der

Ubertragungsrate gearbeitet (Sanitatsdienst der Bundeswehr 2017).
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In Anbetracht der hohen klinischen Relevanz der korrekten ldentifizierung von Rotz-
Melioidose- oder Burkholderia-assoziierten Atemwegsinfektionen bei Patienten mit
zystischer Fibrose ist eine zuverlassige ldentifizierung des ursachlichen Erregers
wichtig. Eine Fehlidentifizierung eines Erregers kann kritische klinische Folgen
haben. So beschreiben Frickmann et al. 2013 eine Fehldiagnose von B.
pseudomallei als B. cepacia mit insuffizienter Therapie und todlichem Ausgang.

Auch Kingsley et al. 2016, beschreiben die Melioidose als schwere und todliche
Infektionserkrankung die sich von chronisch-lokalisiert in eine akute fulminante
Septikdmie mit multiplen Organabszessen wandeln kann. Da sich die Melioidose mit
unspezifischen Symptomen prasentiert, bleibt sie vom erstbehandelnden Arzt in
einer Praxis oder Klinik, besonders in nichtendemischen Gebieten, in denen die
Erkrankung nicht gelaufig ist, haufig unerkannt.

Blutkulturen im Falle einer Sepsis mit nachfolgender Kultur auf Standard-
Routinemedien fuhren zu einem unspezifischen Wachstum anderer Gram-negativer
nichtglucosefermentierender stabchenformiger Bakterien wie Pseudomonas spp..
Hier besteht ein hohes Verwechslungsrisiko der verschiedenen Bakterien.
Nachfolgende Routinetests mit handelsublichen Testsystemen wie API20
(bioMérieux, Ndurtingen, Deutschland), VITEK2 (bioMérieux) usw. haben sich als
wenig spezifisch erwiesen. In den Routineanwendungen der Laserdesorptions-
/lonisations-Flugzeit-Massenspektrometrie (Matrix-Assisted-Laser-Desorption-
/lonization-Time-of-Flight-Mass-Spectrometry - MALDI-TOF-MS) fehlen vorgegebene
Profile fur diese Spezies in den Datenbanken. Die Verwendung selektiver
Nahrboden, d.h. MacConkey, Ashdown's, B. pseudomallei Selektivagar und B.
cepacia Selektivagar und eine verlangerte Inkubation fur Proben, die mit normaler

Flora kontaminiert sind, wird dringend empfohlen, um die Empfindlichkeit zu erh6hen.

35



Eine sehr gute Ubersicht, die diese Probleme und einen geeigneten Arbeitsablauf im
Detail beschreibt wurde vor kurzem veroffentlicht (Hemarajata et al. 2016).

Im Jahr 2015 beschreiben Lau et al. in ihrer Arbeit, dass kommerzielle Testsysteme
nicht zwischen B. pseudomallei und eng verwandten Spezies, wie B. thailandensis
unterscheiden konnen. Deshalb verwenden spezialisierte Laboratorien eine Vielzahl
von Tests, um schliel3lich den relevanten Erreger zu identifizieren. Die molekulare
Diagnostik wird durch die Ahnlichkeit von B. pseudomallei zu B. mallei und B.
thailandensis, die Ursache fur zoonotischen Rotz und ein relativ apathogenes
Bodenbakterium, beeintrachtigt.

Spezifische Antikdrper zum Nachweis von B. pseudomallei sind im Handel nicht
erhaltlich und daher sind Tests, die auf antikorperbasierter Diagnostik basieren, nicht
hinreichend validiert worden. Es besteht die Moglichkeit von Laborinfektionen, so
dass empfohlen wird, nur unter BSL-3 Laborbedingungen zu arbeiten, wenn eine
Melioidose oder B. mallei- oder B. pseudomallei-Infektion vermutet wird. Eine
gezielte Anzucht von B. pseudomallei, Resistenztestung oder biochemische
Identifikation darf nur unter BSL-3 Laborbedingungen erfolgen.

FUr die zuverlassige Unterscheidung anderer Burkholderienspezies, zum Beispiel
von Stammen des B. cepacia-Komplexes, wurden sequenzbasierte molekulare
Untersuchungen eingefuhrt. Sie umfassen die Multilocus Sequenztypisierung (MLST)
(Baldwin et al. 2005), Sequenzierung (Lynch und Dennis 2008), 90 hisA-
Sequenzierung (Papaleo et al. 2010) oder recA-Sequenzierung (Payne et al. 2005,
Cesarini et al. 2009) aus Reinkulturen. Matrix-unterstitzte Laser-Desorptions-
/lonisations-Flugzeit-Massenspektrometrie  (MALDI-TOF-MS) basierte = Ansatze

wurden ebenfalls beschrieben (Karger et al. 2012, Degand et al. 2008, Vanlaere et
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al. 2008, Minan et al. 2009). Samtliche dieser Verfahren erfordern jedoch die
|dentifizierung verdachtiger Kulturen durch einen Untersucher.

Die zuverlassige ldentifikation einzelner Burkholderienspezies ist notwendig, um eine
spezifische Therapie einleiten zu kdnnen, da gerade bei den Burkholderien haufig
Resistenzen gegen Antibiotika bestehen.

Hierbei konnen Selektivnahrboden nutzlich sein um ein selektives Wachstum und
somit eine erleichterte ldentifizierung von vermuteten Keimen zu ermoglichen
(Micheel et al. 2015a und 2015b). Leider werden Burkholderia spp., die leicht auf
Standardnahrboden wie Blutagar wachsen, zuweilen Ubersehen (Frickmann et al.
2014, Ostermann et al. 2016), wenn nur einzelne winzige Kolonien wachsen und
zusatzlich von apathogener Besiedlungsflora uUberwuchert werden. Selektive
Nahrboden werden verwendet, um selektives Wachstum zu ermoglichen und damit
die ldentifizierung von pathogenen Keimen zu erleichtern (Micheel et al. 2015a und
2015b). Dabei ist es wichtig, das diskriminierende Potential des selektiven
Nahrbodens zu kennen, um die Keime sicher unterscheiden zu konnen. Solche
selektiven Nahrbodden sind ublicherweise mit Chemikalien oder Antibiotika versetzt,
die hemmende Wirkung auf andere Erreger haben. Diese sind haufig mit
Farbreaktionen verbunden, die die Identifizierung des Zielpathogens erleichtern

(Henry et al. 1997).

In dieser Arbeit wurden die Wachstumseigenschaften verschiedener pathogener und
apathogener Burkholderienspezies und anderer Bakterien und Pilze auf drei
Selektivnahrboden fur Burkholderien untersucht. Die verwendeten Daten wurden
unter Nutzung einer Stammsammlung mit einer groen Anzahl Burkholderien und

weiterer Erreger erhoben. Parallel zum Wachstum auf den Selektivhahrboden
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erfolgte eine Wachstumskontrolle auf Blutagar. Ziel der Arbeit war es, sowohl die
Sensitivitat als auch die Selektivitat der verwendeten selektiven Nahrboden zu
analysieren, um eine Empfehlung fur die Routinediagnostik, basierend auf den

Ergebnissen zu liefern.

2.2 Material und Methoden

Wir nutzten eine Stammsammlung bestehend aus 116 Referenzstammen und
klinischen Isolaten, die zuvor von erfahrenen medizinisch-technischen
Laborassistenten(-innen) angezichtet wurden. In die Bewertung wurden nur Stamme
einbezogen, die entweder auf Blutagar oder zumindest auf einem Selektivagar
wuchsen. Die 116 Stamme umfassten 30 Burkholderia pseudomallei-Stamme, 20
Burkholderia mallei-Stamme, 18 Stamme anderer Burkholderia-Spezies und 48

andere Erreger. Die Verteilung der Arten und Stamme ist in Tabelle 1 aufgefuhrt.

Zu den verwendeten Nahrboden gehorte Blutagar, ein nichtselektives
Kontrollmedium das als Wachstumsnachweis zur Beurteilung der Vitalitat der
Bakterien verwendet wurde. Dieser wurde aus pankreatisch abgebautem Casein
12,0 g/l, peptisch abgebautem Tiergewebe 5,0 g/l, Hefeextrakt 3,0 g/,
Rindfleischextrakt 3,0 g/l, Maisstarke 1,0 g/I, Natriumchlorid 5,0 g/l, Agar-Agar 13,5
g/l und defibriniertem Schafblut 5 % mit Reagenzien von Merck (Darmstadt,

Deutschland) hergestellt.
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Zusatzlich wurden als selektive Nahrmedien Mast BCA (Burkholderia cepacia Agar),
Ashdown+G (G fur Gentamycin), Burkholderia pseudomallei Selektivagar (BPSA,
Nilblau Agar) verwendet.

Der Burkholderia cepacia Agar (Mast BCA) wurde nach Herstelleranweisungen unter
Verwendung von Burkholderia cepacia medium 36 g/l (Mast Diagnostica GmbH,
Reinfeld, Deutschland), bi-destillietem Wasser und 10 Burkholderia cepacia
Supplementtabletten pro Liter (Mast Diagnostica GmbH) hergestellt. Die
Ashdown+G Herstellung erfolgte aus TSB-Agar 10 g/l, Agar-Agar 15 g/l, Kristallviolett
5 mg /I, Neutralrot 50 mg/l, 40% Glycerollosung 100 ml/l, Gentamycin 5 mg/l und bi-
destilliertem Wasser mit Reagenzien der Fa. Merck KGaA.

Burkholderia pseudomallei Selektivagar (BPSA, Nilblau Agar) wurde mit Standard
Agar 23,5 g/l (Becton & Dickinson, Heidelberg, Deutschland), Maltose 4 g/l (Merck),
Neutralrot 100 mg/l (Merck), Gentamycin 20 mg/I (Merck), Nilblau 0,2 g/l (Sigma,
Mudnchen) und bi-destilliertem Wasser hergestellt (Ashdown 1997 und Henry et al.

1997). Platten jeder Charge wurden als Sterilitatskontrolle inkubiert.

Es erfolgte im Rahmen der Auswertung eine Beurteilung des kulturellen Wachstums
und verschiedener ~ Wachstumscharakteristika auf  den verwendeten
Selektivnahrboden nach 24 und 48 Stunden und nach 7 Tagen. Die untersuchten
Wachstumscharakteristika umfassten sowohl normalgro® gewachsene Kolonien als
auch sehr kleine Kolonien, die als ,schwaches Wachstum“ gekennzeichnet wurden.
Des Weiteren wurde fur die Bewertung die Farbe erfasst. Hier erfolgte eine
Unterscheidung nach 12 verschiedenen Farben (silbrig-metallisch, weil3, grau,
creme, gelb, rot, rosa-pink, malve-hellviolett, purpur, dunkelviolett, braun, schwarz).

Bei der Transparenz der Kolonien erfolgte eine Differenzierung nach durchsichtig -
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klar, milchglasartig und undurchsichtig. Die Koloniegrofte wurde in 3 Gruppen
eingeteilt (<1mm, 1-4mm, >4mm) und als Kolonieform konnten runde, gelappte und
unregelmalig gewachsene Formen erfasst werden. Das Profil der Kolonien wurde in
flach, flach mit Ausstulpungen, erhaben, konvex, konvex mit Eindellungen und
konvex mit Ausstulpungen eingeteilt. Die Oberflache wurde je nach Beschaffenheit
mit glatt, schleimig, trocken und faltig-runzelig beschrieben und das Auftreten von
Farbveranderungen bzw. -entfarbung des Nahrbodens wurde ebenfalls erfasst, wenn
dies erfolgte. Ein Farbumschlag von gelb nach rot konnte bei Cepacia-Agar, eine
Entfarbung des Nahrbodens um die Kolonien bei Ashdown+G-Agar und BPSA-Agar
beobachtet werden.

Alle Daten zu den Wachstumscharakteristka wurden in einer Tabelle

zusammengefasst, aus der dann eine Extraktion der Ergebnisse durchgefuhrt wurde.

2.3 Ergebnisse

Die Ergebnisse sind ausfuhrlich in der beiliegenden Publikation dargestellt.

Kulturelles Wachstum von Burkholderia spp. auf Selektivhahrboden:

Nach einer Gesamtbeobachtungszeit von 7 Tagen zeigten alle 30 Burkholderia

pseudomallei-Stamme auf den 3 unterschiedlichen Nahrbdoden ein kulturelles

Wachstum.
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Burkholderia cepacia Agar (BCA) ermdglichte ferner das Wachstum von 12 weiteren
Burkholderienspezies. Kein Wachstum erfolgte bei B. fungorum und B. graminis.

Die Nahrboden Ashdown+G-Agar und auf BPSA (Nilblau) Agar ermoglichten in
Erganzung zu dem Wachstum von B. pseudomallei das Wachstum von jeweils 9
weiteren Burkholderienspezies. Auf diesen beiden Nahrboden erfolgte kein
Wachstum von 5 Burkholderienspezies (B. anthina, B. vietnamensis, B. fungorum, B.

gladioli und B. graminis), (Tabelle 2).

Ein deutlich erkennbares Wachstum in der Kultur war bereits nach 2 Tagen sichtbar

(Erganzungsmaterialien 1, 2).

Im Einzelnen ist ein Wachstum erst nach 48 Stunden fur vier B. mallei-Stamme und
einen B. cocovenenans-Stamm auf MAST BCA dokumentiert. Gleiches gilt fur einen
B. stabilis-Stamm auf Ashdown+Gentamycin-Agar und BPSA (Nilblau)-Agar

(Erganzungsmaterial 3).

Kulturelles Wachstum von anderen Bakterienstammen auf Selektivhahrboden:

Weiterhin wurde auch das Wachstum anderer (Nicht-Burkholderia-Spezies) Erreger
auf den Selektivnahrboden bis zu einer Gesamtbeobachtungszeit von 7 Tagen
betrachtet. Jeder selektive Agar zeigte ein Wachstum sonstiger Erreger in
variierender Haufigkeit, wobei sich hier ein Uberwiegendes Wachstum von nicht-
fermentativen Gram-negativen stabchenformigen Bakterien zeigte, aber auch andere
Spezies wie Enterobactericae, Gram-positive Bakterien und Hefen wuchsen (Tabelle

2).
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Auf MAST BCA-Agar wuchsen 12 von 48, auf Ashdown+G-Agar 14 und auf BPSA
(Nilblau)-Agar waren 13 verschiedene Nichtburkholderienspezies nachweisbar.

Bei 23 verschiedenen Spezies erfolgte kein Wachstum auf den 3 Nahrboden.
Insbesondere war bei einzelnen anderen Bakterienstammen nach mehr als 48
Stunden ein Wachstum nachweisbar. Hierzu gehorten 1 Francisella tularensis
Stamm, der auf beiden Nahrboden, Mast BCA und BPSA (Nilblau) wuchs, 1 Stamm
Candida albicans und 1 Stamm Aeromonas hydrophila ssp. hydrophila, die auf Mast
BCA-Agar und 1 Enterococcus faecalis Stamm der auf Ashdown+G-Agar wuchsen

(Erganzungsmaterial 3).

Morphologische Merkmale von Burkholderia spp. und sonstigen Erregern auf

allen drei Nahrboden:

Bei den Burkholderien und sonstigen Erregern zeigten sich nach insgesamt 7 Tagen

auf allen Nahrboden in der Mehrheit verschiedene Rot-Rosatone.

Bei der Beurteilung der Grolde fiel auf, dass ein Grol3teil Burkholderienkulturen auf
MAST BCA-Agar zwischen 1-4mm grol3 waren. Die anderen Erreger zeigten auf
MAST BCA-Agar verschiedene Groflen. Auf den anderen beiden Nahrboden waren

alle Erreger beim GroRenwachstum sehr variabel.

Bei der Beurteilung der Form der Kolonien war bei allen Erregern und Nahrboden
uberwiegend ,rund” anzutreffen. Eine Ausnahme zeigte sich auf MAST BCA-Agar bei
den Nichtburkholderien. Auf diesem Nahrboden wechselte die Form nach insgesamt

7 Tagen oft von rund auf unregelmafig.
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Bei der Transparenz der Kolonien zeigten sowohl die Burkholderien als auch die
sonstigen Erreger ahnliche Ergebnisse. In der Mehrheit waren diese milchglasartig

und undurchsichtig.

Bei der Beurteilung der Oberflache ist das Merkmal ,Oberflache glatt, bei den
Burkholderien und anderen Erregern, am Haufigsten zu finden. Gleiches gilt fur die
Kolonieprofile, die sowohl bei den Burkholderien als auch den anderen Erregern

meist flach waren.

Im Ergebnis dieser Beobachtung erscheint eine Unterscheidung durch die oben
beschriebenen morphologischen Merkmale nicht sinnvoll.

Die Daten, die in den Tabellen 3 bis 5 erfasst sind, machen deutlich, dass es eine
eher stammabhangige als speziesabhangige Heterogenitat des
Wachstumsverhaltens auf den verschiedenen Selektivhahrboden gibt.

Typische speziesspezifische Kolonien wurden nicht beobachtet. Daruber hinaus
veranderten die Kolonien ihre morphologischen Merkmale im Zuge des kulturellen

Wachstums, ohne spezifische Merkmale zur Unterscheidung zu zeigen.

Das Risiko einer Verwechslung oder gar Fehlbestimmung fur nicht erfahrene
Untersucher ist sehr wahrscheinlich. Auch innerhalb einer Spezies finden sich kaum
Unterschiede, so dass auch hier ein betrachtliches Verwechslungsrisiko besteht. Es
fand sich kein Hinweis auf einen moglichen Durchbruch von sonstigen Erregern bei

langerer Inkubationszeit (>48h).
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2.4 Diskussion

In der hier vorgestellten Studie wurden insgesamt 116 Stamme verschiedener
Bakterien und Pilze einbezogen, deren Wachstumsverhalten auf 3 unterschiedlichen
Nahrboden untersucht werden sollte.

Die Studie beurteilte die Zuverlassigkeit dreier verschiedener selektiver Medien,
MAST BCA, Ashdown+G-Agar und BPSA (Nilblau) Agar hinsichtlich ihrer Selektivitat
fur verschiedene Burkholderia spp. und anderer Erreger.

Die Ergebnisse =zeigten, dass B. pseudomallei auf allen drei Nahrboden
hervorragend wachst. Dieses Ergebnis bestatigt auch die Ergebnisse von Roesnita
et al. aus dem Jahr 2012, dass B. pseudomallei Selektivagar (BPSA) eine
kostenglnstige Screening-Option fur Melioidose ist. Diese Autoren identifizierten
einen zusatzlichen Fall von Melioidose und drei zusatzliche kultur-positive Proben mit
B. pseudomallei durch Anwendung dieses Nahrbodens im Vergleich zu Standard-
Diagnoseverfahren mit nichtselektiven Medien. Der Nahrboden BPSA wurde durch
Howard und Inglis im Jahr 2003 fur die selektive Kultivierung von B. pseudomallei
eingefuhrt, da er sehr selektiv Gram-positive und Gram-negative Keime, unter
anderem Erreger wie Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia spp. des B. cepacia-
Komplexes, Enterokokken, Staphylokokken, Escherichia und Streptokokken,
hemmen sollte.

Die hier prasentierten Daten konnen diese Ergebnisse nicht bestatigen, da sowohl P.
aeruginosa als auch B. cepacia-Stamme auf diesem Agar wuchsen.

In einer weiteren Studie zeigten Peacock et al. im Jahr 2005 einen Vergleich von
BCA, Ashdown-Agar und BPSA mit klinischen Proben, in dem die Eignung aller drei

Nahrboden zur Isolierung von B. pseudomallei nahezu gleichwertig war. Ashdown-
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Agar und BCA waren zudem etwas spezifischer bei der Untersuchung klinischer
Proben. Auf Ashdown war bei B. pseudomallei ein charakteristisches Wachstum von
Kulturen mit lilafarbenen trockenem und faltig-runzeligen Aussehen beobachtet
worden. Die Koloniemorphologie der meisten Organismen war in dieser Studie klar
von der Koloniemorphologie der Stamme von B. pseudomallei abgrenzbar.

Diese Ergebnisse waren mit den von mir erhobenen Daten von insgesamt 30
Burkholderia pseudomallei-Stammen, 20 B. mallei-Stammen, 18 anderen

Burkholderienspezies und weiteren 48 anderen Spezies, nicht vergleichbar.

In der hier vorgestellten Studie wuchs nur ein Teil der Burkholderia spp. auf den
bewerteten selektiven Medien, wobei B. pseudomallei, zu 100% auf allen
verwendeten Nahrmedien wuchs. Samtliche Burkholderien als auch andere Erreger
zeigten eine Vielzahl von unterschiedlichen Rot-Rosatonen, als auch ahnliche
weitere morphologische Merkmale, so dass eine Differenzierung in dieser Studie
durch morphologische Merkmale nicht sinnvoll erscheint.

Sowohl fur die in der Umwelt vorkommenden Burkholderien (Erdboden,
Grundwasser, Meere) mit fehlender Bedeutung in der Humanmedizin, als auch fur
Stamme mit einer hohen atiologischen Relevanz wie z.B. B. mallei, dem Erreger der
Rotzerkrankung, wurde dies beobachtet. Die Ergebnisse zeigen, dass die
verwendeten Nahrmedien sowohl das Wachstum von Burkholderia spp., als auch
von anderen Erregern nur partiell ermoglichen. Anders verhalt es sich jedoch bei B.
pseudomallei, der im Vergleich zu allen anderen Erregern auf allen Nahrboden ein
Wachstum zeigte. Die geschilderten Sensitivitats-und Spezifitatsprobleme verringern

den diagnostischen Nutzen dieser Nahrmedien erheblich.
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Durch Glass et al. im Jahr 2009 wurde der Ashdown-Agar fur die Isolierung von B.
pseudomallei als am empfindlichsten beschrieben. Im Ergebnis der Studie wurde
gezeigt, dass das Wachstum von B. mallei in der Regel auf diesem Medium
(Ashdown+G) nicht erfolgreich ist.

Dies konnte jedoch durch die hier vorliegenden Untersuchungsergebnisse mit
Ashdown+G-Agar nicht bestatigt werden, da dieser Agar das Wachstum einiger B.
mallei-Stamme zulie. Die hier prasentierten Daten zeigen aber auch, dass der
Anteil anderer Bakterien, die spater als 48h nach Beginn der Beobachtung sichtbar
wurden, gering ist. Demzufolge bedeutet in unserem Fall eine langere
Inkubationszeit keinen zwingenden Spezifitatsnachteil. Glass et al. bevorzugten im
Jahr 2009 die Verwendung von Pseudomonas cepacia Agar (PCA), der sich als
empfindlich und selektiv erwies, wenn das selektive Wachstum von B. mallei und B.
pseudomallei erwlnscht ist.

Bei der Fokussierung auf klinisch relevante Arten des B. cepacia-Komplexes und auf
Umwelt-Burkholderien unterscheiden sich deren metabolische Bedurfnisse
speziesspezifisch. Bemerkenswerterweise war L-Arabinose in einer friheren Studie
die am haufigsten verwertete Kohlenstoffquelle, die von Spezies des B. cepacia-
Komplexes verwendet wurde und die das Wachstum von 90% der Isolate in einer
friheren Studie unterstutzte (Vermis et al. 2003), wahrend B. anthina und B.
vietnamensis am empfindlichsten auf Antibiotika reagierten. Die letzteren Ergebnisse
werden durch die hier vorgestellte Studie bestatigt. Auch hier erfolgte kein Wachstum
von B. anthina- und B. viethamensis-Stammen auf Ashdown+G-Agar und BPSA-
Agar. Weiterhin zeigte sich fur weitere 3 Burkholderien-Spezies (B. fungorum, B.
gladioli und B. graminis) auch kein Wachstum auf diesen Medien. Fruhere Analysen

(Ostermann et al. 2016) zeigten jedoch, dass die Antibiotikaresistenz starker
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stammabhangig zu sein scheint als speziesabhangig, insbesondere bei Isolaten von
Patienten mit zystischer Fibrose unter Antibiotikabehandlung.

Vermis et al. zeigten im Jahr 2003 ferner eine breite phanotypische Heterogenitat der
beurteilten B. cepacia-Komplexstamme auf dem untersuchten selektiven Mast B.
cepacia-Agar (BCA) und auf dem Burkholderia cepacia Selektivagar (BCSA), was die
unterschiedlichen Bedurfnisse der verschiedenen Burkholderia spp. hinsichtlich der
Zusammensetzung von Wachstumsmedien wiederspiegelt.

In der hier vorgestellten Studie lasst die beobachtete Varianz der
Wachstumsmerkmale innerhalb der Spezies auf den selektiven Medien keine
Unterscheidung auf Speziesebene zu, ahnlich den Beobachtungen von Vermis et al.
im Jahr 2003. Eine weitere Studie, die Mast B. cepacia-Agar (BCA) mit B. cepacia
Selektiv-Agar (BCSA) fur die Identifizierung von B. cepacia-Komplexstammen aus
Sputumproben von Mukoviszidosepatienten verglich, zeigte eine Uberlegenheit von
BCSA-Agar hinsichtlich der Selektivitat und der reduzierten Nachweiszeit (Wright et
al. 2001).

BCSA (B. cepacia Selektiv-Agar) wurde erstmals 1997 als selektives Medium fur die
Identifizierung von B. cepacia-Komplexstammen aus respiratorischen Sekreten von
Mukoviszidosepatienten beschrieben (Henry et al. 1997). BCSA war als Agar fur die
primare Isolierung gedacht und erwies sich als Uberlegen gegenuber dem alteren
Oxidations-Fermentations-Polymyxin-Bacitracin-Lactose (OFPBL)-Agar (Welch et al.
1987) und Pseudomonas cepacia-Agar (PCA), die ebenfalls das Wachstum anderer
nicht-fermentativer Gram-negativer stabchenformiger Bakterien wie
Stenotrophomonas maltophilia, Alcaligenes xylosoxidans und Comamonas
acidovorans ermoglichen.

Das Wachstum der Burkholderia cepacia Stamme auf BCSA war auch schneller als
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auf OFPBL Agar und PCA (Henry et al. 1997). In einer spateren Studie wurden diese
Ergebnisse auch fur Sputumproben von Mukoviszidosepatienten bestatigt (Henry et
al. 1999).

Es bleibt umstritten, ob eine vorherige Anreicherung dazu beitragen kann die
Empfindlichkeit von selektiven Nahrboden fur Burkholderia spp. zu erhdhen. Eine
alte Studie zeigte eine leichte Uberlegenheit fur die selektive Anreicherung mit
anschlieBender Kultur auf Polymyxin B-MacConkey-Agar ohne Kristallviolett, P.
cepacia-Agar und OFPBL-Agar (Cimolai et al. 1995). Eine spatere Studie konnte
diesen Befund nicht bestatigen und zeigte identische Ergebnisse fur die direkte
Primaranzucht auf selektivem BCSA und fur die Anlage von Subkulturen nach
Wachstum in einer Anreicherungsboullion (Flanagan und Pauli, 1998). Die Frage, ob
eine vorherige Anreicherung notwendig ist, um Burkholderia spp. von
respiratorischen Proben von Patienten mit zystischer Fibrose zuverlassig zu
identifizieren, ist nicht endgultig beantwortet. Die bisher vorliegenden Ergebnisse
sind widerspruchlich.

Im Ergebnis der Auswertung der hier untersuchten Stamme sind alle hier
untersuchten Medien nicht in der Lage das Wachstum nichtpathogener Burkholderia
spp., sowie sonstiger Erreger, wie fakultativ pathogene Pseudomonaden und
Enterobactericae, die haufig von primar sterilen Korperkompartimenten im Falle von
invasiven Infektionen isoliert werden und somit madglicherweise invasiven
Burkholderia-Infektionen ahneln, zuverlassig zu unterdriacken. Schon 2012 zeigten
Roesnita et al. ein Wachstum von Candida Spezies auf dem Routinemedium, dass
die Burkholderien Uberwucherte. Die Tatsache, dass sogar das Wachstum von
Pilzen (Candida albicans) durch diese selektiven Nahrboden unterstutzt wurde, steht

im Einklang mit der jungsten Feststellung, dass BCSA zur Isolierung von Exophiala
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dermatitidis, einem typischen Erreger der Phaeohyphomykose, verwendet werden

kann (Raclavsky und Novotny 2016).

Die hier untersuchten selektiven Medien sind im Rahmen der Diagnostik nur
eingeschrankt nutzbar. Dies trifft sowohl fur die Sensitivitat als auch fur die Spezifitat
zu. lhre Natzlichkeit fur die bereits etablierte Identifizierung von B. pseudomallei
(Howard und Inglis 2003, Roesnita et al. 2012, Peacock et al. 2005) wurde wiederum
durch diese Studie bestatigt. Im Gegensatz dazu erwiesen sich die Medien zur
Anzucht anderer Burkholderia spp. als nicht zuverlassig. Daher sollten Screenings
bei Verdacht auf Infektionen durch Burkholderia spp. nicht ausschlieB3lich auf der
Beurteilung dieser drei selektiven Agar-Teste basieren, sondern es sollte auch eine
Verwendung von nicht-selektiven Medien erfolgen, der sich eine anschlieRende
Differenzierung mit mikrobiologischen Standardverfahren anschlielt (Hagen et al.

2011, Karger et al. 2012, Vanlaere et al. 2008).
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3. Zusammenfassung

3.1 Deutsche Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde untersucht, wie zuverlassig pathogene Burkholderien wie B.
pseudomallei, B. mallei und B. cepacia aus klinischen Proben isoliert werden
konnen.  Hierzu wurden drei verschiedene Nahrmedien (MAST Burkholderia
Cepacia-Agar, Ashdown+Gentamycin-Agar und B. pseudomallei-Selektivagar)
hinsichtlich ihrer Zuverlassigkeit und Selektivitat miteinander verglichen. Dafur wurde
eine Gruppe aus 30 B. pseudomallei, 20 B. mallei, 18 weiteren Burkholderienspezies
und 48 sonstigen Erregern in ihrem quantitativen und qualitativen Wachstum
bewertet.

Im Ergebnis konnte gezeigt werden, dass alle B. pseudomallei-Stamme auf allen drei
getesteten selektiven Nahrboden wachsen, wahrend die anderen Burkholderien ein
differenziertes Wachstumsmuster zeigten. Andere bakterielle Erreger wie -
insbesondere aber nicht ausschlieBlich - nichtfermentative stabchenformige
Bakterien und sogar Hefen wuchsen auf allen selektiven Nahrboden. Die
Koloniemorphologie erlaubte hier keine eindeutige Unterscheidung der einzelnen
Erreger, insbesondere keine sichere Diskriminierung zwischen Burkholderien und
Erregern anderer Gattungen. Wahrend die untersuchten selektiven Nahrmedien das
Wachstum einer groRen Zahl von B. pseudomallei-Stammen zuverlassig
ermoglichten, war das Wachstum anderer Burkholderia-Spezies nur teilweise
gewabhrleistet. Die ebenfalls nicht suffiziente Unterdrickung des Wachstums von

Mikroorganismen jenseits der Zielerreger muss ebenfalls bertcksichtigt werden und
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reduziert die Spezifitat. Daher kdnnen die beurteilten Medien nur in Kombination mit
weiteren bestatigenden Tests im diagnostischen Prozess zum Screening auf

Melioidose und ggf. Rotz eingesetzt werden.

3.2 Englische Zusammenfassung

This study investigates how reliable pathogenic Burkholderia spp. like Burkholderia
mallei, Burkholderia pseudomallei and Burkholderia cepacia can be identified in
clinical samples. Three different selective media (Mast Burkholderia cepacia agar,
Ashdown + gentamicin agar and Burkholderia pseudomallei selective agar) were
assessed for diagnostic reliability and selectivity. Therefore the growth of 30
Burkholderia pseudomallei, 20 Burkholderia mallei, 18 other Burkholderia spp. and
48 non-target organisms was assessed.

As the results shows, all B. pseudomallei strains grew on all three tested agars, while
the other Burkholderia spp. showed a diverse growth pattern. Non-target organisms,
i.e. nonfermentative rod-shaped bacteria, other species and yeasts grew on all
selective agars. Colony morphology did not allow unambiguous discrimination. This
also applies for the discrimination of Burkholderia spp. from non-target species.
While the assessed selective media reliably allowed the growth of a wide range of B.
pseudomallei strains, the growth of other Burkholderia spp. is only partially ensured.
Furthermore the growth of various non-target organisms, which was, only partially
suppressed, has to be considered and reduces the diagnostic specificity. Therefore,
the assessed media can only be used in combination with other confirmative tests in

the diagnostic procedure for the screening for melioidosis or glanders.
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4. Abkurzungsverzeichnis

API

B.
BCA
BCSA
BPSA
BSL-3
CDC
d

e.g.
Fa.

G

g/l
GmbH
h
KgaA
Ltd.
MALDI-TOF-MS

MLST
mg/|
ml/I
OFPL-Agar
P.
PCA
spp.
ssp
TSB
z.B.
%

analytical profile index

Burkholderia

Burkholderia cepacia agar

Burkholderia cepacia Selektivagar

Burkholderia pseudomallei Selektivagar
Bio-Sicherheits-Laborbedingungen Stufe 3

Center for Diseases Control and Pravention

Tage

exempli gratia (for example)

Firma

Gentamycin

Gramm / Liter

Gesellschaft mit beschrankter Haftung

Stunden

Kommanditgesellschaft auf Aktien

Limited

Matrix-unterstutzte Laser-Desorptions-lonisations-Flugzeit-
Massenspektrometrie

Multilocus sequence typing —Multilocus Sequenztypisierung
Milligramm / Liter

Milliliter / Liter
Oxidations-Fermentations-Polymyxin-Bacitracin-Lactose-Agar
Pseudomonas

Pseudomonas cepacia agar

species pluralis

Subspezies

Tryptone Soya Broth=Tryptikase-Soja-Bouillon

zum Beispiel

Prozent
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