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Mikrobiologische Untersuchung von Fleisch und Fleischerzeugnissen DI N

Nachweis von Clostridium botulinum -
- und Botulinum-Toxin 10102

Microbiological analysis of meat and meat products; detection of Clostridium botulinum and botulinum toxin

Analyse microbiologique de la viande et des produits & base de viande; recherche de Clostridium botulinum et des toxines
de botulinum

1 Anwendungsbereich und Zweck Anmerkung: Statt getrockneter Rinderherzpartikel darf auch
etwa 7 g fettgewebearmes zerkleinertes, frisches

Diese Norm legt ein Referenzverfahren zum Nachweis von Rindfleisch verwendet werden.

Clostridium botulinum und/oder seines bereits vorhandenen
Toxins (siehe Abschnitt 7) fest. Das Verfahren ist anwendbar

bei Fleisch und Fleischerzeugnissen sowie Erzeugnissen mit ~ 4-1-2 Néhriésung

einem Zusatz von Fleisch und Fleischerzeugnissen. 4.1.2.1 Zusammensetzung
Anmerkung: Diese Norm soll bei allen Fillen angewendet — 7,8 g Pepton aus Casein, pankreatisch verdaut
werden, in denen der Verdacht von Botulismus auf- - 7.8 g Pepton aus Fleisch, peptisch verdaut
zuklaren ist. - 1,0 g Glucose (Monohydrat)
. - 2,8 g Hefeextraktpulver
2 Begriff 9 P

- 1,0 g Iosliche Starke
- 5,6 g Natriumchiorid
- 1000 ml Wasser

Unter Clostridium botulinum sind anaerobe sporenbildende
Bakterien zu verstehen, die wiahrend oder nach ihrer Vermeh-
rung ein Neurotoxin bilden, das nach dem in dieser Norm

beschriebenen Verfahren nachgewiesen wird.
4.1.2.2 Herstellung

3 Kurzbeschreibung des Verfahrens Die Bestandteile werden durch Kochen in Wasser gelost. Der
7 Nachwei h f4hi Clostridi botuli _ pH-Wert ist so einzustellen, daB er nach dem Kochen bei
um Nachweis vermehrungsféhiger Clostridium botulinum- 75 4 o4 bezogen auf 20 °C, liegt.

Zellen oder -Sporen in einem Lebensmittel werden Proben

des Lebensmittels in zwei verschiedene hemmstoff- und sul- - . .
fitfreie flussige Anreicherungsmedien gebracht, welche dann 4.1 '3. Herstellung des voIIstandngef\ Kochflelsch-.Meduums
unter anaeroben Bedingungen bis zu 5 Tage bei 25 °C bzw. Jeweils etwa 1,5 g getrocknete Rinderherz-Partikel nach
30 °C bebriitet werden. Von diesen Kulturen werden Aus- Abschnitt 4.1.1 werden in Kulturrohrchen nach Abschnitt 5.7
striche auf einem eigelbhaltigen, selektivstofffreien Nahr-  Mit der Nahriésung nach Abschnitt 4.1.2 auf etwa 15 ml auf-
boden angelegt. Lipase-positive Kolonien, die sich auf gefullt

diesem Nihrboden bei anaerober Bebriitung entwickeln, Zur Quellung der Rinderherz-Partikel werden dann die RGhr-
werden subkultiviert und auf ihr Toxinbildungsvermégen chen 15 bis 30 Minuten stehengelassen und anschlieBend
Uberpriift. 15 Minuten bei (121 £ 1) °C sterilisiert.

Der direkte Toxinnachweis aus Lebensmitteln wird derart Wenn das Nahrmedium nicht unmittelbar nach der Herstel-
durchgefiihrt, daB ein zentrifugierter Extrakt weiBen Mdusen  lung verwendet wird, ist es dunkel und bei einer Temperatur
intraperitoneal oder subkutan injiziert wird. Zum Toxinnach-  zwischen 0 und 5 °C so aufzubewahren, daB keine Verénde-
weis aus der Kultur wird ebenfalls ein Zentrifugat verwendet.  rungen eintreten kénnen. Es darf nicht langer als 1 Monat auf-
Die Tiere werden bis zu 72 h auf das Auftreten der charakteri- bewahrt werden.

stischen neurologischen Symptome beobachtet. Unmittelbar vor Gebrauch sind derart gelagerte Réhrchen
10 Minuten im siedenden Wasserbad zu erhitzen und schnell
- 4 Chemikalien und Nahrbdden ohne zu schiitteln abzukiihlen.

Die Nahrbodenbestandteile und Chemikalien missen fiir
mikrobiologische Zwecke geeignet sein. Um vergleichbare
Ergebnisse zu erhalten, sind eindeutig deklarierte Nahr- 42 Caseinpepton-Glucose-Hefeextrakt-Trypsin-
bodenbestandteile und analysenreine Chemikaiien oder Medium (TPGYT-Medium)

Trockenndhrbdden zu verwenden. Den Anweisungen des

Herstellers ist strikt zu folgen. Das verwendete Wasser mug ~ 4-2.1 Grundnéhrisung

entweder in Glasgeraten destilliert oder entmineralisiert und  4.2.1.1  Zusammensetzung

mindestens von entsprechender Reinheit sein. Es darf keine  ~ 50,0 g Pepton aus Casein, pankreatisch verdaut
Bestandteile enthalten, die das Wachstum von Mikroorganis-
men beeinflussen.

4.1 Modifiziertes Kochfleisch-Medium
(MCM-Medium; Modified Cooked Meat Broth).

4.1.1 Getrocknete Rinderherz-Partikel, etwa 1,5 g je Kultur-
réhrchen nach Abschnitt 5.7.

Jede Art der Vervielfaltigung, auch auszugsweise, nur mit Genehmigung des DIN Deutsches Institut fir Normung e.V., Berlin, gestattet.

- 5,0 g Misch-Pepton (z.B. Universal-Pepton fiir bakteriolo-
gische Zwecke)

20,0 g Hefeextraktpulver
4,0 g Glucose (Monohydrat)
1,0 g Natriumthioglycolat
1000 ml Wasser

Fortsetzung Seite 2 bis 5
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4.21.2 Herstellung

Die Bestandteile werden in Wasser geldst. Der pH-Wert ist so
einzustellen, daB er nach dem Sterilisieren bei 7,0 = 0,1,
bezogen auf 20 °C, liegt. Jeweils 15 ml der Nahriésung werden
in Kulturrdhrchen nach Abschnitt 5.7 ubergefithrt und
15 Minuten bei (121 1) °C sterilisiert.

Wenn die Nahrlésung nicht unmittelbar nach der Herstellung
verwendet wird, ist sie dunkel und bei einer Temperatur
zwischen O und 5 °C so aufzubewahren, daB keine Verande-
rungen eintreten kénnen. Sie darf nicht langer als 2 Wochen
aufbewahrt werden.

4.2.2 Trypsin-Lésung

4221 Zusammensetzung

- 0,15 g Trypsin (z.B. 1: 250) 1)
- 10 ml Wasser

4.2.2.2 Herstellung

Das Trypsin wird in Wasser gelost. Die Losung wird anschlie-
Bend durch Filtration sterilisiert.

4.2.3 Vollstandiges Nahrmedium

4.2.3.1 Zusammensetzung

= 15 ml Grundnéhrldsung nach Abschnitt 4.2.1
- 1 ml Trypsin-Losung nach Abschnitt 4.2.2

4.2.3.2 Herstellung

Unmittelbar vor Gebrauch sind die Kulturréhrchen mit der
Grundnéhrlésung 10 Minuten im siedenden Wasserbad zu
erhitzen und schnell ohne zu schitteln abzukiihlen. An-
schlieBend wird jedes Rohrchen mit der Trypsin-L6sung ver-
setzt.

4.3 Eigelb-Agar nach McClung und Toabe (AEY-
Agar; Anaerobic Egg Yolk-Agar)

4.3.1 Grundnéhrboden

4.3.1.1 Zusammensetzung

— 40,0 g Proteose-Pepton

- 2,0 g Glucose (Monohydrat)

- 2,0 g Natriumchlorid

- 0,1 g Magnesiumsulfat (Heptahydrat)

- 5,0 g di-Natriumhydrogenphosphat

- 1,0 g Kaliumdihydrogenphosphat

- 15,0 g Agar

1000 ml Wasser

4.3.1.2 Herstellung

Die Bestandteile werden in Wasser gel6st. Der pH-Wert ist so
einzustellen, daB er nach dem Sterilisieren bei 7,6 + 0,1 liegt,
gemessen bei einer Temperatur von etwa 45 °C. Der Nihr-
boden wird in Teilmengen von nicht mehr als 250 ml in Kultur-
kolben iibergefiihrt und 20 Minuten bei (121 +1) °C sterilisiert.

1} Trypsin-Praparate mit der spezifischen Aktivitdt 1 : 250
sind im Handel erhéltlich. Auskunft iiber mdgliche Bezugs-
quellen erteilt der NormenausschuB Lebensmittel und
landwirtschaftliche Produkte (NAL), BurggrafenstraBe 6,
1000 Berlin 30.

2) Auskunft Uber mdgliche Bezugsquellen erteilt der
NormenausschuB Lebensmittel und landwirtschaftliche
Produkte (NAL) im DIN, BurggrafenstraBe 6,

1000 Berlin 30.

Wenn der Ndhrboden nicht unmittelbar nach der Herstellung
verwendet wird, ist er dunkel und bei einer Temperatur
zwischen 0 und 5 °C so aufzubewahren, daB keine Verande-
rungen auftreten kdnnen. Er darf nicht langer als 1 Monat auf-
bewahrt werden.

4.3.2 Eigelb-Emulsion
Frische saubere Hiihnereier werden nach Abflammen mit
Alkohol unter sterilen Bedingungen aufgeschlagen. Eigelb
und EiweiB werden voneinander getrennt, und das Eigelb wird
in einen MeBzylinder, der einige Glasperlen enthalt, mit dem-
selben Volumen physiologischer Kochsalzlésung durch
griindliches Schiitteln homogenisiert.
Die Emulsion wird bei einer Temperatur zwischen 0 und 5 °C
aufbewahrt. Sie darf nicht Ianger als 72 h aufbewahrt werden.
Anmerkung: Fertige Zubereitungen der Eigelb-Emulsion sind
im Handel erhéltlich. Bei deren Verwendung miissen
die Anweisungen des Herstellers, insbesondere in
bezug auf die Haltbarkeit, beachtet werden.

4.3.3 Volistandiger Nahrboden
4.3.3.1 Zusammensetzung

— 100 ml Grundndhrboden nach Abschnitt 4.3.1
- 5 ml Eigelb-Emulsion nach Abschnitt 4.3.2

4.3.3.2 Herstellung

Der Grundnahrboden wird geschmolzen und auf etwa 50 °C
abgekiihlt. Die Eigelb-Emulsion wird unter stdndigem Riihren
zugegeben.

4.3.4 Herstellen der Agarplatten

Teilmengen von etwa 15 ml des volistandigen Nahrbodens

werden in Petrischalen {ibergefiihrt und zum Verfestigen

stehengelassen. AnschlieBend werden die Platten in einem

Brutschrank 24 h bei 30 °C getrocknet.

1 bis 2 Tage vor Gebrauch wird der Nahrboden unter anae-

robe Bedingung gebracht und erst zum Beimpfen aus dem

AnaerobiergefaB entnommen.

Anmerkung: Es besteht die Mbglichkeit, aus Zeitgriinden
auch frisch angesetzten Nahrboden nach kurzer
Trocknung einzusetzen, wenn sich dieser Nahrboden
bei einer parallelen Bebriitung als keimfrei erweist.

Die Agarplatten sind bei einer Temperatur zwischen 0 und

5 °C nicht langer als 1 Monat aufzubewahren.

4.4 Gelatine-Phosphat-Pufferlésung

44.1 Zusammensetzung

- 2 g Gelatine

- 4 g di-Natriumhydrogenphosphat

- 1000 ml Wasser

4.4.2 Herstellung

Die Bestandteile werden unter leichtem Erwirmen in Wasser
gelost. Der pH-Wert ist auf 6,2 &= 0,1 einzustellen, gemessen
bei einer Temperatur von 20 °C.

4.5 Ethanol,
absolut (unvergallt) durch Filtration sterilisiert.

4.6 Vaseline-Paraffin-Gemisch (Vaspar)

Vaseline und Paraffin (Schmelzpunkt 51 bis 53 °C) werden im
Gewichtsverhaltnis 1: 1 grob gemischt und geschmolzen. Das
Gemisch wird in Teilmengen von etwa 100 ml in Kulturkolben
Ubergefiihrt und 3 h bei 160 °C im Warmeschrank sterilisiert.

4.7 Trypsin (z.B.1:250) 1)

4.8 Seren

Monovalente Antiseren gegen Clostridium botulinum-Toxine
A, B, C, D und E, und/oder polyvalentes Antiserum gegen

Clostridium botulinum-Toxine A, B, C, D, E und F sind kommer-
ziell erhdltlich 2).
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