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Mikrobiologische Milchuntersuchung

Nachweis von Hemmestoffen in Milch
Routineverfahren (Brillantschwarz-Reduktionstest)
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10182
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Microbiological analysis of milk; detection of inhibitory substances in milk; routine method (reduction-test with

brifliant-black)

Analyse microbiologique du lait; détection des produits inhibiteurs dans le lait; méthode de routine {essai de réduction

brillant noir)

1 Anwendungsbereich und Zweck

Diese Norm legt ein Routineverfahren zum Nachweis
von Hemmstoffen in Rohmilch {auch chemisch konser-
viert) und pasteurisierter Konsummilch mit dem Brillant-
schwarz-Reduktionstest (BRT) fest. Der verwendete Test-
keim weist eine besondere Empfindlichkeit gegeniiber
Penicillinen auf, wobei die Nachweisgrenze einer Na-
trium- bzw. Kalium-Benzyl-Penicillin-Konzentration von
0,005 ug/ml (20,008 |.E./ml) 1) entspricht.

Anmerkung: Unter Penicillin im Sinne dieser Norm sind

alle B-Lactamring-Antibiotika zu verstehen.

2 Begriff

Die Probe enthalt Hemmstoffe, wenn sie nach dem hier
festgelegten Verfahren das Wachstum des Testkeims
hemmt und somit der dem Medium zugesetzte blaue
Redoxindikator nicht in die gelbe Reduktionsstufe iiber-
gefihrt wird.

Sofern die entsprechende mit Penicillinase {-Lactamase)
versetzte Probe keine Wachstumshemmung des Testkeims
bewirkt, enthielt sie Penicillin. Einige halbsynthetische
Penicilline, wie z.B. Natriumcloxacillin, werden unter
den gegebenen Bedingungen nicht durch Penicillinase
inaktiviert und daher nicht als Penicillin erkannt.

3 Kurzbeschreibung

Die zu untersuchende Probe wird auf ein in Kunststoff-
tabletts abgefilltes, mit Bacillus stearothermophilus var.
calidolactis beimpftes Agarmedium verbracht. Beim Be-
briiten vermehren sich die Mikroorganismen und bewir-
ken, daB der Redoxindikator im Testsystem in die gelbe
Reduktionsstufe ibergefiihrt wird. Sind in der Probe
Substanzen vorhanden, die das Wachstum der Keime
verhindern, behalt das Medium die Farbe der blauen
Oxidationsstufe des Brillantschwarz bei.

1) Es ist z. Z. bei einigen Wirkstoffen noch lblich, die
Konzentration statt in pg/ml in Einheiten je ml an-
zugeben. Gemeint sind damit die Internationalen
Einheiten (l.E.) der durch die Weltgesundheitsorga-
nisation (WHO) standardisierten Wertbestimmungen
fiir die Wirkung von Pharmaka und anderen biologisch
aktiven Substanzen.

Eine blaue Oxidationsstufe spricht dann fiir das Vorhan-
densein von Penicillin, wenn bei der entsprechenden mit
Penicillinase versetzten Probe das Wachstum des Test-
keims nicht gehemmt und der Indikator in die gelbe
Reduktionsstufe iibergefiihrt wird.

4 Bezeichnung des Verfahrens

Bezeichnung fir den Nachweis von Hemmstoffen nach
dieser Norm (B1):

Prifung DIN 10 182 —B1

5 Nahrboden, Chemikalien und Testorganismus

Chemikalien und Nahrbodenbestandteile miissen fir bak-
teriologische Zwecke geeignet sein. Trockennahrbdden
miissen nach der Anweisung des Herstellers zubereitet
werden und den Festlegungen dieser Norm entsprechen.
Das verwendete Wasser muRl entweder in Glasgeriten
destilliert oder entmineralisiert und von entsprechender
Reinheit sein. Es darf keine Bestandteile enthalten, die
das Wachstum von Mikroorganismen beeinflussen.

5.1 Naiahrboden
5.1.1 Nihrboden fiir Stammkultur (Schrigagar)
Nach DIN 10 182 Teil 1

5.1.2 Nihrboden zum Anziichten der Gebrauchskultur

Zum Anzichten der Gebrauchskultur wird der Nahr-
boden fir die Stammkuitur (Schrégagar) verwendet.

5.1.3 Nidhrboden zum Nachweis von Hemmstoffen
5.1.3.1 Grundndhrboden

Zusammensetzung:

— 1,5 g Fleischextrakt

— 3,0 g Hefeextrakt

— 4,0 g Caseinpepton, tryptisch verdaut

— 6,0 g Fleischpepton, tryptisch verdaut

— 1,09 D (+)-Glucose

— 10,0 bis 15,0 g Agar, je nach Geliereigenschaften
— 1000 mt Wasser

Herstellung:

Die einzelnen Bestandteile werden durch Erhitzen und
Schiitteln volistindig in Wasser gelost. Der Nahrboden

Fortsetzung Seite 2 bis 4
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wird 15 min lang bei (121 * 1) OC sterilisiert. Er muB

nach dem Abkiihlen auf etwa 45 ©C einen pH-Wert von

8,0 £0,1 haben.

Anmerkung: Dieser Nahrboden ist als Fertignahrboden
erhaltlich.

5.1.3.2 Indikator

Bestandteile in 100 ml des Grundnahrboden-Keimsus-
pension-Gemisches nach Abschnitt 5.7.1:

— etwa 10 mg Brillantschwarz 2)
— 2,0 ml Glycerin nach DAB 3)

52 Penicillin-Standardiésungen

5.2.1 In einer verschlieRbaren, sterilen Flasche wird aus
Natrium- oder Kalium-Benzyl-Penicillin und sterilem,
destilliertem Wasser eine Penicillin-Standardlésung mit
einer Konzentration von 50 pg/ml (£ 80 |.E./ml)} ?) her-
gestelit. Die Losung darf nur am Tage der Herstellung
verwendet werden und soll bei etwa 5 °C aufbewahrt
werden.

52.2 Aus 1 ml der Penicillin-Standardlésung nach Ab-
schnitt 5.2.1 und 1000 ml sterilem, destilliertem Wasser
wird eine verdiinnte Penicillin-StandardlOsung mit einer
Konzentration von 0,05 pug/ml (£ 0,08 1.E./ml) %)
hergestellt.

52.3 Aus 1 ml der verdinnten Penicillin-Standard-
losung nach Abschnitt 5.2.2 und 9ml hemmstoff-
freiem Substrat nach Abschnitt 54 wird eine LOsung
mit einer Penicillin-Konzentration von 0,005 pg/ml
(# 0,008 1.E./ml) 1) hergestellt.

524 Die Penicillin-Standardl6sung nach Ab-
schnitt 5.2.3 kann wahlweise auch in Mengen zu 1 ml
in sterile Injektionsflaschen abgefiillt, sofort lyophili-
siert und anschlieRend mit Gummi- und Aluminium-
kappen verschlossen werden. An jedem Untersuchungs-
tag wird der Inhalt des Flaschchens mit 1 ml destillier-
tem Wasser gelost.

5.3 Penicillinase-Lésung
Nach DIN 10 182 Teil 1

5.4 Hemmstofffreies Substrat
Nach DIN 10 182 Teil 1. Wahiweise kann das hemmstoff-
freie Substrat auch wie unter Abschnitt 5.2 4 beschrie-

ben abgefiillt, lyophilisiert und vor Gebrauch wieder ge-
16st werden.

5.5 Verdiinnungs- und Abschwemmfliissigkeit
Verdinnte Ringer-Lésung nach DIN 10 191 Teil 1

1) Siehe Seite 1

2) Brillantschwarz (Colour Index Acid Black 3; C.I.
No. 27260; syn. Carbon Black G, Brilliant Black,
Naphtol Black 3 B, Tertracid Brilliant Black B}; die
geeignete Konzentration ist im Einzelfall entsprechend
der Farbintensitat, Nachweisempfindlichkeit und
Reaktionszeit einzustellen.

3) Deutsches Arzneibuch in der jeweils giiltigen Fassung

4) Erhaltlich beim Institut fiir Hygiene der Bundesanstalt
fir Milchforschung, Hermann-Weigmann-StraRe 1-27,
2300 Kiel

5.6 Testorganismus

Bacillus stearothermophilus var. calidolactis, Stamm
C 953 4)

5.6.1 Aufbewahrung des Teststammes
Nach DIN 10 182 Teil 1

5.6.2 Anzichten der Gebrauchskultur

5.6.2.1 Rohrchen mit dem Nahrboden nach Ab-
schnitt 5.1.1 werden mit einer Ose der Testkuitur nach
Abschnitt 5.6.1 beimpft und 24 bis 28 h lang bei
(60 £ 1) °C bebriitet.

56.2.2 Jedes bebriitete Rohrchen wird mit etwa 3 ml
steriler Abschwemmfliissigkeit nach Abschnitt 5.5 ab-
geschwemmt. Kolle-Schalen oder Penicillin-Kolben, die
Nahrboden nach Abschnitt 5.1.2 enthalten, werden mit
dieser Abschwemmung beimpft und 24 bis 28 h lang bei
{60 = 1) OC bebriitet.

56.2.3 Die gewachsene Kultur wird mit steriler Ab-
schwemmfliissigkeit nach Abschnitt 5.5 abgeschwemmt.
Die so erhaltene Suspension wird zentrifugiert und das
Sediment mit sterilem, destiiliertem Wasser aufgenom-
men. Nach griindlicher Durchmischung werden davon
jeweils 0,56 ml in Ampullen oder Injektionsflaschchen
abgefiillt, lyophilisiert und verschlossen. Sofern diese
Suspension nicht lyophilisiert wird, mu sie bei etwa
5 OC gelagert werden.

Anmerkung: Die frische bzw. mit sterilem, destilliertem
Wasser wiederaufgeloste Suspension nach Ab-
schnitt 5.6.2.3 sollte eine Empfindlichkeit von
mindestens 0,005 pg/ml (£ 0,008 |.E./ml) 1)
Penicillin bei einer Reaktionszeit von 2,5 bis
3,56 h aufweisen. Dieses entspricht einer Keim-
dichte von etwa 108/m! im Testsystem.

Anmerkung: Anstelle frischer oder wiederaufgeloster
Suspensionen konnen auch geeignete Fliissig-
kulturen (z.B. Fermenterkulturen) verwendet
werden.

5.7 Herstellung des Testsystems

5.7.1 Der verflissigte Grundndhrboden nach Ab-
schnitt 5.1.3.1 wird auf (55 £ 2) OC abgekiihlt.

Die frische oder mit sterilem, destilliertem Wasser
geloste Keimsuspension nach Abschnitt 56.2.3 wird
gleichfalls auf (55 = 2) OC erwidrmt. Entsprechende
Mengen (siehe Anmerkung zu Abschnitt 5.6.2.3)
werden dem abgekiihlten Grundnihrboden zugefihrt
und gut vermischt.

Zu je 100 ml dieses Grundnahrboden-Keimsuspension-

Gemisches werden Briflantschwarz und Glycerin nach

Abschnitt 5.1.3.2 zugesetzt und gut vermischt.

Anmerkung: Um ein gleichmaBiges Testsystem sicher-
zustellen, sollten bei einem Arbeitsgang nicht
mehr als 100 ml des Reaktionsgemisches ange-
setzt werden.

5.7.2 Jeweils 0,1 ml des Reaktionsgemisches nach Ab-
schnitt 5.7.1 wird mit einer geeigneten Spritze oder mit
einem Abfiillgerdt in die Vertiefungen des Kunststoff-
tabletts (bergefiihrt. Zur Aufbewahrung mufl das so
praparierte Tablett unmitteibar anschlieRend mit einer
Klebefolie verschlossen werden.

Die so hergestellten Tabletts diirfen bis zu 2 Wochen lang
bei etwa 5 °C aufbewahrt werden.
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