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Mikrobiologische Milchuntersuchung

Nachweis von Streptococcus agalactiae
in Rohmilch 1
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Microbiological analysis of milk; detection of Streptococcus agalactiae in raw milk
Analyse microbiologique du lait; recherche de Streptococcus agalactiae dans le lait cru

1 Anwendungsbereich und Zweck

Die Norm legt ein Routineverfahren zum Nachweis von
Streptococcus agalactiae in Rohmilch fest.

2 Begriff

Unter Streptococcus agalactiae werden die Streptokokken
verstanden, die nach dem in dieser Norm festgelegten Ver-
fahren isoliert werden, Asculin nicht spalten und im CAMP-
Test 1) eine charakteristische Hamolyseform aufweisen.

3 Kurzbeschreibung des Verfahrens

0,1 mt der Rohmilchprobe werden auf dem festen selektiven
Nahrboden ausgestrichen und 18 bis 24 h bei 37 °C bebriitet.
Verdéchtige Kolonien werden durch den CAMP-Test 1) identi-
fiziert.

4 Nahrbdden,
hismen

Chemikalien und Nahrbodenbestandteile missen fir mikro-
biologische Zwecke geeignet sein. Trockennidhrbdden miis-
sen nach den Anweisungen des Herstellers zubereitet und
verwendet werden. Das verwendete Wasser muB entwederin
Glasgeréten destilliert oder entmineralisiert und mindestens
von entsprechender Reinheit sein. Es darf keine Bestandteile
enthalten, die das Wachstum von Mikroorganismen beein-
flussen.

Anmerkung: Es kénnen auch im Handel erhdltliche Trocken-
ndhrbdden verwendet werden, sofern ihre Zu-
sammensetzung den in diesem Abschnitt genannten
Rezepturen entspricht oder bei vergleichbarer Wirk-
samkeit nur geringfiigig von diesen abweicht.

Chemikalien und Testorga-

4.1 Asculin-Kristallviolett-Thalliumsulfat-Agar nach
EDWARDS (modifiziert)

4.1.1 Grundnédhrboden

Zusammensetzung:

- 10,0 g Fleischextrakt

- 10,0 g Fleischpepton, tryptisch verdaut
- 10 g Asculin

- 50 g Natriumchlorid

— 0,0013 g Kristallviolett

— 033 g Thalliumsulfat

10 bis 15g Agar (je nach Geliereigenschaften)
1000 ml Wasser

Herstellung:

Die einzelnen Bestandteile werden durch Erhitzen und Schiit-
teln volistandig in Wasser gelost. Der Nahrboden wird 15 min

bei (121£1) °C sterilisiert. Der pH-Wert ist so einzustelien, daf
er nach dem Sterilisieren bei 7,4 = 0,1 liegt, bezogen auf die
Temperatur von etwa 50 °C.

4.1.2 Blut

Das Blut muB unter aseptischen Bedingungen von gesunden

Tieren (Schafe, Rinder) gewonnen werden. Es wird entweder

in Form von gewaschenem Rinderblut (Erythrozyten) oder

defibriniertem Schafblut (Schiittelblut) eingesetzt.

4.1.2.1 Gewaschene Rinder-Erythrozyten

Zur Gewinnung der gewaschenen Erythrozyten werden die

Lésungen nach den Abschnitten 4.1.21.1 und 4.1.21.2 be-

notigt.

4.1.2.1.1 Stabilisierungsfliissigkeit

Zusammensetzung:

— 29g Citronenséure (analysenrein)

— 80g Trinatriumcitrat

180g Glucose

840 mt Wasser

Herstellung:

Die Bestandteile werden in Wasser gelost. Die Losung wird

15 min bei (121 £ 1) °C sterilisiert.

Anmerkung: Es diirfen auch andere Stabilisierungsfliissig-
keiten verwendet werden, sofern durch Vorunter-
suchungen sichergestellt ist, daB sie fiir diese Zwecke
geeignet sind.

4.1.2.1.2 Natriumchlorid-Lésung
Zusammensetzung:

- 9,0 g Natriumchlorid

— 1000 ml Wasser

Herstellung:

Das Natriumchlorid wird in Wasser gelost. Die Lésung wird
15 min bei (121 & 1) °C sterilisiert.

4.1.21.3 Gewinnung der gewaschenen Erythrozyten

Das Blut wird in sterilen GefaBen aufgefangen, die je Liter Blut
50ml Stabilisierungsfliissigkeit enthalten. AnschlieBend
wird das frisch gewonnene Blut in der Zentrifuge nach Ab-
schnitt 512 30 min zentrifugiert.

Das Plasma wird unter aseptischen Bedingungen entfernt,
und die Erythrozyten werden mit gleicher Menge Natrium-
chlorid-Ldsung resuspendiert. Der Waschvorgang wird zwei-
mal wiederholt.

1) Das Wort ,CAMP* ergibt sich aus den Anfangsbuchstaben
der Autoren, die das typische Phidnomen erstmals be-
obachteten (Christie, R., N.E. Atkins und E. Munch-Peter-
sen: A note on a lytic phenomenon shown by group B
streptococci. The Australian Journal of Experimental Bio-
logy and Medical Science 22, 197-200 (1944)
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4.1.2.2 Defibriniertes Schafblut

Defibriniertes Schafblut wird gewonnen, indem Blut beispiels-
weise in einer sterilen 250-ml-Steilbrustflasche mit Schliff-
stopfen gesammelt wird. Der Boden der Flasche ist mit steri-
len Glasperlen nach Abschnitt 5.14 bedeckt (bei der 250-mt-
Flasche etwa 140 Glasperien oder 30g). Das Blut wird im
GefaB geschiittelt, bis es erkaltet und defibriniert ist. Vor der
Verwendung wird das defibrinierte Schafblut durch einen
sterilen Gazefilter zur Entfernung von Fibrin und Glasperlen
gegeben.

4.1.3 Volistandiger Nahrboden

Zu 1000 ml des Grundnahrbodens werden nach dem Abkiih-
len auf etwa 50°C 50 ml gewaschene Rinder-Erythrozyten
nach Abschnitt 4.1.2.1 oder 50 ml steriles defibriniertes Schaf-
blut nach Abschnitt 4.1.2.2 unter aseptischen Bedingungen
zugegeben und gut durchmischt. Danach werden Teil-
mengen von jeweils etwa 12 ml in Petrischalen ausgegossen.
Vor der Verwendung werden die Platten sorgféltig vorge-
trocknet.

4.2 Nahrboden 2zur Durchfilhrung des CAMP-

Testes 1)
4.2.1 Grundndhrboden mit Glucose
Zusammensetzung:
- 78 g Caseinpepton, tryptisch verdaut
- 78 g Fleischpepton, tryptisch verdaut
- 10 g Asculin
— 28 g Hefeextrakt
— 56 g Natriumchlorid
- 10 g Glucose

— 10 bis 15 g Agar (je nach Geliereigenschaften)
— 1000 ml Wasser

Herstellung:

Die einzelnen Bestandteile werden durch Erhitzen und Schiit-
teln volistdndig in Wasser gelost. Der Nahrboden wird 15 min
bei (121 £ 1) °C sterilisiert. Der pH-Wert ist so einzustellen, daB
er nach dem Sterilisieren bei 7,4 + 0,1 liegt, bezogen auf eine
Temperatur von etwa 50 °C.

4.2.2 Grundndhrboden ohne Glucose

Zusammensetzung:

- 10,0 g Tryptose

- 10 g Asculin

- 30 g Fleischextrakt

- 50 g Natriumchlorid
10 bis 15 g Agar (je nach Geliereigenschaften)
1000 mt Wasser

Herstellung:

Die einzelnen Bestandteile werden durch Erhitzen und Schiit-
teln vollsténdig in Wasser geldst. Der Grundnihrboden wird
15min bei (121 £ 1) °C sterilisiert. Der pH-Wert ist so einzu-
stellen, daB er nach dem Sterilisieren bei 7,2 + 0,1 liegt, be-
zogen auf eine Temperatur von etwa 50 °C.

Anmerkung: Es kann auch ein anderer Grundnahrboden
verwendet werden, wenn durch Voruntersuchungen
sichergestellt ist, daB vergleichbare Ergebnisse er-
halten werden.

Das Asculin wird dem Grundnahrboden zur nochmali-
gen Kontrolle der Asculinreaktion zugegeben.

1) Siehe Seite 1

2) Die Testorganismen koénnen von der Streptokokken-
Zentrale am Institut fiir Hygiene der Bundesanstalt fiir
Milchforschung, Postfach 6069, 2300 Kiel 14, bezogen
werden.

4.2.3 Bilut
Nach Abschnitt 4.1.2

4.2.4 Volistandiger Nahrboden

Zu 1000 mi des Grundndhrbodens (z. B. nach Abschnitt 4.2.1
oder Abschnitt 4.2.2) werden nach dem Abkiihlen auf etwa
50 °C 50 ml gewaschene Rinder-Erythrozyten nach Abschnitt
4121 oder 50 ml steriles defibriniertes Schafblut nach
Abschnitt 4.1.2.2 unter aseptischen Bedingungen zugegeben
und gut durchmischt. Danach werden Teilmengen von jeweils
etwa 12 ml in Petrischalen ausgegossen. Vor der Verwendung
werden die Platten sorgféltig vorgetrocknet.

Jede Charge muB mit den Streptokokken-Stammen nach den
Abschnitten 4.3.2 und 4.3.3 als positive bzw. negative Kon-
trolle gepriift werden.

4.3 Testorganismen 2)
4.3.1 Indikatorstamm fiir den CAMP-Test 1)

Als Indikatorstamm kann grundsétzlich jeder Staphylococcus
aureus-Stamm verwendet werden, der auf dem Nahrboden
nach Abschnitt 4.2 eine breite g-Toxin-Zone ausbildet
(partielle Hamolyse).

4.3.2 Streptococcus agalactiae-Stamm als positive Kon-
trolle

4.3.3 Streptococcus dysgalactiae-Stamm als negative
Kontrolle

5 Geréate und Hilfsmittel

Alle Glasgerate miissen vor der Verwendung sorgfiltig gerei-
nigt und sterilisiert werden. Kunststoffgerate miissen steril
sein.

5.1 Dampf-Sterilisator  (Autoklav), einstelibar  auf
(121 1) °C, z.B. Dampf-Sterilisator nach DIN 58 946 Teil 2

5.2 Dampftopf, sofern der Dampf-Sterilisator nicht als
Dampftopf verwendet werden kann

5.3 HeiBluft-Sterilisator, einstellbar auf mindestens 180 °C

5.4 Brutschrank, einstellbar auf (37 £+ 1)°C, z.B. Brut-
schrank nach DIN 58 945 Teil 1

5.5 pH-MeBeinrichtung mit Temperaturkompensation
5.6 Wasserbad, einstellbar auf (50 + 2) °C
5.7 Pipetten

5.8 Petrischalen, Durchmesser etwa 9cm, z.B. Petri-
schalen nach DIN 12 339

5.9 Spatel (Dreiecksspatel), Ausstreichbreite etwa 30 mm.
Die Schnittkanten an den Enden miissen geglattet sein.

5.10 Impfése

5.11 UV-Lampe, mit einer Welleniinge von etwa 366 nm,
(langwelliges UV-Licht)

Falls nach Abschnitt 4.1.2.1 oder Abschnitt 4.1.2.2 erforderlich,
sind die Gerate nach den Abschnitten 5.12 bis 5.15 zu ver-
wenden.

5.12 Zentrifuge, mit einer Zentrifugalbeschleunigung von
900¢g

5.13 250-ml-Steilbrustflasche mit Schliffstopfen
5.14 Glasperlen, Durchmesser 4,5 bis 6 mm

5.15 Gazefilter
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