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Microbiological analysis of milk; detection of staphylococcal thermonuclease; reference method
Analyse microbiologique du lait; recherche de staphylococcus thermonucléase; méthode de référence

1 Anwendungsbereich und Zweck

Diese Norm legt ein Referenzverfahren zum Nachweis von
Staphylokokken-Thermonuclease fest. Das Verfahren ist fiir
Milch und Milchprodukte, Speiseeis sowie fiir Sduglings- und
Kleinkindernahrung auf Milchbasis anwendbar.

2 Begriff

Unter Staphyiokokken-Thermonuclease (TNase) wird das
von Staphylococcus aureus gebildete thermostabile Enzym
verstanden, das nach dem in dieser Norm festgelegten Ver-
fahren Desoxyribonucleinsdure (DNA) hydrolysiert.

3 Kurzbeschreibung des Verfahrens

Der nach Saureféllung der zu untersuchenden Probe gewon-
nene Uberstand wird mit Trichloressigséure ausgefilit. Das
Sediment wird in Tris-Puffer gel6st, auf einen pH-Wertvon 8,5
eingestellt und auf etwa 100 °C erhitzt. Der erhitzte Extrakt
wird mittels Toluidinblau O-DNA-Agar auf die Anwesenheit
von TNase geprift. Ist in einer Probe TNase vorhanden,
schidgt die Farbe des Toluidinblau O-DNA-Agar von Blau
nach Rosa um.

4 Reaktionsmedium, Chemikalien und Test-
organismus

Chemikalien und die Bestandteile des Reaktionsmediums

miissen fir mikrobiologische Zwecke geeignet sein. Trocken-

medien miissen nach den Anweisungen des Herstellers zu-

bereitet und verwendet werden. Das verwendete Wasser

muB entweder in Glasgeréten destilliert oder entmineralisiert
und mindestens von entsprechender Reinheit sein.

4.1 Toluidinblau 0-DNA-Reaktionsmedium
4.1.1 Tris-Puffer

Zusammensetzung:

— 6,06 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan

— 0,11 g Calciumchlorid

— 1000 ml Wasser

Herstellung:

Tris(hydroxymethyl)aminomethan und Calciumchlorid wer-
den in etwa 980 ml Wasser geldst. Der pH-Wert der Losung
wird auf 9,0 + 0,1 bezogen auf eine Temperatur von etwa
20 °C eingestellt, anschlieBend wird mit Wasser auf 1 | auf-
gefiilit.

4.1.2 Grundmedium

Zusammensetzung:

— 0,3 g Desoxyribonucleinsdure )

— 10 g Natriumchlorid

— 10 g Agar

— 1000 ml Tris-Puffer nach Abschnitt 4.1.1.

Herstellung:

Die einzelnen Bestandteile werden im Dampftopf bis zur voll-
standigen Losung von Desoxyribonucleinsdure und des
Agars erhitzt (etwa 1 '2h).

4.1.3 Toluidinblau 0-Lésung
Zusammensetzung:

— 0,31 g Toluidinblau 02)

— 10 ml Wasser
Herstellung:

Toluidinblau O wird unter leichtem Erwdrmen in Wasser geldst
und anschlieBend durch ein Faltenfilter filtriert.

4.1.4 Reaktionsmedium

Zusammensetzung:

— 1000 ml Grundmedium nach Abschnitt 4.1.2

- 3 ml Toluidinblau 0-Ldsung nach Abschnitt 4.1.3.

Herstellung:

Zu dem auf etwa 50 °C abgekiihlten Grundmedium wird die
entsprechende Menge der filtrierten Toluidinblau 0-Lésung
zugegeben.

Anmerkung: Das vollstdndige Reaktionsmedium kann in mit
Stopfen oder Schraubdeckeln verschlossenen
Flaschen mehrere Monate bei etwa 5 °C aufbewahrt
werden.

4.1.5 Herstellung von Agarplatten

Jeweils 13 ml des Reaktionsmediums werden in Petrischalen
nach Abschnitt 5.15 (ibergefiihrt. Zur Verfestigung des
Mediums werden die Petrischalen auf eine kalte, nivellierte
Flache gestellt. Nach Erstarren des Mediums werden die
Petrischalen umgedreht, um die Kondensation auf der Ober-
flache des Mediums gering zu halten. Die so hergestellten
Agarplatten koénnen vor Austrocknung geschitzt zwei
Monate bei etwa 5 °C aufbewahrt werden.

4.2 Salzsdure, c(HCL) = 2 mol/l
4.3 Natronlauge, c(NaOH) = 2 mol/l

4.4 Trichloressigsiure-Lésung, c(CClz-COOH) = 3 mol/l

49,02g Trichloressigsaure (CCl3COOH), analysenrein,
werden in 100 ml Wasser gelost.

1) Es muB sichergestellt sein, daB die Desoxyribonuclein-
séaure fir den Nachweis von TNase geeignet ist. Auskunft
uber Bezugsquellen erteilt der NA Lebensmittel und land-
wirtschaftliche Produkte (NAL) im DIN, Burggrafen-
straBe 6, 1000 Berlin 30

2) Toluidinblau O (Colour Index: ClJ. Basic Blue 17; C.l.
Nr. 52040)

Fortsetzung Seite 2 und 3

NormenausschuB Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte (NAL) im DIN Deutsches Institut fiir Normung e.V.
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4.5 Thermonucleasefreies Magermilchpulver

Das Magermilchpulver muB sich bei vorhergegangenen
Untersuchungen nach dieser Norm als thermonucleasefrei
erwiesen haben.

4.6 Hirn-Herz-Ndhrmedium
Zusammensetzung:
— 10,0 g Caseinpepton, tryptisch verdaut (Trypton)
12,5 g Kalbshirninfus (getrocknet)

5,0 g Rinderherzinfus (getrocknet)

2,0 g Glucose

5,0 g Natriumchlorid

2,5 g Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPQO,)
1000 ml Wasser
Herstellung:

Die Bestandteile werden in Wasser gelost. Der pH-Wertist so
einzustellen, daB er nach dem Sterilisieren bei 7,4 + 0,1 liegt,
bezogen auf eine Temperatur von 20 °C. Der Nahrboden wird
in Teilmengen von 5ml in Kulturrdhrchen ubergefihrt und
20 min bei 121 °C sterilisiert. Der Nahrboden kann bei einer
Temperatur zwischen 0°C und 5°C 1 Monat aufbewahrt
werden.

4.7 Testorganismus

Als Testorganismus kann jeder Thermonuclease-positive
Staphylococcus aureus-Stamm3) verwendet werden.

5 Gerate

Alle Glasgerate miissen vor der Verwendung sorgfiltig ge-
reinigt und sterilisiert werden. Kunststoffgerdte missen
steril sein.

5.1 Dampf-Sterilisator (Autoklav), einstellbar  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 Wasserbad, einstellbar auf 100 °C

5.6 Wasserbad, zum Erhitzen und Kiihlen der Lésungen
und des Reaktionsmediums auf geeignete Temperaturen

5.7 Analysenwaage¥)
5.8 oberschalige Waage4)

5.9 Zentrifuge mit einer Zentrifugalbeschleunigung von
mindestens 27 000 g

5.10 Laborzentrifuge mit einer Zentrifugalbeschleunigung
von mindestens 2800 g

5.11 pH-MeBeinrichtung mit MikroeinstabmeBkette und
Temperaturkompensation

5.12 Hohlzylinder aus Metall, Durchmesser etwa 2mm,
zum Ausstanzen von Lochern aus der Agarschicht

3) Ein geeigneter Testorganismus kann auch vom Lehrstuhl
fir Hygiene und Technologie der Miich, Ludwig-Maxi-
milians-Universitdt  Miinchen,  SchellingstraBe 10,
8000 Munchen 40, bezogen werden.

4) Begriff siche DIN 8120 Teil 1

5.13 Mikropipette, Nennvolumen 0,01 ml
5.14 Impfose

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

5.16 MeBzylinder (Nennvolumen 10, 100, 1000 mtl), z.B.
nach DIN 12 680 Teil 1

5.17 Glasflaschen mit Stopfen oder Schraubdeckel-
verschiuB zum Aufbewahren des Reaktionsmediums

5.18 Kulturrdhrchen, etwa 100mm lang und etwa 15mm
Durchmesser

5.19 Pipetten
5.20 Faltenfilter

6 Probenahme
Nach DIN 10 327

7 Durchfiihrung
7.1 Vorbereitung der Probe

7.1.1  Von der zu untersuchenden Milch werden 100 ml mit
Salzsdure nach Abschnitt 4.2 auf einen pH-Wert von 3,8 ein-
gestelit.

Von dem zu untersuchenden Produkt werden 20g mit 5¢g
thermonucleasefreiem Magermilchpulver nach Abschnitt 4.5
versetzt, in 50 ml Wasser suspendiert und mit Salzsaure nach
Abschnitt 4.2 auf einen pH-Wert von 3,8 eingestellt.

Anmerkung: Bei der Untersuchung von Trockenmilchproduk-
ten wird auf den Zusatz von thermonucleasefreiem
Magermilchpulver verzichtet und fiir die Herstellung
der Suspension nur 40 ml Wasser bendtigt.

7.1.2 Das auf den pH-Wert von 3,8 eingestellite Unter-
suchungsmaterial wird 20 min in der Zentrifuge nach Ab-
schnitt 5.9 zentrifugiert.

7.1.3 Zu dem Uberstand wird die 0,05fache Menge kalter
Trichloressigsdure-Ldsung nach Abschnitt 4.4 zugegeben.
AnschlieBend wird erneut 20min in der Zentrifuge nach
Abschnitt 5.9 zentrifugiert.

7.1.4 Das Sediment wird in 1ml Tris-Puffer nach Ab-
schnitt 4.1.1 geldst, mit Natronlauge nach Abschnitt 4.3 auf
einen pH-Wert von 8,5 eingestellt. AbschlieBend wird mit Tris-
Puffer auf ein Endvolumen von 2 ml aufgefiilit.

7.1.5 Der Extrakt nach Abschnitt 7.1.4 wird im kochenden
Wasser im Wasserbad nach Abschnitt 5.5 15min erhitzt.

7.2 Vorbereitung der positiven Kontrolle

7.2.1 Hirn-Herz-Nahrmedium nach Abschnitt 4.6 wird mit
einem Thermonuclease-positiven Staphylococcus aureus-
Stamm beimpft und 24 h bei 37 °C bebriitet. AnschlieBend
wird 15 min in der Zentrifuge nach Abschnitt 5.10 zentrifugiert
und der Kulturiiberstand gewonnen.

7.2.2 Der Kulturilbberstand nach Abschnitt 7.2.1 wird im
kochenden Wasser im Wasserbad nach Abschnitt 5.5 15min
erhitzt. Der erhitzte Kulturiiberstand kann bis zu 4 Wochen
bei etwa 5 °C aufbewahrt werden.

7.3 Vorbereitung der Testplatte

7.3.1 Mit einem Hohlzylinder nach Abschnitt 5.12 werden je
Platte 2 Locher in das Toluidinblau O-DNA-Reaktionsmedium
gestanzt. Die ausgestanzten Teile werden entfernt und die
Platten im Brutschrank mit dem Boden der Petrischale nach
oben, schrag auf dem abgenommenen Deckel liegend, fiir
etwa 60 min bei 37 °C getrocknet.
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