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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (prEN 16936:2015) wurde von der Arbeitsgruppe3 ,Futterzusatzstoffe und
Pharmazeutika“ (Sekretariat: NEN, Niederlande) des Technischen Komitees CEN/TC 327 ,Futtermittel —
Probenahme- und Untersuchungsverfahren, dessen Sekretariat von NEN (Niederlande) gehalten wird, unter
Beteiligung deutscher Experten erarbeitet.

Fiir die deutsche Mitarbeit ist der Arbeitsausschuss NA 057-03-03 AA ,Futtermittel”, (Spiegelausschuss zu
CEN/TC 327) im DIN-Normenausschusses Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte (NAL)
verantwortlich.

Um Zweifelsfille in der Ubersetzung auszuschlief3en, ist die englische Originalfassung der prEN 16930:2015
beigefiigt. Die Nutzungsbedingungen fiir den deutschen Text des Norm-Entwurfes gelten gleichermafien
auch fiir den englischen Text.
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Europaisches Vorwort

Dieses Dokument (prEN 16936:2015) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 327 ,Futtermittel —
Probenahme- und Untersuchungsverfahren“ erarbeitet, dessen Sekretariat vom NEN gehalten wird.

Dieses Dokument ist derzeit zur CEN-Umfrage vorgelegt.

Dieses Dokument wurde unter einem Mandat erarbeitet, das die Europdische Kommission und die
Europaische Freihandelszone dem CEN erteilt haben.

WARNUNG — Bei der Anwendung dieses Dokuments ist es moglich, dass gefihrliche Substanzen,
Arbeitsginge und Gerite angewendet werden. Dieses Dokument erhebt nicht den Anspruch, dass alle
mit seiner Anwendung verbundenen Sicherheitsprobleme angesprochen werden. Es liegt in der
Verantwortung des Anwenders dieses Dokuments, geeignete Vorkehrungen fiir den Arbeits- und
Gesundheitsschutz zu treffen und vor der Anwendung die Anwendbarkeit einschriankender
Vorschriften zu bestimmen.
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1 Anwendungsbereich

Dieses Verfahren beschreibt das Screening auf die Antibiotika Tylosin, Virginiamycin, Spiramycin,
Bacitracin-Zink und Avoparcin in Konzentrationen unterhalb von Zusatzstoffen in Alleinfuttermitteln und
Milchaustausch-Futtermitteln mittels mikrobiologischem 3-Platten-Test (Allgemeiner Hemmstofftest). Die
Nachweisgrenze des Verfahrens betrdagt 1 mg/kg bei Avoparcin, Tylosin, Spiramycin und Virginiamycin
sowie 5 mg/kg bei Bacitracin-Zink. Das Vorhandensein weiterer Antibiotika (aus Tierarzneimitteln) kann
das Verfahren beeintrachtigen. Weiterhin kénnen hohe Konzentrationen von Metallen (Cu, Zn) stéren. Das
Verfahren sollte als ein qualitatives Screeningverfahren angewendet werden. Positive Ergebnisse konnen
mittels Diinnschichtchromatographie (en: thin layer chromatography, TLC) weiter analysiert werden, fiir
Bestatigungszwecke ist die Fliussigchromatographie mit Massenspektrometrie (en: liquid
chromatography/mass spectrometry, LC-MS) empfehlenswert [1].

Eine niedrigere Nachweisgrenze bei Bacitracin-Zink (3 mg/kg) ist erreichbar (siehe Tabelle 2), sie sollte
jedoch erst durch eine laborinterne Validierung etabliert werden.

2 Normative Verweisungen

Die folgenden Dokumente, die in diesem Dokument teilweise oder als Ganzes zitiert werden, sind fiir die
Anwendung dieses Dokuments erforderlich. Bei datierten Verweisungen gilt nur die in Bezug genommene
Ausgabe. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte Ausgabe des in Bezug genommenen Dokuments
(einschlieRlich aller Anderungen).

EN ISO 13969, Milch und Milchprodukte — Anleitung fiir eine vereinheitlichte Beschreibung mikrobiologischer
Hemmstofftests (ISO 13969)

3 Kurzbeschreibung

Die Futtermittelprobe wird mit einem Gemisch von Aceton, Salzsdure (HCI) und Wasser extrahiert. Der
neutralisierte Extrakt wird in Vertiefungen in drei verschiedenen Testplatten gegeben. Jede dieser
Testplatten enthdlt eine andere Zusammensetzung in Bezug auf das Ndhrmedium, Indikatorbakterium
und/oder den pH-Wert. Nach einer Bebriitungsdauer von 16 h bis 18 h wird das Vorhandensein von
Antibiotikariickstidnden durch das Erscheinen eines Bereichs der Wachstumshemmung um die Probe herum

angezeigt. Der Vergleich des (Erscheinungs-)Musters der Hemmung mit einem Referenzset (Tabelle 1) kann
eine prasumtive Identifizierung des Antibiotikariickstandes ergeben.

4 Reagenzien und Materialien

4.1 Priiforganismen

Kocuria rhizophila ATCC 9341 (vormals: Micrococcus luteus)

Micrococcus luteus ATCC 10240

Bacillus megatherium ATCC 10778

Hinsichtlich der Vorbereitung von Bakteriensuspensionen siehe Anhang A.

4.2 Nahrmedien

Zur Verbesserung der Vergleichprazision (Reproduzierbarkeit) des Verfahrens wird fiir die Herstellung der

Niahrmedien die Verwendung von dehydrierten Grundbestandteilen oder dehydrierten Vollmedien
empfohlen. Den Anweisungen der Hersteller ist zu folgen.
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4.2.1 Nahrmedium fiir Kocuria rhizophila ATCC 9341

Pepton aus Fleisch 6g

Trypton 4g

Hefeextrakt 3g

Fleischextrakt 15¢

Glucose lg

Agar 158

Dikaliumhydrogenphosphat (K,HPO,) 20 g (wird nach dem Sterilisieren hinzugefiigt)
Demineralisiertes Wasser 1000 ml

Das dehydrierte Grundmedium ist kommerziell als Antibiotic medium No. 1 erhaltlich.

Die Bestandteile werden durch Erwdrmen in Wasser gelost. Das Medium wird bei (121 £ 1) °C fiir 15 min
autoklaviert.

Der pH-Wert wird auf 8,0 + 0,1 eingestellt.

4.2.2 Niahrmedium fiir Micrococcus luteus ATCC 10240

Pepton aus Fleisch 6g
Trypton 4g
Hefeextrakt 3g
Fleischextrakt 1,5g
Glucose lg

Agar 15g
Demineralisiertes Wasser 1000 ml

Das dehydrierte Grundmedium ist kommerziell als Antibiotic medium No. 1 erhaltlich.

Die Bestandteile werden durch Erwdrmen in Wasser gelost. Das Medium wird bei (121 £ 1) °C fiir 15 min
autoklaviert.

Der pH-Wert wird auf 6,5 + 0,1 eingestellt.
4.2.3 Nahrmedium fiir Bacillus megatherium ATCC 107

Casein, pankreatisch verdaut 5g
(Pankreasaufschluss von Casein)

Hefeextrakt 25¢g
Glucose lg
Agar 15g
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Demineralisiertes Wasser 1000 ml

Das dehydrierte Grundmedium ist kommerziell als Plate Count Agar erhéltlich.

Die Bestandteile werden durch Erwdrmen in Wasser gelost. Das Medium wird bei (121 £ 1) °C fiir 15 min
autoklaviert.

Der pH-Wert wird auf 6,0 £ 0,1 eingestellt.

4.3 Wasser, demineralisiert oder deionisiert oder mindestens gleichwertig.
4.4 Natriumchlorid (NacCl).

4.5 Aceton, analysenrein.

4.6 Salzsdure (HCI).

4.7 Dikaliumhydrogenphosphat (K;HPO,).
4.8 Kaliumdihydrogenphosphat (KH,P0,).

4.9 Natriumhydroxid (NaOH).
4.10 Methanol, analysenrein.
4.11 Extraktionslosemittel: Aceton/Salzsdure/Wasser-Gemisch (475/25/500, v/v)

500 ml Wasser (4.3) werden in einen 1 000-ml-Messkolben iiberfiihrt, 25 ml Salzsdure (4.6) werden
hinzugefiigt und die Lésung wird durchmischt. Mit Aceton (4.5) wird auf 1 000 ml aufgefiillt.

4.12 Phosphatpuffer mit pH-Wert 6,5

18,6 g Kaliumdihydrogenphosphat (4.7) und 14,8 g Dikaliumhydrogenphosphat (4.7) werden in Wasser
(4.3) gelost. Der pH-Wert wird auf 6,5 £ 0,1 eingestellt und mit Wasser (4.3) wird auf 1 000 ml aufgefiillt.

4.13 Salzsiurelésung: 0,1 M

500 ml Wasser (4.3) werden in einen 1 000-ml-Messkolben iiberfiihrt. Langsam werden 8,212 ml Salzsaure
(4.6) hinzugegeben. Mit Wasser (4.3) wird bis zu einem Endvolumen von 1 000 ml aufgefiillt.

4.14 Standardlosemittel: Aceton/0,1 M Salzsdure (60:40, v/v)

400 ml der 0,1 M Salzsdure (4.13) werden in einen 1 000-ml-Messkolben tiberfiihrt, 600 ml Aceton (4.5)
werden hinzugefiligt und die Losung wird durchmischt.

4.15 Standardlésungen und Kontrollproben

Alle Einwaagen werden hinsichtlich der Reinheit und der Salzgehalte nach EN ISO 13969 korrigiert.

4.15.1 Neomycin-Standard-Stamml6sung

(50,0 £ 0,1) mg Neomycin werden in 100 ml Wasser (4.3) gelost und die Losung wird durchmischt. Die so

hergestellte Neomycin-Standard-Stammldésung enthélt 500 ug/ml Neomycin. Die Neomycin-Standard-
Stamml6sung darf fiir einen Monat aufbewahrt werden, wenn sie bei 0 °C bis +5 °C gelagert wird.
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4.15.2 Tylosinlésungen und -kontrollproben

4.15.2.1 Tylosin-Standard-Stamml6sung

(5,0 £0,1) mg Tylosin werden in 5 ml Methanol (4.10) gelost. Mit Phosphatpuffer mit pH-Wert 6,5 (4.12)
wird auf 100 ml verdiinnt und die Lésung durchmischt. Die so hergestellte Tylosin-Standard-Stammldsung
enthdlt 50 pg/ml Tylosin. Die Tylosin-Standard-Stammlésung darf fiir einen Monat aufbewahrt werden,
wenn sie bei 0 °C bis +5 °C gelagert wird.

4.15.2.2 Tylosin-Arbeitslésung

2 ml Tylosin-Standard-Stammlésung (4.15.2.1) werden mit Wasser (4.3) auf 100 ml verdiinnt und die
Losung wird durchmischt. Die so hergestellte Tylosin-Arbeitslosung enthélt 1 ug/ml Tylosin.

4.15.2.3 Tylosin-Kontrollprobe

10,0 mg der Futtermittelprobe werden eingewogen und mit 0,2 ml Tylosin-Standard-Stammlésung
(4.15.2.1) aufgestockt. Die Losung wird durchmischt und vor Beginn der Analyse bei Raumtemperatur fiir
30 min stehengelassen. Diese positive Kontrollprobe enthalt 1 mg/kg Tylosin.

4.15.3 Avoparcin-Standard-Stammlésung und -Kontrollproben

4.15.3.1 Avoparcin-Standard-Stammldsung

(5,0 £0,1) mg Avoparcin werden in Aceton/0,1 M Salzsdure (4.14) gel6st und auf 100 ml aufgefillt. Die so
hergestellte Avoparcin-Standard-Stammlosung enthadlt 50 pg/ml Avoparcin. Die Avoparcin-Standard-
Stammlésung darf fiir einen Monat aufbewahrt werden, wenn sie bei 0 °C bis +5 °C gelagert wird.

4.15.3.2 Avoparcin-Kontrollprobe

10,0 mg der Futtermittelprobe werden eingewogen und mit 0,2 ml Avoparcin-Standard-Stammlésung
(4.15.3.1) aufgestockt. Die Losung wird durchmischt und vor Beginn der Analyse bei Raumtemperatur fiir
30 min stehengelassen. Diese positive Kontrollprobe enthélt 1 mg/kg Avoparcin.

4.15.4 Spiramycin-Standard-Stammldésung und -Kontrollproben

4.15.4.1 Spiramycin-Standard-Stammlésung

(5,0 £0,1) mg Spiramycin werden in 5 ml Methanol (4.10) gelost. Mit Wasser (4.3) wird auf 100 ml verdiinnt
und die Losung durchmischt. Die so hergestellte Spiramycin-Standard-Stammlosung enthalt 50 pg/ml
Spiramycin. Die Spiramycin-Standard-Stammlésung darf fiir einen Monat aufbewahrt werden, wenn sie bei
0 °C bis +5 °C gelagert wird.

4.15.4.2 Spiramycin-Kontrollprobe

10,0 mg der Futtermittelprobe werden eingewogen und mit 0,2 ml Spiramycin-Standard-Stammlésung
(4.15.4.1) aufgestockt. Die Losung wird durchmischt und vor Beginn der Analyse bei Raumtemperatur fiir
30 min stehengelassen. Diese positive Kontrollprobe enthalt 1 mg/kg Spiramycin.

4.15.5 Virginiamycin-Standard-Stammlésung und -Kontrollproben

4.15.5.1 Virginiamycin-Standard-Stammlésung

(5,0£0,1) mg Virginiamycin werden in 5 ml Methanol (4.10) gel6st. Mit Wasser (4.3) wird auf 100 ml

verdiinnt und die Losung durchmischt. Die so hergestellte Virginiamycin-Standard-Stammldsung enthalt
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50 ug/ml Virginiamycin. Die Virginiamycin-Standard-Stammlosung darf fiir einen Monat aufbewahrt
werden, wenn sie bei 0 °C bis +5 °C gelagert wird.

4.15.5.2 Virginiamycin-Kontrollprobe

10,0 mg der Futtermittelprobe werden eingewogen und mit 0,2 ml Virginiamycin-Standard-Stammlésung
(4.15.5.1) aufgestockt. Die Losung wird durchmischt und vor Beginn der Analyse bei Raumtemperatur fiir
30 min stehengelassen. Diese positive Kontrollprobe enthalt 1 mg/kg Spiramycin.

4.15.6 Bacitracin-Zink-Standard-Stammlésung und -Kontrollproben

4.15.6.1 Bacitracin-Zink-Standard-Stammlésung

(5,0 £0,1) mg Bacitracin-Zink werden in 5 ml der 0,1 M Salzsdure (4.13) geldst. 5 ml Phosphatpuffer mit
pH-Wert 6,5 (4.12) werden hinzugefiigt und die Loésung wird durchmischt und mit Wasser (4.3) auf 50 ml
verdiinnt. Die so hergestellte Bacitracin-Zink-Standard-Stammldsung enthalt 100 pg/ml Bacitracin-Zink. Die
Bacitracin-Zink-Standard-Stammldsung darf flir einen Monat aufbewahrt werden, wenn sie bei 0 °C bis +5 °C
gelagert wird.

4.15.6.2 Bacitracin-Zink-Kontrollprobe

10,0 mg der Futtermittelprobe werden eingewogen und mit 0,5 ml Bacitracin-Zink-Standard-Stammldsung

(4.15.6.1) aufgestockt. Die Losung wird durchmischt und vor Beginn der Analyse bei Raumtemperatur fiir
30 min stehengelassen. Diese positive Kontrollprobe enthalt 5 mg/kg Bacitracin-Zink.

5 Gerate

Ubliche Laborausstattung und insbesondere Folgendes:

5.1 Ubliche Laborglasgeriite.

5.2 Analysenwaage, mit der auf 0,1 mg gewogen werden kann.
5.3 Autoklav.

5.4 Laborschiittler oder Magnetriihrer.

5.5 Messschieber oder gleichwertiges Gerat.

5.6 Zentrifuge (~3 000 xg).

5.7 Brutschrinke, bei (25+ 1) °Cund (30 + 1) °C.

5.8 pH-Messgerit.

5.9 Mikropipetten, Fassungsvermogen 5 pl bis 1 000 pl.

5.10 Korkbohrer (12 mm Durchmesser).

5.11 Bioassay-Schalen oder -platten (fiir den einmaligen Gebrauch) aus Kunststoff.

Beispielsweise: 120 mm x 120 mm x 20 mm oder 245 mm x 245 mm x 20 mm.
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6 Probenvorbereitung
6.1 Vorbereitung der Testplatten
Nach dem Sterilisieren wird das Ndhrmedium in einem Wasserbad auf 50 °C abgekiihlt.

Das Nahrmedium fiir K. rhizophila ATCC 9341 (4.2.1) wird mit Neomycinlésung (4.15.1) auf eine Endkonzen-
tration von 1 mg/1 supplementiert und mit der Bakteriensuspension auf endgiiltige 106 KBE/ml beimpft.

Das Nahrmedium fiir M. luteus ATCC 10240 (4.2.2) wird mit Tylosinlosung (4.15.2.2) auf eine Endkonzen-
tration von 7,5 pg/l supplementiert und mit der Bakteriensuspension auf endgtiltige 106 KBE/ml beimpft.

Das Nahrmedium fiir B. megatherium ATCC 10778 (4.2.3.) wird mit der Bakteriensuspension auf endgiiltige
105 KBE/ml beimpft.

Eine Menge von jedem der drei beimpften Medien wird in einzelne Bioassay-Platten (5.11) iiberfiihrt, sodass
sich eine Schicht von etwa 2,5 mm Dicke ergibt. Dem Medium wird ermdoglicht, eine ebene Oberflache
auszurichten. Mit einem Korkbohrer (5.10) mit einem Durchmesser von 12 mm wird aus der Agarschicht
Material fiir Probenlocher entnommen. Der Abstand zwischen der Mitte der Locher sollte mindestens 30 mm
und der Abstand von der Kante 15 mm betragen. Es wird empfohlen, den Korkbohrer zu desinfizieren, bevor
er fiir ein anderes Bakterium eingesetzt wird.

Es wird empfohlen, mit der Untersuchung am Tag der Vorbereitung der Platten fortzufahren, da die
Aufbewahrung moglicherweise die Grofe der Hemmzone (Hemmhof) beeinflussen konnte. Jede
Verlangerung der Haltbarkeit sollte vorher validiert werden.

6.2 Probenextraktion

10,0 g der Probe werden in einen ausreichend grofien Behdlter eingewogen. 20 ml Extraktionslosemittel
(4.11) werden hinzugefiligt und die Losung wird fiir 15 min geschiittelt. 10 ml Phosphatpuffer mit pH-Wert

6,5 (4.12) werden hinzugefiigt und die Losung wird fiir weitere 15 min geschiittelt.

Die Probe wird zentrifugiert (10 min, 3 000 x g), der Uberstand wird in einen frischen Behilter tiberfiihrt
und der pH-Wert auf 6,0 bis 6,5 eingestellt.

Es wird empfohlen, mit der Untersuchung der Probe am Tag der Vorbereitung fortzufahren, da die

Aufbewahrung moglicherweise die Stabilitit der Antibiotikariickstidnde beeinflussen konnte. Wird eine
spatere Untersuchung beabsichtigt, sollte die Stabilitat zuerst validiert werden.

7 Messungen

7.1 Durchfithrung

Ein aliquoter Anteil von 0,2 ml des Futtermittelextraktes (6.2) wird auf jede der drei Testplatten (6.1)
aufgebracht. Das schlief3t eine geeignete positive Kontrollprobe (4.15.2.3, 4.15.3.2, 4.15.4.2, 4.15.5.2,
4.15.6.2, siehe Tabelle 1) von jeder der drei Testplatten ein.

Die Platten werden fiir 16 h bis 18 h bei (30% 1) °C (K rhizophila und M. luteus) oder (25+1)°C (B.
megatherium) bebriitet.

7.2 Interpretation

Das Vorhandensein von Antibiotika wird durch die Bildung einer Zone der Wachstumshemmung um die
Vertiefung herum sichtbar, die den Extrakt enthalt.

Documents
Document SharinggHub

Full document details: E DIN EN 16936:2016-01


http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-16936-2016-01
http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-16936-2016-01

