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1. Zweck und Anwendung

Diese Vorschrift beschreibt ein Prifverfahren zur Bestimmung
von Clostridien in Papier, Karton, Vollpappe und Wellpappe.
Clostridien sind anaerob lebende Mikroorganismen, die unter
bestimmten Bedingungen bei der Papiererzeugung vorkommen
und deren Sporen in Packstoffe gelangen konnen. Das Verfah-
ren ist sinngemdB auf Stoffsuspensionen und Wadsser anzu-
wenden.

Zur orientierenden Prifung auf Anwesenheit pathogener Clostri-
dien (Gasbranderreger, Botulinuserreger) ist ein Testverfahren
vorgesehen, das eine Verdachtsaussage zuldBt.

2. Begriif

Clostridien sind Sporenbildner, deren Sporen durch eine 30-
miniitige Erhitzung bei 75°C nicht abgettet werden. Viele
Species der Gattung Clostridium koénnen eine Schwarzfarbung
des angewandten N&hrmediums bewirken. Es wird die niedrig-
ste Packstoffmenge angegeben, in der die Clostridiensporen
nach 3 —7 Tagen Bebriitung bei 30 °C noch nachzuweisen sind.

3. Probenahme, Probenzahl

3.1 Die Probenahme erfolgt nach DIN 53 101. Es durfen nur
die Réander der Proben angefafit werden. Die entnomme-
nen Proben sind sofort aufeinander in ein sterilisiertes
Probenahmegefdl zu legen. Falls ein solches Gefdl
nicht vorhanden ist, werden die Proben in Echtperga-
ment eingeschlagen.

3.2 Die Probenzahl soll pro Entnahmeeinheit mindestens
10 betragen.

4. Priifgerdte

4.1, Brutschrank, regelbar auf eine Temperataur von 30°C
* 1 K (diese Temperatur mull an allen Stellen im Brut-
raum gleichmadBig sein).

4.2, Autoklav flir einen Betriebsdruck bis 3,5 bar und eine
Sterilisationstemperatur bis 134 °C. Er mull so einge-
richtet sein, daB eine Mindesttemperatur von 120 °C
* 2 K eingehalten werden kann.

4.3. Dampftopf.

4.4, HeiBluftsterilisator fiir eine Sterilisationstemperatur von
160 bis 170 °C.

4.5. Schere: Gipsschere oder &hnlich starke Schere aus

nichtrostendem Stahl.

* Erarbeitet unter Beriicksichtigung der Arbeiten von B. Freame und B. W. F.
Fitzpatrick “The Use of Differential Reinforced Clostridial Medium for the
Isolation and Enumeration of Clostridia from Food" aus *“Isolation of
Anaerobes”, Academic Press 1971, unter Beachtung der Vorschlige von
Dr. Henning, Dr. Méller, Frau Dr. Roeder und Frau Zschaler, Mitglieder
der Untergruppe.

4.6. Aufschlaggerdt Ultra-Turrax TP 18/2 N mit auswechsel-

barem Schaft und Schlitzlager aus Polytetrafluordathylen.
4.7. 200-ml-Babyflaschen aus Glas mit 100-ml-Markierungen.
4.8. ‘Wigegldschen, Durchmesser 3 cm, Hoéhe 3 c¢m, DIN

12 605. Es ist empfehlenswert, diese Glaschen mit lau-
fender Nummer versehen zu beziehen.
4.9. Waage mit einer Genauigkeit von % 0,0001 g.

4.10. Membranfiltrationsgerat.

4.11. Bunsenbrenner oder Spirituslampe. {

412, Bechergldser, DIN 23 312, 200 ml, 1 L

4.13. MefBpipetten mit weitem Ausflufl, die es gestatten,
0,1 —2 ml genau zu messen.

4,14, Vollpipette nach DIN 12 690, Klasse B, 10 ml.

4.15. Pipettenbtchse.

4.16. Reagenzgldser (ca. 18 x 150 mm) mit SchraubverschluB,
sterilisierbar.

4.17. Wasserbad, regelbar fiir den Temperaturbereich 75°C
2K

4.18. Pinzetten oder Kornklammern.

4.19. Néhrbodenflaschen, 300 ml, z. B. mit Kapsenbergkappen.

4.20. Reagenzglasschiittler.

4.21. Anaerobier-Topf.

5. Nidhrmedien und Ndhrmedienherstellung

5.1. Clostridien-Differential-Bouillon
(DRCM)

5.1.1. Zusammensetzung: v
50¢g Pepton aus Fleisch, tryptisch verdaut £
50¢g Pepton aus Casein, tryptisch verdaut
80g Fleischextrakt
5049 Natriumacetat, kristallin, p. a.

109 Hefeextrakt
10g Stdrke, wasserloslich
1,0g D (+) - Glucose - H,O p. a.
05g L-Cysteinumchlorid
27,549
5.1.2. Bereitung:

Pepton, Fleischextrakt, Natriumacetat und Hefeextrakt
werden zu 800 ml frisch destilliertem oder voll entsalz-
tem Wasser gegeben und unter ausgiebigem Umschiit-
teln gleichmé&Big verteilt. Die Stdrke wird in 200 ml
destilliertem Wasser bis zur Loésung gekocht und zu
den 800 ml gegeben. AnschlieBend wird bis zur voll-
stdndigen Lésung im Dampftopf behandelt. Danach wer-
den Glucose und Cystein zugesetzt. Das Medium wird
mit verdlinnter Natronlauge auf einen pH-Wert von
71 * 0,1, bezogen auf eine Mefltemperatur von 20 °C,
eingestellt.

Jeweils 10 ml des N&dhrmediums werden in Reagenz-
glaser geflillt und mit aufgesetztem SchraubverschluB




5.1.3.

5.1.3.1.
5.1.3.2,
5.1.3.3.

5.2,
5.2.1.

0.2.2.

5.3.

im Autoklaven 15 min bei 120°C sterilisiert, Die
Schraubverschliisse sind unmittelbar nach dem Sterili-
sieren, d.h. bei noch heiBen N&hrmedien, fest anzu-
ziehen. Das Medium ist bei + 4 °C aufzubewahren. Eine
Lagerzeit von 14 Tagen sollte nicht iberschritten
werden.

Herstellung weiterer Lésungen:

4 g Natriumsulfit, wasserfrei

7 g Eisen(II)-citrat

Bereitung:

Natriumsulfit bzw. Eisencitrat werden in jeweils 100 ml
destilliertem oder voll entsalztem Wasser geldst und
durch Membranfiltration sterilisiert. Die Losungen sind
bei einer Lagerung von + 4 °C mindestens zwei Wo-
chen haltbar.
Herstellung des
mediums:

An dem Tag, an dem das Medium gebraucht wird,
werden gleiche Teile Natriumsulfit-Lésung und Eisen
(III)-citrat-Loésung gemischt und 0,2 ml dieser Mischung
dem Néhrmedium unter sterilen Bedingungen zugefugl
und vorsichtig verteilt.

gebrauchsfertigen Clostridien-Néghr-

Pepton-Lésung

Zusammensetzung:

1,0 g Pepton aus Fleisch, tryptisch verdaut.

Bereitung:

Pepton wird in 1000 ml frisch destilliertes oder voll
entsalztes Wasser gegeben und geldst. Die frisch ange-
setzte Lésung wird auf Nédhrbodenflaschen verteilt und
15 min bei 120 °C sterilisiert. Die Lésung muB bei
Lagerung bei Zimmertemperatur innerhalb von 8 Tagen
verbraucht werden. Wird sie bei + 4 °C gelagert, darf
eine Lagerzeit von 14 Tagen nicht Uberschritten wer-
den. Es ist auch moéglich, diese Lésung iber Membran-
filter zu sterilisieren.

Paraffin dickflissig DAB 7

Das Paraffin wird 15 min bei 150 °C sterilisiert.

6. Durchilihrung der Priifung

6.1,

6.2,

6.3.

Sterilisation der Gerdate

Waigegldser, Babyflaschen, Pinzetten, Scheren, Pipetten
und der Schaft des Aufschlaggerdtes sind im HeiBluft-
sterilisator 2 Stunden lang bei mindestens 160°C zu
sterilisieren. Bei Serienanalysen kénnen Pinzetten bzw.
Kornklammern, Scheren und der Schaft des Aufschlag-
gerdtes auch durch Abflammen sterilisiert werden.

Trockengehaltshestimmung

Die Trockengehaltsbestimmung des zu untersuchenden
Materials erfolgt anhand einer Parallelprobe nach DIN
53 103. Bei der Probenahme ist zu beachten, daB aus-
reichendes Versuchsmaterial fiir die Trockéngehaltsbe-
stimmung mit entnommen wird.

Probenvorbereitung

Aus den Proben werden mit einer sterilen Schere Ver-
suchsstiicke in der Gréfle von etwa 15 x 15 mm ausge-
schnitten. Die Versuchsstlicke dirfen nur mit sterilen
Pinzetten oder Kornklammern, nicht aber mit den
Fingern berihrt werden. Je Probe sind mindestens
10 Versuchsstiicke von je etwa 1,5 g auszuschneiden.

Anhand des ermittelten Trockengehaltes der Probe
wird die lufttrockene Einwaage berechnet, die genau
1 g absolut trockenes Untersuchungsmaterial betragen
soll. Die berechnete Menge ist unter sterilen Bedin-
gungen in ein steriles Wégeglas einzuwégen. Die Ein-
waage wird in eine sterile Babyflasche gegeben, die
mit 99 ml Peptonlésung gefiillt ist, Mit einem sterilen
Aufschlaggerdat werden die Versuchsstiidke zerfasert.

6.4.

6.5.

Nach einer Aufschlagzeit von 1 min wird meist eine
ausreichende, sehr feine Verteilung erhalten, die sich
verhédltnismdfBig langsam absetzt. Bei der Entnahme
ist dafir zu sorgen, daB evtl. abgesetzte Fasern neu
aufgewirbelt werden. Dies erfolgt am besten mit der
zur Entnahme bestimmten sterilen Pipette, Die erhal-
tene Faserstoffsuspension stellt die Basissuspension fiir
die weitere Priiffung dar.

Herstellung der fertigen Proben

Jeweils 0,1/0,25/0,5/0,75/1,0/1,5 und 2,0 ml der Basis-
suspension werden den Reagenzgldsern mit den Nahr-
medien zugesetzt und mit Hilfe des Reagenzglasschiitl-
lers gleichmédfig verteilt. Nach der Verteilung wird mit
1 ml vorher bei 150 °C sterilisiertem Paraffin sicher-
heitshalber {iiberschichtet. Die Schraubverschlisse der
Reagenzglaser diurfen nicht mehr fest angezogen wer-
den (Gasbildung). Die Verdiinnungen werden 30 min
bei 75 °C im Wasserbad erhitzt und danach zur soforti-
gen Abkihlung in kaltes Wasser getaucht. Es sind
jeweils 3 Proben je Verdiinnungsstufe anzusetzen.

Bebriitung

Die nach 6.4 vorbereiteten Reagenzgldser werden 3 —7
Tage bei 30 °C bebriitet.

7. Versuchsauswertung

Clostridien lésen eine Schwarzfdrbung des Néahrmediums aus.
Die Reagenzglaser werden nach 3 Tagen Bebriitung dem Brut-
schrank entnommen und kontrolliert. Falls noch keine Verfér-
bung festzustellen ist, wird weitere 4 Tage bebrilitet und dann
ausgewertet,

Die niedrigste Verdinnungsstufe, bei der eine Verfarbung des
Nghrmediums auftritt, wird angegeben und die entsprechende
Padkstoffmenge in g berechnet.

8. Beispiel

Trockengehalt der Probe = 94,5%,

Einwaage: 1,0582 g lufttrockene Pappe £ 1,0 g absolut trocke-
ner Pappe/100 ml Peptonlésung (Basissuspension)

Auswertung: Nach 3 Tagen Bebriitung Verfarbung bei 0,5 ml =
0,005 g absolut trockener Pappe

Ergebnis: In 0,5 ml Basissuspension = 0,005 g absolut trok-

kener Pappe sind nach 3 Tagen Bebriitung Clos-
tridiensporen nachweisbar.

9. Priitbericht

Im Priifbericht sind anzufihren:

— Art der untersuchten Probe;

— Ort, Datum und Zeit der Probenahme;

— Trockengehalt der Probe nach DIN 53 103;

— Packstoffmenge in g absolut trockenen Materials, in der noch
Clostridiensporen nachzuweisen sind;

— Bebriitungszeit;

— gegebenenfalls Abweichungen von dieser Vorschrift.

10. Anmerkungen

10.1.

10.2,

Die aufgefiihrte Methode wurde von der Untergruppe
,Mikrobiologie der Packstoffe” am Institut fiir Lebens-
mitteltechnologie und Verpackung, Miinchen, erarbeitet
und in Ringversuchen liberprift.

Eine Zugabe von 0,005 g Resazurin als Redoxindikator/l
Clostridien-Differential-Bouillon (DRCM) ermdglicht




10.3.

10.4.

10.4.1.

eine Kontrolle der anaeroben Bedingungen. Die Zugabe
von Resazurin wurde von der Untergruppe in den
Ringversuchen nicht {berprift, wird aber in der Lite-
ratur vorgeschlagen.

Sollen mehr als 2 ml Basissuspension untersucht wer-
den, kann durch Membranfiltration ein gréBeres Probe-
volumen geprift werden. Hierbei wird die Basissus-
pension 30 min bei 75 °C erhitzt und anschlieBend die
zu untersuchende Menge iiber Membranfilter (Poren-
gréBe 0,45 pm) filtriert und das Filter mit Hilfe von
sterilen Pinzetten aufgerollt. Die Filter werden in das
Néhrmedium eingebracht und anschliefend mit 1 ml
Paraffin Ubecrschichtet.

Die Membranfilter kénnen steril bezogen oder missen
nach Vorschrift des Lieferanten sterilisiert werden. Hin-
weise flir das Arbeiten nach der Membranfiltrations-
methode sind im Merkblatt ,Bestimmung des Luftkeim-
gehaltes, Membranfiltermethode” der Untergruppe
«Oberfldchenkeimzah!bestimmung” der Arbeitsgruppe
,Lebensmittelerhaltung und Mikrobiologie” am Institut
fir Lebensmitteltechnologie und Verpackung, Miinchen,
zu finden'.

Bei Auftreten von Schwarzfdrbung des DRCM-Né&hr-
bodens kann auf Verdacht pathogener Clostridien ein
orientierender Test durchgefithrt werden, indem mit
der Pipette ca. 1 ml des bewachsenen und geschwarz-
ten Ndhrmediums im Stichverfahren in verflissigten
und auf ca. 50 °C abgekiihlten Clostridien-Selektivagar
(Hochschicht), SPS-Agar nach Angelotti, vom Boden be-
ginnend eingeimpft und gleichmdBig verteilt wird.

SPS-Agar nach Angelotti

t Verpackungs-Rdsch. 23 (1972) Nr. 12, techn.-wiss. Beilage, S. 96-—99.

10.4.1.1.

10.4.1.2,

Zusammensetzung:

15,0 g Pepton aus Casein

10,0 g Hefeextrakt

0,5 g Eisen(IIl)-citrat

0,5 g Natriumsulfit

0,01 g Polymyxin-B-sulfat

0,12 g Sulfadiazin-Natrium

150 g Agar-Agar

41,13 g

Bereitung:
Die angegebenen Mengen werden einem Liter frisch
destilliertem oder voll entsalztem Wasser zugesetzt,
unter ausgiebigem Umschiitteln gleichmédBig verteilt und
15 min geweicht. Die Losung wird in vier 300 ml-Néahr-
bodenflaschen umgefiillt. Die Sterilisation erfolgt im
Autoklaven 15 min bei 120 °C mit aufgesetzten Kapsen-
bergkappen. Eine anschliefende sofortige Abkiihlung
in kaltem Wasser oder im Kihlschrank ist angebracht.
Der pH-Wert des gebrauchsfertigen Nahrbodens soll
bei 37 °C 7,0 £ 0,1 betragen.

Bebriitung:

24, 48 und 72 h bei 35 “C unter anaeroben Bedingungen.
Auswertung:

Es wird nach 24, 48 und 72 h Bebriitungszeit ausge-
wertet, Treten schwarze Kolonien auf, besteht die Ver-
dachtsdiagnose: pathogene Clostridien! Alle anderq
bewachsenen Kulturen sind im Autoklaven zu sterili-
sieren, bevor sie zum Abfall kommen. Die Identifizie-
rung des Clostridien-Typs ist ggf. die Aufgabe von
dafiir eingerichteten Speziallaboratorien, an welche die
so verdnderten Rohrchen einzusenden sind (z. B. Hy-
giene-Institute).
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