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(54) VERFAHREN UND VORRICHTUNG ZUM NACHWEIS VON KONTAMINANTEN

(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung zum Nachweis von Kontaminanten
in der Lebensmittelindustrie durch direkte Probenahme und Kultivierung der in den Proben
enthaltenen Mikroorganismen. Ziel der Erfindung ist es, den arbeits- und geratetechnischen
Aufwand zu reduzieren, ohne die Sicherheit der Aussage zu verringern. Der Erfindung liegt die
Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zu entwickeln, nach dem die Bearbeitungszeit der Probe und
die Zahl der Arbeitsschritte dadurch verringert werden, daB in einer Vorrichtung Entnahme- und
Kultivierungssystem vereinigt sind. Das Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, daR die
Untersuchungprobe mit Hilfe eines vorbestimmten Unterdruckes oder durch Kolben in das
KultivierungsgefaR gelangt, mit einem Nahrmedium vermischt wird und wahrend der Kultivierung
bei Gasbildung durch die Untersuchungsorganismen dquivalente meRbare Mengen an
Nahrmedium-Keimsuspension ausflieBen. Gleichzeitig nebeneinander sind Wachstum,
Séaurebildung und Gasbildung der Kontaminationsorganismen bewertbar. Die Kan(ile des
kombinierten Probenahme-KultivierungsgeféaBes ist dazu als Ansaug- und Auslaufstutzen
ausgebildet. In einem gesondertem GlasgefaR sind auBerhalb des Kultivierungsgefél3es ein oder
mehrere feste Nahrmedien vom fllissigen Nahrmedium getrennt angeordnet. Figur 3
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Verfabren und Vorrichtung zum Nachweis

von Kontaminanten

Anwendungsgebiet der Erfindung:

Das erfindungsgemiBe Verfahren und die Vorrichtung zum Nachweis von

Kontaminanten dienen sowohl der Probenahme aus der Fliissigkeit als auch
der Kultivierung der in den Proben enthalienen Mikroorganismen zur mikro-
biologisch~-hygienischen Kontrolle in Betrieben der Lebensuittelindustrie

und &hnlicher Industriezweige.
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Charakteristik der bekannten technischen LUsungen:

Zum Nachweis von Kontaminanten sind verschiedene Methoden bekannt, die
zur Charakteristik der Keimbelastung eines Produktes oder eines Gerdéte-
bzw. Anlagenteiles eine Aussage erlauben, Grundsiitzlich erfolgt jedoch
der Nachweis in mehreren Arbeitsschritten.

Die Entnahme eines bestimmten Probevolumens einer Fliissigkeit oder
Suspension im Laboratorium erfolgt aus einem Behilter mittels eines
sterilen Geridtes (z, B, Pipette), um mit entsprechenden. Anteiien der
Probe Kulturen auf geeigneten festen und/oder fliissigen Ndhrmedien
anzulegen, Dieser Behdlter kann z, B, eine Getrénkeflasche oder ein
Transportgefil sein, in welches unter sterilen Bedingungen eine Probe
auBerhalb des Laboratorihms gefiilit wird. kEine beurteilung der Pgobo
mittels des mikroskopischen Bildes ist nur bei einer héoheren Kontamie-
nation moglich, burch die Anzahl der bengtigten Gerdte und den Kontakt
mit der Umgebungsluft besteht das Risiko einer Sekundérkontamination.

Zur Haltbarkeitskontrolle z. Be von Getrédnken ist der Nachweis der
Kontaminunten auch in sehr geringer Zahl wichtige. Zu diesem Zweck wird
ein grifleres Probevolumen iiber eine sembran fiitriert und diese auf
einen festen Nihrboden gebracht.

Bei'xulturellen Methoden kann jedoch ein pefriedigendes Ergebnis
trilhestens nach drei- bis viertﬁgiger Bebriitung testgestellt weraen,
da empfindiiche Keime auf festem Nihrboden langsamer wachsen als in
Fliissigkeitskulturen. Letzteres gilt auch fiir das bekannte Koch’sche
Plattenverfahren,

Eine Anférbung der von Membranfiltern zuriickgehaltenen Mikroorganismen
und ihre anschlieBlende Auszéhlung und Charakterisierung mittels des
Mikroskopes ist nur an gut ausgeriisteten Arbeitspliétzen méglich und
erfordert eine entsprechende Qualifikation. Anﬁerdam kann in direkter
Ausziblung nur bedingt zwischen vitalen und toten Keimen unterschieden
werden,

Bin wesentlicher Nachteil herkvmmlicher Methoden besteht weiterhin
darin, dafB auler dem Kontaminationsgrad nicht gleichzeitig auch

‘chargkteristische Eigenschaften der Kontaminationsorganiswen (Gasbil=

dung, Gdraktivitdt, Sdurebildung, Wachstum unter anaeroben Bedingungen)
begtimnt werden konnen,

Fiir Keime, die in der Lebensmiitelindustrie und in &hnlichen Industrie-
zweigen Bedeutung besitzen, ist der gleichzeitige Nachweis einer Fihig=-

keit, unter aeroben Bedingungen Gas und Siure zu bilden sowie unter

-3 -
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anaeroben Bedingungen wachsen zu kénnen, besonders wichtig,

Nach herkowmlicher Verfahrensweise wird die Gasbildung entweder quali-
tativ nachgewiesen oder es wird eine gesonderte Kultivierungsapparatur
(ze B. GHErrohrchen) benotigt, Die herkoumlichen Verfahren belasten die
im Laboratoriuw Beschiftigten mit der Bereitstellung sterilisierter
Gerite und der Nihrwedienbereitstellung., Dadurch werden kleinere
Arbeitsstitten hoher belastet,

Des weiteren sind aus der Medizin zur Blutentnahme und weiteren Bear-
beitung der Blutproben bestimute Verfahren und Systeme bekannt. Nach
den Patentschriften US 35 36061 und DE-0S 2835101 besteht die Moglich-
keit, an Kaniilensysteme, die in die Vene der Patienten gestochen wurden,
vorevakuierte Proberchrchen anzuschliefen, die entweder als Behilter
zum Probetransport dienen oder die als GeféBle fiir biochemische Reak=
tionen bzw, KultivierungsgefiBe genutzt werden kénnen. Nach DE-0S
2411651 wird innerhalb des Blutentnahmesystems eine Gasbildung durch
eine druckempfindliche, gasundurchléssige Sperre angezeigt, eine Mig-
lichkeit des Anschlusses zur Gasanalyse besteht,

Ein kowbiniertes Blutentnahme- und Kultursystem zur Untersuchung von
Bakteritumien nach DE-0S 3012056 erlaubt die gleichzeitige Kultivierung
auf festen und flilssigen Nédhrmedien, wobei das Blut iiber ein Entnahme-
system wengendosiert in ein wit Vakuum oder eine Gasfiillung versehenes
Gefdl eines Blutkultursystews eingesaugt wird, dabei sowohl das fliissige
Nihrwedium als auch den festen Nihrboden inokuliert. Ein pH-abhingiger
Indikator wacht die mit dem Wachstum verbundene Séurebildung sichtbar.

Die Bebriitung erfolgt in Schréglage des Systems, wobei die Entnahme-
kaniile mit einem sterilen Elastomerstopfen verschlossen bleibt. Diese
Systeme sind jedoch nicht fiir den Bereich der Lebensmittelindustrie
anwendbar.

Ziel der Erfindung:
Ziel der Erfindung ist es, ein Verfahren und eine Vorrichtung zur
mikrobiologischen Untersuchung von Produkten und Geriitschaften der
Lebensmittelindustrie und verwandter Zweige zu erarbeiten, denen die
Nachteile der bisherigen Losungen nicht anhaften und mit deren Hilfe
quantitativ ein schneller, kombinierter Nachweis des Kontaminations-
grades und wesentlicher Eigenschaften der Kontawinanten auch bei Ein-
satz als Einweggefile moglich ist,

-l
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- Darlegung des Wesens der Erfindung:

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zu entwickeln,
dgs‘die mikrobiologische-Kontrolle sicherer gestaltet bei gleichzei-
tiger Senkung des Arbeits- und Zeitaufwandes sowie eine Vorrichtung
zu schaffen, die alle notwendigen Funktionen der Probenahme und Kulti-
vierung vereinigt, so dal bei Verwendung entsprechender fliissiger und/
oder fester Néhrmedien ein Nachweis von Kontaminanten in Fliissigkeiten

- bzw, von in Flﬁésigkeiten mittels bekannter Methoden suspendierter

10

15

20

Mikroorganisumen woglich ist.

Das erfindungsgemiéile Verfahren ist vorzugsweise zum Nachweis von
Bakterien, Hefen und Schimmelpilzen geeignet, bei dem die fliissige
Probe mengendosiert in ein mit Unterdruck und/oder einer speziellen
Gasfiillung (z. B. COp, Np) versehenes koubiniertes Probenahmekulti-
vierungsgefdB eingesaugt wird und dabei mit dem fliissigen Nihrmedium
veraischt wird,

In einem gesonderten Abschnitt der Vorrichtung kiunen ein oder mehrere
feste Néhrmedien eingebrucht sein, wodurch es widglich ist, daB die mit
den fliissigen Nidhruwedium vermischte Probe gleichzeitig das fliissige
und das feste bzw, die festen Ndhrmedien inokuliert.

Bei einer bestimwten Temperatur und vertikaler Stellung des Gefilles
erfolgt die Kultivierung der Mikroofganismen, deren Wachstum durch

- Triibung des fliissigen Niéhrmediums bzw. durch kolonie~ oder rasenfirmiges

25

30

35

Wachstum auf festen Nidhrmedien erkennbar ist,

-Das Siurebildungsvermogen der kontaminierenden Mikroorganisuen wird

sichtbar durch Farbidnderung eines pHe~abhédngigen Indikatorsystemes,
vorzugsweise Bromkresolgrin (3'.5'.,3'!'.5''~tetrabron-n~kresolsulfon-
phthalein) oder Bromphenolblau:(T;trghro;phenolsulfonphthalein).
Erfindungsgemdl ist das Verfahren dadurch gelkennzeichnet, dafl eine
Gasbildung der Mikroorganismen nachgewiesen wird, indem das Gefdl
in einem geeigneten Stinder in vertikaler Stellung mit der offenen
Kaniile nach unten fixiert wird, so dafl ein der Gasbildung adiquates
Volumen der Niéhruedium-Mikroorganiswmensuspension aus dem Gefif ver-
dringt wird, das in einem kalibrierten, vorzugsweise sterilen, mit

einem sterilen Wattestopfen verschlossenen Rohrchen bestimat wird.

Erfindungsgemif ist das Verfahren auBerdem dadurch gekennzeichnet,
daB gleichzeitig nebeneinander charakteristische Eipgenschaften der
Kontaminationsorganismen, wie z, B. Keimgehalt, Gasbildung, Gdraktivi-
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tdt oder Siurebildung ermittelt werden, Damit ist auch eine Priifung
der Giéraktivitit der eingesetzten Produktionshefe mittels des Verfah-
rens moglich, _

Fir gesonderte Untersuchungen wird sowohl aus dem Auffangrcohrchen als
auch nach der Kultivierung entweder vom fliissigen und/oder festen
Ndhrmedium eine Probe entnommen.

Die erfindungsgemidBe Vorrichtung ist dadurch gekennzeichnet, daB die
Kaniile des Probenahme-Kultivierungsgeridtes gleichzeitig als Ansaug-
stutzen fiir die zu uniersuchende Fliissigkeit und als Auslaufstutzen
fiir die bei der Gasbildung verdriéngte Niéhrmedium-Keimsuspension ausge-
bildet ist, vorzugsweise einen Durchmessgr <3 mm besitzt und iiber einen
sterilen Stopfen in einem graduierten MeBgefdB stehend gehalten wird.
AuBerdem ist die Vorrichtung dadurch gekennzeichnet, daB das GefdB

fir ein oder mehrere feste Niéhrmedien auBerhalb des Gefiiles fiir das
fliissige Nahrwedium, vorzugsweise als abgeteiltes Gefdl neben dem
vakuum~ oder gasgefiillten Raum, angeordnet und mit einer Halterung

fir das feste Nihrmedium versehen ist,

‘Die Vorteile des erfindungsgemiBen Verfahrens und der Vorrichtung

bestehen darin, daB es die Erfindung ermoglicht, einen gleichzeitigen
Nachweis von gasbildenden und séurebildenden Mikroorganismen darzu-
stellen, Gegeniiber dem bekannten vorgeschlagenen Verfahren wird sie
dadurch mit Vorteil in der Gdrungs- und Getrinkeindustirie sowie
dhnlichen Industriezweigen angewendet,

Entgegen bekannter Vorrichtungen ist das Anbringen einer gesonderten
Gasentnahmevorrichtung nicht notwendig, da die Gasbildung infolge des
Austretens des Nidhrmediums durch den Probenahmestutzen angezeigt wird,

Gegeniiber bekannter Verfahren kiénnen im Falle des Vorliegens géraktiver
Hefen bereits wihrend des Bebriitens Proben zur weiteren Untersuchung
entnommen werden.

Das System ist nicht nur zum Nachweis von Kontaminationskeimen, sondern
auch zur Feststellung der Giéraktivitiét von Produktionshefen geeignet.

Der Korper fiir das feste Nidhrmedium ist auBerhalb des Geriites angebracht,
Nach entsprechender Inokulation des festen Nﬁhrdediums wird der Nidhr-
boden stehend bebriitet. Eine Koloniebildung ist somit sofort erkennbar,
Ein weiterer Vorteil dieses Gerdtes ist, daB gegeniiber herksmmlichen

Verfahren und Methoden kaum eine Kontamination des Probematerials auf-

-6-
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treten kann, da die zu untersuchenden Medien durch direkte Entnahme
z. B, durch Durchstechen von Membranen zwecks Probenahme erfolgt.

Ausfiihrungsbeispiel:
Das erfindungsgemiBe Verfahren und die Vorrichtung sollen nachfolgend
an Anwendungsbeispielen dargestellt und erléutert werden.

Es zeigen:

'Fig. 1 ein Schaubild iiber die Gasbildung der Keime in einem Erfrischungs-

getrink,

Fig. 2 ein Schaubild iiber die Gasbildung der Keime in eineu Limonaden-
grundstoff,

Fige 3 die erfindungsgemiBe Vorrichtung fiir verschiedene Anwendungs=
mbglichkeiten:
a offenes GefiBsystem wit Kolben fir fliissiges Nahrmedium
b offenes GefiBsystem mit Kolben fiir fliissiges und festes

Ndhruedium

Fig, &4 a geschlossenes Gefidllsystem fiir fliissiges Nihrmedium

b geschlossenes GefiBsystem fiir fliissiges und festes Nihrmedium,

Bei gleichzeitigem Nachweis von gﬁrenden'uhd gdurebildenden Organismen

in einem Erfrischungsgetrénk mul vor der Untersuchung auf Kontaminanten
das Getrink, wie es allgemein bei mikrobiologischen Untersuchungen iiblich
ist, entkohlensduert werden,

Die Untersuchungsprobe wird mit steriler Indikatorliésung versetzt, dabel
findet der auch im Nihrmedium des Entnahme-~ und Kultivierungssysteus
eingesetzte Indikator Anwendung. Der Probe wird soviel sterile n-Natron-
lauge zugefiigt, bis die Farbe des Indikators umgeschlagen ist, da die
vorhandene Siure weitgehend neutralisiert wdrden ist,

Der Ansaugstutzen des Entnahme- und Kultivierungsgeriites wird in die

zu untersuchende Probe getaucht und die Verbindung zum Nihrmediumbehidlter
hergestellt, der in ihm befindliche Unterdruck bewirki ein Einstriwmen

der Untersuchungsfliissigkeit in das Néhrmedium,

Das beimpfte Geridt wird vorsichtig geschwenkt, um eine innige Vermischung
von Probe und Nihruedium zu sichern. AnschlieBend wird das beimpfte

Gerdt in vertikale Stellung gebracht und nach Abtropfenlassen von even-
tuellen Resttfopfen mit dem offenen Ansaugstutzen nach unten aunf ein

leeres steriles, mit einem sterilen Wattestopfen verschlossenes kali-

briertes MeBgefdl gesetzt, wobei der Stutzen durch den Wattestopfen
-7 =
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" hindurchgeht,
- Die komplette Vorrichtung wird in einem Stinder stehend bei 30°C

10

bebriitet,

Als Probe-~ und Entnahmesystem dient die in Figur 3 dargestellte Form
der erfindungsgenidllen Vorrichtung, wobei der Auslaufstutzen modifiziert
ist und die Moglichkeit des Ansatzes eines kalibrierten graduierten
Mofigefdles fir auslaufende Néhruedium-Keimsuspension besteht,

Téglich werden die Triibung des fliissigen Nihrwediums, das Volumen der
aus dem Probenahume-Kultivierungsgeridt verdringten Nﬁhrmedium~Keimsuspén—

sion sowie die Anderung des Farbtones des Indikators kontrolliert,

- Bin Untersuchunigsergebnis zeigt Figur 1,
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Bei gleichzeitigem Nachweis von girenden und siurebildenden Organismen
in einem Limonadengrundstoff vird vor der Untersuchung der Grundstoff
mit sterilem Wasser verdiinnt, analog oben genannter Verfahrensweise
mit steriler Indikatorldsung versetzt und der pH-Wert mittels steriler
n-Natronlauge eingestellt. Die sich anschlieBenden Verfahrensschritte
erfolgen wie oben genannt, Bei der Bestimumung der Keiuwbelastung ist der
Verdiinnungsfaktor zu beriicksichtigen.
Ein Untersuchungsergebnis zeigt Figur 2,
Beim Nachweis coliformer Keime ist das Entnahme-xultivierungssystem
mit einem speziellen Néhrmedium gefiillt, z. B. Gentiana-Galle-Laktose-
Losung. Die Vorbereitung der Proben sowie das Einfiillen der zu unter=-
suchenden Fliissigkeit und das anschlieBende Bebriiten der Keime erfolgen
ebenfalls wie beschrieben.
Durch einen Kolben oder durch den Unterdruck im System wird eine genau
fixierte Probemenge in das Probenahme-Kultivierungsgerdt gesaugt, z. B.
1 ul oder 5 ml. Nach der Bebriitung und Auswertung der Probe zeigt das
Ergebnis bei ausbleibender Gasbildung einen Coliformentiter negativ
in 1 ml oder 5 ml Probevolumen,
Die Vorrichtung zum Nachweis von Kontaminanten besteht bekannterweise
aus dem KultivierungsgefdS 1 mit einer iiber einen Abbrechring 7 abbreche-
baren Glasspitze 2 und Kaniile 3. Diese Kaniile 3 ist gleichzeitig als
Ansaugstutzen fiir die zu untersuchende Fliissigkeitsprobe und als Aus-
laufstutzen fiir die bei der Gasbildung verdriéngte Néhrmedium-Keimsus-
pension ausgebildet, Sie besitzt vorzugsweise einen Durchuwesser < 3 mm
und wird nach der Kultivierung iiber einen sterilen Stopfen 13 in einem
graduierten MeBgefaB 4 stehend gehaltert.
Im KultivierungsgefdB 1 befindet sich fliissiges Nidbrmedium 5, wéhrend
auBerhalb dieses GeféSes 1 ein GlasgefdB 10 fiir ein oder mehrere feste
-8 -
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- Néhrwedien 6 angeordnet ist. Dieses GefdB 10 befindet sich vorzugsweise
als abgeteiltes GefdB neben dem vakuum— oder gasgefiillten Raum 9 und
ist mit einer Halterung 11 fiir das feste Néhrmedium 6 versehen,

Zur Keimuntersuchung des bebriiteten festen Nidhrmediums 6 erfolgt die

5 Probenahme aus dem GlasgefdB 10, indem dieses am Abbrechring 8 geoffnet

wird.
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Verfahren zum Nachweis von Kontaminanten in der Lebensmittelindustrie
wobei keimhaltige Fliissigkeiteon oder Fliissigkeiten, in welche Keiume
zum Zwecke der Untersuchung mittels bekannter Methoden eingebracht
werden, in einem kombinierten Probenahme-~Kultivierungsgerit mit
einer ausgewihlten Menge an Nihrmedium vermischt werden, dadurch
gekennzeichnet, daB die anschliefliende Kultivierung der Néhrmediuaw-
Kelususpension iiber einem nach unten offenen Auslaufstutzen des
Probenahme=-Kul tivierungsgerites erfolgt, wihrend der Kultivierung
bei Gasbildung durch die Untersuchungsorganismen &équivalente mefi~
bare Mengen an Nihrmedium-Keimsuspension ausfliefien und dabei in
Verbindung mit Triibungs- und Farbinderungen des indikatorhaltigen
Ndhrumediums gleichzeitig in Analogwerten quantitative Aussagen zum
Keimgehalt, zur Gasbildung, zur Garaktivitdt und zur Sdurebildung
der Kontaminationsorganismen getroffen werden.

Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, da8 in einem geson-
derten Teil des Kultivierungsgefidlles ein oder mehrere feste Nihr

- wedien zusdtzlich eingebracht sind, nach Einfiihrung der zu unter=-

3e

4,

35

suchenden Fliissigkeit ein kolonie-/rasenférmiges Wachstum der Unter-
suchungskeime auf diesen festen Nahrboden erfolgt und nach der

Kultivierung Proben zur wmikroskopischen Kontrolle und/oder weiteren
Untersuchung sowie zur Fortziichtung von Organiswmen entnommen werden,

Vorrichtung zum Nachweis von Kontawminanten, bestehend aus einem
kombinierten Probenahme- und Kultivierungsgerdt mit Kultivierungse
gefdl, abbrechbarer Glasspitze, Kaniile und Abbrechring sowie fliis=
sigem und festem Niéhrmedium, dadurch gekennzeichnet, dafl die Kaniile
(3) gleichzeitig als Ansaﬁgstutzen fiir die zu untersuchende Fliissig-
keit und als Auslaufstutzen fiir die bei der Gasbildung verdringte
Néhrmedium-Keimsuspension ausgebildet ist, vorzugsweise einem Durch-
messer .~ 3 mu besitzt und iiber einen sterilen Stopfen (13) in éinem
graduierten MeRgefiéB (4) stehend gehaltert ist. '

Vorrichtung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dal auBerhalb
des KultivierungsgefiBes (1) fiir das fliissige Ndhrmedium (5) ein
GlasgefiB (10) fir ein oder mehrere feste Ndhrmedien (6), vorzugs-
weise als abgeteiltes GefHf neben dem vakuuu~ oder gasgefiillten Raum

(9) angeordnet und mit einer Halterung (11) fiir das feste Nihrmedium
(6) versehen ist. |

7. poy — z -
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