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(57) Verdiinnerldsung, um eine normalerweise trockene,
vollstandige, gebrauchsfertige Bakterienndhrmediumfolie
fir das selektive Wachstum von Milchsdurebakterien spe-
zifisch zu machen, die einen Inhibitor fiir gram-negati-
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ein wasserldsliches Nitritsalz enthdlt und einen pH-
Wert im Bereich von 6,5 bis 7,5 aufweist.
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Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine Verdiinnungsldsung, um normalerweise trockene, vollstindi-
ge, gebrauchsfertige Bakterien-N#hrmediumfolien spezifisch fiir das selektive Wachstum von Milchsiurebakterien
unter anacroben Bedingungen zu machen.

AuBerdem betrifft die Erfindung eine Kombination einer normalerweise trockenen, vollstindigen, gebrauchs-
fertigen Bakteriennihrmedienfolie mit einem derartigen Verdiinner sowie ein Verfahren zur anaeroben Ziichtung
von Milchs#urebakterien.

In letzter Zeit konnte die Entwicklung von Trockenmedium-Kulturplatten beobachtet werden, von denen ein
typisches Beispiel die Platte ist, die von der 3M Company verkauft wird, wobei diese Produkte in der Regel aus
einem trockenen, vollstindigen, gebrauchsfertigen Bakterienkulturmedium bestehen, das auf eine Folienunterlage
aufgezogen und mit beispielsweise einer Polyethylenfolie iiberzogen ist. Die Unterlage enthélt Nahrstoffe fiir die
Standardmethode und ein in kaltem Wasser 16sliches Quellmittel. Die Uberzugsfolie ist ebenfalls mit dem
Quellmittel beschichtet und enthilt zusétzlich die Indikatorfarbe 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid, um die
Zihlung zu erleichtern. Ein auf der untersten Folie gezeichneter Raster (jedes Quadrat 1 cm x 1 cm) unterstiitzt

ebenfalls das Zihiverfahren, Das GesamtausmaB einer derartigen Folie oder Platte betrigt 20 cm?.

Diese Trockenmedium-Kulturplatten, wie sie oben beschrieben sind, haben oft Vorteile gegeniiber den
iiblicheren Petrischalen und Agarplatten, die meist zum Beimpfen und fiir das Bakterienwachstum verwendet
werden. Beispielsweise erfordert die 4ltere, iiblichere Verwendung von Petrischalen und Ager-Néhrmedien einen
betrichtlichen gewichtsm4Bigen und rdumlichen Aufwand. Dadurch wird der Transport von Organismenproben
vom Feld in die Laboratoriumseinrichtungen giinstigenfalls umstindlich. Andererseits stellt die trockene
Nahrmediumfolie, auf der das Bakterienwachstum einfach durch Zusatz einer wisserigen Probe unterstiitzt wird,
eine wirksamere Methode zur Zihlung lebensfihiger Bakterien dar als die derzeit iiblichen Methoden.

Tatsache ist es jedoch, daB die erhaltlichen trockenen Ndhrmediumfolien nur ein Standard-Kulturmedium auf
der Folienunterlage aufgezogen enthalten. Anders gesagt ist das derzeit verwendete Kulturmedium eines, das zur
Ziichtung aller Arten von Organismen geeignet und nicht selektiv fiir das Wachstum einer speziellen Art ist.
Somit muBte der Bakteriologe, der einen speziellen Organismus ziichten wollte, bisher auf die Moglichkeit der
Verwendung der sehr angenehmen Nihrmediumfolien verzichten und auf die umstindlichen iiblichen Agarplatten
zuriickkommen, die speziell zugerichtete Kulturmedien aufweisen, von denen es bekannt ist, daB sie das Wachs-
tum des gewiinschten speziellen Organismus fordern und gleichzeitig das Wachstum der unerwiinschten Arten
inhibieren. Da die Bakteriologen und Mikrobiologen aber sehr oft nur einen einzigen speziellen Organismus zur
weiteren Isolierung, zum Studium, zur Auswertung und zur Verwendung ziichten wollen, waren daher die das
Standardmedium enthaltenden trockenen Nihrmediumfolien wegen ihres nichtselektiven Mediums in vielen
Fillen nicht brauchbar.

Die vorliegende Erfindung stellt daher eine Verdiinnerlosung zur Verfiigung, um normalerweise trockene,
vollstindige, gebrauchsfertige Nahrmediumfolien spezifisch fiir das selektive Wachstum von Milchsdurebakterien
unter anacroben Bedingungen zu machen, wihrend gleichzeitig das Wachstum anderer Organismen inhibiert wird.

ErfindungsgemB ist eine derartige Verdiinnerlosung dadurch gekennzeichnet, daB sie aus einer wiisseri-
gen Losung besteht, die enthlt:

a) einen Inhibitor fiir gram-negative Organismen in einer Menge von 24 Einheiten/ml bis 40 Einheiten/ml
Verdiinnungslosung,

b) ein wasserlésliches antimykotisches Mittel in einer Menge von 10 pg/ml bis 250 pg/ml Verdiinnungs-
16sung und

¢) ein wasserlosliches Nitritsalz in einer Menge von 600 pg/ml bis 1800 pg/ml Verdiinnungslosung, und dag

d) diese Losung einen pH-Wert im Bereich von 6,5 bis 7.5 hat.

Basierend auf dieser Verdiinnerlsung wird ein Verfahren zur anaeroben Ziichtung von Milchsturebakterien,
die bis zu ein Jahr lang lagerfshig sind, zur Verfiigung gestellt, das gekennzeichnet ist durch folgende Schritte:

a) Gewinnung einer biologischen Filmplatte, die ein Standardkulturmedium enthélt,

b) Herstellung einer wéisserigen oben genannten Verdiinnerlosung und Aufbringen einer geringen, doch wirk-
samen Menge dieser Losung auf die genannte Filmplatte gemeinsam mit einer Milchséureorganismen ent-
haltenden Probe; sowie

¢) Inkubation des Films unter anaeroben Bedingungen zur Herstellung einer lagerfahigen Kultur.

Es gibt zahlreiche Griinde, warum Bakteriologen und Mikrobiologen einen speziellen Organismus unter Aus-
schluB anderer Organismen ziichten mochten. Die gemiB der vorliegenden Erfindung entwickelte Tréger- oder
Verdiinnungslosung ist speziell darauf ausgerichtet, Nahrmedienfolien spezifisch fiir Lactobacillaceae zu machen.
Somit erlaubt sic die angenehme Nutzung der wiinschenswerten Vorteile der Nahrmedienfolien, wie die Auswiirts-
Probennahme, den Transport und die Untersuchung, auch wenn speziell nur der Organismus Lactobacillaceae
geziichtet wird.

Typische Milchsiureorganismen, die selektiv auf den oben beschriebenen Néhrmediumfolien geziichtet
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werden kénnen, wenn man das erfindungsgemiiBe Verdiinnungsmittel verwendet, sind Streptococci, Pediococci,
Lactobacilli und Leuconostocs.

Das erfindungsgem48 zu verwendende Verdiinnungsmittel ist ein Dreikomponentensystem und basiert auf
Wasser. Die Losung enthilt eine Kombination eines Inihibitors fiir gram-negative Organismen, ein antimykoti-
sches Mittel und ein wasserlésliches Nitritsalz. Die Losung muB auch einen pH-Wert innerhalb des Bereiches
von etwa 6,5 bis etwa 7,4, also vorzugsweise neutral, haben, Wenn diese Bedingungen eingehalten werden,
ergibt sich ein Verdiinnungsmittel, das beim Aufbringen auf eine trockene Nihrmediumfolie die Folie organis-
menspezifisch fiir Lactobacillaceae macht.

Der Inibitor fiir die gram-negativen Organismen kann ein Polymixin-Antibiotikum sein und besteht vorzugs-
weise aus Polymixin B-Sulfat.

Die Impfl6sung enthilt auch ein wasserlosliches antimykotisches Mittel in einer Konzentration innerhalb des
Bereiches von 10 pig/ml bis etwa 250 pg/ml, wobei etwa 10 pg/ml bis etwa 20 pg/ml bevorzugt sind. Ein
bevorzugtes antimykotisches Mittel ist Cycloheximid. Man kann jedoch auBer Cycloheximid andere antimy-
kotische Mittel und Konserviermittel, wie Kaliumsorbat, butyliertes Hydroxyanisol (BHA) und butyliertes
Hydroxytoluol (BHT) verwenden.

Die dritte Komponente der Tréiger- oder Verdiinnungslosung ist das wasserlésliche Nitritsalz. Dieses kann
jedes wasserlsliche Metallnitritsalz sein, ist vorzugsweise jedoch ein Nitritsalz eines Metalles der Gruppe I des
Periodensystems und ist insbesondere entweder Natriumnitrit oder Kaliumnitrit. Kaliumnitrit ist das am meisten
bevorzugte. Ein Nitritsalz, das innerhalb dieses Konzentrationsbereichs verwendet wird, zeigte eine Wachstumsin-
hibierung fiir Organismen mit Ausnahme von Milchsdurebakterien.

Die Trigerlosung muB einen pH-Wert innerhalb des Bereiches von 6.5 bis etwa 7,5 vorzugsweise von etwa
6,5 bis etwa 7,0 haben. Ideal ist es, wenn die Verdiinnungslosung neutral ist. Es hat sich als wichtig herausge-
stellt, daB, wenn man die Nihrmediumfolie Lactobacillaceae-spezifisch macht, der pH-Wert im allgemeinen
innerhalb des Neutralbereichs, d. h. zwischen etwa 6,5 bis etwa 7.5 bleibt. Das hat seinen Grund darin, da8 die
handelsiiblichen Folien eine Tetrazolium-Farbe zur Rotférbung der geziichteten Bakterien zur Erleichterung der
Farbzihlung enthalten, Die Tetrazolium-Farbe wird jedoch fiir alle wachsenden Organismen giftig, wenn der pH-
Wert saurer wird, beispielsweise in einen Bereich von 5,5 kommt. Daher muB die erfindungsgemiBe Trigerls-
sung einen pH-Wert innerhalb des genannten Bereichs haben, der die nachteilige Reaktion mit der Tetrazolium-
Farbe verhindert.

Um den Inhibitionseffekt fiir das Wachstum der anderen Organismen so gro$ als méglich zu halten, ist es fiir
die vorliegende Erfindung auch wichtig, daB die beimpfte Folic unter anaeroben Bedingungen inkubiert wird.
Anders gesagt ist die Verdiinnungslésung nur unter anaeroben Bedingungen fiir Lactobacillaceae organismenspezi-
fisch. Diese anaerobe Umgebung kann man durch viele bekannte Moglichkeiten, wie die Verwendung von An-
acrob-Generatoren, die von BBL Microbiology Systems in Cokesville, Maryland, hergestellt werden, erzeugen.

Die obige Beschreibung erfolgte im Zusammenhang mit der Verwendung von Polymixin-Antibiotika als
Inhibitor fiir gram-negative Organismen. Eine weitere Formulierung wurde entwickelt, die fiir vicle Zwecke
geeignet ist und in manchen Fillen sogar besser arbeitet als die oben beschriebene Zusammensetzung. Sie beruht
auf der Verwendung von 2-Phenylethanol als Inhibitor fiir die gram-negativen Organismen. Wenn 2-Phenyl-
ethanol verwendet wird, so ist eine bevorzuge Zusammensetzung eine gemi8 der folgenden Beschreibung. Die
Konzentration des 2-Phenylethanols sollte im Bereich von etwa 1 mg/ml bis etwa 4 mg/ml liegen. Die Kon-
zentration des antimykotischen Mittels sollte im Bereich von etwa 10 Mikrogramm/ml bis etwa 250 Mikro-
gramm/ml liegen und die Konzentration des wasserléslichen Nitritsalzes sollte bei etwa 600 Mikrogramm/ml bis
etwa 800 Mikrogramm/ml liegen. Der pH-Wert wird im Bereich von etwa 6.5 bis etwa 7,5, vorzugsweise von
etwa 6,5 bis etwa 7,0 licgen.

Die Anwendung der mit Trockenmedium beschichteten Folien im Zusammenhang mit den erfindungs-
gemdBen Verdiinnerlosungen erfolgt nach einem iiblichen, fiir Mikrobiologen und Bakteriologen bekannten
Verfahren. Prinzipiell besteht das Verfahren aus Folgendem: Die Folie wird auf eine glatte Oberfliiche aufgelegt,
die transparente obere Folie wird angehoben, soda8 eine 1 ml-Probe des den Organismus enthaltenden Verdiin-
nungsmittels auf die untere Folie aufgebracht werden kann. Die obere Folie wird dann sorgfiltig wieder auf die
untere Folie aufgelegt. Ein Probenausbreiter aus Kunststoff wird dann leicht auf die obere Folie gepreBt, um die
Trégerl6sung iiber die untere, das Medium enthaltende Folie auszubreiten. Daraufhin wird die Folie etwa 1 min
ruhen gelassen, damit sie quellen kann, Dann wird die Folie in horizontaler Lage mit der klaren Folienseite nach
oben 48h bei 32 °C inkubiert. Die Organismen reduzieren die Tetrazolium-Indikatorfarbe in der unteren Folie,
sodaB die Organismenkolonien auf der Folie als rote Flecken erscheinen, die geziihlt werden konnen,

Dic folgenden Beispiele werden zur weiteren Erléuterung, jedoch nicht zur Einschréinkung des Verfahrens, der
Technik und der Produktzusammensetzung gemiB der vorliegenden Erfindung angeboten.

Beispiel

Bei jedem der im folgenden gezeigten Beispicle bestand die trockene Nahrmediumfolie aus der von der M-
Company (Abteilung Medizinische Produkte, St. Paul, Minnesota 55 144) entwickelten Platte. Diese Platte
bestand aus einem trockenen, vollstéindigen, gebrauchsfertigen Bakterienkulturmedium, das auf einer Folienunter-
lage aufgebracht und mit einer Polyethylenfolie iiberzogen war, Die Unterlage enthielt Néhrstoffe fiir die Stan-
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dardmethode und ein kaltwasserlosliches Quellmittel. Die Uberzugsfolie, die ebenfalls mit einem Quellmittel
beschichtet war, enthielt auch 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid-Indikatorfarbe, um die Zahlung der Organismen
zu erleichtern. Ein Raster mit Quadraten von 1 cm x 1 cm war in der Unterlagsfolie vorgesehen und unterstiitzte

auch den Zihlvorgang. Die Gesamtdimensionen der Petrifilm"-Platte betrugen 20 cm?.,

Zum Grundverfahren gehort die Herstellung von VorratslSsungen des Verdiinnungsmittels, die Inokulierung
der Nahrmedium-Platte mit anschlieBender Inkubation bei 32 °C wihrend 48 h unter anaeroben Bedingungen und
schlieBlich die Auszihlung der Organismen (cfu/ml). Eine Bodenprobe aus einem Glashaus wurde als Testkultur
verwendet und eine andere, mit S/80 bezeichnete Probe, von der bekannt war, daB sie eine Lactobacillus-Kultur
war, wurde als Vergleich herangezogen. Die Bodenprobe enthielt bekanntermaBen neben dem Lactobacillus noch
viele andere Organismen.

Die Vorratslésungen des Verdiinners wurden mit folgenden Gehalten an Natriumnitrit in Gew.-%/Volumen
hergestellt: 1 Gew.-%/Volumen, 6 Gew.-%/Volumen, 12 Gew.-%/Volumen und 18 Gew.-% Volumen. Cyclo-
heximid wurde mit Gehalten von 0,1, 0,5, 1 und 2,5 Gew.-%/Volumen eingesetzt. Da bei dieser ersten Sexie von
Beispielen die Konzentrationsénderungen von Natriumnitrit und Cycloheximid untersucht werden sollten, wurde
Polymixin B mit einem konstanten Wert von 0,03 Gew.-%/Volumen eingesetzt.

Die Vorratslésungen wurden filtersterilisiert und der endgiiltige Verdiinner wurde unter Verwendung von
97 ml sterilisiertem destilliertem Wasser und Zusatz von jeweils 1 ml pro 100 ml Wasser jeder der drei Kompo-
nenten, d. h. Natriumnitrit, Cycloheximid und Polymixin B, alle innerhalb der oben genannten Bereiche, herge-
stellt. Sterile Mischungen wurden dann aseptisch in Testrohrchen in einer Menge von 9 ml/Rohrchen einge-
bracht. Die folgenden Mischungen wurden hergestellt:

En nirati T
Vergleich Butterfield-Puffer* plus 0,1 % Tween 80
Variation 1 100 pg/ml Nitrit
10 pg/ml Cycloheximid
24 Einheiten/ml Polymixin B
Variation 2 600 pg/ml Nitrit
10 pg/ml Cycloheximid
24 Einheiten/ml Polymixin B
Variation 3 1200 pi/ml Nitrit
10 pg/ml Cycloheximid
24 Einheiten Polymixin B
Variation 4 1800 ng/ml Nitrit
10 pg/ml Cycloheximid
24 Einheiten/ml Polymixin B.
Variation 5 600 ng/ml Nitrit
50 pg/ml Cycloheximid
24 Einheiten/ml Polymixin B
Variation 6 600 pg/ml Citrit
100 pg/ml Nycloheximid
24 Einheiten/ml Polymixin B
Variation 7 600 pg/mt Nitrit
250 pg/ml Cycloheximid
24 Einheiten/ml Polymixin B

* Butterfield-Puffer ist eine in der Lebensmittel-Mikrobiologie iibliche Kaliumphosphat-Pufferltsung.

GemiB den standardisierten Petrifilm™-Verdiinnungsmethoden wurde der /80 Vergleich bearbeitet, insbeson-
dere wurde 1 ml einer Ubernacht-Kultur unter Verwendung der Testlésung serienmiBig verdiinnt und Volumina
von 1 ml wurden auf die Platten aufgebracht. Eine Probe von 11 g aus der Glashauserde wurde urspriinglich in
100 ml Butterfield-Puffer verdiinnt. Diese Zubereitung wurde dann unter Verwendung der Testlosung serienmiiBig
verdiinnt.
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Volumina von 1,0 ml der 10'6-, 10°7- und 10'8-Verdiinnungen von S/80 wurden auf das Petrifilm"-
Beschichtungsmedium aufgebracht. Volumina von 1,0 ml der 10‘4-, 10-3- und 10'6-Verdiinnungen der Boden-
probe wurden auf das Petrifilm"-Schichtmedium aufgebracht. Die aufgestrichenen Proben wurden unter anacroben
Bedingungen in Behiltern mit Gas Pack ®-Generatoren (BBL) inkubiert. Sie wurden 48 h bei 32 °C inkubiert.

Die folgende Tabelle I zeigt die Auszihlung der entstandenen Organismen bei Verwendung der oben spezifi-
zierten Verdiinnungsldsung,

Tabelle I
Erde: Vergleich 5 x107
Variation 1 33 x 108
Variation 2 23 x 107
Variation 3 5x 104
Variation 4 0x 104
Variation 5 7.0 x 100
Variation 6 7.1 x 107
Variation 7 4,0 x 107
S/80: Vergleich 24x 109
Variation 1 7,5 x 108
Variation 2 13 x 10°
Variation 3 13 x 109
Variation 4 13 x 10°
Variation 5 9,6 x 10°
Variation 6 12 x 10°
Variation 7 1,0 x 10

Man sieht, daB hier ein signifikanter Anstieg des Inhibitionseffektes des Verdiinners auf die Bodenmikroorga-
nismen zu beobachten ist, wenn die Nitritkonzentration von 600 pg/ml auf 1200 pg/ml gesteigert wird. Die
Vergleichsprobe S/80 blieb unberiihrt von den Anderungen der Nitrit- und Cycloheximidkonzentrationen in den
Bereichen von 100 pg/ml bis 1800 pg/ml bzw. 10 pg/ml bis 250 pg/ml. Man sieht auch, daB der Verdiinner
bewirkte, daB die Nahrmedienfolie organismenspezifisch fiir den Organismus Lactobacillus war und das Wachs-
tum anderer Organismen inhibierte. Ahnliche Versuche wie die fiir die Variationen 1 - 7 gezeigten wurden unter
Verinderung der Polymixin B-Konzentration vorgenommen, von der sich herausstellte, daB sie keine Wirkung
auf den S/80-Organismus in einem Bereich von 24 - 40 Einheiten/m! hatte. Bei den Bodenorganismen sank der
Inhibitionseffekt bei Gehalten von unter 24 Einheiten Polymixin B/ml.

lymixin B-Suylf; h 2-Pheny] I zei
2-Phenylethanol (PEA), im Handel erhltlich von Sigma Scientific in Form einer Fliissigkeit (1 ml =
1,02 g) wurde in dem Verdiinner verwendet. Das PEA wurde zur Herstellung der unten genannten Konzentratio-
nen zu einem gegebenen Volumen Wasser zugesetzt und autoklaviert. Filtersterilisierte Natriumnitritlésung mit
6 Gew.-%/Volumen und Cycloheximid-Losungen mit 0,1 Gew.-%/Volumen wurden zur Vervollstindigung der
unten aufgezzhlten Mischungen verwendet, wobei 1 ml pro 100 ml zubereitetem Verdiinner zugesetzt wurden.

Tabelle IT
Hergeseellte
Mischungen Gew.-%/Vol.
8 600 pg/ml Nitrit
10 pg/mi Cycloheximid
0.05 % PEA
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ng Tabell
Hergestellte
Mischungen w.-%/Vol
9 600 pg/ml Nitrit
10 pg/ml Cycloheximid
0.10 % PEA
10 600 pg/ml Nitrit
10 pg/ml Cycloheximid
0.20 % PEA
11 600 pg/ml Nitrit
10 pg/ml Cycloheximid
04 % PEA

Die Beimpfung und das Verfahren erfolgten wie in den oben beschriebenen Beispielen. Eine Lisung von S/80
und eine Erdprobe waren die untersuchten Proben. S/80 wurde aus einer Ubernacht-Kultur serienm#Big mit den

Verdiinnungsmischungen verdiinnt und mit 107 und 108 auf Petrifilm"™ aufgebracht. Die Erdprobe wurde ur-
spriinglich 1 : 18 mit 99 ml Butterfield-Puffer verdiinnt und dann in dem gegebenen Verdiinner serienmiiBig ver-

diinnt. Die 10'4-, 105 und 10'6-Verdiinnungen der Bodenprobe wurden auf Petrifilm aufgebracht. Die Folien

wurden anaerob unter Verwendung von BBL Gas Packs® 48 h bei 32 °C inkubiert. Die Ergebnisse sind in
Tabelle III gezeigt.

Tabelle T
Ergebni
flsungen cfu/ml
Erde: Variation 8 62x 10°
Variation 9 5x103
Variation 10 0x103
Variation 11 0x103
$/80: Variation 11 9.4 x 108

Wie man sicht, bewirkt der Ersatz des Polymixin B - Sulfat-Antibiotikums durch Phenylethylalkohol sehr
wohl die Inhibierung der Bodenmikroorganismen.

Die folgenden Beispicele zeigen verschiedene Anderungen in der Formulierung bei Verwendung von
Phenylethylalkohol (PEA) als Inhibitor fiir die gram-negativen Organismen.

Tabelle IV - Formulierungen

Phenylethyl-
Hergestellte Natriumnitrat- Cycloheximid- alkohol-
Vergleich (Butterfield-
Puffer)

12 800 pg/ml 10 pg/ml 0,1 %

13 800 pg/ml 10 pg/ml 02 %

14 600 pg/ml 10 pg/ml 0,1 %

15 600 pg/ml 10 pg/ml 02 %

16* 800 pg/ml 10 pg/ml 0,1 %

17* 600 ng/ml 10 pg/ml 0,1%

* enthiilt Polymixin B in einer Menge von 24 Einheiten/ml

-6-
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Die Testproben bestanden aus S/80 und Erde. Die $/80-Verdiinnungen wurden mit 107 und 108 aufgebracht.
Die Erde wurde urspriinglich mit 99 ml (1 : 10) modifizierten Butterfield-Puffer verdiinnt und mit 10-3 oder bis

100 aufgebracht. Die Petrifilme wurden anaerob unter Verwendung von BBL Gas Packs™ 48 h bei 32 °C inku-
biert, wie es #hnlich auch bei den friiheren Beispiclen beschricben wurde. Die Resultate sind im Folgenden
angegeben:

Tabelle V - Resul
Probe Mischung fu/ml
Vergleich Vergleich 98 x 108
S/80 12 8,7 x 108
13 8,5 x 108
14 8,7 x 108
15 1,0 x 10°
16 74 x 108
17 1,1 x 10°
Vergleich: -- 2,7x 107
Erde; 12 18 x 104
13 3,0 x 102
14 34 x 100
15 33 x 104
16 42 x 10*
17 9,0 x 104

Wie man sieht, ergab die Losung Nr. 13 die besten Inhibitionswirkungen fiir die Erde, ohne das Wachstum
von $/80 nachteilig zu beeinflussen.

Man sieht aus jedem der obigen in den verschiedenen Tabellen dargestellten Beispicle, daB wirksame Verdiin-
nungszusammensetzungen Nahrmediumfolien spezifisch fiir Milchsdurebakterien machen konnen und daher ihre
Brauchbarkeit wirksam ergéinzen.

PATENTANSPRUCHE

1. Verdiinnungslésung, um normalerweise trockene, vollstindige, gebrauchsfertige Bakterien-Nihrmediumfolien
spezifisch fiir das selektive Wachstum von Milchséurebakterien unter anaeroben Bedingungen zu machen, da-
durch gekennzeichnet, daB sie aus einer wisserigen Losung besteht, die enthilt:

a) einen Inhibitor fiir gram-negative Organismen in einer Menge von 24 Einheiten/ml bis 40 Einheiten/mi Ver-
diinnungslkSsung,

b) ein wasserl6sliches antimykotisches Mittel in einer Menge von 10 pg/ml bis 250 pg/ml Verdiinnungsldsung
und

¢) ein wasserldsliches Niritsalz in einer Menge von 600 pg/ml bis 1800 ug/ml Verdiinnungslosung, und daB

d) diese Losung einen pH-Wert im Bereich von 6,5 bis 7,5 hat.

2. Verdiinnungsl6sung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Inhibitor fiir die gram-negativen
Organismen ein Polymixin-Antibiotikum ist.

3. Verdiinnungslésung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB das Polymixin-Antibiotikum ein
Polymixin-B-Sulfat ist.
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4. Verdiinnungslésung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das antimykotische Mittel ausge-
wihlt ist aus der Gruppe bestehend aus Cycloheximid, Kaliumsorbat, butyliertem Hydroxytoluo! (BHT) und
butyliertem Hydroxyanisol (BHA).

5. Verdiinnungslosung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daBl das Nitrit ein Nitrit der Metalle der
Gruppe I des Periodensystems ist.

6. Verdiinnungslésung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das Nitrit Natriumnitrit ist.
7. Verdiinnungsl6sung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB8 der pH-Wert bei 6,5 bis 7,0 liegt.

8. Verdiinnungslosung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB sie aus einer wiBrigen Lisung
besteht, die enthilt:

a) 2-Phenylethanol in einer Konzentration von 1,0 mg/ml bis 4,0 mg/ml Verdiinnungsltsung,

b) ein wasserl6sliches antimykotisches Mittel in einer Konzentration von 10 pg/ml bis 250 pg/m! Verdiin-
nungsldsung und

¢) ein wasserldsliches Nitritsalz in einer Konzeritration von 600 pg/ml bis 800 pg/m! Verdiinnungslésung, und
daB

d) diese Losung einen pH-Wert im Bereich von 6,5 bis 7,5 hat.

9. Verdiinnungslosung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB das antimykotische Mittel ausge-
wihlt ist aus der Gruppe bestehend aus Cycloheximid, Kaliumsorbat, butyliertem Hydroxytoluol (BHT) und
butyliertem Hydroxyanisol (BHA).

10. Verdiinnungslosung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB der pH-Wert zwischen 6,5 und 7,0
liegt.

11. Verdiinnungslésung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB das Nitrit ein Nitrit eines Metalls
der Gruppe I des Periodensystems ist.

12. Verdiinnungsldsung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB das Nitrit Natriumnitrit ist.

13. Kombination einer normalerweise trockenen, vollstindigen, gebrauchsfertigen Bakteriennihrmedienfolie und
eines Verdiinners nach einem der Anspriiche 1 bis 12.

14. Kombination nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB die normalerweise trockene, vollstindige,
gebrauchsfertige Bakteriennithrmedienfolie enthilt:

a) ein auf einer Folienunterlage aufgebrachtes Bakteriennihrmedium und eine dariiber geschichtete transparente
Folie, wobei

b) diese Folienunterlage Nihrstoffe fiir Standardmethoden sowie ein kaltwasserlsliches Quellmittel enthélt; und

¢) die Uberzugsschicht mit einem Quellmittel beschichtet ist und eine 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid-Indi-
katorfarbe zur Erleichterung der Keimzshlung enthélt.

15. Verfahren zur anaeroben Ziichtung von Milchséurebakterien, die bis zu einem Jahr lang lagerfihig sind,
gekennzeichnet durch die folgenden Schritte:

a) Gewinnung einer biologischen Filmplatte, die ein Standardkulturmedium enthlt,

b) Herstellung einer wisserigen Verdiinnungslosung nach einem der Anspriiche 1 bis 12 und Aufbringen einer
geringen, doch wirksamen Menge dieser Losung auf die genannte Filmplatte gemeinsam mit einer Milch-
siureorganismen enthaltenden Probe; sowie

¢) Inkubation des Films unter anaeroben Bedingungen zur Herstellung einer lagerfahigen Kultur.
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