Nahrboden

Clausen-Nahrboden, halbfest
[Dithionit-Thioglycolat-(HS-T)-L6sung]

Clausen-Ndhrboden-Basis,
halbfest

Art.-Nr. CM 353

Nadhrboden mit neutralisierenden Komponenten und
supplementierenden Mineralsalzen fiir die Sterilitats-
priifung besonders von Pharmazeutika.

Typische Zusammensetzung  (g/I)
Caseinpepton 15,0
Hefeextrakt 6,0
Sojamehlpepton 3,0
Glucose 6,0
Natriumchlorid 2,5
Dikaliumhydrogenphosphat 2,0
Natriumcitrat 1,0
L-Cystein 0,5
L-Asparagin 1,25
Natriumdithionit 0,4
Natriumthioglycolat 0,5
Lecithin 0,3
Magnesiumsulfat 0,4
Calciumchlorid 0,004
Kobalt(Il)-sulfat 0,001
Kupfer(ll)-sulfat 0,001
Eisen(ll)-sulfat 0,001
Zinksulfat 0,001
Mangan(ll)-chlorid 0,002
Resazurin 0,001
Agar 0,75
pH7,1+0,2

Zubereitung

3 g ‘Tween' 80 und 5 g Glycerin in 1 | Aqua dest. I6sen.
40 g Clausen-Nahrboden, halbfest darin suspendieren
und bis zum L&sen erhitzen. In Rohrchen oder Flasch-
chen jeweils ein fir den Standard-MCT-Test (s.u.) geeig-
netes Volumen (maximal 15 ml) abftllen. 15 Minuten bei
121°C autoklavieren und nach dem Autoklavieren schnell
auf 20°C abgekiihlen. GEBRAUCHSFERTIGEN NAHR-
BODEN NICHT WIEDER ERHITZEN!

Beschreibung

Dithionit-Thioglycolat-(HS-T)-Lésung ist von Clausen als
Nahrboden mit hochwertigen Néhreigenschaften ent-
wickelt worden. Er enthdlt reduzierende Agenzien und
essentielle Metalle fiir die Wiederauffindung anaerober
Sporenbildner. Lecithin und ‘Tween’ 80 schiitzen vor den
Effekten kationischer Agenzien, die in vitro starke bakte-
riostatische Effekte zeigen kdnnen.

Er wird von der Pharmacopeia Nordica zur Sterilitdtspri-
fung empfohlen. Die Methode basiert auf der stichpro-
benweisen Entnahme von Mustern und sie wird als
‘Microbial Contamination Test' (MCT, Priifung auf mikro-
bielle Reinheit) beschrieben. Mit diesem Standard-MCT
kann festgestellt werden, ob die Anzahl der nicht-sterilen

120 OXOID Handbuch

Einheiten - soweit vorhanden - unter einer bestimmten
Grenze liegen.

Die folgende Darstellung des Standardnachweises fiir die
mikrobiologische Kontamination ist eine Kurzfassung der
detaillierten Beschreibung, die als Nachtrag in der Phar-
macopeia Nordica veroffentlicht wurde. Die Sterilitéts-
prifung muss mit allen VorsichtsmaBnahmen durchge-
fihrt werden, um Laborkontaminationen zu vermeiden,
die eine Rate von einer Kontamination pro 100 Priifungen
Ubersteigt. Die Verwendung einer Laminar-Flow-Bank
wird empfohlen. Die Sterilitatskontrolle erfordert erfahre-
nes Personal. Weiterhin empfiehlt es sich, die Leistungs-
fahigkeit der Methode in gewissen Zeitabstdnden zu kon-
trollieren. Es sollten zuféllig entnommene Proben von aus-
sagefdhigen, reprdsentativen Mengen begutachtet wer-
den. Bei der Priifung auf mikrobielle Reinheit kénnen zwei
Methoden angewandt werden, um nicht-sterile Einheiten
nachzuweisen.

Membranfiltermethode

1. Das Untersuchungsmaterial in 200 ml 0,1 %igem (w/v,
pH 7,0-7,2), sterilem Peptonwasser (OXOID, Art.-Nr.
CM 9) lésen oder suspendieren und sofort durch einen
oder mehrere Membranfilter (durchschnittliche Poren-
groRe 0,45 pm oder weniger) filtrieren.

2. Jeden Filter dann dreimal auswaschen, indem jeweils
100 ml Peptonwasser durch die Membran passiert
werden.

3.Hiernach die Membranen in je ein R&hrchen mit

wenigstens 15 ml Clausen-N&hrboden und in ein
Roéhrchen mit Caseinpepton-Sojamehlpepton-Losung
USP (OXOID, Art.-Nr. CM 129) einbringen.
Falls nur ein Filter verwendet wurde, diesen teilen und
die eine Halfte in ein Rohrchen mit Clausen-N&hrbo-
den, die andere in ein Réhrchen mit Caseinpepton-
Sojamehlpepton-Lésung USP einbringen.

4. Die Réhrchen mit Clausen-Nahrboden mindestens 14
Tage bei 30-32°C bebriiten. Die Rohrchen mit Casein-
pepton-Sojamehlpepton-Lésung USP mindestens 14
Tage bei 20-25°C bebriiten.

Verdiinnungsmethode

1. Das zuvor geloste oder suspendierte Untersuchungs-
material zu je 1 ml in mindestens 10 Réhrchen, die
wiederum jeweils 15 ml Clausen-N&hrboden enthalten,
einbringen.

2. Die eine Hélfte der Rohrchen bei 30-32°C mindestens
14 Tage, die andere Hélfte bei 20-25°C ebensolange
bebriiten.

3.Bei Trlibung missen Subkulturen angelegt werden.
Subkulturen sollten auf jeden Fall auch nach der nor-
malen Bebriitungsdauer angelegt und 14 Tage beob-
achtet werden.

Beurteilung der Ergebnisse

Der Standard-MCT ist negativ, wenn in keinem der Rohr-
chen Wachstum zu beobachten ist. Falls Wachstum auf-
tritt, kann die Kontrolle mit der zweifachen Probenmen-
ge wiederholt werden. Die Priifung ist abgeschlossen,
wenn in keinem dieser R6hrchen Wachstum zu sehen ist.
Wachstum ist bei Losungen oder halbfesten Nahrbdden
anhand der Triibung und bei festen Nahrbéden anhand
der Koloniebildung oder durch mikroskopische Begut-
achtung der Kulturen festzustellen.
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Kontrollen

Beide Methoden der Sterilitdtspriifung missen auf die
Anwesenheit mikrobieller Inhibitoren geprift werden.
Dazu wird entweder bei der Membranfiltermethode Pep-
tonwasser vor der Filtration oder bei der Verdiinnungs-
methode ein Réhrchen mit Clausen-Nahrboden mit einem
kleinen Inokulum beimpft.

Wenn dabei kein Wachstum zu sehen ist, muf’ die Kon-
trolle nach Aufhebung des wachstumhemmenden Effekts
wiederholt werden.

Die empfohlenen Testorganismen sind:
- Staphylococcus epidermidis;

- Clostridium sporogenes;

- Rhodotorula rubra.

Diese Mikroorganismen in Dauerkulturen auf Schragagar
oder in Agarstichkulturen halten. Das Testinokulum aus
24stiindigen Kulturen in Clausen-Ndhrboden entnehmen.
Bei 30-32°C bebriiten. Das Inokulum von Rhodotorula
rubra nach 48stiindiger Bebriitung bei 20-25°C entneh-
men.

Lagerung und Haltbarkeit
Trockenndhrboden:

Fest verschlossen, lichtgeschiitzt, 10-25°C.
Haltbarkeit: siehe Etikett.

Qualitatskontrolle
Positivkontrolle
siehe obige Kontrollen
Negativkontrolle
unbeimpfter Nahrboden

Zusatzliche Hinweise

Der Néhrboden ist gelblich gefarbt und fast klar. Unter
aeroben Bedingungen verférbt er sich schwach rosa. Bei
Verwendung sollte nur das obere Drittel des Ndhrbodens
rosa gefarbt sein.
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