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DEUTSCHE NORM

Mikrobiologische Untersuchung von Fleisch und Fleischerzeugnissen

Bestimmung von Enterococcus faecalis

und Enterococcus faecium
Spatelverfahren (Referenzverfahren)

DIN
10106

Microbiological analysis of meat and meat products; determination of enterococcus faecalis and enterococcus

faecium; spatula method (reference method)

Analyse microbiologique de la viande et des produits a base de viande; détermination des enterococcus faecalis et
enterococcus faecium; méthode avec spatule (méthode de référence)

1 Anwendungsbereich und Zweck

Diese Norm legt ein Referenzverfahren zur Bestimmung
der Anzahl von Enterococcus faecalis und Enterococcus
faecium fest. Das Verfahren ist anwendbar bei Fleisch
und Fleischerzeugnissen sowie Erzeugnissen mit einem
Zusatz von Fleisch und Fleischerzeugnissen.

2 Begriff

Enterococcus faecalis und Enterococcus faecium

Unter Enterococcus faecalis und Enterococcus faecium
werden grampositive Kokken verstanden, die nach dem in
dieser Norm festgelegten Verfahren auf dem CATC-Néhr-
boden kraftig oder weniger kraftig rote Kolonien bilden
(d.h. Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) ganz oder teil-
weise reduzieren) und im Katalase-Test negativ reagieren.

Anmerkung: Der CATC-Nahrboden ist voll inhibitiv gegen-
Uber Stammen, die nicht zu den Streptokokken
gehoren, zudem weitgehend selektiv fir Entero-
coccus faecalis und Enterococcus faecium.
Andere Streptokokken mit schwacher oder ohne
TTC-Reduktion kénnen in niedrigen Anwachsraten
zur Entwicklung kommen. Diese sind koloniemor-
phologisch gut von den Enterokokken abgrenzbar.
(Siehe auch: ,Pharmacopoeia of Culture Media for
Food Microbiology*, International Journal of Food
Microbiology 5, no 3, 214-215 (1987).

3 Kurzbeschreibung des Verfahrens

Agarplatten mit dem selektiven Nahrboden werden mit
Teilmengen von jeweils 0,1 ml der unverdlinnten homo-
genisierten Probe oder der Erstverdinnung und der
weiteren Verdinnungen jeweils im Doppelansatz
beimpft.

Bei einer Temperatur von 37°C wird unter aeroben
Bedingungen 24 h bebritet und anschlieBend 24 h bei
Raumtemperatur nachinkubiert. Aus dem Anteil der auf
dem Nahrboden ganz oder teilweise rot gewachsenen
Kolonien wird die Anzahl von Enterococcus faecalis und
Enterococcus faecium je g oder ml der Probe berechnet.

4 Chemikalien und Niahrboden

Die Néhrbodenbestandteile und Chemikalien missen fir
mikrobiologische Zwecke geeignet sein. Um vergleich-
bare Ergebnisse zu erhalten, sind eindeutig deklarierte
Nahrbodenbestandteile und analysenreine Chemikalien
oder Trockennahrbdoden zu verwenden. Den Anweisun-
gen des Herstellers ist strikt zu folgen. Das verwendete
Wasser muB entweder in Glasgeréaten destilliert oder ent-
mineralisiert und mindestens von entsprechender Rein-
heit sein. Es darf keine Bestandteile enthalten, die das
Wachstum von Mikroorganismen beeinflussen.

41 Citrat-Azid-Tween-Carbonat-Agar
nach Reuter (CATC-Agar)
411 Grundnahrboden
4111 Zusammensetzung
— 15,0 g Pepton aus Casein, tryptisch verdaut
— 5,0 g Hefeextrakt-Pulver
— 15,0 g Natriumcitrat, CgHsNazO5 + 2H,0
— 5,0 g Kaliumdihydrogenphosphat, KH,PO,
— 1,0 g Tween 80") (Polyoxyethylensorbitanmonooleat)
— 12,0 bis 15,0 g Agar, je nach Geliereigenschaften
— 1000 ml Wasser

4112 Herstellung

Die Nahrbodenbestandteile werden in Wasser gelost. Der
pH-Wert ist so einzustellen, daB er nach dem Sterilisieren
bei 70 £ 0,1 liegt, gemessen bei einer Temperatur von
etwa 45°C. Der Nahrboden wird 15 min bei 121°C sterili-
siert. Vor dem Zusatz der Selektivstoffe wird der Grund-
néahrboden auf 50°C abgekiihlt.

412 Natriumcarbonat-Lésung

4121 Zusammensetzung

— 10,0 g Natriumcarbonat, Na, CO4 wasserfrei
— 100 ml Wasser

Yy Tween ist ein Warenzeichen der ICi-America Inc. Aus-
kunft (ber Bezugsquellen erteilt der NormenausschuB3
Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte (NAL)
im DIN, BurggrafenstraB3e 6, 1000 Berlin 30
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41.2.2 Herstellung

Das Natriumcarbonat wird, falls erforderlich, bei leichter
Erwarmung bis 50°C im Wasser geldst. Die Losung wird
anschlieBend durch Filtration sterilisiert.

Sie ist bei Bedarf frisch herzustellen.

413 Triphenyltetrazoliumchlorid-Losung
(TTC-L6sung)

4131 Zusammensetzung

— 1,0 g 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid

— 100 ml Wasser

413.2 Herstellung

Das 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid wird im Wasser
gelést. Die Lésung wird anschlieBend durch Filtration
sterilisiert. Die Ldsung ist bei einer Temperatur zwischen
0 und 5°C im Dunkeln nicht langer als 48 h aufzubewah-
ren.

414 Natriumazid-Lésung
4141 Zusammensetzung
— 10,0 g Natriumazid, NaN
— 100 ml Wasser

41.4.2 Herstellung

Das Natriumazid wird im Wasser gel6st. Die Lésung wird
anschlieBend durch Filtration sterilisiert. Wenn sie nicht
unmittelbar nach der Herstellung verwendet wird, ist die
Losung im Dunkeln bei einer Temperatur zwischen 0 und
5°C nicht langer als 1Monat aufzubewahren, wenn
sichergestellt ist, daB keine Verdnderungen eintreten
kdénnen.

415 \Volistiandiger Ndhrboden

4151 Zusammensetzung

— 1000 ml Grundnahrboden nach Abschnitt 4.1.1

—_ 20 ml Natriumcarbonat-L6sung nach Abschnitt 4.1.2
— 10 ml TTC-Lésung nach Abschnitt 4.1.3

— 4 ml Natriumazid-Lésung nach Abschnitt 4.1.4

4.15.2 Herstellung

Dem nach Abschnitt 4.1.1.2 hergesteliten und auf 50°C
abgekihlten Grundndhrboden werden die vorher auf
50°C temperierten anderen Bestandteile einzeln unter
standigem Ruhren zugegeben.

4.1.6 Herstellen der Agarplatten

Teilmengen von etwa 15 ml des vollstandigen Nahr-
bodens werden in Petrischalen Ubergeflihrt und zum Ver-
festigen stehengelassen.

Wenn die Agarplatten nicht unmittelbar nach der Herstel-
lung verwendet werden, sind sie bei einer Temperatur
zwischen 0 und 5°C nicht langer als 2 Wochen aufzube-
wahren.

Unmittelbar vor der Verwendung werden die Platten mit
der Agaroberfliche nach unten, schrag auf dem abge-
nommenen Deckel liegend, in einem Brutschrank etwa
30 min bei vorzugsweise 50 °C getrocknet.

4.2 Verdiinnungslésung
Nach DIN 10162

4.3 Wasserstoffperoxid-Losung, w = 3 %?)

Die Ldsung ist dunkel bei einer Temperatur zwischen 0
und 5°C nicht langer als 1 Monat aufzubewahren.
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5 Gerate

Alle Glasgerate missen vor der Verwendung sorgfaltig
gereinigt und sterilisiert werden. Kunststoffgerate mussen
steril sein. Zusatzlich zu den in DIN 10162 aufgefuhrten
Geraten werden die Gerate nach den Abschnitten 5.1 bis
5.7 benétigt.

Anmerkung: Mechanische Pipetten und andere Gerate
fir die mechanisierte und automatisierte Durch-
fuhrung der Arbeitsvorgdnge durfen verwendet
werden, sofern durch entsprechende Untersu-
chungen sichergestellt ist, daB vergleichbare
Ergebnisse erzielt werden kdnnen.

5.1 Brutschrank, einstellbar auf 50°C

5.2 Brutschrank, einstellbar auf (37 + 1)°C, z.B. Brut-
schrank nach DIN 58 945 Teil 1.

5.3 Wasserbader zum Erhitzen und Kiihlen der Lésun-
gen und Nahrbéden auf geeignete Temperaturen

5.4 Kulturréhrchen, Lange etwa 160 mm, Durchmes- —
ser etwa 16 mm

5.5 Petrischalen, Durchmesser etwa 9 cm, z.B. Petri-
schalen nach DIN 12 339

5.6 Spatel, Durchmesser etwa 3,5 mm, Ausstrichbreite
30 mm. Die Schnittkanten an den Enden mussen gegléat-
tet sein.

5.7 Objekitriger

5.8 Glasstibchen

6 Probenahme
Nach DIN 10162

7 Durchfiihrung

Die Zeit von Beginn der Herstellung der Erstverdiinnung
nach Abschnitt 7.3 bis zur Beimpfung des Nahrbodens
nach Abschnitt 7.5 darf 30 min nicht tiberschreiten.

7.1 Vorbereitung der Verdiinnungsréhrchen
Nach DIN 10162

7.2 Vorbereitung der Probe
Nach DIN 10162

7.3 Herstellung der Erstverdiinnung
Nach DIN 10162

7.4 Herstellung weiterer Dezimalverdiinnungen
Nach DIN 10162

2) Massenanteil
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