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Mikrobiologische Untersuchung von Fleisch und Fleischerzeugnissen

Bestimmung von DIN

aerob wachsenden Milchsaurebakterien 10 109
Spatelverfahren (Referenzverfahren)

Microbiological analysis of meat and meat products; determination of aerobic grown latic acid bacteria; spatula method

(reference method)

Analyse microbiologique de la viande et des produits a base de viande; détermination des bactéries lactiques se
développant en aérobiose; méthode avec spatule (méthode de référence)

1 Anwendungsbereich und Zweck

Diese Norm legt ein Referenzverfahren zur Bestimmung
der Anzahl aerob wachsender Milchsaurebakterien fest.
Das Verfahren ist anwendbar bei Fleisch und Fleischer-
zeugnissen sowie Erzeugnissen mit einem Zusatz von
Fleisch und Fleischerzeugnissen.

2 Begriff
Aerob wachsende Milchsaurebakterien

Unter aerob wachsenden Milchs&urebakterien wird eine
heterogene Gruppe grampositiver, katalasenegativer
Mikroorganismen verstanden, die folgende Genera
umfaBt: Lactobacillus, Streptococcus, Enterococcus (frii-
her ,D-Streptokokken®), Lactococcus (friiher ,N-Strepto-
kokken®), Pediococcus und Leuconostoc sowie atypische
Laktobazillen, die nach dem in dieser Norm festgelegten
Verfahren auf dem MRS-Nahrboden, modifiziert'), Kolo-
nien bilden. Laktobazillen sind nicht sporenbildende Stéab-
chen; Streptokokken, Enterokokken und Laktokokken sind
Diplo- oder Kettenkokken, Pediokokken kleine Paketkok-
ken, und Leuconostoc-Species kokkoide Zellen. Atypi-
sche Laktobazillen, die zu dem Genus Carnobacterium
gehdren, kommen nicht zur Entwicklung.

Anmerkung: Der MRS-Nahrboden modifiziert schlieBt
weitgehend andere Stammformen, die nicht zu
den Milchsdurebakterien gehéren, aus. Die
Abgrenzung anderer Mikroorganismen kann durch
geeignete Tests (Katalase-Test oder mikroskopi-
sches Préparat) erfolgen.

3 Kurzbeschreibung des Verfahrens

Agarplatten mit dem selektiven Nahrboden werden mit
Teilmengen von jeweils 0,1 ml der unverdiinnten, homoge-
nisierten Probe oder der Erstverdiinnung und der weite-
ren Verdinnungen jeweils im Doppelansatz beimpft.

Bei einer Temperatur von 25 °C wird unter aeroben Bedin-
gungen 3 Tage bebritet. Aus der Koloniezahl wird die
Anzahl der Milchsdurebakterien je g oder ml der Probe
berechnet.

4 Chemikalien und Nahrboden

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

41 Lactobacillus-Agar nach de Man, Rogosa und
Sharpe, pH-Wert 5,7 (MRS-N&hrboden modifiziert)

411 Grundndhrboden
4111 Zusammensetzung
— 10,0 g Pepton aus Casein, tryptisch verdaut
— 8,0 g Fleischextrakt
— 4,0 g Hefeextrakt-Pulver
— 20,0 g Glucose
— 1,0 g Tween 802) (Polyoxyethylensorbitanmonooleat)
— 2,0 g di-Kaliumhydrogenphosphat, K,HPO 4
— 0,2 g Magnesiumsulfat, MgSO, + 7H,0O (entspricht
20 ml der Lésung nach Abschnitt 41.2)
— 0,05 g Mangansulfat, MnSO, + 4H,O (entspricht 5
mi der Lésung nach Abschnitt 4.1.3)
— 2,0 g di-Ammoniumhydrogencitrat, CgH4,N,0-
— 5,0 g Natriumacetat, CH;COONa
— 12,0 bis 15,0 g Agar, je nach Geliereigenschaften
— 1000 ml Wasser
zusatzlich, falls hohe Fremdkeimgehalte, inshesondere
Hefen unterdriickt werden sollen
— 1,4 g Sorbinsaure (entspricht 14 ml der Lésung nach
Abschnitt 4.1.4)
Anmerkung: Der Néahrboden ohne Sorbinséure ist als
Trockennéhrboden im Handel erhaltlich.
Bei Eigenherstellung werden die Lésungen erst
vor der pH-Wert-Einstellung nach Abschnitt 41.5.2
zugesetzt.
411.2 Herstellung
Die Nahrbodenbestandteile werden in Wasser suspen-
diert und zum vollstandigen Lésen wird kurz aufgekocht.
Der Nahrboden wird 15 min bei 121 °C sterilisiert.
Vor dem Zusatz der Lésungen und der pH-Wert-Einstel-

lung wird der Grundn&hrboden auf 50°C im Wasserbad
abgekiihlt.

') MRS-Nahrboden, modifiziert = de Man-Rogosa-
Sharpe, pH = 57 (modifiziert), gegebenenfalls mit
0,14 % Sorbinséaure

2) Tween ist ein Warenzeichen der ICl-America Inc. Aus-
kunft Uber Bezugsquellen erteilt der NormenausschuB
Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte (NAL)
im DIN, Burggrafenstra3e 6, 1000 Berlin 30
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412 Magnesiumsulfat-Lésung

4121 Zusammensetzung

— 1,0 g Magnesiumsulfat, MgSO, * 7H,0
— 100 ml Wasser

41.2.2 Herstellung

Das Magnesiumsulfat wird in Wasser geldst und 60 min
bei 100°C sterilisiert. Die LOsung darf bei einer Tempera-
tur zwischen 0 und 5°C mehrere Monate aufbewahrt wer-
den.

413 Mangansulfat-Lésung
4131 Zusammensetzung

— 1,0 g Mangansulfat, MnSO, + H,0
— 100 ml Wasser

41.3.2 Herstellung

Das Mangansulfat wird in Wasser gel6st und 60 min bei
100°C sterilisiert. Die Lésung darf bei einer Temperatur
zwischen 0 und 5°C mehrere Monate aufbewahrt werden.

414 Sorbinséure-Lésung

4141 Zusammensetzung

— 10,0 g Sorbinsaure, CgHgO,,

— 100 ml leicht alkalisches Wasser (schwach alkalisiert
mit etwa 20 ml einer Natronlauge c(NaOH) = 1 mol/l)

414.2 Herstellung

Die Sorbinsdure wird in 70 ml sterilem Wasser angelést,
kurz auf etwa 60°C erwarmt und nach Zusatz von etwa
20 ml Natronlauge c(NaOH) = 1 mol/l bis zum vollstandi-
gen Lésen geschittelt und anschlieBend auf 100 ml auf-
gefullt.

415 Volistindiger Nahrboden

4151 Zusammensetzung

— 1000 ml Grundnahrboden nach Abschnitt 4.11

— 20 ml Magnesiumsulfat-Lésung nach Abschnitt 4.1.2

— 5 ml Mangansulfat-Lésung nach Abschnitt 41.3
Falls erforderlich (siehe Abschnitt 41.1.1)

— 14 ml Sorbinsaure-Lésung nach Abschnitt 4.1.4

415.2 Herstellung

Dem nach Abschnitt 411.2 hergestellten und auf 50°C
abgekihiten Grundndhrboden werden die anderen
Lésungen einzeln und unter stdndigem Ruhren zugege-
ben. Der pH-Wert ist bei 50 °C mit 10 %iger?) HCl auf 5,8 +
0,1 einzustellen. Der pH-Wert auf den fertigen Platten
betragt dann 5,7 + 0,1 bei etwa 25°C.

Anmerkung: Es wird empfohlen, den pH-Wert der fertigen
Platten zu kontrollieren.

41.6 Herstellen der Agarplatten

Teilmengen von etwa 15 ml des vollstdndigen Nahrbo-
dens werden in Petrischalen lbergeflihrt und zum Verfe-
stigen 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 5 bis 7 Tage aufzu-
bewahren.

Unmittelbar vor der Verwendung werden die Platten mit
der Agaroberflache nach unten, schrag auf dem abge-
nommenen Deckel liegend, in einem Brutschrank etwa 30
min bei vorzugsweise 37 °C getrocknet.

4.2 Verdiinnungslosung
Nach DIN 10162
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5 Gerite

Alle Glasgerate mussen vor der Verwendung sorgféltig
gereinigt und sterilisiert werden. Kunststoffgerdte missen
steril sein. Zusatzlich zu den in DIN 10162 aufgeflhrten
Geraten werden die Gerate nach den Abschnitten 51 bis
5.5 bendtigt.

Anmerkung: Mechanische Pipetten und andere Geréate
fur die mechanisierte und automatisierte Durch-
fihrung der Arbeitsvorgédnge durfen verwendet
werden, sofern durch entsprechende Untersu-
chungen sichergestelit ist, daB vergleichbare
Ergebnisse erzielt werden kénnen.

51 Brutschrank, einstellbar auf 37°C

5.2 Brutschrank, einstellbar auf (25 + 1)°C, (z.B. Brut-
schrank nach DIN 58945 Teil 1).

5.3 Wasserbader zum Erhitzen und Kihlen der Lésun-
gen und des Nahrbodens auf geeignete Temperaturen

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

5.5 Spatel, Durchmesser etwa 3,5 mm, Ausstrichbreite
30 mm. Die Schnittkanten an den Enden mulssen geglat-
tet sein.

6 Probenahme
Nach DIN 10 162

7 Durchfihrung

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

71 Vorbereitung der Verdiinnungsréhrchen
Nach DIN 10162

72 Vorbereitung der Probe
Nach DIN 10162

7.3 Herstellung der Erstverdiinnung
Nach DIN 10 162

74 Herstellung weiterer Dezimalverdiinnungen
Nach DIN 10 162

75 Beimpfung

751 Die Verdiinnungsreihe wird im Doppelansatz unter-
sucht. Mit einer sterilen Pipette werden jeweils 0,1 ml der
unverdinnten homogenisierten Probe oder der Erstver-
dinnung und der weiteren Verdinnungen auf je 2 Agar-
platten gegeben. Dabei ist mit der héchsten Verdinnung
zu beginnen. Bevor die Teilmengen auf die Platten (ber-
gefuhrt werden, ist die Pipette dreimal zu flillen und zu
leeren. Die Teilmengen werden mit Spateln unverziglich
auf der Oberflache der Agarplatten in kreisender Bewe-
gung gleichmaBig verteilt.

%) Massenanteile
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