DEUTSCHE NORM

Mikrobiologische Untersuchung von Fleisch und Fleischerzeugnissen

Bestimmung von Escherichia coli
Fluoreszenzoptisches Koloniezahiverfahren unter Verwendung
von Membranfiltern
Spatelverfahren (Referenzverfahren)

DIN
10110

ICS 67.120.10; 07.100.30

Ersatz fur Ausgabe 1992-11

Deskriptoren: Fleisch, Fleischerzeugnis, Escherichia coli, fluoreszenzoptisches Verfahren, Spatelverfahren

Microbiological analysis of meat and meat products — Determination of
Escherichia coli — Fluorescense optical colony count method

using membranes — Spatula method (reference method)

Analyse microbiologique de la viande et des produits a base de viande —
Détermination des Escherichia coli — Méthode fluorescence-optique

par comptiage des colonies obtenues sur membranes —
Méthode avec spatule (méthode de réference)

1 Zweck und Anwendungsbereich

Diese Norm legt ein Referenzverfahren zur Bestimmung
der Anzahl von Escherichia coli fest. Das Verfahren ist
anwendbar bei Fleisch und Fleischerzeugnissen sowie
Erzeugnissen mit einem Zusatz von Fleisch und Fleisch-
erzeugnissen.

ANMERKUNG: Bei Einsatz dieses Verfahrens flir
Routineuntersuchungen wird auf die Erlduterun-
gen verwiesen.

2 Begriffe
Escherichia coli

Unter Escherichia coli werden gramnegative Bakterien
verstanden, die nach dem in dieser Norm festgelegten
Verfahren durch Spaltung von 4-Methylumbelliferyl--D-
Glucuronid (MUG) bei Anregung durch UV-Licht bei einer
Wellenldnge von 360 oder 366 nm als blau-fluo-
reszierende Kolonien auf Celluloseacetat-Membranfiltern
erscheinen und im Indoltest bestétigt werden.

3 Kurzbeschreibung des Verfahrens

31 Wiederbelebungsverfahren (Resuszitation)

Jeweils 1 ml einer unverdiinnten homogenisierten Probe
oder der Erstverdiinnung und der weiteren Dezimalver-
dinnungen wird auf ein Celluloseacetat-Membranfilter,
das auf einen gut vorgetrockneten Wiederbelebungsnahr-
boden aufgelegt ist, im Doppelansatz ausgespatelt und
4 h bei 37 °C vorbebriitet.

ANMERKUNG: Der Wiederbelebungsschritt ist nur

notwendig, wenn die zu untersuchenden Proben

erhitzt, getrocknet oder tiefgefroren sind.

3.2 Selektive Bestimmung

Das beimpfte und vorbebriitete Celluloseacetat-Mem-
branfilter wird auf einen Escherichia-coli-Direkt-Agar
tbertragen und 16 bis 18 h bei 44°C bebriitet. Aus dem
Anteil der blau-fluoreszierenden und durch den Indoltest
bestétigten Kolonien wird die Anzahl von Escherichia coli
je g oder ml der Probe berechnet.

4 Chemikalien und Nahrbdden

Die N&hrbodenbestandteile und Chemikalien miissen fiir
mikrobiologische Zwecke geeignet sein. Um vergleich-
bare Ergebnisse zu erhalten, sind eindeutig deklarierte
N&ahrbodenbestandteile und analysenreine Chemikalien
oder Trockenndhrbéden zu verwenden. Es gelten die
Anweisungen des Herstellers. Das verwendete Wasser
muB entweder in Glasgeraten destilliert oder entminerali-
siert und mindestens von entsprechender Reinheit sein.
Es darf keine Bestandteile enthaiten, die das Wachstum
von Mikroorganismen beeinflussen.

41 Mineral-Modifizierter-Glutaminat-Agar
(Wiederbelebungsnahrboden)

411 Zusammensetzung
— 635 g Natriumglutaminat
— 100 g Lactose
— 0,25 g Natriumformiat
— 0,020g L(-)-Cystin
— 0,024g L(-)-Asparaginsadure
— 0,020g L(+)-Argininmonohydrochlorid
— 0,001 g Thiamin
— 0,001 g Nikotinséure
— 0,001 g Pantothenséaure
— 0,10 g Magnesiumsulfat, MgSO, - 7 H,O
— 001 g Ammoniumeisen(II)-citrat
[mindestens 15% Fe Massenanteil]
— 09 g di-Kaliumhydrogenphosphat, K,HPO,
— 0,010g Calciumchlorid, CaCl, - 2 H,O
— 250 g Ammoniumchlorid

— 12,0 bis 18,0 g Agar, je nach Geliereigenschaften
— 1000 ml Wasser

41.2 Herstellung

Die Nahrbodenbestandteile werden in Wasser geldst. Der
pH-Wert ist so einzustellen, daB er nach dem Sterilisieren
bei 6,7 £ 0,1 liegt, gemessen bei einer Temperatur von
etwa 45°C.

Der Nahrboden wird in Teilmengen von 100 ml in Kuitur-
kolben libergeflihrt und 10 min bei 115°C sterilisiert.
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41.3 Herstellen der Agarplatten

Teilmengen von etwa 15 ml des auf etwa 45°C abgekiihl-
ten Nédhrbodens werden in Petrischalen Ubergeflihrt und
zum Verfestigen stehengelassen. Wenn die Agarplatten
nicht unmittelbar nach der Herstellung verwendet werden,
sind sie bei einer Temperatur zwischen 0 und 5°C nicht
langer als vier Tage aufzubewahren. Unmittelbar vor der
Verwendung werden die Platten mit der Agaroberflache
nach unten, schrdg auf dem abgenommenen Deckel
liegend, fir mindestens 30 min bei vorzugsweise 50°C,
z.B. in einem Brutschrank, gut getrocknet.

4.2 Escherichia-Coli-Direkt-Agar
(ECD-Agar; Selektivmedium)
421 Zusammensetzung
— 20,0 g Pepton aus Casein, tryptisch verdaut
— 50 g Lactose
— 1,0 g Tryptophan
— 5,0 g Natriumchlorid, NaCl
— 15 g Gallensalze
— 4,0 g di-Kaliumhydrogenphosphat, K,HPO,
— 15 g Kaliumdihydrogenphosphat, KH,PO,
— 0,07g 4-Methylumbelliferyl-B-D-Glucuronid
(MUG)
— 12,0 bis 18,0 g Agar, je nach Geliereigenschaften
— 1000 ml Wasser

42.2 Herstellung

Die Nahrbodenbestandteile werden in Wasser gel6st. 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 sterilisiert.

4.23 Herstellen der Agarplatten

Teilmengen von etwa 15 ml des auf etwa 45°C abgekiihl-
ten Nahrbodens werden in Petrischalen tibergefiihrt und
zum Verfestigen stehengelassen. Wenn die Agarplatten
nicht unmittelbar nach der Herstellung verwendet werden,
sind sie bei einer Temperatur zwischen 0 und 5°C nicht
langer als 10 Tage aufzubewahren. Unmittelbar vor der
Verwendung werden die Platten mit der Agaroberflache
nach unten, schrdg auf dem abgenommenen Deckel lie-
gend, im Brutschrank bei vorzugsweise 50 °C getrocknet.

4.3 Indol-Reagenz (nach Vracko und Sherris)
431 Zusammensetzung

— 509 p-Dimethylaminobenzaldehyd

— 100 ml Salzséure, ¢ (HCl) = 1 mol/l

4.3.2 Herstellung

Das p-Dimethylaminobenzaldehyd wird in Salzséure
geldst. Die Lésung ist im Dunkeln bei einer Temperatur
zwischen 0 bis 5°C nicht langer als 3 Monate aufzube-
wahren.

ANMERKUNG: Kovacs-Indol-Reagenz ist eben-
falls geeignet.

44 Tryptophan-Bouillon
441 Zusammensetzung
— 1,0g Tryptophan

— 99,0 ml Wasser

442 Herstellung

Tryptophan wird im Wasser gelost und fiir 15 min bei
121°C sterilisiert. Diese Ldsung ist bei 0 bis 5°C
4 Wochen verwendbar.

5 Gerite

Alle Glasgerate muissen vor der Verwendung sorgfltig
gereinigt und sterilisiert werden. Kunststoffgerate miissen
steril sein. Zusétzlich zu den in DIN 10162 aufgefihrten
Geréten werden die Gerate nach den Abschnitten 5.1 bis
5.11 benétigt.

ANMERKUNG: Mechanische Pipetten und andere
Gerate fir die mechanisierte und automatisierte
Durchilihrung der Arbeitsvorgénge diirfen verwen-
det werden, sofern durch entsprechende Unter-
suchungen sichergestellt ist, daB vergleichbare
Ergebnisse erzielt werden kdnnen.

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

5.2 Brutschrank, einstellbar auf (44 & 1)°C
5.3 Brutschrank, einstellbar auf etwa 50°C

5.4 Wasserbader zum Erhitzen und Kiihlen der Nahr-
béden auf geeignete Temperaturen

5.5 Petrischalen, Durchmesser etwa 90 mm, z.B. Petri-
schalen nach DIN 12 339

5.6 Platindraht, Durchmesser 0,5 mm, Lange 40 mm
5.7 Hamatokrit-Kapillarréhrchen, 75 mm + 1,5 mm

5.8 Celluloseacetat-Membranfilter, Durchmesser 85 mm,
Porengr6Be 0,45 pm

5.9 UV-Lampe mit einer Wellenldnge von 360 oder
366 nm.

5.10 Spatel, Durchmesser etwa 3,5 mm und Ausstrich-
breite etwa 30 mm. Die Schnittkanten an den Enden
missen geglattet sein.

5.11 Flachkopfpinzetten

6 Probenahme
Nach DIN 10 162

7 Durchfiihrung

Die Zeitspanne vom Beginn der Herstellung der Erst-
verdinnung nach Abschnitt 7.3 bis zur Beimpfung des
Nahrbodens nach Abschnitt 75 darf 30 min nicht (iber-
schreiten.

71 Vorbereitung der Verdiinnungsréhrchen
Nach DIN 10162

7.2 Vorbereitung der Probe
Nach DIN 10162

7.3 Herstellung der Erstverdiinnung
Nach DIN 10162

74 Herstellung weiterer Dezimalverdiinnungen
Nach DIN 10162
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