DEUTSCHE NORM Oktober 1996

Mikrobiologische Untersuchung von Fleisch und Fleischerzeugnissen

Identifizierung von Staphylococcus carnosus,
Staphylococcus xylosus und Micrococcus varians 1
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ICS 07.100.30; 67.120.10

Deskriptoren: Fleisch, Fleischerzeugnis, Staphylococcus, Micrococcus, mikrobiologische Analyse

Microbiological analysis of meat and meat products — Identification of Staphylococcus carnosus, Staphylococcus

xylosus and Micrococcus varians

Analyse microbiologique de la viande et des produits a base de viande - Identification du Staphylococcus carnosus,

Staphylococcus xylosus et Micrococcus varians

Vorwort

Diese Norm wurde vom NormenausschuBB Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte, ArbeitsausschuB3 “Veterinar-

medizinische Fleischuntersuchung” erarbeitet.

1 Anwendungsbereich

Diese Norm legt ein Referenzverfahren zur Identifizierung
der als Starterkultur eingesetzten Staphylococcus-carnosus-
und Staphylococcus-xylosus-Stdmme sowie Micrococ-
cus-varians-Stamme fest. Das Referenzverfahren ist an-
wendbar bei Fleischerzeugnissen.

2 Normative Verweisungen

Diese Norm enthélt durch datierte oder undatierte Verwei-
sungen Festlegungen aus anderen Publikationen. Diese
normativen Verweisungen sind an den jeweiligen Stellen im
Text zitiert, und die Publikationen sind nachstehend aufge-
fiihrt. Bei datierten Verweisungen gehdren spatere Ande-
rungen oder Uberarbeitungen dieser Publikationen nur zu
dieser Norm, falls sie durch Anderung oder Uberarbeitung
eingearbeitet sind. Bei undatierten Verweisungen gilt die
letzte Ausgabe der in Bezug genommenen Publikation.
DIN 10162
Mikrobiologische Untersuchung von Fleisch und
Fleischerzeugnissen — Vorbereitung der Proben
DIN 10163-1
Mikrobiologische Untersuchung von Fleisch und
Fleischerzeugnissen - Bestimmung Koagulase-positi-
ver Staphylokokken - Spatelverfahren (Referenzver-
fahren)
DIN 12339
Laborgerate aus Glas — Petrischalen
DIN 58945-1
Brutschrénke fir mikrobiologische Zwecke - Begriffe,
Anforderungen, Anwendung

3 Definitionen

Fir die Anwendung dieser Norm gelten die folgenden De-
finitionen:

NormenausschuB Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte (NAL)
im DIN Deutsches Institut fiir Normung e.V.

3.1 Staphylococcus carnosus; S. carnosus: Gram-po-
sitive und katalase-positive Kokken, die resistent gegen-
Uber Bacitracin und empfindlich gegenliber Furazolidon,
Lysostaphin und Novobiocin reagieren und keine Plasma-
koagulase bilden.

ANMERKUNG: Sorbit und Mannose werden durch
S. carnosus aerob abgebaut.

3.2 Staphylococcus xylosus; S. xylosus: Gram-positi-
ve und katalase-positive Kokken, die resistent gegeniiber
Bacitracin und Novobiocin und empfindlich gegeniber
Furazolidon und Lysostaphin reagieren und keine Plasma-
koagulase bilden.

ANMERKUNG: S. xylosus zeigt keine Aesculin-
hydrolyse und einen positiven Abbau von Saccha-
rose und Xylose. Einige S. xylosus-Stamme reagie-
ren empfindlich gegeniber Novobiocin und unter-
scheiden sich von anderen novobiocin-empfindli-
chen Staphylokokken-Stammen durch einen positi-
ven Xylose- und Mannoseabbau.

3.3 Micrococcus varians; M. varians: Gram-positive,
katalase-positive, gelblich oder creme-weiB pigmentierte
Kokken, die empfindlich gegeniiber Bacitracin und
Novobiocin und resistent gegeniber Furazolidon und
Lysostaphin reagieren und keine Plasmakoagulase bilden.

ANMERKUNG: M. varians ist aesculin-negativ und
zeigt keine aerobe Sdurebildung aus Mannose und
Sorbit. Glucose und Fructose werden von dem
groBten Teil der M. varians-Stdmme verwertet,
wahrend bei Saccharose und Xylose variable Reak-
tionen mdoglich sind. Der gréBte Teil der M. varians-
Stdmme ist zum Wachstum auf Simmons Citratagar
sowie zur Nitratreduktion befahigt. Das Wachstum
von M. varians wird durch Methicillin gehemmt. Eine
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Abgrenzung von M. varians zu der Gruppe, zu der M.
luteus, M. lylae und M. sedentarius gehdren, ist
anhand des Wachstums auf Simmons Citratagar,
der Nitratreduktion, der aeroben Saurebildung aus
Glucose und Fructose und der starken Empfindlich-
keit gegeniiber Methicillin moglich.

3.4 Starterkultur (fiir Rohwiirste): Kultur, die rein oder
als Mischkultur Rohwiirsten zur Reifung zugesetzt wird.

4 Prinzip

Durch eine Kombination biochemischer Kriterien wird eine
Abgrenzung von S. carnosus, S. xylosus und M. varians
gegenilber anderen Spezies der Gattungen Staphylococ-
cus und Micrococcus vorgenommen.

Die Empfindlichkeitsprifungen erfolgen durch den Einsatz
hemmstoffhaltiger Plattchen bzw. Tropfen. Dazu wird eine
keimhaltige Nahrbouillon in verflissigtem, halbfestem Pep-
ton-Agar suspendiert, auf eine Pepton-Agarplatte gegeben
und nach dem Erstarren mit hemmstoffhaltigen Plattchen
bzw. Tropfen bestlickt. Die Beurteilung der Hemmhofe er-
folgt im AnschluB an eine 24stiindige Bebritung bei 34 °C.
Zum Nachweis der Aesculinhydrolyse wird eine aesculin-
haltige Nahrbouillon beimpft und nach einer 3tagigen, aero-
ben Bebritung bei 34 °C auf einen Farbumschlag nach
schwarz kontrolliert. Zum Nachweis des aeroben Abbaus
der Zucker Sorbit, Mannose, Saccharose, Xylose, Glucose
und Fructose werden 0,1 ml einer beimpften, 4 h bei 34 °C
bebriteten, zuckerfreien N&hrbouillon auf einer Cystin-
Trypticase-Agarplatte (CTA) ausgespatelt, die anschlie-
Bend mit den sechs verschiedenen Zuckerplattchen be-
stlickt wird. Nach einer 24stiindigen, aeroben Bebritung
bei einer Temperatur von 34 °C wird das Medium im Be-
reich der Plattchen auf einen Farbumschlag nach gelb kon-
trolliert.

Zum Nachweis des Wachstums auf Simmons Citratagar
werden 0,1 ml einer 24 h bei 34 °C bebriteten Hefeextrakt-
Glucose-Bouillon-Kultur auf einer Simmons Citratagar-
platte ausgespatelt oder eine auf Pepton-Agar ange-
ziichtete Einzelkolonie auf Simmons Citrat-Schriagagar
Uberimpft. Nach einer 3tégigen Bebriitung bei 34 °C wird
die Agarplatte bzw. das Schriagagarréhrchen auf einen
Indikatorumschlag von griin nach blau geprift.

Zum Nachweis der Nitratreduktion wird der auf Pepton-
Agar kultivierte Stamm in 5 ml Nitratbouillon Gberimpft und
48 h bei 34 °C bebriitet. Nach Zusatz des Reagenzes zum
Nachweis von Nitrit wird die Bouillon auf einen Farbum-
schlag nach rot kontrolliert. Bei Abbau des Nitrates Gber die
Stufe des Nitrits hinaus werden dem farblich unverédnderten
Medium bis 5 mg/ml Zinkpulver zugesetzt.

ANMERKUNG: Die  Bebrltungstemperatur  von
34 °C erlaubt auch jenen M. varians-Stammen
Wachstum, die bei 37 °C empfindlich sind.

5 Chemikalien und Nahrbéden
5.1 Allgemeines

Die Nahrbodenbestandteile und Chemikalien missen fur
mikrobiologische Zwecke geeignet sein. Um vergleichbare
Ergebnisse zu erhalten, sind eindeutig deklarierte Ndhr-
bodenbestandteile und analysenreine Chemikalien oder
Trockenndhrbdden zu verwenden. Den Anweisungen des
Herstellers ist strikt zu folgen. Das verwendete Wasser muB3
entweder in Glasgerdten destilliert oder entmineralisiert
und mindestens von entsprechender Reinheit sein. Es darf
keine Bestandteile enthalten, die das Wachstum von Mikro-
organismen beeinflussen.

5.2 Pepton-Agar (P-Agar)
5.2.1 Zusammensetzung

- 10,0g Fleischpepton, tryptisch verdaut

- 5,09 Hefeextrakt

-50g9 Natriumchlorid (NaCl)

-1,0g9 D (+)-Glucose-Monochydrat (C,H,,O, - H,0)
-12,0g Agar

- 1000 ml Wasser

5.2.2 Herstellung

Die Nahrbodenbestandteile werden in Wasser suspendiert
und bis zum vollstdndigen Lésen im siedenden Wasserbad
oder strdomenden Dampf erhitzt. Der pH-Wert ist so einzu-
stellen, daB er nach dem Sterilisieren bei pH=7,0£0,1
liegt, gemessen bei einer Temperatur von etwa 45 °C. Der
Né&hrboden wird 15 min bei 121 °C sterilisiert.

5.2.3 Herstellen der Agarplatten

Teilmengen von etwa 12 ml des Nahrbodens werden in
Petrischalen nach 6.6 Gibergefihrt und zum Verfestigen ste-
hengelassen. Wenn die Agarplatten nicht unmittelbar nach
der Herstellung verwendet werden, sind sie dunkel und bei
einer Temperatur zwischen 0 °C und 5 °C nicht langer als
14 Tage aufzubewahren. Unmittelbar vor der Verwendung
werden die Agarplatten in einem Brutschrank etwa 30 min
bei vorzugsweise 50 °C getrocknet.

5.3 Halbfester Pepton-Agar
5.3.1 Zusammensetzung

- 10,0g Fleischpepton, tryptisch verdaut

-50g9 Hefeextrakt

- 5,09 Natriumchlorid (NaCl)

- 1,09 D (+)-Glucose-Monohydrat (C,H,,0O; - H,0)
-75¢9 Agar

1000 ml Wasser

5.3.2 Herstellung

Die Nahrbodenbestandteile werden in Wasser suspendiert
und bis zum vollstandigen Lésen im siedenden Wasserbad
oder stromenden Dampf erhitzt. Der pH-Wert ist so einzu-
stellen, daB er nach dem Sterilisieren bei pH=6,9+0,1
liegt, gemessen bei einer Temperatur von etwa 45 °C. Der
N&hrboden wird in Teilmengen von 3 ml in Kulturréhrchen
nach 6.5 libergefiihrt und 15 min bei 121 °C sterilisiert. Das
N&hrmedium ist bei Lagerung bei einer Temperatur zwi-
schen 0°C und 5°C 1 Monat verwendbar. Kurz vor der
Verwendung wird der halbfeste Pepton-Agar im Dampftopf
erneut verflissigt und anschlieBend bis zur Beimpfung im
Wasserbad bei 50 °C aufbewahrt.

5.4 Hefeextrakt-Glucose-Bouillon (HGB)

5.4.1 Zusammensetzung
- 10,0g Caseinpepton, pankreatisch verdaut
-50g9 Hefeextrakt
1,09 D (+)-Glucose-Monohydrat (C,H,,0
1000 ml Wasser

“H,0)

6

5.4.2 Herstellung

Die Bestandteile werden in Wasser suspendiert und bis
zum vollstdndigen Ldsen im siedenden Wasserbad oder
strdmenden Dampf erhitzt. Der pH-Wert ist so einzustellen,
daB er nach dem Sterilisieren bei pH =6,9 + 0,1 liegt, ge-
messen bei einer Temperatur von etwa 45 °C. Die Bouillon

wird in Teilmengen von 5ml in Kulturrbhrbe&&aﬁﬁfents
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