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Mikrobiologische Untersuchung von Fleisch und Fleischerzeugnissen

Bestimmung der aeroben Keimzahl bei 30 °C
Spatel- und PlattenguBverfahren (Referenzverfahren)

DIN

10 161

Teil 1

plates (reference method)

1 Anwendungsbereich und Zweck

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

2 Begriffe

2.1 Aerobe Mikroorganismen

Unter aeroben Mikroorganismen sind solche Mikro-
organismen zu verstehen, die unter den in dieser Norm
festgelegten aeroben Bedingungen wachsen.

2.2 Aerobe Keimzahl

Unter der aeroben Keimzahl wird die Anzah! der kolonie-
bildenden Einheiten verstanden, die unter den in dieser
Norm festgelegten Bedingungen makroskopisch zéhibare
Kolonien bilden.

3 Kurzbeschreibung

Agarplatten mit einem nicht selektiven Né&hrboden
werden mit Teilmengen von jeweils 0,1 ml der herge-
stellten Verdiinnungen beimpft. Bei erwartungsgemall
niedrigem Keimgehalt werden gleichzeitig Teilmengen
von jeweils 1 ml der unverdiinnten, homogenisierten
Probe oder der Erstverdiinnung in leere Petri-Schalen
Ubergefiihrt, in die anschlieBend ein nicht selektiver
Nahrboden gegossen wird.

Bei einer Temperatur von 30 °C wird unter aeroben
Bedingungen 72 h lang bebriitet.

Die Kolonien werden gezahlt (aerobe Koloniezahl) und
auf die Anzahl der koloniebildenden Einheiten je g oder
ml der Probe umgerechnet (aerobe Keimzahl).

4 Bezeichnung

Bezeichnung des Verfahrens zur Bestimmung der aeroben
Keimzahl bei 30 °C nach dieser Norm (A1):

Prifung DIN 10 161 — A1
5 Chemikalien und Nihrboden

Die Nahrbodenbestandteile und Chemikalien miissen fiir
mikrobiologische Zwecke geeignet sein. Um vergleich-
bare Ergebnisse zu erhalten, wird empfohlen, eindeutig
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deklarierte Nahrbodenbestandteile und analysenreine
Chemikalien oder Trockennahrbdéden zu verwenden. Den
Anweisungen des Herstellers ist strikt zu folgen. Das ver-
wendete Wasser muBB entweder in Glasgeraten destilliert
oder entmineralisiert und mindestens von entsprechender
Reinheit sein. Es darf keine Bestandteile enthalten, die
das Wachstum von Mikroorganismen beeinflussen.

5.1 Nahrboden

5.1.1 Zusammensetzung

— 5,0 g Pepton (Casein, tryptisch verdaut)

— 2,5 g Hefeextrakt, pulverisiert

— 1,0 g Glucose

— 12 bis 15 g Agar, je nach Geliereigenschaft
— 1000 ml Wasser

5.1.2 Herstellung

Die Néhrbodenbestandteile oder der Trockennahrboden
werden in Wasser gelost. Der pH-Wert ist so einzustellen,
daR er nach dem Sterilisieren bei 7,0£0,1 liegt, gemessen
bei einer Temperatur von etwa 45 °C. Der Nahrboden
wird in Kulturréhrchen oder -kolben ibergefiihrt und
20 min lang bei {121 £ 1) OC sterilisiert.

Wenn der Nahrboden nicht unmittelbar nach der Herstel-
lung verwendet wird, ist er im Dunkeln und bei einer
Temperatur zwischen 0 und 5 ©C so aufzubewahren, daR
keine Verdnderungen eintreten kdnnen. Er darf nicht
langer als 1 Monat aufbewahrt werden.

5.1.3 Herstellung der Agarplatten

Teilmengen von etwa 15 ml des geschmolzenen Nihr-
bodens werden in sterile Petri-Schalen ibergefiihrt und
zum Verfestigen stehengelassen. Im voraus hergestellte
Platten diirfen nicht langer als 4 h bei Raumtemperatur
oder einen Tag bei einer Temperatur zwischen 0 und 5°C
aufbewahrt werden. Sofern die Platten gegen Austrock-
nung geschiitzt werden, sind sie bei einer Lagertempe-
ratur zwischen 0 und 5 9C bis zu 7 Tage lang verwendbar.
Unmittelbar vor der Verwendung werden die Platten mit
der Agaroberfliche nach unten, schrig auf dem abge-
nommenen Deckel liegend, in einem Brutschrank etwa
30 min lang bei vorzugsweise 50 °C getrocknet.

5.2 Verdiinnungslosung
Nach DIN 10 162

Fortsetzung Seite 2 bis 4
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6 Gerite

Alle Glasgerdate miissen vor der Verwendung sorgfaltig

gereinigt und sterilisiert werden. Kunststoffgerate miissen

steril sein.

Zusatzlich zu den in DIN 10 162 aufgefiihrten Geréten

werden die Gerdte nach den Abschnitten 6.1 bis 6.5

benotigt.

Anmerkung: Mechanische Pipetten und andere Gerate
fir die mechanisierte und automatisierte Durch-
flihrung der Arbeitsvorgange diirfen verwendet
werden, sofern durch entsprechende Unter-
suchungen sichergestellt ist, daB vergleichbare
Ergebnisse erzielt werden konnen.

6.1 Brutschrank, einstellbar auf 50 °C

6.2 Brutschrank, einstellbar auf (30 + 1) °C, z. B. Brut-
schrank nach DIN 58 945 Teil 1

6.3 Wasserbader zum Erhitzen und Kihlen des Nahr-
bodens auf geeignete Temperaturen

6.4 Petri-Schalen, Durchmesser etwa 90 mm, z. B. Unter-
schale DIN 12 339 — B2 — 100 x 20

6.5 Spatel, Durchmesser etwa 3,5 mm, Ausstreichbreite
von 30 mm. Die Schnittkanten an den Enden miissen
geglattet sein.

7 Probenahme
Siehe DIN 10 162

8 Durchfilhrung

Die Zeitspanne vom Beginn der Herstellung der Erst-
verdiinnung nach Abschnitt 8.3 bis zur Beimpfung des
Nahrmediums nach Abschnitt 8.5 darf 30 min nicht iiber-
schreiten.

8.1 Vorbereitung der Verdiinnungsrohrchen und -kolben
Nach DIN 10 162

8.2 Vorbereitung der Probe
Nach DIN 10 162

8.3 Herstellung der Erstverdiinnung
Nach DIN 10 162

8.4 Herstellung weiterer Dezimalverdiinnungen
Nach DIN 10 162

Abweichend von der genannten Norm werden aus jeder
Erstverdiinnung zwei Verdiinnungsreihen hergestellt.

8.5 Beimpfung
8.5.1 Beimpfung im Spatelverfahren

Beide Verdiinnungsreihen werden parallel im Doppel-
ansatz untersucht. Fiir jede Verdiinnungsreihe ist eine
sterile Pipette zu verwenden. Mit dieser werden jeweils
0,1 ml der entsprechenden Verdiinnung auf Agarplatten
gegeben. Dabei ist mit der gréRten Verdiinnung zu
beginnen. Bevor die Teilmengen auf die Platten iiber-
gefiihrt werden, ist die Pipette dreimal zu fiillen und zu

leeren. Die Teilmengen werden mit Spateln so schnell wie
moglich auf der Oberfliche der Agarplatten in kreisender
Bewegung gleichmaRig verteilt. Fiir jede Platte ist ein
steriler Spatel zu verwenden.

8.5.2 Beimpfung im PlattenguBverfahren
Dieses Verfahren wird nur bei Proben mit erwartungs-
gemaR niedrigem Keimzahlgehalt angewendet. Im Doppel-
ansatz wird mit einer sterilen Pipette 1 ml der unver-
diinnten, lediglich homogenisierten Probe oder der Erst-
verdiinnung in eine leere, sterile Petri-Schale {ibergefiihrt.
Innerhalb von 5 min werden in jede Petri-Schale 15 bis
20 ml des geschmolzenen und auf etwa 45 ©C abgekiihlten
Nahrbodens gegeben. Dieser wird mit der Teilmenge
grindlich vermischt. Es ist darauf zu achten, dal die
Petri-Schalen beim Verfestigen in horizontaler Lage sind.
Anmerkung: Durch Materialteilchen oder sehr starke
Eigenfarbung kann die Zahlbarkeit beeintrachtigt
werden.

8.6 Bebriitung
Die Platten werden mit dem Boden der Petri-Schale nach

oben (72 *2) h lang im Brutschrank bei einer Temperatur
von 30 ©C bebriitet.

9 Auswertung
9.1 Zihlen der Kolonien
Nach Ablauf der Bebriitungszeit werden die Kolonien

auf den zur Berechnung der Keimzahl heranzuziehenden
Platten gezahlt.

9.2 Berechnung der Keimzahl

Die Keimzah! wird in der Regel aus Werten der beiden
Verdiinnungsreihen berechnet.

Es werden Platten aus den Verdiinnungsstufen herange-
zogen, auf denen zwischen 1 und 300 Kolonien gewachsen
sind. Dabei muR aber mindestens eine Verdiinnungsstufe
Platten enthalten, auf denen zwischen 20 und 300 Kolo-
nien vorliegen. Bei kleinen und gut auszdhlbaren Kolonien
konnen auch Platten mit bis zu 400 Kolonien herange-
zogen werden.

Aus den Koloniezahlen der niedrigsten und der nachst-
hoheren auswertbaren Verdiinnungsstufe wird der ge-
wichtete Mittelwert ¢ errechnet.

Der Berechnung liegt folgende Zahlenwertgleichung zu-
grunde:
Ze

€= n, 1+n,-01

Hierin bedeuten:

¢ gewichteter Mittelwert der Koloniezahlen

Zc¢ Summe der Kolonien aller Platten beider Verdin-
nungsreihen, die zur Berechnung herangezogen
werden (niedrigste und ndchsthéhere auswertbare

Verdiinnungsstufe)

n, Anzahl der Platten der niedrigsten auswertbaren
Verdinnungsstufe

n, Anzahl der Platten der nachsthoheren Verdiinnungs-
stufe

Beim Oberflachenverfahren wird der c-Wert mit 10 multi-
pliziert. Die Keimzahl je g oder ml der Probe ergibt sich
durch Multiplikation des ¢-Wertes mit dem Verdiinnungs-
faktor.
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