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Mikrobiologische Untersuchung von Fleisch und Fleischerzeugnissen D | N

Bestimmung Koagulase-positiver Staphylokokken 1(F63
Tropfplatten-Verfahren

Teil 2

Microbiological analysis of meat and meat products; determination of coagulase-positive staphylococci; drop plating
method

Analyse microbiologique de la viande et des produits a base de viande; détermination des staphylocoques a coagulase
positive; méthode des plaques de gouttes

1 Anwendungsbereich und Zweck 4.1 ETGPA-N&hrboden nach Baird-Parker

Diese Norm legt ein Verfahren zur Bestimmung der An-  4-1.1 Zusammensetzung
zahl Koagulase-positiver Staphylokokken nach der Tropf-  Nach DIN 10 163 Teil 1
platten-Technik fest. Das Verfahren ist bei Fleisch und
Fleischerzeugnissen sowie Erzeugnissen mit einem Zusatz
von Fleisch und Fleischerzeugnissen anwendbar.

4.1.2 Herstellung
Nach DIN 10 163 Teil 1

4.1.3 Herstellung der Agarplatten

Siehe DIN 10 163 Teil 1 4.2 Verdiinnungslosungen
4.2.1 Verdiinnungsldsung fiir die Erstverdiinnung
3 Kurzbeschreibung Nach DIN 10 162
Agarplatten mit einem selektiven Nahrboden werden in  4.2.2 Verdiinnungslésung
Sektoren aufgeteilt, die mit Teilmengen von jeweils fiir weitere Dezimalverdiinnungen

0,05 ml der unverdiinnten homogenisierten Probe oder  Zusammensetzung
der Erstverdiinnung und den weiteren Verdiinnungen

- 1,0 Pepton (Casein, tryptisch
tropfenweise beimpft werden. 9 Pepton (Casein, tryptisch verdaut)

Bei einer Temperatur von 37 °C wird unter aeroben Be- _ 3'55 9 Natriumchlorid (NaCl)

dingungen 24 bis 48 h lang bebriitet. Aus dem Anteil der 759 Agar

auf den Sektoren gewachsenen, als Koagulase-positvn — 1000 ml Wasser

bestatigten Kolonien wird die Anzahl der Koagulase- Herstellung

positiven Staphylokokken je g oder ml der Probe Die einzelnen Bestandteile werden in Wasser geldst. Der
berechnet. pH-Wert ist so einzustellen, daf er nach dem Sterilisieren
bei 7,0 £ 0,1 liegt. Wenn die Verdiinnungslésung nicht
- . . unmittelbar nach der Herstellung verwendet wird, ist sie
4 Chemikalien und Néhrboden im Dunkeln bei einer Temperatur zwischen 0 und 5°C
Die Nahrbodenbestandteile und Chemikalien missen fiir ~ so aufzubewahren, dal® keine Verdnderung des Volumens
mikrobiologische Zwecke geeignet sein. Um vergleich-  eintreten kann. Die Verdiinnungsldsung darf nicht langer
bare Ergebnisse zu erhalten, sind eindeutig deklarierte als 1 Monat aufbewahrt werden.

Nahrbodenbestandteile und analysenreine Chemikalien

oder Trockennahrbdden zu verwenden. Den Anweisun- 4.3 Hirn-Herz-Nahrboden

gen des Herstellers ist strikt zu folgen. Das verwendete  4.3.1 Zusammensetzung

Wasser muf entweder in Glasgerdten destilliert oder  Nach DIN 10 163 Teil 1

entmineralisiert und mindestens von entsprechender

Reinheit sein. Es darf keine Bestandteile enthalten, die  4.3.2 Herstellung

das Wachstum von Mikroorganismen beeinflussen. Nach DIN 10 163 Teil 1

Jede Art der Vervielfaitigung, auch auszugsweise, nur mit Genehmigung des DIN Deutsches Institut fiir Normung e. V., Berlin, gestattet.
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4.4 Kaninchenplasma
Nach DIN 10 163 Teil 1

5 Gerate

Nach DIN 10 162 und DIN 10 163 Teil 1

Alle Glasgerate miissen vor der Verwendung sorgfaltig
gereinigt und sterilisiert werden. Kunststoffgerate miissen
steril sein.

Anmerkung: Mechanische Pipetten und andere Geréate
fir die mechanisierte und automatisierte Durch-
fihrung der Arbeitsgange diirfen verwendet wer-
den, sofern durch entsprechende Untersuchungen
sichergestellt ist, daB vergleichbare Ergebnisse
erzielt werden kdnnen.

6 Probenahme
Nach DIN 10 162

7 Durchfiihrung

Die Zeitspanne vom Beginn der Herstellung der Erst-
verdiinnung nach Abschnitt 7.3 bis zur Beimpfung des
Ndhrmediums nach Abschnitt 7.5 darf 30 min nicht
iiberschreiten.

7.1 Vorbereiten der Verdiinnungsrohrchen und -kolben
Nach DIN 10162

7.2 Vorbereiten der Probe
Nach DIN 10162

7.3 Herstellung der Erstverdiinnung
Nach DIN 10 162

7.4 Herstellung weiterer Dezimalverdiinnungen
Nach DIN 10162

Abweichend von der genannten Norm wird zur Herstel-
lung weiterer Dezimalverdiinnungen die Verdiinnungs-
16sung nach Abschnitt 4.2.2 verwendet.

7.5 Beimpfung

Mit einer Pipette werden Teilmengen von 0,05 ml der
unverdiinnten homogenisierten Probe oder der Erst-
verdiinnung und der weiteren Verdiinnungsstufen jeweils
im Doppelansatz (gleiche Verdiinnungsstufe auf verschie-
dene Platten) auf die auf der Plattenunterseite markierten
Sektoren des Nahrbodens aufgetropft. Eine Platte kann
fir maximal 6 Tropfen benutzt werden. Dabei ist mit der
héchsten Verdiinnung zu beginnen. Bevor die Teilmengen
auf die Sektoren iibergefiihrt werden, ist die Pipette drei-
mal zu fiillen und zu leeren. Die Pipette wird dabei
jeweils an der Innenwand des Behdltnisses abgestreift,
um anhaftendes Inokulum zu entfernen. Beim Auftropfen
empfiehlt sich das Auftupfen der Pipettenspitze auf die
Agaroberfliche, um die gesamte Menge des Inokulums
auf den Nahrboden zu verbringen. Zur besseren Aus-

nutzung der zur Verfiigung stehenden Nahrbodenflache
sollte der Tropfen mit der Pipettenspitze ausgezogen
werden. Nach dem Beimpfen bleiben die Platten so lange
in der Waagerechten erschiitterungsfrei stehen, bis das
Inokulum angetrocknet ist.

7.6 Bebriitung

Die nach Abschnitt 7.5 beimpften Platten werden mit
dem Boden nach oben zweimal (24 + 2) h lang im Brut-
schrank bei einer Temperatur von 37 °C bebriitet.

8 Auswertung

8.1 Zihlen der Kolonien

Nach einer Bebriitungsdauer von (24 * 2) h werden die
charakteristischen Kolonien (schwarz, glanzend, gewdlbt,
mit Aufhellungszone, Durchmesser 1,0 bis 1,5 mm) auf
dem Boden der Petri-Schalen markiert. AnschlieRend
werden die Platten weitere (24 £ 2} h lang bebriitet und
danach vorhandene weitere charakteristische Kolonien
{Durchmesser 1,5 bis 2,5 mm) und auch ebenso groRe
schwarze Kolonien ohne Aufhellungszone (negative Ei-
gelb-Reaktion) markiert. Beim Zahlen werden diejenigen
Sektoren der Platten herangezogen, die zwischen 1 und
50 markierte Kolonien enthalten. Dabei muB} aber min-
destens eine Verdiinnungsstufe Sektoren enthaiten, auf
denen zwischen 5 und 50 markierte Kolonien vorliegen.
Bei gegebener Auswertbarkeit (Eigelb-Reaktion jeder
Kolonie gut abgesetzt) konnen auch Sektoren mit bis
zu 100 Kolonien mit herangezogen werden.

8.2 Bestitigung (Koagulase-Test)

8.2.1 Von einem der nach Abschnitt 8.1 zur Auszahlung
herangezogenen Sektoren werden 10 charakteristische
Kolonien und/oder 10 Kolonien ohne Aufhellungszone
ausgewahlt. Sind auf einem Sektor weniger als 10 charak-
teristische und/oder 10 Kolonien ohne Aufhellungszone
vorhanden, ist der andere Sektor der gleichen Verdiin-
nungsstufe mit heranzuziehen.

Sind auf den Sektoren einer Verdiinnungsstufe weniger
als 10 charakteristische und/oder 10 Kolonien ohne Auf-
hellungszone vorhanden, sind alle Kolonien zu verwenden.

8.2.2 Jede der ausgewahiten Kolonien wird mit einer
sterilen Platindrahtose in je ein Kulturréhrchen mit
Hirn-Herz-Ndhrboden nach Abschnitt 4.3 iibergefiihrt
und 20 bis 24 h lang bei 37 °C bebriitet. Danach werden
0,1 ml jeder Kultur in ein steriles Kulturrohrchen mit
0,3 ml Kaninchenplasma nach Abschnitt 4.4 gegeben
und bei 37 °C bebriitet. Nach 4 bis 6 h wirc der Rohrchen-
inhalt auf Koagulation gepriift. Der Koagulase-Test wird
als positiv beurteilt, wenn der Rohrcheninhalt iber-
wiegend oder vollstandig als zusammenhangender Klum-
pen vorliegt (3+ oder 4+; siehe Bild 1).

Als Negativkontrolle wird ein Ansatz mit nichtbeimpftem
Hirn-Herz-Ndhrboden verwendet, bei dem keine An-
zeichen von Klumpenbildung vorhanden sein diirfen.

Als Positivkontrolle wird ein Ansatz mit einem Koagulase-
positiven Staphylokokken-Stamm (positiv 3+, 4+) ver-
wendet.
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