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Microbiological analysis of meat and meat products; determination of Enterobacteriaceae; spatula method (reference

method)

Analyse microbiologique de la viande et des produits a base de viande; dénombrement de Enterobacteriaceae; méthode avec

spatule (méthode de référence)

1 Anwendungsbereich und Zweck

Diese Norm legt ein Referenzverfahren zur Bestimmung der
Anzahl vermehrungsfahiger Enterobacteriaceae nach dem
Spatelverfahren fest. Das Verfahren ist anwendbar bei Fleisch
und Fleischerzeugnissen sowie Erzeugnissen mit einem
Zusatz von Fleisch und Fleischerzeugnissen.

2 Begriff

Unter Enterobacteriaceae sind Mikroorganismen zu verste-
hen, die nach diesem Verfahren anaerob Sdure aus Glucose
bilden (siehe Erlauterungen).

3 Kurzbeschreibung des Verfahrens

Agarplatten mit einem selektiven Nahrboden werden mit
Teilmengen von jeweils 0,1 ml der unverdiinnten homogeni-
sierten Probe oder der Erstverdinnung und den weiteren
Verdiinnungen beimpft. Bei einer Temperatur von 30 °C wird
unter anaeroben Bedingungen 48 h lang bebriitet. Aus der
Anzahl! der auf dem Nahrboden gewachsenen Kolonien wird
die Anzahl der Enterobacteriaceae je g oder ml der Probe
berechnet.

4 Chemikalien und Nahrboden

Die Né&hrbodenbestandteile und Chemikalien missen fir
mikrobiologische Zwecke geeignet sein. Um vergleichbare
Ergebnisse zu erhalten, sind eindeutig deklarierte Nahr-
bodenbestandteile und analysenreine Chemikalien oder
Trockenndhrbdden zu verwenden. Den Anweisungen des
Herstellers ist strikt zu folgen. Das verwendete Wasser muB
entweder in Glasgeraten destilliert oder entmineralisiert und
mindestens von entsprechender Reinheit sein. Es darf keine
Bestandteile enthalten, die das Wachstum von Mikroorga-
nismen beeinflussen.

4.1 Kristallviolett-Neutralrot-Galle-Glucose-Agar
4.1.1 Zusammensetzung:

- 7,0 g Pepton (Casein, tryptisch verdaut)
- 30 g Hefeextrakt

- 50 g Natriumchlorid

- 15 ¢ Gallesalze

- 10,0 g Glucose

0,03 g Neutralrot

0,002 g Kristallviolett
10 bis 15 g Agar, je nach Geliereigenschaften
1000 ml Wasser

t

4.1.2 Herstellung

Die Nahrbodenbestandteile werden durch Kochen in Wasser
geldst. Der pH-Wert ist so einzustellen, daB er nach dem
Kochen bei 7,4 + 0,1 liegt, gemessen bei einer Temperatur
von etwa 45 °C.

Der Nahrboden darf nicht im Autoklaven sterilisiert werden
und ist jeweils frisch herzustelien.

4.1.3 Herstellung der Agarplatten

Teilmengen von etwa 12 ml des geschmolzenen Nahrbodens
werden in Petrischalen libergefiihrt und zum Verfestigen
stehengelassen. Im voraus hergestellte Platten durfen nicht
langer als 1 Tag bei einer Temperatur zwischen 0 und 5 °C auf-
bewahrt werden. Sofern die Platten gegen Austrocknung
geschiitzt sind, sind sie bei einer Temperatur zwischen 0 und
5 °C bis 3 Tage lang verwendbar. Unmittelbar vor der Verwen-
dung werden die Platten mit der Agaroberflache nach unten,
schrag auf den abgenommenen Deckeln liegend, in einem
Brutschrank etwa 30 min lang getrocknet, vorzugsweise bei
50 °C.

4.2 Verdiinnungsldsung
Nach DIN 10 162

5 GQGerite

Alle Glasgeréate miissen vor der Verwendung sorgféltig gerei-
nigt und sterilisiert werden. Kunststoffgerdte missen steril
sein.

Zusiétzlich zu den in DIN 10 162 aufgefiihrten Gerdten werden
die Gerate nach den Abschnitten 5.1 bis 5.6 benétigt.

Anmerkung: Mechanische Pipetten und andere Geréte fir
die mechanisierte und automatisierte Durchfiihrung
der Arbeitsvorgdnge dirfen verwendet werden,
sofern durch entsprechende Untersuchungen sicher-
gestellt ist, daB vergleichbare Ergebnisse erzielt
werden koénnen.

5.1 Brutschrank, einstellbar auf 50 °C

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

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

5.4 Spatel, Durchmesser etwa 3,5 mm, Ausstreichbreite
von 30 mm. Die Schnittkanten an den Enden miissen geglét-
tet sein.

8.5 Wasserbdader zum Erhitzen und Kiihlen des Nihr-
bodens auf geeignete Temperaturen

5.6 Geeignete GefaBe oder Gerate zur Herstellung anaero-
ber Verhéltnisse mit katalytischer Entfernung von Sauerstoff.
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6 Probenahme
Nach DIN 10 162

7 Durchfithrung

Die Zeitspanne vom Beginn der Herstellung der Erstverdiin-
nung nach Abschnitt 7.3 bis zur Beimpfung des Nahrbodens
nach Abschnitt 7.5 darf 30 min nicht Gberschreiten.

7.1 Vorbereiten der Verdiinnungsréhrchen
und -kolben

Nach DIN 10 162

8.2 Berechnung der Keimzahl

Aus den Enterobacteriaceae-Koloniezahlen der niedrigsten
und der nédchsthdheren auswertbaren Verdiinnungsstufe
wird der gewichtete Mittelwert € errechnet.

Der Berechnung liegt folgende Zahlenwertgleichung
zugrunde:

o 2¢
- ny-1+n,-01
Hierin bedeuten:
¢ gewichteter Mittelwert der Koloniezahlen
>c¢ Summe der Kolonien aller Platten, die zur Berechnung
herangezogen werden (niedrigste und néchsthohere
auswertbare Verdiinnungsstufe)

ny Anzahl der Platten der niedrigsten auswertbaren Ver-

7.2 Vorbereiten der Probe dunnungsstufe N N .
Nach DIN 10 162 1y :tr:lzfzhl der Platten der nachsthoheren Verdiinnungs-

7.3 Herstellung der Erstverdiinnung
Nach DIN 10162

7.4 Herstellung weiterer Dezimalverdiinnungen
Nach DIN 10 162

7.5 Beimpfung

Die Verdunnungsreihe wird im Doppelansatz untersucht. Mit
einer sterilen Pipette werden jeweils 0,1 ml der unverdiinnten
homogenisierten Probe oder der Erstverdinnung und der
weiteren Verdiinnungen auf je 2 Agarplatten gegeben. Dabei
ist mit der gréBten Verdiinnung zu beginnen. Bevor die Teil-
mengen auf die Platten libergeflihrt werden, ist die Pipette
dreimal zu fiillen und zu leeren. Die Teilmengen werden mit
Spateln so schnell wie moglich auf der Oberfliche der
Agarplatten gleichmaBig verteilt. Fiir jede Platte ist ein steriler
Spatel zu verwenden.

7.6 Bebriitung

Die nach Abschnitt 7.5 beimpften Platten werden mit Hilfe der
GefaBe und Gerédte nach Abschnitt 5.6 mit dem Boden nach
oben (48 = 2) h lang anaerob bei einer Temperatur von 30 °C
im Brutschrank bebritet.

8 Auswertung
8.1 Zihlen der Kolonien

Nach Ablauf der Bebriitungszeit wird die Anzahl der roten
Kolonien mit Prazipitationshéfen auf den Platten bestimmt.

Gelegentlich kommen auch Enterobacteriaceae-Kolonien
vor, die rosa sind und/oder keine Prazipitationshofe aufwei-
sen. Diese sind mitzuzahlen.

Bei der Auswertung werden nur solche Platten beriicksich-
tigt, auf denen insgesamt zwischen 1 und 150 klar voneinan-
der abgesetzte Kolonien gewachsen sind. Dabei muB aber
mindestens eine Verdiinnungsstufe Platten enthalten, auf
denen zwischen 15 und 150 Kolonien vorliegen. Bei kieinen
und gut auszahlbaren Kolonien kénnen auch Platten mit bis
200 Kolonien herangezogen werden.

Anmerkung: Auf der Platte entspricht die Impfmenge von
0,1 ml einer weiteren Verdiinnung des Rohrchen-
oder Kolbeninhalts von 1 : 10.

Der Wert ¢ ist mit 10 zu multiplizieren.

Die Keimzahl je g oder ml der Probe wird durch Multiplikation
des ¢-Wertes mit dem Verdinnungsfaktor erhalten. Das
Ergebnis wird als Zahl zwischen 1,0 und 9,9, multipliziert mit
der entsprechenden Zehnerpotenz, angegeben. Dabei wird
auf eine Dezimale gerundet. Dieser Wert ist das endgiiltige
Ergebnis (siehe Berechnungsbeispiel 1 bis 4).

Falls nur eine Platte auswertbar ist, wird der Wert als ¢
betrachtet. Dieser Sachverhalt ist im Untersuchungsbericht
anzugeben.

Betragt die Anzahl der nach Abschnitt 81 ermittelten
Kolonien bei den mit der groBten Probenmenge beimpften
Doppel-Platten jeweils weniger als 15 Kolonien, lautet das
Ergebnis:
a) bei unverdiinnten homogenisierten Proben:

.Weniger als 1,5 - 102 Enterobacteriaceae/ml*

b) bei verdinnten homogenisierten Proben:
Weniger als 1,5 - 10° Enterobacteriaceae/g“

Haben sich auf den mit der gréBten Probenmenge beimpften
Doppel-Platten keine Kolonien gebildet, lautet das Ergebnis:

a) bei unverdiinnten homogenisierten Proben:
.Weniger als 10" Enterobacteriaceae/ml*

b) bei verdiinnten homogenisierten Proben:
.Weniger als 1,0 - 102 Enterobacteriaceae/g“

9 Untersuchungsbericht

Im Untersuchungsbericht sind unter Hinweis auf diese Norm
anzugeben:

a) Art, Herkunft und Bezeichnung der Probe

b) Art und Datum der Probenahme

¢) Eingangs- und Untersuchungsdatum

d) Keimzahl Enterobacteriaceae je g bzw. je ml der Probe

e) gegebenenfalls Abweichungen von den Festlegungen
dieser Norm

f) gegebenenfalls Angabe der Anzahl der ausgewerteten
Platten
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