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Microbiological analysis of meat and meat products; detection and enumeration of lactobacilli; spatula method

(reference method)

Analyse microbiologique de la viande et des produits & base de viande; détermination des lactobacilles; méthode avec

spatule (méthode de réference)

1 Anwendungsbereich und Zweck

Diese Norm legt ein Referenzverfahren zur Bestimmung
der Anzahl von Laktobazillen, mit Ausnahme der Species
des Genus Carnobacterium, z.B. Carnobacterium carnis
und Carnobacterium divergens, fest. Das Verfahren ist
anwendbar bei Fleisch und Fleischerzeugnissen sowie
Erzeugnissen mit einem Zusatz von Fleisch und Fleisch-
erzeugnissen.

2 Begriff
Laktobazillen

Unter Laktobazillen werden grampositive, nicht sporenbil-
dende, katalasenegative Stdbchen verstanden, die nach
dem in dieser Norm festgelegten Verfahren auf dem La-
S-Néhrboden unter anaeroben Bedingungen graue oder
weiBe Kolonien bilden.

Anmerkung: Der La-S-Nahrboden schlieBt alle Stammfor-
men aus, die nicht zu den Laktobazillen gehéren
sowie weitestgehend andere Milchsaurebakterien
(sieche Anmerkung zu Abschnitt 8.1).

3 Kurzbeschreibung des Verfahrens

Agarplatten mit dem selektiven Nahrboden werden mit
Teilmengen von jeweils 0,1 ml der unverdinnten homoge-
nisierten Probe oder der Erstverdiinnung und der weite-
ren Verdiinnungen jeweils im Doppelansatz beimpft.

Unter anaeroben Bedingungen werden die Platten bei
einer Temperatur von 37°C flr thermophile und meso-
phile Species 48 h oder bei einer Temperatur von 25°C
flir mesophile und psychrotrophe Species 72 h bebriitet.

Anmerkung: Die Bebritung bei 25°C kommt vorzugs-
weise bei Frischfleischproben in Betracht.

Aus dem Anteil der gewachsenen Kolonien wird die
Anzahl der Laktobazillen je g oder ml der Probe berech-
net.

4 Chemikalien und Nahrboden

Die Nahrbodenbestandteile und Chemikalien miissen fir
mikrobiologische Zwecke geeignet sein. Um vergleich-
bare Ergebnisse zu erhalten, wird empfohlen, eindeutig
deklarierte Nahrbodenbestandteile und analysenreine
Chemikalien oder Trockenndhrbéden zu verwenden. Den
Anweisungen des Herstellers ist strikt zu folgen. Das ver-
wendete Wasser muB entweder destilliert oder entmine-
ralisiert und mindestens von entsprechender Reinheit
sein. Es darf keine Bestandteile enthalten, die das Wachs-
tum von Mikroorganismen beeinflussen.

41 La-S-Nahrboden nach Reuter

411 Grundnahrboden

4111 Zusammensetzung

— 10,0 g Pepton aus Casein, tryptisch verdaut

— 10,0 g Fleischextrakt

— 5,0 g Hefeextrakt-Pulver

— 20,0 g Glucose

- 1,0 g Tween 80")
(Polyoxyethylensorbitanmonooleat)

- 0,2 g Magnesiumsulfat, MgSO, + 7H,0
(entspricht 20 ml der Lésung nach Ab-
schnitt 4.1.2)

— 0,05 g Mangansulfat, MnSO, - 4H,0
(entspricht 5mi der Lésung nach Ab-
schnitt 4.1.3)

— 3,0 g Natriumcitrat, CgHsNazO, - 2H,0

— 5,0 g Natriumacetat, CH;COONa

— 12,0 bis 15,0 g Agar, je nach Geliereigenschaften

— 1000 ml Wasser

zusatzlich:

— 0.4 g Sorbinséure, CgHgO»
(entspricht 10 ml der Lésung nach Ab-

schnitt 4.1.4)

Anmerkung 1: Der Nahrboden ohne Sorbinsdure ist als
Trockenndhrboden im Handel erhaltlich. Bei
Eigenherstellung werden die Lésungen erst vor
der pH-Wert-Einstellung nach Abschnitt 4152
zugesetzt.

Anmerkung 2: Zur Erhaltung der Gelfestigkeit des Nahr-
bodens darf nicht autoklaviert werden. Die
Gebrauchssterilitit ergibt sich aus der pH-Absen-
kung auf pH 5,0 in Verbindung mit dem Sorbin-
sdurezusatz.

41.1.2 Herstellung

Die Nahrbodenbestandteile werden in Wasser suspen-
diert und zum vollstdndigen Lésen wird kurz aufgekocht.
Der Nahrboden wird 1h bei 100°C erhitzt. Vor dem
Zusatz der Lésungen und der pH-Wert-Einstellung wird
der Grundnahrboden auf 50°C im Wasserbad abgekuhlt.

4.1.2 Magnesiumsulfat-Lésung

41.21 Zusammensetzung

— 1,0 g Magnesiumsulfat, MgSO, + 7 H,0
— 100 ml Wasser

) Tween ist ein Warenzeichen der ICi-America Inc. Aus-
kunft iber Bezugsquellen erteilt der Normenausschuf
Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte (NAL)
im DIN BurggrafenstraBe 6 1000 Berlin 30.
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412.2 Herstellung

Das Magnesiumsulfat wird in Wasser geldst und 60 min
bei 100°C erhitzt. Die Lésung darf bei einer Temperatur
zwischen 0 und 5°C mehrere Monate aufbewahrt werden.

41.3 Mangansulfat-Lésung

4131 Zusammensetzung

— 1,0 g Mangansulfat, MnSO,4 + 4H,0
— 100 ml Wasser

41.3.2 Herstellung

Das Mangansulfat wird in Wasser gelést und 60 min bei
100°C erhitzt. Die Losung darf bei einer Temperatur zwi-
schen 0 und 5°C mehrere Monate aufbewahrt werden.

414 Sorbinsdure-Loésung

4141 Zusammensetzung

— 4,0 g Sorbinsédure, CgHgO»

— 100 mt leicht alkalisches Wasser (schwach alkalisiert
mit etwa 8 ml einer Natronlauge ¢(NaOH) = 1 mol/1)

414.2 Herstellung

Die Sorbinsédure wird in 80 ml sterilem Wasser angeldst,

die Flussigkeit kurz auf etwa 60°C erwdrmt und nach

Zusatz von etwa 8 ml Natronlauge c(NaOH) = 1 mol/l bis

zum vollstdndigen Lésen geschiittelt und anschlieBend

auf 100 ml aufgefllt.

415 Volistandiger Nahrboden

4151 Zusammensetzung

— 1000 ml Grundnahrboden nach Abschnitt 4.1.1

— 20 ml Magnesiumsulfat-Ldsung nach Abschnitt 4.1.2
-— 5 ml Mangansulfat-Ldsung nach Abschnitt 4.1.3
— 10 ml Sorbinsdure-Lésung nach Abschnitt 4.1.4

415.2 Herstellung

Dem nach Abschnitt 4.1.1.2 hergesteliten und auf 50°C
abgekihlten Grundnahrboden werden die anderen
Lésungen einzeln unter standigem Rihren zugegeben.
Der pH-Wert ist bei 50°C mit 10 %iger?) HCL auf 52 + 0,1
einzustellen.

Der pH-Wert auf den fertigen Platten muB 5,0 £ 0,1 bei
der jeweiligen Bebritungstemperatur betragen (Platten-
kontrolle).

4.1.6 Herstellen der Agarplatten

Teilmengen von etwa 15 ml des vollstandigen Nahrbo-
dens werden in Petrischalen Gbergefiihrt und zum Verfe-
stigen stehengelassen. Wenn die Agarplatten nicht unmit-
telbar nach der Herstellung verwendet werden, sind sie
bei einer Temperatur zwischen 0 und 5°C nicht langer als
5 bis 7 Tage aufzubewahren. Unmittelbar vor der Verwen-
dung werden die Platten mit der Agaroberfliche nach
unten, schréag auf dem abgenommenen Deckel liegend, in
einem Brutschrank etwa 30 min bei vorzugsweise 37°C
getrocknet.

4.2 \Verdiinnungslésung
Nach DIN 10162

5 Geréte

Alle Glasgerate missen vor der Verwendung sorgfaltig
gereinigt und sterilisiert werden. Kunststoffgerate mussen
steril sein. Zuséatzlich zu den in der Norm DIN 10 162 auf-
gefiihrten Geréaten werden die Gerate nach den Abschnit-
ten 5.1 bis 5.6 benétigt.

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

5.1 Brutschrank, einstellbar auf etwa 37°C

5.2 Brutschrank, einstellbar auf (25 £ 1)°C und/oder
(37 £ 1)°C, z.B. Brutschrank nach DIN 58945 Teil 1.

5.3 Wasserbader zum Erhitzen und Kiihlen der Lésun-
gen und des Nahrbodens auf geeignete Temperaturen.

5.4 Petrischalen, Durchmesser etwa 9 cm, z.B. Petri-
schalen nach DIN 12339

5.5 Spatel, Durchmesser etwa 3,5 mm, Ausstrichbreite
30 mm. Die Schnittkanten an den Enden missen gegléat-
tet sein.

5.6 Geeignete GefaBe oder Gerite zur Herstellung
anaerober Verhdltnisse mit katalytischer Entfernung von
Sauerstoff.

6 Probenahme
Nach DIN 10162

7 Durchfiihrung

Die Zeit von Beginn der Herstellung der Erstverdiinnung
nach Abschnitt 7.3 bis zur Beimpfung des Nahrbodens
nach Abschnitt 7.5 darf 30 min nicht (iberschreiten.

7.1 Vorbereitung der Verdiinnungsréhrchen
Nach DIN 10162

7.2 Vorbereitung der Probe
Nach DIN 10162

7.3 Herstellung der Erstverdiinnung
Nach DIN 10162

7.4 Herstellung weiterer Dezimalverdiinnungen
Nach DIN 10162

7.5 Beimpfung

7.5.1 Die Verdinnungsreihe wird im Doppelansatz
untersucht. Mit einer sterilen Pipette werden jeweils 0,1 ml
der unverdinnten homogenisierten Probe oder der Erst-
verdinnung und der weiteren Verdiinnungen auf je
2 Agarplatten gegeben. Dabei ist mit der héchsten Ver-
diinnung zu beginnen. Bevor die Teilmengen auf die Plat-
ten ubergefiihrt werden, ist die Pipette dreimal zu flillen
und zu leeren. Die Teilmengen werden mit Spateln so
schnell wie méglich auf der Oberflache der Agarplatten in
kreisender Bewegung gleichméBig verteilt.

) Massenanteil
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