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DK 673.12.075 DEUTSCHE NORM April 1992
Mikrobiologische Milchuntersuchung IN
Bestimmung der coliformen Keime 10172
Verfahren mit flissigem Nadhrmedium il 1

Microbiological analysis of milk; determination of coliforms; method with liquid medium

Ersatz fur Ausgabe 11.91

Analyse microbiologique du lait; détermination des coliformes; méthode avec milieu

nutritif liquide

Zusammenhang mit dem von der International Organization for Standardization (ISO) herausgegebenen Internationalen

Norm-Entwurf ISO/DIS 4831 siehe Erlauterungen.

1 Anwendungsbhereich und Zweck

Die Norm legt ein Verfahren zur Bestimmung der Anzahl
bzw. des Titers coliformer Keime in Milch und Milchproduk-
ten sowie in Sauglings- und Kleinkindernahrung auf Milch-
basis unter Verwendung eines fliissigen Ndhrmediums fest.

Anmerkung: Die Bestimmung coliformer Keime ist auch im
Rahmen der Bestimmung von Escherichia coli nach
DIN 10183 Teil 3 (z. Z. Entwurf) nach einem fluores-
zenzoptischen Verfahren mdglich. Im AnschluB an
Abschnitt 7.5 kann der E.coli Nachweis nach
DIN 10183 Teil 1 erfolgen.

2 Begriff
Coliforme Keime

Unter coliformen Keimen werden die Bakterien verstanden,
die nach dem in dieser Norm festgelegten Verfahren Lac-
tose unter Gasbildung vergéren.

3 Kurzbeschreibung des Verfahrens

Von der fliissigen oder in flissigen Zustand versetzten
Probe werden dezimale Verdiinnungen hergestelit. Je Ver-
diinnungsstufe werden drei Kulturrdhrchen, die ein selekti-
ves Laurylsulfat-Tryptose-Nahrmedium enthalten, beimpft.
Die Kulturrdhrchen werden (48 + 2) h lang bei 30°C bebrii-
tet. Aus der Anzahl der Kuiturrohrchen mit positiver Reak-
tion (Gasansammiung im Durham-R6hrchen) wird der Titer
beziehungsweise mit Hilfe der MPN-Tabelle ') die Anzahl
coliformer Keime je ml beziehungsweise je g bestimmt.

In Zweifelsféllen (z. B. bei sehr geringer Gasbildung) und in
Ansdtzen mit hohem Probenanteil miissen die Ergebnisse
durch eine Subkultivierung bestétigt werden.

4 Nahrboden und Chemikalien

Chemikalien und Nahrbodenbestandteile missen fir
mikrobiologische Zwecke geeignet sein. Trockenndhr-
béden miissen nach den Anweisungen des Herstellers
zubereitet und verwendet werden. Das verwendete Wasser
muB entweder in Glasgeraten destilliert oder entminerali-
siert und mindestens von entsprechender Reinheit sein. Es
darf keine Bestandteile enthalten, die das Wachstum von
Mikroorganismen beeinflussen.

) MPN = most probable number (wahrscheinlichste
Anzahl)

4.1 Laurylsuifat-Tryptose-Nahrmedium
411 Zusammensetzung

- 20 g Tryptose

- 5 g Lactose

- 5 g Natriumchlorid

— 0,1 g Natriumlaurylsulfat

— 2,75 g di-Kaliumhydrogenphosphat
— 2,75 g Kaliumdihydrogenphosphat
— 1000 ml Wasser

41.2 Herstellung des Nahrmediums
einfacher Konzentration

Die Bestandteile werden in Wasser geldst.

4.1.3 Herstellung des Nahrmediums

doppeiter Konzentration
Die Herstellung entspricht der des Nahrmediums einfacher
Konzentration nach Abschnitt 4.1.2, wobei die Hélfte der
angegebenen Wassermenge verwendet wird.

4.1.4 Vorbereitung der Kulturréhrchen

Teilmengen von jeweils 10 ml des Nahrmediums einfacher
beziehungsweise doppelter Konzentration werden in
geeignete Kulturréhrchen, die mit Durham-Rohrchen
beschickt sind, libergefiihrt. Die Kulturrohrchen werden
anschlieBend 15 min bei (121 + 1) °C sterilisiert. Das fertige
Ndhrmedium muB nach dem Abkiihlen auf Raumtempera-
tur einen pH-Wert von 6,8 + 0,1 haben. Die Durham-R&hr-
chen dirfen keine Luftblasen enthalten.

4.2 Verdiinnungsfliissigkeit

Als Verdiinnungsflissigkeit wird Kochsalz-Pepton-Losung
oder viertelstarke Ringer-L&sung nach DIN 10191 Teil 1 ver-
wendet, sofern nach DIN 10191 Teil 4 fiir bestimmte Pro-
dukte keine besonderen Festlegungen getroffen worden
sind. Die Verwendung anderer Verdiinnungsfliissigkeiten
muB im Untersuchungsbericht angegeben werden.

5 Geréate und Hilfsmittel

Alle Glasgerdte miissen vor der Verwendung sorgfiltig
gereinigt und sterilisiert werden. Kunststoffgerdate miissen
steril sein.

Anmerkung: Mechanische Pipetten und andere Geréte flr
die mechanisierte und automatisierte Durchfiih-
rung der Arbeitsgdnge diirfen verwendet werden,
sofern durch entsprechende Untersuchungen
sichergestellt ist, daB vergleichbare Ergebnisse
erzielt werden.
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Seite 2 DIN 10172 Teil 1
5.1 Analysenwaage?)

5.2 Dampf-Sterilisator (Autoklav), einstellbar auf
(121 + 1)°C, z.B. Dampf-Sterilisator nach DIN 58 946 Teil 2

5.3 Dampftopf, sofern der Dampf-Sterilisator nicht als
Dampftopf verwendet werden kann

5.4 HeiBluftsterilisator, einstellbar auf mindestens 180°C

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

5.6 pH-MeBeinrichtung mit Temperaturkompensation

5.7 Kulturréhrchen, Linge 200 mm, Durchmesser 20 mm,
oder Ldnge 160 mm, Durchmesser 16 mm, jeweils beschickt
mit Durham-Rdhrchen

5.8 Verdiinnungsflaschen, Nennvolumen 150 bis 250 ml,
ausgestattet mit Stopfen oder anderem VerschluB

5.9 Verdiinnungsflaschen, Nennvolumen etwa 250mt,

jeweils beschickt mit 3 langen Durham-Rdhrchen, Linge

70 mm, Durchmesser 10 mm

Anmerkung: Diese Verdiinnungsflaschen werden aus-
schlieBlich im Abschnitt 7.3.3 bei dem Ansetzen von
Probenmengen von 10 ml bzw. 10 g verwendet. in
allen anderen Féllen werden Verdiinnungsflaschen
nach Abschnitt 5.8 benutzt.

5.10 Pipetten, Nennvolumen 1ml und 10 ml

5.11 Impfdse, geeignet zur Aufnahme von etwa 1pl

6 Probenahme
Nach DIN 10 327 (z. Z. Entwurf, Februar 1988), sofern nach

DIN 10191 Teil 1 bis Teil 53) keine besonderen Festlegungen

getroffen sind.

7 Durchfiihrung

Das Herstellen der Verdiinnungen und das Beimpfen der
Kulturréhrchen soll ziigig durchgefiihrt werden.

7.1 Vorbereiten der Probe (Anschiittelung)

Je nach Art der Probe nach DIN 10191 Teil 1 bis Teil 53). Min-
destens 10 g oder 10 ml der Probe werden mit der 9fachen
Menge Verdiinnungsfliissigkeit vermischt.

7.2 Herstellen der Verdiinnungen

Mindestens 1 ml der nach Abschnitt 7.1 vorbereiteten Probe
wird zu der 9fachen Menge Verdiinnungsfliissigkeit hin-
zugefiigt. 1 ml dieser Verdiinnung entspricht 0,01 mi bezie-
hungsweise 0,01g der Probe. Hohere Verdiinnungsstufen
werden jeweils durch Hinzufiigen von mindestens 1ml der
vorhandenen Verdiinnung zu der 9fachen Menge Verdiin-
nungsfliissigkeit hergestellt. Die VerdiinnungsgefaBe wer-
den jeweils unmittelbar vor der weiteren Verarbeitung kréf-
tig geschiittelt.

7.3 Beimpfen

7.3.1 Ansetzen von Probenmengen von 1ml bzw.1g
Drei Kulturréhrchen, die jeweils 10 ml des Nahrmediums
doppelter Konzentration nach Abschnitt 4.1.3 enthalten,
werden mit je 10 ml der nach Abschnitt 7.1 vorbereiteten
Probe beimpft. Diese Anséatze entsprechen 1 ml bzw.1g der
Probe je Kulturrdhrchen.

Der Inhalt der beimpften Kulturréhrchen wird durch vorsich-
tiges Schwenken sorgfiltig vermischt. Es ist darauf zu ach-
ten, daB dabei keine Luftblasen in die Durham-Rohrchen
gelangen.

7.3.2 Ansetzen von Probenmengen < 0,1 ml bzw. < 0,19

Drei Kutturréhrchen, die jeweils 10 mt des Nahrmediums
einfacher Konzentration nach Abschnitt 4.1.2 enthalten,
werden mit je 1ml der nach Abschnitt 7.1 vorbereiteten
Probe beimpft. Diese Ansétze entsprechen 0,1 ml bzw.0,1g
der Probe je KulturrGhrchen.

Drei Kulturréhrchen, die jeweils 10ml des Nahrmediums
einfacher Konzentration nach Abschnitt 4.1.2 enthalten,
werden mit je 1ml der Verdiinnung nach Abschnitt 7.2
beimpft. Diese Ansétze entsprechen 0,01 ml bzw. 0,01g der
Probe je Kulturréhrchen.

Das Beimpfen mit hoheren Verdiinnungen wird in gleicher
Weise durchgefiihrt.

Der Inhalt der beimpften Kulturrohrchen wird durch vorsich-
tiges Schwenken sorgfaltig vermischt. Es ist darauf zu ach-
ten, daB dabei keine Luftblasen in die Durham-Réhrchen
gelangen. Es sind mindestens drei Verdinnungsstufen mit
je drei Kulturréhrchen, z.B. 0,1ml, 0,01 ml und 0,001 ml der
Probe je Kulturréhrchen anzusetzen. Es sollen mindestens
so viele Verdiinnungsstufen angesetzt werden, daB alle Kul-
turrohrchen der hochsten Verdiinnungsstufe einen negati-
ven Befund ergeben.

7.3.3 Ansetzen von Probenmengen von 10 ml bzw.10 g

Sofern auch Probenmengen von 10 ml bzw.10 g untersucht
werden sollen, werden dreimal je 10 ml bzw. 10 g der Probe
mit der 9fachen Menge Verdiinnungsfilissigkeit vermischt.
Diese wird in mit je 100 ml Nahrmedium doppelter Konzen-
tration und Durham-Réhrchen beschickte Verdiinnungs-
flaschen nach Abschnitt 5.9 (bergefiihrt. Der Inhalt der
Verdinnungsflaschen wird durch leichtes Schwenken ver-
mischt, wobei darauf zu achten ist, daB keine Luftblasen in
die Durham-Rohrchen gelangen.

7.4 Bebriitung
Im Brutschrank wird bei 30°C (48 + 2) h lang bebriitet.

7.5 Bestétigung

7.5.1 Positive Ergebnisse von 10ml bzw. 10g (Gasan-
sammlung in mindestens einem der Durham-Rdhrchen)
und von 1,0 ml bzw. 1,0 g Probenmaterial (Gasansammlung
im Durham-Rohrchen) miissen bei Einbeziehung in die
Auswertung bestatigt werden.

7.5.2 Zweifelhafte Ergebnisse, wie z.B. kleine Gasblasen,
missen ebenfalls bestatigt werden.

7.5.3 Zur Bestatigung der Ergebnisse wird mit einer impf-
Ose aus dem zu priifenden Kulturréhrchen bzw. aus der zu
prifenden Verdiinnungsflasche auf ein weiteres Kulturréhr-
chen mit Nahrmedium einfacher Konzentration iiberimpft.
Ein positives Ergebnis gilt als bestétigt, wenn nach der
Bebriitung in der Subkultur wiederum Gasbildung auftritt.

8 Auswertung

Die Auswertung erfolgt entweder nach Abschnitt 8.1 oder
Abschnitt 8.2.

8.1 Bestimmung des Titers

Nach dem Bebriiten wird die hochste Verdiinnungsstufe
(kleinste Probenmenge) ermittelt, in der in den Durham-
Rohrchen Gasbildung aufgetreten ist.

2y Bégriff siehe DIN 8120 Teil 1

3) Eine entsprechende DIN-Norm fiir die Vorbereitung der
Proben fiir Sduglings- und Kleinkindernahrung auf Miich-
basis ist in Vorbereitung.
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