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Mikrobiologische Milchuntersuchung ﬁ N

Bestimmung der coliformen Keime
Verfahren mit festem Nahrboden

10 172

Teil 3

Microbiological analysis of milk; determination of coliforms; method with solid

medium

Ersatz fiir Ausgabe 06.79

Analyse microbiologique du lait; détermination des coliformes; méthode avec

milieu nutritif solide

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

1ISO 5541/1 - 1986 siehe Erlauterungen.

1 Anwendungsbereich und Zweck

Diese Norm legt ein Verfahren zur Bestimmung der colifor-
men Keime in Milch und Milchprodukten sowie in Sduglings-
und Kleinkindernahrung auf Milchbasis unter Verwendung
eines festen Nahrbodens fest.

2 Begriff

Unter coliformen Keimen werden die Bakterien verstanden,
die nach dem in dieser Norm festgelegten Verfahren typische
dunkelrote Kolonien bilden.

3 Kurzbeschreibung des Verfahrens

Von der flissigen oder in den fliissigen Zustand versetzten
Probe werden dezimale Verdiinnungen hergestellt, in Petri-
schalen mit selektivem Kristallviolett-Neutrairot-Galle-
Lactose-Agar vermischt, nach Erstarren Gberschichtet und
(22 £ 2) h bei 30 °C bebriitet. Die Anzahi der typischen Kolo-
nien, multipliziert mit dem Verdiinnungsfaktor, ergibt die
Anzahl der coliformen Keime je ml bzw. g der Probe.

4 Nahrboden und Chemikalien

Chemikalien und Nahrbodenbestandteile missen fiir mikro-
biologische Zwecke geeignet sein. Trockenndhrbdden miis-
sen nach den Anweisungen des Herstellers zubereitet und
verwendet werden. Das verwendete Wasser muB entweder in
Glasgeréten destilliert oder entmineralisiert und mindestens
von entsprechender Reinheit sein. Es darf keine Bestandteile
enthalten, die das Wachstum von Mikroorganismen beein-
flussen.

4.1 Kristallviolett-Neutralrot-Galle-Lactose-Agar
Zusammensetzung:

— 3,0 g Hefeextrakt

— 7,0 g Caseinpepton, tryptisch verdaut (Trypton)
- 1,5 g Gallensalze

— 10,0 g Lactose

— 50 g Natriumchlorid

0,03 g Neutralrot

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

Die einzelnen Bestandteile werden in Wasser geldst und
einige Minuten stehengelassen. AnschiieBend wird griindlich
vermischt. Der Nahrboden wird bis zum Sieden erhitzt und bis
zum volistdndigen Aufldsen am Sieden gehalten. Dabei ist

von Zeit zu Zeit zu schwenken oder umzuriihren. Vor
Gebrauch wird er auf etwa 47 °C abgekiihit.

Der pH-Wert st so einzustellen, daB er im fertigen Nahrboden
bei 7,4 + 0,1 liegt, bezogen auf eine Temperatur von etwa
47 °C.

Der Nahrboden soll am Tage der Verwendung zubereitet
werden und darf nicht im Autoklaven sterilisiert werden.

4.2 Verdiinnungsfliissigkeit
Nach DIN 10 172 Teil 1

5 Gerite
Nach DIN 10 172 Teil 1, zuséatzlich:

5.12 Petrischalen, Durchmesser etwa 9 cm, z. B. Petrischa-
len nach DIN 12 339

5.13 Wasserbad, einstellbar auf (47 + 2) °C

6 Probenahme
Nach DIN 10 172 Teil 1

7 Durchfiihrung
7.1 Vorbereiten der Probe (Anschiittelung)
Nach DIN 10 172 Teil 1

Milch und fliissige Milchprodukte kénnen auch unverdiinnt
zur Beimpfung des Nahrbodens verwendet werden.

7.2 Herstellen der Verdiinnungen
Nach DIN 10 172 Teil 1

7.3 Beimpfen

Je zwei Petrischalen werden mit 1,0ml bzw. 0,1 ml der nach
Abschnitt 7.1 vorbereiteten Probe (Anschiittelung) bzw. einer
Verdiinnung nach Abschnitt 7.2 beschickt.

Bei Verwendung unverdiinnter Milch oder unverdiinnter fliis-
siger Milchprodukte kdnnen auch Petrischalen direkt mit
0,1 ml bzw. 1,0 ml beschickt werden.

AnschlieBend werden jeweils mindestens 10 ml des Kristall-
violett-Neutralrot-Galle-Lactose-Agars mit einer Temperatur
von etwa 47 °C in die mit Impfmaterial beschickten Petri-
schalen ilibergefiihrt und mit diesem sofort vermischt, so das
eine gleichméBige Verteilung erreicht wird. Nach dem Er-
starren des Agars wird dieser mit etwa 4 ml des gleichen
Nahrbodens {iberschichtet.

7.4 Bebriitung

Die Petrischalen werden mit dem Deckel nach unten im Brut-
schrank bei 30 °C (22 =+ 2) h lang bebriitet.
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8 Auswertung
8.1 Zahlen der Kolonien

Nach dem Bebriiten werden die typischen dunkelroten Kolo-

nien gezahlt.

Anmerkung: Falls ein Auszdhlen unmittelbar nach dem
Bebriten nicht mdéglich ist, diirfen die bebriteten
Petrischalen bei Temperaturen zwischen 2°C und
4 °C bis zu 2 Tagen aufbewahrt werden.

8.2 Berechnung und Angabe der Ergebnisse

8.2.1 Agarplatten mit mehr als 200 Kolonien, insbesondere,
wenn es sich dabei vorwiegend um atypische Kolonien han-
delt, sollen nicht ausgewertet werden. Liegen nur Platten
mit weniger als 10 typischen Kolonien vor, wird nach Ab-
schnitt 8.2.4 ausgewertet, oder liegen nur Platten mit mehr
als 200 typischen Kolonien vor, wird nach Abschnitt 8.2.5
ausgewertet.

8.2.2 Die Anzahl coliformer Keime wird bestimmt mittels
des gewichteten arithmetischen Mittels, d. h., die Summe aller
ausgezahlten Kolonien wird dividiert durch die Summe der
untersuchten Substratmengen. Die Anzahl der Mikroorganis-
men je mt bzw. g wird nach folgender Zahlenwertgleichung
berechnet:

>e

t=——= .
ny-1+ny-01

Hierin bedeuten:
Anzahl coliformer Keime je ml bzw. g

c

Zc Summe der typischen Kolonien aller Petrischalen, die
nach Abschnitt 8.21 zur Berechnung herangezogen
werden

ny  Anzahl der Petrischalen der niedrigsten Verdiinnungs-
stufe, die zur Berechnung herangezogen werden
(z.B. ny = 2 bei 2 Petrischalen)

ny Anzahl der Petrischalen der nachsthéheren Verdiin-
nungsstufe, die unter Beriicksichtigung von Ab-
schnitt 8.2.1 zur Berechnung herangezogen werden
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d Faktor der niedrigsten ausgewerteten Verdiinnungs-
stufe; hierbei handelt es sich um die auf 1y bezogene
Verdiinnungsstufe.

8.2.3 Fiir die Angabe der Ergebnisse wird die dritte Stelle
auf 0 gerundet. Betragt sie 5, wird nach unten gerundet, wenn
die ersten beiden Stellen eine gerade Zahl ergeben, und nach
oben gerundet, wenn die ersten beiden Stellen eine ungerade
Zahl ergeben.

Beispiele:
134 =130
135 = 140
125 =120

8.24 Wenn auf den Petrischalen nur Zahlen typischer
Kolonien unter 10 gefunden werden, wird die Anzahl der
Mikroorganismen je ml bzw. g als ,weniger als 10 - d“ ange-
geben, wobei ,d" der Faktor der niedrigsten ausgewerteten
Verdinnungsstufe ist.

8.2.5 Wenn auf den Petrischalen nur Zahlen typischer
Kolonien iiber 200 gefunden werden, wird die Koloniezahl
geschétzt und mit dem Wert des Verdiinnungsfaktors multi-
pliziert. Das Ergebnis wird ausgedriickt als ,geschitzte
Anzahl coliformer Keime je ml bzw. g

8.2.6 Das Ergebnis kann als eine Zahl zwischen 1,0und 9,9,
multipliziert mit 10%, angegeben werden, wobei x die ent-
sprechende Zehnerpotenz bedeutet.

9 Untersuchungsbericht

Im Untersuchungsbericht sind unter Hinweis auf diese Norm
anzugeben:

a) Art, Herkunft und Bezeichnung der Probe

b) Art und Datum der Probenahme

c) Eingangs- und Untersuchungsdatum

d) Anzahl coliformer Keime je ml bzw. g der Probe

e) Gegebenenfalls Abweichungen von den Festlegungen
dieser Norm.

DIN 10 172 Teil 1 Mikrobiologische Milchuntersuchung; Bestimmung der coliformen Keime; Verfahren mit fliissigem

Nahrmedium

DIN 12 339 Laborgerite aus Glas; Petrischalen

Friihere Ausgaben
DIN 10 172 Teil 3: 06.79

Anderungen

Gegenliber der Ausgabe Juni 1979 wurden folgende Anderungen vorgenommen:
a) Die Bebriitungszeit wurde von (24 * 2) h auf (22 + 2) h gesenkt.

b) Es wurde eine Anmerkung aufgenommen, die ein Auszéhlen nach bis zu 2tagiger Lagerung nach der Bebriitung ertaubt.

c) Durch die Umstellung auf das gewichtete Mittel wurde die Auswertung in Angleichung an neuere Normen vollsténdig liber-
arbeitet.
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