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1 Anwendungsbereich und Zweck

Diese Norm legt ein Verfahren zur Bestimmung der
Anzahl bzw. des Titers von Escherichia coli in Milch und
Milchprodukten sowie Speiseeis und Sauglings- und
Kleinkindernahrung auf Milchbasis unter Verwendung
eines flissigen Nahrmediums fest.

2 Begriff
Escherichia coli

Unter Escherichia coli (E.coli) werden die Bakterien ver-

standen, die nach den in dieser Norm festgelegten Ver-

fahren Lactose unter Gasbildung vergéaren und Indol

bilden.

Anmerkung: Die nach dieser Norm bestimmten E.coli
werden international auch als prasumtive E.coli
bezeichnet.

3 Kurzbeschreibung des Verfahrens

Von der fliissigen bzw. in den fiussigen Zustand versetz-
ten Probe werden dezimale Verdlinnungen hergestellt. Je
Verdiinnungsstufe werden drei Kulturrhrchen, die ein
selektives Laurylsulfat-Tryptose (LST)-Néhrmedium ent-
halten, beimpft.

Die Kulturréhrchen werden 48 h bei 30°C bebrutet. Aus
Kulturréhrchen mit positiver Reaktion (Gasbildung im
Durham-Rdéhrchen) wird jeweils eine Impfése Material in
je ein Réhrchen mit LST-Nahrmedium und Tryptophan-
Peptonwasser (berimpft. Nach Bebriitung dieser Réhr-
chen bei 44°C fir 48 h wird in dem LST- Réhrchen Gas-
bildung und im Tryptophan-Peptonwasser-Réhrchen die
Indolbildung mittels Kovacs-Reagenz geprift. E.coli gilt
als nachgewiesen, wenn beide Reaktionen positiv sind.
Aus der Anzahl der KulturrGhrchen mit positiver Reaktion
(Gasansammlung im Durham-Réhrchen und Indol-
bildung) wird der Titer bzw. mit Hiife der MPN')-Tabelle
die Anzahl von E.coli je ml bzw. g bestimmt.

4 Chemikalien und Nahrboden

Chemikalien und Nahrbodenbestandteile muissen fur
mikrobiologische Zwecke geeignet sein. Trockennéhr-
béden missen nach den Anweisungen des Herstellers

Y MPN = most probable number (wahrscheinlichste
Anzahl)
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zubereitet und verwendet werden. Das verwendete
Wasser muB entweder in Glasgeraten destilliert oder ent-
mineralisiert und mindestens von entsprechender Rein-
heit sein. Es darf keine Bestandteile enthalien, die das
Wachstum von Mikroorganismen beeinflussen.

4.1 Laurylsulfat-Tryptose-Ndhrmedium

(LST-Nahrmedium)
Zusammensetzung
20 g Tryptose
— 5 gLactose
— 5 g Natriumchlorid
0,1 g Natriumlaurylsulfat
2,75 g di-Kaliumhydrogenphosphat
2,75 g Kaliumdihydrogenphosphat
1000 ml Wasser
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4.1.2 Herstellung des Ndhrmediums einfacher
Konzentration

Die Bestandteile werden in Wasser geldst.

4.1.3 Herstellung des Ndhrmediums doppelter
Konzentration

Die Herstellung entspricht der des Nahrmediums ein-

facher 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 N&hrmediums ein-
facher bzw. doppelter Konzentration werden in geeignete
Kulturréhrchen, die mit Durham-Réhrchen beschickt sind,
tbergefuhrt. Die Kulturréhrchen werden anschlieBend
15min bei (121 1+1)°C sterilisiert. Das fertige Néhrme-
dium muB nach dem Abkihlen auf Raumtemperatur
einen pH-Wert von 6,8+0,1 haben. Die Durham-Réhr-
chen dirfen keine Luftblasen enthalten.

42 Tryptophan-Peptonwasser

421 Zusammensetzung

— 10 g Caseinpepton, tryptisch verdaut (Trypton)
1 g D, L-Tryptophan

5 g NaCl

— 1000 ml Wasser

Fortsetzung Seite 2 bis 5
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4.2.2 Herstellung

Die Substanzen werden in dem Wasser gelést. Der pH-
Wert wird so eingestellt, daB er nach der Sterilisation und
nach dem Abkiihlen auf etwa 20°C 7,3 £ 0,2 betragt.

Das Tryptophan-Peptonwasser wird in Teilmengen zu
10 ml in Kulturrdhrchen abgefillt und 15 min bei
(121 £1)°C sterilisiert.

4.3 Indol-Reagenz nach Kovacs

4.3.1 Zusammensetzung

— 5 g 4-Dimethylaminobenzaldehyd

— 75 ml n-Amylalkohol

— 25 ml Salzsdure, w(HCl) = 32%?2) 055 = 1,16 g/ml

4.3.2 Herstellung

4-Dimethylaminobenzaldehyd wird unter maBigem Erwér-
men im Wasserbad bei 50°C bis 55°C im Amylalkoho!
gel6st. Die Losung wird auf Zimmertemperatur gekuhit.
AnschlieBend wird die Salzsdure zugeflgt. Das Reagenz
muB im Dunkeln bei etwa 4 °C aufbewahrt werden. Es soll
eine hellgelbe bis leicht braune Farbung haben, die sich
unter Umstanden erst nach einigen Stunden nach der
Herstellung einstelit.

Anmerkung: Im Handel erhéltliches Kovacs-Reagenz darf
flr den Indol-Nachweis verwendet werden.

4.4 Verdiinnungsflissigkeit

Als Verdlnnungsfliissigkeit wird Kochsalz-Pepton-Lésung
oder viertelstarke Ringer-Lésung nach DIN 10191 Teil 1
verwendet, sofern nach DIN 10191 Teil 4 fur bestimmte
Produkte keine besonderen Festlegungen getroffen
worden sind. Die Verwendung anderer Verdinnungs-
fllissigkeiten muB im Untersuchungsbericht angegeben
werden.

5 Geréte und Hilfsmittel

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

Anmerkung. Mechanische Pipetten und andere Geréte
fur die mechanisierte und automatisierte Durch-
fihrung der Arbeitsgdnge dirfen verwendet
werden, sofern durch entsprechende Unter-
suchungen sichergestelit ist, daB vergleichbare
Ergebnisse erzielt werden.

5.1 Analysenwaage °)

5.2 Dampf-Sterilisator (Autoklav), einstellbar auf
(121 £1)°C, z.B. Dampf-Sterilisator nach DIN 58946
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, einstellbar auf (30 £ 1)°C, z.B. Brut-
schrank nach DIN 58 945 Teil 1

5.6 pH-MeBeinrichtung mit Temperaturkompensation

2) Massenanteil

%) Begriff nach DIN 8120 Teil 1

4) Eine entsprechende DIN-Norm fiir die Vorbereitung
der Proben fir Sauglings- und Kleinkindernahrung auf
Milchbasis ist in Vorbereitung.

5.7 Wasserbad, einstellbar auf (44 £0,5)°C

5.8 Kulturrohrchen, Lange 200 mm, Durchmesser
20 mm, beschickt mit Durham-Réhrchen

5.9 Kulturréhrchen, Ldnge 160 mm, Durchmesser
16 mm, beschickt mit Durham-Réhrchen

5.10 Verdiunnungsflaschen, Nennvolumen etwa
250 ml, jeweils beschickt mit 3 langen Durham-Rdéhrchen,
Lange 70 mm, Durchmesser 10 mm

Anmerkung: Diese Verdunnungsflaschen werden aus-
schlieBlich im Abschnitt 7.3.3 bei dem Ansetzen
von Probenmengen von 10ml bzw. 10g ver-
wendet. In allen anderen Fallen werden Verdin-
nungsflaschen nach Abschnitt 5.11 benutzt.

5.11 Verdinnungsflaschen, Nennvolumen 150 bis
250 ml, ausgestattet mit Stopfen oder anderem VerschiuB3

5.12 Pipetten, Nennvolumen 1 ml und 10 ml

5.13 Impfose, geeignet zur Aufnahme von etwa 1 pl

6 Probenahme

Nach DIN 10327 (z.Z. Entwurf), sofern nach DIN 10191
Teil 1 bis Teil 5%) keine besonderen Festlegungen getrof-
fen sind.

7 Durchfiihrung

Sollen aus einer Probe coliforme Keime und E.coli gleich-
zeitig bestimmt werden, verfdhrt man zuerst nach
DIN 10172 Teil 1 und schlieBt den E.coli-Nachweis ab
Abschnitt 7.5 dieser Norm an.

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

7.1 Vorbereiten der Probe (Anschiittelung)

Je nach Art der Probe nach DIN 10191 Teil 1 bis Teil 5%).
Mindestens 10 g oder 10 ml der Probe werden mit der
9fachen Menge Verdinnungsflissigkeit vermischt.

7.2 Herstellen der Verdiinnungen

Mindestens 1 ml der nach Abschnitt 7.1 vorbereiteten
Probe wird zu der 9fachen Menge Verdunnungsflissigkeit
hinzugeflgt. 1 ml dieser Verdlinnung entspricht 0,01 mtl
bzw. 0,01 g der Probe. Hohere Verdlinnungsstufen
werden jeweils durch Hinzufiigen von mindestens 1 mi
der vorhandenen Verdlinnung zu der 9fachen Menge Ver-
dinnungsfliissigkeit  hergestelit. Die Verduinnungen
werden jeweils unmittelbar vor der weiteren Verarbeitung
grindlich gemischt.

7.3 Beimpfen
7.3.1 Ansetzen von Probenmengen von 1 mtbzw. 1 g

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 Ansatze entsprechen 1 ml bzw. 1 g
der Probe je Kulturréhrchen.

7.3.2 Ansetzen von Probenmengen < 0,1 ml
bzw. <01 g

Drei Kulturréhrchen, die jeweils 10 ml des Nahrmediums
einfacher Konzentration nach Abschnitt 4.1.2 enthalten,
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