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Mikrobiologische Milchuntersuchung

Bestimmung der Escherichia coli
Membran-Agar-Verfahren Teil

Microbiological analysis of milk; determination of Escherichia coli; membrane-agar method
Analyse microbiologique du lait; détermination des Escherichia coli; méthode membrane-agar

Zusammenhang mit dem Amtlichen Untersuchungsverfahren nach § 35 LMBG L 42.00-11 siehe Erlauterungen.

1 Anwendungsbereich und Zweck

Diese Norm legt ein Schnellverfahren zur Bestimmung
von Escherichia coli fest. Es ist flir Speiseeis und
Speiseeispulver anwendbar.

2 Begriff

Unter Escherichia coli (E.coli) werden Bakterien verstan-
den, die nach dem in dieser Norm festgelegten Verfahren
Indol-positive Kolonien bilden.

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

3 Kurzbeschreibung des Verfahrens

Von der in den flissigen Zustand versetzten Probe
werden dezimale Verdlnnungen hergestellt. Jeweils 1 ml
der Verdinnungen wird auf einem Membranfilter, das auf
einem vorgetrockneten Glutaminat-Nahrboden aufgelegt
ist, ausgestrichen und 2 bis 4 h bei 36 °C vorbebriitet. Das
beimpfte und vorbebriitete Membranfilter wird auf Casein-
pepton-Galle-Nahrboden Ubertragen und 18 bis 24 h bei
44°C bebritet.

Das bebritete Membranfilter wird in Indol-Reagenz
gelegt. Kolonien, die sich innerhalb von 5 min rot bis rosa-
rot farben, sind Escherichia coli. Die Anzahl dieser Kolo-
nien, multipliziert mit dem Verdinnungsfaktor, ergibt die
Anzah! der Escherichia coli je g der Probe.

4 Chemikalien und Nahrboden

Chemikalien und Nahrbodenbestandteile miissen fir
mikrobiologische Zwecke geeignet sein. Trockennahr-
béden mussen nach den Anweisungen des Herstellers
zubereitet und verwendet werden. Das verwendete
Wasser muB3 entweder in Glasgeréaten destilliert oder ent-
mineralisiert und mindestens von entsprechender Rein-
heit sein. Es darf keine Bestandteile enthalten, die das
Wachstum von Mikroorganismen beeinflussen.
Anmerkung: Es kénnen auch im Handel befindliche Nahr-
béden verwendet werden, sofern ihre Zusammen-
setzung den genannten Rezepturen entspricht
oder bei vergleichbarer Wirksamkeit nur geringfu-
gig von diesen abweicht.

4.1 Glutaminat-Nahrboden

4.1.1 Zusammensetzung:
— 1,0 g Caseinhydrolysat
— 10,0 gLactose

— 6,35 g Natrium-L(+)-glutaminat

— 0,25 g Natriumformiat

— 0,02 g L{+)-Argininmonohydrochlorid

— 0,024 g L(+)-Asparaginsaure

— 0,02 g L(-)-Cystin

— 0,9 g di-Kaliumhydrogenphosphat, wasserfrei
— 25 g Ammoniumchlorid

— 0,1 g Magnesiumsulfat, Mg SO, - 7 H,0O
— 0,01 g Calciumchlorid, CaCl, - 2 H,0

— 0,01 g Eisen(ll)-citrat, CgHsFeO; - 5 H,O
— 0,001 g Thiaminiumdichlorid

-~ 0,001 g Nicotinsédure

— 0,001 g Pantothenséure

— 0,01 g Bromkresolpurpur

— 10 bis 15 g Agar, je nach Geliereigenschaften
— 1000 ml Wasser

4.1.2 Herstellung:

Die Bestandteile werden in Wasser suspendiert und im
Dampftopf bis zum vollstdndigen Losen erhitzt. Der pH-
Wert ist so einzustellen, daB er nach dem Sterilisieren bei
6,710,2 liegt, bezogen auf eine Temperatur von etwa
45°C. Nach dem Abfillen der Teilmengen in die Kultur-
réhrchen oder -flaschen nach Abschnitt 5.7 wird 10 min
bei 115°C sterilisiert.

Der fertige Nahrboden ist im Dunkeln und bei einer Tem-
peratur zwischen 0 und 5°C aufzubewahren. Er darf nicht
langer als 3 Monate aufbewahrt werden.

4.2 Caseinpepton-Galle-Nédhrboden

421 Zusammensetzung:

— 20,0 g Caseinpepton, tryptisch verdaut (Trypton)
— 1,5 g Gallensalzmischung

— 10 bis 15 g Agar, je nach Geliereigenschaften
— 1000 ml Wasser

Fortsetzung Seite 2 bis 4
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422 Herstellung:

Die Bestandteile werden in Wasser suspendiert und im
Dampftopf bis zum vollstandigen Aufidsen am Sieden
gehalten.

Der pH-Wert ist so einzustellen, daB er nach dem Sterili-
sieren bei 7,2£0,2 liegt, bezogen auf eine Temperatur
von etwa 45°C. Nach dem Abfillen der Teilmengen in die
Kulturréhrchen oder -flaschen nach Abschnitt 5.7 wird
15 min bei 121 °C sterilisiert.

Der fertige Nahrboden ist im Dunkeln und bei einer
Temperatur zwischen 0 und 5°C aufzubewahren. Er darf
nicht langer als 3 Monate aufbewahrt werden.

4.3 Verdiinnungsflissigkeit

Als Verdiinnungsflussigkeit wird Kochsalz-Pepton-Ldsung
oder viertelstarke Ringer-Lésung nach DIN 10191 Teil 1
verwendet.

4.4 Indol-Reagenz nach Vracko und Sherris
441 Zusammensetzung:

— 5 g 4-Dimethylaminobenzaldehyd

— 100 ml Salzsaure, ¢(HCL) = 1 mol/1")

4.4.2 Herstellung:

Die Substanz wird in der Salzsdure gel6st. Das Reagenz
ist im Dunkeln bei einer Temperatur zwischen 0 und 5°C
aufzubewahren.

Es darf nicht langer als 1 Monat aufbewahrt werden.

5 Geréate und Hilfsmittel

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

Anmerkung: Mechanische Pipetten und andere Gerate
fur die mechanisierte und automatisierte Durch-
fuhrung der Arbeitsgange dirfen verwendet
werden, sofern durch entsprechende Unter-
suchungen sichergestellt ist, da vergleichbare
Ergebnisse erzielt werden.

5.1 Dampf-Sterilisator (Autoklav), einstellbar auf
(115£1)°C und auf (121 £1)°C, z.B. Dampf-Sterilisator
nach DIN 58946 Teil 2

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

5.3 HeiBluftsterilisator, einstellbar auf mindestens
180°C

5.4 Brutschrank, einstellbar auf (37 +1)°C, z.B. Brut-
schrank nach DIN 58 945 Teil 1

5.5 Brutschrank, einstellbar auf (44 +1)°C, z.B. Brut-
schrank nach DIN 58 945 Teil 1

5.6 pH-MeBeinrichtung mit Temperaturkompensation

5.7 Kulturréhrchen, Lange etwa 150 mm, Durch-
messer etwa 15 mm, oder Verdiinnungsflaschen mit
einem Nennvolumen von 150 bis 250 ml, ausgestattet mit
Stopfen oder anderem VerschluB

5.8 1-ml-MeBpipette

) Stoffmengenkonzentration

5.9 Spatel, Durchmesser etwa 3,5 mm, Ausstrichbreite
30 mm. Die Schnittkanten an den Enden mussen ge-
gléattet sein.

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

5.11 Celluloseacetat-Membranfilter, vorzugsweise
mit markierter Oberseite, PorengréBe 0,45 pum, Durch-
messer 85 mm

5.12 Pinzette aus Stahl, mit feiner Spitze, Lange etwa
130 mm

6 Probenahme

Nach DIN 10327 (z.Z. Entwurf), sofern nach DIN 10191
Teil 5 keine besonderen Festlegungen getroffen worden
sind.

7 Durchfihrung

Die in den Abschnitten 7.2 bis 7.4 festgelegten Arbeits-
vorgange durfen nicht unter direkter Sonneneinstrahlung
durchgefuhrt werden.

7.1 Vorbereiten der Probe (Anschittelung)
Nach DIN 10191 Teil 5

Mindestens 10 g der Probe werden mit der 9fachen
Menge Verdunnungsflissigkeit vermischt.

7.2 Herstellen der Verdiinnungen

Die Verdiinnungen sind bis zu derjenigen Stufe anzuset-
zen, die Koloniezahlen von héchstens 150 erwarten |aft.
Mindestens 1 ml der nach Abschnitt 7.1 vorbereiteten
Probe wird zu der 9fachen Menge Verdiinnungsfilissigkeit
hinzugeflgt.

Hoéhere Verdlinnungsstufen werden jeweils durch Hinzu-
fugen von mindestens 1 ml der vorhandenen Verdinnung
zu der 9fachen Menge Verdinnungsflissigkeit hergestellt.
Fir jede Verdinnungsstufe ist eine frische Pipette zu ver-
wenden.

Die Verdiunnungen werden jeweils unmittelbar vor der
weiteren Verarbeitung grindlich gemischt.

7.3 Herstellen der Agarplatten

Jeweils etwa 15ml der geschmolzenen Nahrbéden
werden bei einer Temperatur von etwa 45°C in Petri-
schalen Ubergefihrt und zum Verfestigen stehen-
gelassen. Fur die Untersuchung sind die Platten gut vor-
zutrocknen.

Anmerkung: Wenn die Agarplatten nicht unmitteibar nach
der Herstellung verwendet werden, sind sie
zwischen 0 und 5°C aufzubewahren. Sofern der
Agar gegen Austrocknung geschiitzt ist, kbnnen
die Platten bis zu 1 Monat aufbewahrt werden.

7.4 Auflegen und Beimpfen des Membranfilters

Mit einer Pinzette wird ein Membranfilter nach Abschnitt
5.11 auf eine gut vorgetrocknete Agarplatte mit Glutami-
nat-Nahrboden nach Abschnitt 4.1 so aufgelegt, daB der
Rand der Petrischale nicht berihrt wird.

Anmerkung: Es ist zu beachten, daB das Membranfilter
mit der markierten Oberseite nach oben auf-
gelegt wird.
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