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Microbiological analysis of milk; determination of Escherichia coli; fluorescence optical method with paraliel

determination of coliforms

Analyse microbiologique du lait; détermination des Escherichia coli; méthode fluorescence optique avec

détermination paralléle des coliforms

1 Anwendungsbereich und Zweck

Diese Norm legt ein Verfahren zur Bestimmung der
Anzahl bzw. des Titers von Escherichia coli und von coli-
formen Keimen in Milch und Milchprodukten sowie Spei-
seeis und S&uglings- und Kleinkindernahrung auf Miich-
basis unter Verwendung eines flissigen Nahrmediums
fest.

2 Begriffe
2.1 Escherichia coli

Unter Escherichia coli (E. coli) werden die Bakterien ver-
standen, die nach dem in dieser Norm festgelegten Ver-
fahren 4-Methylumbelliferyl-B-D-glucuronid (MUG) in Glu-
curonséure und das fluoreszierende 4-Methylumbelliferon
spalten und indol bilden.

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

2.2 Coliforme Keime

Unter coliformen Keimen werden die Bakterien verstan-
den, die nach dem in dieser Norm festgelegten Verfahren
Lactose unter Gasbildung vergéren.

3 Kurzbeschreibung des Verfahrens

Von der fliissigen bzw. in den fliissigen Zustand versetz-
ten Probe werden dezimale Verdiinnungen hergestellt. Je
Verdlinnungsstufe werden drei Kulturréhrchen, die ein
selektives Laurylsulfat-Tryptose-Nahrmedium mit Zusatz
von Tryptophan und 4-Methylumbelliferyl-8-D-glucuronid
(LST/MUG) enthalten, beimpft.

Nach Bebritung der Kulturréhrchen bei 30°C wird die
Fluoreszenz nach Anregung mit langwelligem UV-Licht
und die indolbildung mittels Kovacs-Reagenz (E. coli)
bzw. die Gasbildung (coliforme Keime) gepriift.

Aus der Anzahl der Kulturréhrchen mit positiver Reaktion
wird der Titer bzw. mit Hilfe der MPN')-Tabelle die Anzahl
von E. coli bzw. von coliformen Keimen je mt bzw. g
bestimmt.
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4 Chemikalien und Nahrboden

Chemikalien und Nahrbodenbestandteile missen fir
mikrobiologische Zwecke geeignet sein. Trockennahrbé-
den muissen nach den Anweisungen des Herstellers
zubereitet und verwendet werden. Das verwendete Was-
ser muf3 entweder in Glasgeréten destilliert oder entmine-
ralisiert und mindestens von entsprechender Reinheit
sein. Es darf keine Bestandteile enthalten, die das Wachs-
tum von Mikroorganismen beeinflussen.

4.1 Laurylsulfat-Tryptose-Nidhrmedium mit
Tryptophan und MUG
(LST/MUG-N&hrmedium)?)

411 Zusammensetzung

— 20 g Tryptose

— 5 g Lactose

— 5 g Natriumchlorid

— 0,1 g Natriumlauryisulfat

— 2,75 g di-Kaliumhydrogenphosphat

— 2,75 g Kaliumdihydrogenphosphat

— 0,1 g 4-Methylumbelliferyl-B-D-glucuronid

— 1,0 g Tryptophan

— 1000 ml Wasser

4.1.2 Herstellung des Ndhrmediums
einfacher Konzentration

Die Bestandteile werden in Wasser geldst.

4.1.3 Herstellung des Nahrmediums

doppelter Konzentration
Die Herstellung entspricht der des Nihrmediums einfa-
cher Konzentration nach Abschnitt 4.1.2, wobei die Halfte
der angegebenen Wassermenge verwendet wird.

) MPN = most probable number (wahrscheinlichste
Anzahl)

%) Geeignete Trockennidhrbdden sind im Handel erhélt-
lich

Fortsetzung Seite 2 bis 5
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4.1.4 Vorbereitung der Kulturréhrchen

Teilmengen von jeweils 10 ml des Nahrmediums einfa-
cher bzw. doppelter Konzentration werden in geeignete
Kulturréhrchen, die fiir den Nachweis von coliformen Kei-
men mit Durham-Roéhrchen beschickt sind, Gbergefihrt.
Die Kulturréhrchen werden anschlieBend 15 min bei
(121 £ 1)°C sterilisiert. Das fertige Nahrmedium muB
nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur einen pH-Wert
von 6,8 + 0,1 haben. Die Durham-Rdéhrchen durfen keine
Luftblasen enthalten.

4.2 Indol-Reagenz nach Kovacs

421 Zusammensetzung

-~ 5 g 4-Dimethylaminobenzaldehyd

— 75 ml n-Amylalkohol

— 25 ml Salzséure, w(HCL) = 32 %3); 050 = 1,16 g/ml

422 Herstellung

4-Dimethylaminobenzaldehyd wird unter maBigem Erwér-
men im Wasserbad bei 50 bis 55°C in n-Amylalkohol
gelést. Die Losung wird auf Zimmertemperatur gekiihlt.
AnschlieBend wird die Salzsdure zugeflgt. Das Reagenz
muf 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 einstellt.

Anmerkung: Im Handel erhaltliches Kovacs-Reagenz
kann flr den Indol-Nachweis verwendet werden.

4.3 Verdiinnungsfliissigkeit

Als Verdlinnungsfliissigkeit 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 Festiegungen getroffen wor-
den sind. Die Verwendung anderer Verdiinnungsflissig-
keiten muB im Untersuchungsbericht angegeben werden.

5 Gerite und Hilfsmittel

Alle Glasgerate missen vor der Verwendung sorgfaltig
gereinigt und sterilisiert werden, Kunststoffgerate missen
steril sein.

Anmerkung: Mechanische Pipetten und andere Geréate
- fir die mechanisierte und automatisierte Durch-
fihrung der Arbeitsgénge dlrfen verwendet wer-
den, sofern durch entsprechende Untersuchungen
sichergestellt 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 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, einstellbar auf (30 + 1) °C, z.B. Brut-
schrank nach DIN 58 945 Teil 1

5.6 pH-MeBeinrichtung mit Temperaturkompensation

5.7 UV-Lampe, 360 oder 366 nm, mindestens 4 Watt

5.8 Kulturrohrchen (ohne Eigenfluoreszenz), Lénge
200 mm, Durchmesser 20 mm, fiir den Nachweis von coli-
formen Keimen beschickt mit Durham-Réhrchen

5.9 Kulturréhrchen (ohne Eigenfluoreszenz), Lange
160 mm, Durchmesser 16 mm, flir den Nachweis von coli-
formen Keimen beschickt mit Durham-Réhrchen

5.10 Verdinnungsflaschen, Nennvolumen 150 bis
250 ml, ausgestattet mit Stopfen oder anderem VerschiuB

5.11 Pipetten, Nennvolumen 1 ml und 10 ml

5.12 Impfose, geeignet zur Aufnahme von etwa 1 pl

6 Probenahme

Nach DIN 10327 (z.Z. Entwurf), sofern nach DIN 10 191
Teil 5%) keine besonderen Festlegungen getroffen sind.

7 Durchfiihrung

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 10 191 Teil 1 bis Teil 55).
Mindestens 10 g oder 10 ml der Probe werden mit der
9fachen Menge Verdiinnungsflissigkeit vermischt.

7.2 Herstellen der Verdiinnungen

Mindestens 1 ml der nach Abschnitt 7.1 vorbereiteten
Probe wird zu der Sfachen Menge Verdinnungsflissigkeit
hinzugefigt. 1 ml dieser Verdlinnung entspricht 0,01 ml
bzw. 0,01 g der Probe. Hohere Verdiinnungsstufen wer-
den jeweils durch Hinzufligen von mindestens 1 ml der
vorhandenen Verdiinnung zu der 9fachen Menge Verdiin-
nungsfliissigkeit hergestelit. Die Verdinnungen werden
jeweils unmittelbar vor der weiteren Verarbeitung griind-
lich gemischt.

7.3 Beimpfen

7.3.1 Ansetzen von Probenmengen von 1 mlbzw. 1 g

Drei Kulturréhrchen, die jeweils 10 ml des Nahrmediums
doppeiter Konzentration nach Abschnitt 4.1.3 enthalten,
werden mit je 10 ml der nach Abschnitt 7.1 vorbereiteten
Probe beimpft. Diese Ansétze entsprechen 1 mi bzw. 1 g
der Probe je Kulturréhrchen.

7.3.2 Ansetzen von Probenmengen

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

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

3) Massenanteil
4 Begriff nach DIN 8120 Teil 1
%) Eine entsprechende DIN-Norm fiir die Vorbereitung

der Proben fir Sauglings- und Kleinkindernahrung ist
in Vorbereitung.
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