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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (ENISO 11133:2014 + A1:2018 + A2:2020) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 34
,Food products”, Unterkomitee SC9 ,Microbiology” (Sekretariat: AFNOR, Frankreich) in Zusammenarbeit
mit dem Technischen Komitee ISO/TC 147 ,Water quality”, Unterkomitee SC 4 ,Microbiological methods”
(Sekretariat: DIN, Deutschland) und in Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee CEN/TC 463
»,Mikrobiologie der Lebensmittelkette“ erarbeitet, dessen Sekretariat von AFNOR (Frankreich) gehalten wird.

Das zustdandige deutsche Normungsgremium ist der Arbeitsausschuss NA 057-01-06 AA , Mikrobiologie der
Lebensmittelkette” des DIN-Normenausschusses Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte (NAL).

Das zustdndige Gremium des Mittragers ist der Unterausschuss NA 119-01-03-03 UA ,Mikrobiologie“ des
Arbeitsausschusses NA 119-01-03 AA ,Wasseruntersuchung” im DIN-Normenausschuss Wasserwesen
(NAW).

Dieses Dokument enthilt die Anderung 1, angenommen von CEN am 2018-03-07 und die Anderung 2,
angenommen von CEN am 2020-03-21.

Der Beginn und das Ende von neuem oder geandertem Text werden durch die Markierungen und
angezeigt.
Bezeichnung des Verfahrens:

Vorbereitung, Herstellung, Lagerung und Leistungspriifung von Nahrmedien (K 30):

Verfahren DIN EN ISO 11133 — K 30

Fiir die in diesem Dokument zitierten Dokumente wird im Folgenden auf die entsprechenden deutschen
Dokumente hingewiesen:

ISO 3696 siehe DIN ISO 3696
ISO 2859-1 siehe DIN ISO 2859-1
ISO 5725-6 siehe DIN ISO 5725-6
IS0 6222 siehe DIN EN ISO 6222
ISO 6887-1 siehe DIN EN ISO 6887-1
ISO 6887-2 siehe DIN EN ISO 6887-2
ISO 6887-3 siehe DIN EN ISO 6887-3
ISO 6887-4 siehe DIN EN ISO 6887-4
ISO 6887-5 siehe DIN EN ISO 6887-5
ISO 6887-6 siehe DIN EN ISO 6887-6
ISO 6888-1 siehe DIN EN ISO 6888-1
ISO 6888-2 siehe DIN EN ISO 6888-2
ISO 6888-3 siehe DIN EN ISO 6888-3
ISO 7218 siehe DIN EN ISO 7218
ISO 7899-1:1998 siehe DIN EN ISO 7899-1:1999-07
ISO 7899-2 siehe DIN EN ISO 7899-2
ISO 7932 siehe DIN EN ISO 7932
ISO 7937 siehe DIN EN ISO 7937
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ISO 8199 siehe DIN EN ISO 8199
ISO 9000 siehe DIN EN ISO 9000
IS0 9001 siehe DIN EN ISO 9001
ISO 9308-1 siehe DIN EN ISO 9308-1
[SO 9308-2 siehe DIN EN ISO 9308-2
ISO 9308-3:1998 siehe DIN EN ISO 9308-3:1999-07
[SO 10272-1 siehe DIN EN ISO 10272-1
ISO 10272-2 siehe DIN EN ISO 10272-2
ISO 10273 siehe DIN EN ISO 10273
ISO 11290-1 siehe DIN CEN ISO/TS 11290-1
ISO 11290-2 siehe DIN EN ISO 11290-2
[SO 11731 siehe DIN ENISO 11731
ISO 13720 siehe DIN EN ISO 13720
ISO 14189 siehe DIN EN ISO 14189
ISO 16266 siehe DIN EN ISO 16266
ISO 16649-1 siehe DIN ISO 16649-1
ISO 16649-2 siehe DIN ISO 16649-2
ISO 16649-3 siehe DIN EN ISO 16649-3
ISO 16654 siehe DIN EN ISO 16654
ISO 19250 siehe DIN EN ISO 19250
[SO 21528-1 siehe DIN EN ISO 21528-1
ISO 21528-2 siehe DIN EN ISO 21528-2
ISO 21567 siehe DIN EN ISO 21567
[SO 21871 siehe DIN EN ISO 21871
ISO 21872-1 siehe DIN EN ISO 21872-1
ISO 22964 siehe DIN EN ISO 22964

Aktuelle Informationen zu diesem Dokument konnen iiber die Internetseiten von DIN (www.din.de) durch
eine Suche nach der Dokumentennummer aufgerufen werden.

Anderungen

Gegeniiber DIN EN ISO 11133:2018-07 wurden folgende Anderungen vorgenommen:
a) Abschnitte 5.2, 5.4.1, 6.6.1 und 6.6.2 liberarbeitet;

b) normativen Anhang K hinzugefiigt;

¢) Norm redaktionell iiberarbeitet.

Frithere Ausgaben

DIN VENVISO 11133-1: 2000-09

DIN ISO/TS 11133-2: 2004-10

DIN ISO/TS 11133-1: 2009-06

DIN CEN ISO/TS 11133-2 (DIN SPEC 10126): 2011-05
DIN ENISO 11133:2015-01, 2018-07
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Es ist erforderlich, bei den Untersuchungen nach dieser Norm Fachleute oder Facheinrichtungen
einzuschalten und bestehende Sicherheitsvorschriften zu beachten.

Bei Anwendung der Norm ist im Einzelfall je nach Aufgabenstellung zu priifen, ob und inwieweit die
Festlegung von zuséatzlichen Randbedingungen erforderlich ist.

Die vorliegende Norm enthdlt das vom DIN-Normenausschuss Wasserwesen (NAW) und von der

Wasserchemischen Gesellschaft — Fachgruppe in der Gesellschaft Deutscher Chemiker (GDCh)—

gemeinsam erarbeitete Deutsche Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und Schlammuntersuchung:
Vorbereitung, Herstellung, Lagerung und Leistungspriifung von Ndhrmedien (K 30).

Die als DIN-Normen verdffentlichten Deutschen Einheitsverfahren sind bei der Beuth Verlag GmbH einzeln

oder zusammengefasst erhaltlich. Auflerdem werden die genormten Deutschen Einheitsverfahren in der

Loseblattsammlung ,Deutsche Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und Schlammuntersuchung"

gemeinsam von der Beuth Verlag GmbH und der Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA publiziert.

Normen oder Norm-Entwiirfe mit dem Gruppentitel ,Deutsche Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und
Schlammuntersuchung“ sind in folgende Gebiete (Haupttitel) aufgeteilt:

Allgemeine Angaben (Gruppe A)

Sensorische Verfahren (Gruppe B)

Physikalische und physikalisch-chemische Kenngrof3en (Gruppe C)
Anionen (Gruppe D)

Kationen (Gruppe E)

Gemeinsam erfassbare Stoffgruppen (Gruppe F)

Gasformige Bestandteile (Gruppe G)

Summarische Wirkungs- und Stoffkenngrofden (Gruppe H)
Mikrobiologische Verfahren (Gruppe K)

Testverfahren mit Wasserorganismen (Gruppe L)
Biologisch-6kologische Gewdsseruntersuchung (Gruppe M)
Einzelkomponenten (Gruppe P)

Schlamm und Sedimente (Gruppe S)

Suborganismische Testverfahren (Gruppe T)

Uber die bisher erschienenen Teile dieser Normen gibt die Geschiftsstelle des Normenausschusses

Wasserwesen (NAW) im DIN Deutsches Institut flir Normung e.V., Telefon 030 2601-2448, oder die Beuth
Verlag GmbH, 10772 Berlin, Auskunft.
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Nationaler Anhang NA
(informativ)

Literaturhinweise
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DIN EN ISO 7899-1:1999-07, Wasserbeschaffenheit — Nachweis und Zdhlung von intestinalen Enterokokken in
Oberfldchenwasser und Abwasser — Teil 1: Miniaturisiertes Verfahren durch Animpfen in Fliissigmedium
(MPN-Verfahren) (1SO 7899-1:1998); Deutsche Fassung EN ISO 7899-1:1998

DIN EN ISO 7899-2, Wasserbeschaffenheit — Nachweis und Zdihlung von intestinalen Enterokokken — Teil 2:
Verfahren durch Membranfiltration

DIN EN ISO 7932, Mikrobiologie von Lebensmitteln und Futtermitteln — Horizontales Verfahren zur Zdhlung
von prdsumtivem Bacillus cereus — Koloniezdhlverfahren bei 30 °C
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von Clostridium perfringens — Koloniezdhlverfahren
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DIN EN ISO 9308-1, Wasserbeschaffenheit — Zdhlung von Escherichia coli und coliformen Bakterien — Teil 1:
Membranfiltrationsverfahren fiir Wdsser mit niedriger Begleitflora

DIN EN ISO 9308-2, Wasserbeschaffenheit — Zdhlung von Escherichia coli und coliformen Bakterien — Teil 2:
Verfahren zur Bestimmung der wahrscheinlichsten Keimzahl

DIN EN ISO 9308-3:1999-07, Wasserbeschaffenheit — Nachweis und Zdhlung von Escherichia coli und
coliformen Bakterien in Oberflichenwasser und Abwasser — Teil 3: Miniaturisiertes Verfahren durch Animpfen
in Fliissigmedium (MPN-Verfahren) (I1SO 9308-3:1998); Deutsche Fassung EN ISO 9308-3:1998

DIN EN ISO 10272-1, Mikrobiologie der Lebensmittelkette — Horizontales Verfahren zum Nachweis und zur
Zdhlung von Campylobacter spp. — Teil 1: Nachweisverfahren

DIN EN ISO 10272-2, Mikrobiologie der Lebensmittelkette — Horizontales Verfahren zum Nachweis und zur
Zdhlung von Campylobacter spp. — Teil 2: Koloniezdhlverfahren

DIN EN ISO 10273, Mikrobiologie der Lebensmittelkette — Horizontales Verfahren zum Nachweis von
pathogenen Yersinia enterocolitica

DIN EN ISO 11290-2, Mikrobiologie der Lebensmittelkette — Horizontales Verfahren fiir den Nachweis und die
Zdhlung von Listeria_monocytogenes und von Listeria spp. — Teil 2: Zdhlverfahren

DIN EN ISO 11731, Wasserbeschaffenheit — Zdhlung von Legionellen
DIN EN ISO 13720, Fleisch und Fleischerzeugnisse — Zdhlung von prdsumtiven Pseudomonas spp.

DIN EN ISO 14189, Wasserbeschaffenheit — Zdhlung von Clostridium perfringens — Verfahren mittels
Membranfiltration

DIN EN ISO 16266, Wasserbeschaffenheit — Nachweis und Zdhlung von Pseudomonas aeruginosa —
Membranfiltrationsverfahren

DIN EN ISO 16649-3, Mikrobiologie der Lebensmittelkette — Horizontales Verfahren zur Zdhlung von f3-

Glucuronidase-positiven Escherichia coli — Teil 3: Nachweis und Bestimmung der wahrscheinlichsten Keimzahl
unter_Verwendung von 5-Brom-4-Chlor-3-Indol-s-D-Glucuronid
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EUROPAISCHE NORM ENISO 11133

Mai 2014

EUROPEAN STANDARD +A1

NORME EUROPEENNE Mirz 2018
+A2

Mai 2020

ICS 07.100.30; 07.100.20

Deutsche Fassung

Mikrobiologie von Lebensmitteln, Futtermitteln und Wasser —
Vorbereitung, Herstellung, Lagerung und
Leistungspriifung von Nahrmedien (ISO 11133:2014,
korrigierte Fassung 2020-11-01 + Amd. 1:2018 + Amd. 2:2020)

Microbiology of food, animal feed and water — Microbiologie des aliments, des aliments
Preparation, production, storage and pour animaux et de I'eau —
performance testing of culture media Préparation, production, stockage et essais de

(ISO 11133:2014, Corrected Version 2014-11-01 performance des milieux de culture
+Amd. 1:2018 + Amd. 2:2020) (ISO 11133:2014, Version corrigée 2014-11-01

+Amd. 1:2018 + Amd. 2:2020)

Diese Europdische Norm wurde vom CEN am 20. Madrz 2014 angenommen.
Die Anderung 1 dndert die Europaische Norm EN ISO 11133:2014 und wurde von CEN am 28. Dezember 2017 angenommen.
Die Anderung 2 dndert die Europaische Norm EN ISO 11133:2014 und wurde von CEN am 21. Mirz 2020 angenommen.

Die CEN-Mitglieder sind gehalten, die CEN/CENELEC-Geschéftsordnung zu erfiillen, in der die Bedingungen festgelegt sind, unter
denen dieser Europiischen Norm ohne jede Anderung der Status einer nationalen Norm zu geben ist. Auf dem letzten Stand
befindliche Listen dieser nationalen Normen mit ihren bibliographischen Angaben sind beim CEN-CENELEC-Management-
Zentrum oder bei jedem CEN-Mitglied auf Anfrage erhaltlich.

Diese Europdische Norm besteht in drei offiziellen Fassungen (Deutsch, Englisch, Franzosisch). Eine Fassung in einer anderen
Sprache, die von einem CEN-Mitglied in eigener Verantwortung durch Ubersetzung in seine Landessprache gemacht und dem
Management-Zentrum mitgeteilt worden ist, hat den gleichen Status wie die offiziellen Fassungen.

CEN-Mitglieder sind die nationalen Normungsinstitute von Belgien, Bulgarien, Ddnemark, Deutschland, Estland, Finnland,
Frankreich, Griechenland, Irland, Island, Italien, Kroatien, Lettland, Litauen, Luxemburg, Malta, den Niederlanden, Norwegen,
Osterreich, Polen, Portugal, der Republik Nordmazedonien, Ruménien, Schweden, der Schweiz, Serbien, der Slowakei, Slowenien,
Spanien, der Tschechischen Republik, der Tiirkei, Ungarn, dem Vereinigten Kénigreich und Zypern.

. — |

EUROPAISCHES KOMITEE FUR NORMUNG
EUROPEAN COMMITTEE FOR STANDARDIZATION
COMITE EUROPEEN DE NORMALISATION

CEN-CENELEC Management-Zentrum: Rue de la Science 23, B-1040 Briissel
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Europadisches Vorwort

Dieses Dokument (EN ISO 11133:2014) wurde vom Technischen Komitee 1ISO/TC 34 ,Food products” in
Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee CEN/TC 275 ,Lebensmittelanalytik — Horizontale
Verfahren“ erarbeitet, dessen Sekretariat vom DIN gehalten wird.

Diese Europdische Norm muss den Status einer nationalen Norm erhalten, entweder durch Veréffentlichung
eines identischen Textes oder durch Anerkennung bis November 2014, und etwaige entgegenstehende
nationale Normen miissen bis November 2014 zuriickgezogen werden.

Es wird auf die Moéglichkeit hingewiesen, dass einige Elemente dieses Dokuments Patentrechte beriihren
konnen. CEN ist nicht dafiir verantwortlich, einige oder alle diesbeziiglichen Patentrechte zu identifizieren.

Dieses Dokument ersetzt CEN ISO/TS 11133-2:2003, CEN ISO/TS 11133-1:2009.

Entsprechend der CEN-CENELEC-Geschéftsordnung sind die nationalen Normungsinstitute der folgenden
Lander gehalten, diese Europdische Norm zu tibernehmen: Belgien, Bulgarien, Ddnemark, Deutschland, die
ehemalige jugoslawische Republik Mazedonien, Estland, Finnland, Frankreich, Griechenland, Irland, Island,
Italien, Kroatien, Lettland, Litauen, Luxemburg, Malta, Niederlande, Norwegen, Osterreich, Polen, Portugal,
Rumaénien, Schweden, Schweiz, Slowakei, Slowenien, Spanien, Tschechische Republik, Tiirkei, Ungarn,
Vereinigtes Konigreich und Zypern.

Anerkennungsnotiz

Der Text von ISO 11133:2014, korrigierte Fassung vom 2014-11-01, wurde vom CEN als EN ISO 11133:2014
ohne irgendeine Abanderung genehmigt.
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Europiisches Vorwort der Anderung 1

Dieses Dokument (ENISO 11133:2014/A1:2018) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 34 ,Food
products in Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee CEN/TC 275 ,Lebensmittelanalytik —
Horizontale Verfahren“ erarbeitet, dessen Sekretariat von DIN gehalten wird.

Diese Anderung zur Europiischen Norm ENISO 11133:2014 muss den Status einer nationalen Norm
erhalten, entweder durch Veroffentlichung eines identischen Textes oder durch Anerkennung bis
September 2018, und etwaige entgegenstehende nationale Normen miissen bis September 2018
zurlickgezogen werden.

Es wird auf die Moglichkeit hingewiesen, dass einige Elemente dieses Dokuments Patentrechte beriihren
konnen. CEN ist nicht dafiir verantwortlich, einige oder alle diesbeziiglichen Patentrechte zu identifizieren.

Entsprechend der CEN-CENELEC-Geschaftsordnung sind die nationalen Normungsinstitute der folgenden
Lander gehalten, diese Europdische Norm zu iibernehmen: Belgien, Bulgarien, Ddnemark, Deutschland, die
ehemalige jugoslawische Republik Mazedonien, Estland, Finnland, Frankreich, Griechenland, Irland, Island,
Italien, Kroatien, Lettland, Litauen, Luxemburg, Malta, Niederlande, Norwegen, Osterreich, Polen, Portugal,
Rumadnien, Schweden, Schweiz, Serbien, Slowakei, Slowenien, Spanien, Tschechische Republik, Tiirkei,
Ungarn, Vereinigtes Konigreich und Zypern.

Anerkennungsnotiz

Der Text von [SO11133:2014, korrigierte Fassung 2014-11-01/A1:2018 wurde von CEN als
ENISO 11133:2014/A1:2018 ohne irgendeine Abanderung genehmigt.
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Européisches Vorwort der Anderung 2

Dieses Dokument (ENISO 11133:2014/A2:2020) wurde vom Technischen Komitee 1SO/TC 34 ,Food
products” in Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee CEN/TC463 ,Mikrobiologie der
Lebensmittelkette” erarbeitet, dessen Sekretariat von AFNOR gehalten wird.

Diese Anderung zur Europiischen Norm ENISO 11133:2014 muss den Status einer nationalen Norm
erhalten, entweder durch Veroffentlichung eines identischen Textes oder durch Anerkennung bis
November 2020, und etwaige entgegenstehende nationale Normen miissen bis November 2020
zurlickgezogen werden.

Es wird auf die Moéglichkeit hingewiesen, dass einige Elemente dieses Dokuments Patentrechte beriihren
koénnen, ohne dass diese vorstehend identifiziert wurden. CEN ist nicht dafiir verantwortlich, einige oder alle
diesbeziiglichen Patentrechte zu identifizieren.

Entsprechend der CEN-CENELEC-Geschéftsordnung sind die nationalen Normungsinstitute der folgenden
Lander gehalten, diese Europdische Norm zu iibernehmen: Belgien, Bulgarien, Ddnemark, Deutschland, die
Republik Nordmazedonien, Estland, Finnland, Frankreich, Griechenland, Irland, Island, Italien, Kroatien,
Lettland, Litauen, Luxemburg, Malta, Niederlande, Norwegen, Osterreich, Polen, Portugal, Ruménien,
Schweden, Schweiz, Serbien, Slowakei, Slowenien, Spanien, Tschechische Republik, Tirkei, Ungarn,
Vereinigtes Konigreich und Zypern.

Anerkennungsnotiz

Der Text von [SO 11133:2014, Kkorrigierte Fassung 2014-11-01/Amd.2:2020 wurde von CEN als
ENISO 11133:2014/A2:2020 ohne irgendeine Abdanderung genehmigt.
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Einleitung

In Laboratorien, die mikrobiologische Untersuchungen durchfiihren, sind die Hauptziele die Erhaltung, die
Wiederbelebung, die Anzucht, der Nachweis und/oder die Zihlung einer grofden Vielfalt von
Mikroorganismen. Nahrmedien werden bei allen traditionellen Verfahren zur Kultivierung und auch bei
vielen alternativen Verfahren verwendet. Viele Rezepturen von Ndahrmedien sind im Handel erhéltlich, und
viele weitere Nahrmedien fiir spezielle Wachstumsanforderungen sind in der Literatur beschrieben.

Viele Untersuchungen und Verfahren hidngen von Nahrmedien ab, die in der Lage sind, zu gleich bleibenden
und reproduzierbaren Ergebnissen zu fithren. Die Anforderungen an das jeweilige Nahrmedium kénnen
sowohl fiir die zu untersuchende Probe als auch fiir die nachzuweisenden Organismen spezifisch sein.
Ndhrmedien, die festgelegten Leistungskriterien entsprechen, sind deshalb eine Voraussetzung fiir jede
zuverldssige mikrobiologische Arbeit. Es sollten ausreichend Priifungen erfolgen, um Folgendes
nachzuweisen:

a) die Annehmbarkeit jeder Charge des Mediums;
b) die Eignung des Mediums ,fiir den jeweiligen Zweck"; und
c) die Erzielung gleich bleibender Ergebnisse mit dem Medium.

Diese drei Kriterien sind ein grundlegender Bestandteil von Verfahren der internen Qualitdtslenkung. Sie
ermoglichen bei geeigneter Dokumentation eine wirksame Uberwachung der Nihrmedien und tragen zur
Gewinnung sowohl genauer als auch praziser Daten bei. Fiir eine zuverldssige mikrobiologische
Untersuchung ist es unerlasslich, dass Ndhrmedien mit nachgewiesener Qualitidt verwendet werden. Fiir alle
in genormten Verfahren beschriebenen Medien ist es wesentlich, die Mindestannahmekriterien festzulegen,
die zur Sicherstellung der Funktionsfahigkeit der Medien erforderlich sind. Es wird empfohlen, dass bei der
Bestimmung der Leistungsmerkmale eines Ndhrmediums Priifungen durchgefiihrt werden, die dieser
Internationalen Norm entsprechen.

Die Festlegung von weithin anerkannten Mindestleistungskriterien fiir Medien sollte zu Produkten von
gleichbleibender Qualitét fiihren und somit den Umfang der notwendigen Priifungen im Laboratorium des
Anwenders verringern.

Die Mindestannahmekriterien, die nach den in dieser Internationalen Norm festgelegten Verfahren ermittelt
werden, konnen dariiber hinaus von allen mikrobiologischen Laboratorien dazu verwendet werden, die
produktiven, selektiven und/oder elektiven Eigenschaften eines Nahrmediums zu bewerten.

Bei der mikrobiologischen Untersuchung von Lebensmitteln, Futtermitteln und Wasser haben die
Anforderungen dieser Internationalen Norm Vorrang hinsichtlich der Beurteilung der Qualitdt von

Nahrmedien.

Werden spezifische Normen tberarbeitet und neue Normen entwickelt, werden diese einen Absatz zur
Leistungspriifung der Nahrmedien, die in der Norm verwendet werden, beinhalten.
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1 Anwendungsbereich

Diese Internationale Norm definiert Begriffe hinsichtlich der Qualitatssicherung von Nahrmedien. Sie legt
weiterhin die Anforderungen an die Zubereitung von Nahrmedien fest, die flir mikrobiologische
Untersuchungen von Lebensmitteln, Futtermitteln und Umgebungsproben aus der Lebens- oder
Futtermittelproduktion sowie allen Arten von Wasser zu verwenden sind, die fiir den Verzehr vorgesehen
sind oder in der Lebensmittelproduktion verwendet werden.

Diese Anforderungen gelten fiir alle Arten von Ndhrmedien, die zur Verwendung in Laboratorien, die
mikrobiologischen Untersuchungen durchfiihren, hergestellt werden.

Dieses Dokument legt aufRerdem Kriterien fest und beschreibt Verfahren fiir die Leistungspriifung von
Nahrmedien. Dieses Dokument gilt fiir Endanwender von Fertigmedien und fiir herstellende Einrichtungen
wie

— kommerzielle Einrichtungen, die Fertigmedien, Halbfertigmedien oder Trockenmedien herstellen
und/oder vertreiben,

— nichtkommerzielle Einrichtungen, die Medien an Dritte liefern und

— mikrobiologische Laboratorien, die Ndhrmedien fiir ihre eigene Verwendung herstellen.

2 Normative Verweisungen

Die folgenden Dokumente, die in diesem Dokument teilweise oder als Ganzes zitiert werden, sind fiir die
Anwendung dieses Dokuments erforderlich. Bei datierten Verweisungen gilt nur die in Bezug genommene
Ausgabe. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte Ausgabe des in Bezug genommenen Dokuments
(einschlieRlich aller Anderungen).

[SO 6887-1, Microbiology of food and animal feed — Preparation of test samples, initial suspension and decimal
dilutions for microbiological examination — Part 1: General rules for the preparation of the initial suspension
and decimal dilutions

ISO 6887-2, Microbiology of food and animal feed — Preparation of test samples, initial suspension and decimal
dilutions for microbiological examination — Part 2: Specific rules for the preparation of meat and meat
products

ISO 6887-3, Microbiology of food and animal feed — Preparation of test samples, initial suspension and decimal
dilutions for microbiological examination — Part 3: Specific rules for the preparation of fish and fishery
products

ISO 6887-4, Microbiology of food and animal feed — Preparation of test samples, initial suspension and decimal
dilutions for microbiological examination — Part 4: Specific rules for the preparation of miscellaneous products

ISO 6887-5, Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension
and decimal dilutions for microbiological examination — Part 5: Specific rules for the preparation of milk and
milk products

[SO 6887-6, Microbiology of food and animal feed — Preparation of test samples, initial suspension and decimal
dilutions for microbiological examination — Part 6: Specific rules for the preparation of samples taken at the
primary production stage

ISO 7704, Water quality — Evaluation of membrane filters used for microbiological analyses

[SO 7218, Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance for
microbiological examinations

[SO 8199, Water quality — General guidance on the enumeration of micro-organisms by culture
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3 Begriffe

Flir die Anwendung dieses Dokuments gelten die folgenden Begriffe.

ANMERKUNG 1 In diesem Abschnitt sind die allgemeine Terminologie hinsichtlich der Qualitatssicherung von
Nédhrmedien und die Terminologie beziiglich der Leistungspriifung, Ndhrmedien und Priifmikroorganismen angefiihrt.

ANMERKUNG 2 Die Tabellen E.2 und F.2 geben Erkldrungen fiir die Abkiirzungen der Bezeichnungen der Medien.

3.1 Allgemeine Begriffe

3.1.1
Qualitiatslenkung
Teil des Qualitdtsmanagements, der auf die Erfiillung von Qualitdtsanforderungen gerichtet ist

Anmerkung 1 zum Begriff:  Siehe Literaturhinweis [1].

3.1.2

Charge eines Nihrmediums

Los eines Nahrmediums

homogene und vollstandig riickverfolgbare Einheit eines Mediums, die sich auf eine definierte Menge eines
Halbfertigmediums oder Endprodukts bezieht, die in Art und Qualitdt einheitlich ist und innerhalb einer
definierten Produktionsdauer unter Zuordnung derselben Chargennummer (oder Losnummer) hergestellt
wurde

3.1.3

chromogenes Substrat

fluorogenes Substrat

Substrat, das eine chromophore/fluorophore Gruppe und ein von den Bakterien oder Pilzen verwertbares
Substrat enthalt

Anmerkung 1 zum Begriff:  Nach Spaltung des chromogenen/fluorogenen Substrats wird das
Chromophor/Fluorophor frei und ein farbiges/fluoreszierendes Endprodukt sichtbar/kann unter Verwendung einer
ultravioletten (UV-)Lampe nachgewiesen werden.

3.2 Terminologie zur Leistungspriifung

3.21
Leistung eines Ndhrmediums
Reaktion eines Nahrmediums auf die Beanspruchung durch Priiforganismen unter definierten Bedingungen

3.2.2
Zielmikroorganismus
Mikroorganismus oder Gruppe von Mikroorganismen, der/die nachzuweisen oder zu zdhlen ist

3.2.3

Nicht-Zielmikroorganismus

Mikroorganismus, der durch das Medium und/oder die Bebriitungsbedingungen unterdriickt (gehemmt)
wird oder nicht die erwarteten Merkmale des Zielmikroorganismus aufweist

3.24
Produktivitat eines Nahrmediums
Wiederfindungsgrad eines Zielmikroorganismus vom Ndhrmedium unter definierten Bedingungen

3.2.5

Selektivitit eines Nahrmediums

Grad der Hemmung eines Nicht-Zielmikroorganismus auf oder in einem selektiven Ndhrmedium unter
definierten Bedingungen
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3.2.6

Elektivitit eines Nidhrmediums

Spezifitat eines Ndhrmediums

Nachweis unter definierten Bedingungen, dass Nicht-Zielorganismen, wenn sie auf dem Medium wachsen
konnen, nicht dieselben visuellen Merkmale wie die Zielmikroorganismen aufweisen

3.3 Terminologie zu Nahrmedien

331

Ndhrmedium

Formulierung von Substanzen in fliissiger, halbfester oder fester Form, die natiirliche und/oder synthetische
Bestandteile zur Unterstiitzung der Vermehrung (mit oder ohne Hemmung bestimmter Mikroorganismen),
Identifizierung oder Konservierung der Lebensfahigkeit von Mikroorganismen enthalt

Anmerkung 1 zum Begriff: In Wortverbindungen wird der Begriff oft auf das Wort ,Medium“ beschrankt (z.B.
Anreicherungsmedium).

3.3.2 Nach der Zusammensetzung eingeteilte Nidhrmedien

3.3.2.1

chemisch definiertes Medium

Nahrmedium, das ausschliefllich aus chemisch definierten Bestandteilen mit bekanntem Molekularaufbau
und Reinheitsgrad besteht

3.3.2.2

chemisch nicht definiertes oder teilweise nicht definiertes Medium

Nahrmedium, das vollstindig oder teilweise aus natiirlichen Rohstoffen, verarbeitet oder in anderer Form
verwendet, besteht, deren chemische Zusammensetzung nicht vollstandig definiert ist

Anmerkung 1 zum Begriff: = Harmonisierte Bezeichnungen fiir verschiedene in Nahrmedien verwendete chemisch
nicht definierte Bestandteile sind in Anhang A festgelegt.

3.3.2.3

chromogenes Nahrmedium

fluorogenes Ndhrmedium

Ndhrmedium, das ein oder mehrere chromogene/fluorogene Substrate enthalt

Anmerkung 1 zum Begriff: =~ Chromogene Ndhrmedien unterstiitzen die Identifizierung von Bakterien oder Pilzen
anhand definierter farblicher und morphologischer Merkmale (ndhrmediumtypisches Wachstum). Fluorogene Medien
erfordern die Sichtbarmachung mit Hilfe einer UV-Lampe. Die Produkte biochemischer Reaktionen, auf denen die
Wirksamkeit chromogener/fluorogener Nahrmedien beruht, sind in der Regel das Ergebnis enzymatischer Aktivitaten
bestimmter Organismen, die ihrerseits stark von der genauen Einhaltung spezifischer Bedingungen (z. B. Temperatur,
pH-Wert, Substratkonzentrationen) abhdngen.

3.3.3  Nach der physikalischen Beschaffenheit eingeteilte Nihrmedien

3.3.3.1

fliissiges Medium

Nahrmedium, das aus einer wassrigen Losung eines oder mehrerer Bestandteile(s) besteht, wie Pepton-
wasser und Nahrbouillon

Anmerkung 1 zum Begriff:  Vereinzelt werden dem fliissigen Nahrmedium feste Bestandteile zugesetzt, wie
Kochfleisch-Bouillon.

Anmerkung 2 zum Begriff:  Fliissige Medien in Roéhrchen, Kolben oder Flaschen werden haufig als ,Bouillon”
bezeichnet.
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3.3.3.2

festes Medium

halbfestes Medium

fliissiges Medium, das Verfestigungsstoffe (z. B. Agar-Agar, Gelatine) in unterschiedlichen Konzentrationen
enthalt

Anmerkung 1 zum Begriff:  Durch die weltweite Verwendung von Medien, die mittels Agar-Agar verfestigt werden,
wird die Kurzform ,Agar” hiufig synonym fiir feste Medien verwendet und kommt daher in Wortverbindungen wie z. B.
,Plate-Count-Agar” (Keimzahlagar) vor.

Anmerkung 2 zum Begriff:  Feste Medien, die in Petrischalen gegossen werden, werden tblicherweise als ,Platten”
bezeichnet. Feste Medien, die in Réhrchen oder kleine Flaschen gegossen und wahrend der Verfestigung in eine
Schraglage gebracht werden, werden meistens als ,Schragagar” bezeichnet. Wenn das Medium so abgefiillt wird, dass es
den Boden des Behalters fullt, bildet es eine ,Hochschicht®.

3.3.4 Nach der Verwendung eingeteilte Nihrmedien

3.3.4.1

Transportmedium

Medium, das der Konservierung und Erhaltung der Lebensfdhigkeit von Mikroorganismen dient und
gleichzeitig die Anderung der Keimzahl im Zeitraum zwischen der Probenahme und der Laborverarbeitung
der Probe minimiert

BEISPIELE Transportmedium nach Stuart oder nach Amies.

3.3.4.2

Konservierungsmedium

Medium, das der Konservierung und Erhaltung der Lebensfahigkeit von Mikroorganismen iiber einen
langeren Zeitraum und dem Schutz der Mikroorganismen gegen ungiinstige Einfliisse, die wahrend der
Langzeitlagerung auftreten kénnen, dient und die Wiederfindung nach diesem Zeitraum ermoglicht

BEISPIEL Dorset-Eier-Medium, Nahr-Schragagar.

3.3.4.3

Verdiinnungsmittel

Suspensionsmedium

Medium, das zum Abtrennen der Mikroorganismen von einem festen zu untersuchenden Produkt in eine
fliissige Phase und/oder zur Verringerung der Konzentration durch Verdiinnung dient, ohne dass wahrend
der Kontaktzeit eine Vermehrung oder Hemmung auftritt

BEISPIEL Pepton-Salz-Losung.

3.34.4

Wiederbelebungsmedium

Medium, das eine Wiederbelebung von gestressten und geschadigten Mikroorganismen und ihr normales
Wachstum ermoglicht, ohne unbedingt ihre Vermehrung zu fordern

BEISPIEL Gepuffertes Peptonwasser.

Anmerkung 1 zum Begriff:  Ein Wiederbelebungsmedium darf auch als Voranreicherungsmedium verwendet werden,
z. B. gepuffertes Peptonwasser.

3.3.4.5

Voranreicherungsmedium

Anreicherungsmedium

im Allgemeinen ein fliissiges Medium, das durch seine Zusammensetzung besonders glinstige Bedingungen
fiir die Vermehrung von Mikroorganismen bietet

BEISPIEL Trypton-Soja-Bouillon.
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3.3.4.5.1

selektives Anreicherungsmedium

Anreicherungsmedium, das die Vermehrung bestimmter Mikroorganismen erméglicht, wiahrend das Wachs-
tum anderer Mikroorganismen teilweise oder vollstandig gechemmt wird

BEISPIEL Rappaport-Vassiliadis-Medium mit Soja (RVS).

3.3.4.5.2
nicht selektives Anreicherungsmedium
Anreicherungsmedium, das das Wachstum eines breiten Spektrums von Mikroorganismen ermdoglicht

BEISPIEL Hirn-Herz-Nahrbouillon.
3.3.4.6
Isolierungsmedium

festes oder halbfestes Medium, das das Wachstum von Mikroorganismen ermdoglicht

3.34.6.1

selektives Isolierungsmedium

[solierungsmedium, das das Wachstum bestimmter Zielmikroorganismen ermdoglicht, wahrend andere
Mikroorganismen vollstdndig oder teilweise gehemmt werden

BEISPIEL Modifizierter Aktivkohle-Cefoperazon-Desoxycholat-Agar (mCCD-Agar).

3.3.4.6.2
nicht selektives Isolierungsmedium
I[solierungsmedium, das nicht der selektiven Hemmung von Mikroorganismen dient

BEISPIEL Nahragar.

3.3.4.6.3

chromogenes selektives Nahrmedium

fluorogenes selektives Nihrmedium

chromogenes/fluorogenes Nahrmedium, das zusdtzlich selektiv wirksame Bestandteile enthilt, die die in
Untersuchungsmaterialien enthaltene Begleitflora vollstindig oder teilweise hemmen und damit den
gezielten Nachweis von Zielmikroorganismen unterstiitzen

BEISPIELE TBX-Agar, MUG/EC-Medium.

3.3.4.7

Differenzierungsmedium

Charakterisierungsmedium

Medium, das die Priifung eines oder mehrerer physiologischer/biochemischer Merkmale von Mikroorganis-
men zum Zweck ihrer Identifizierung ermoglicht

BEISPIELE TBX-Agar, Lactose-Agar mit Tergitol-7 und TTC.

Anmerkung 1 zum Begriff:  Differenzierungsmedien, die als Isolierungsmedien verwendet werden kdnnen, werden als
Isolierungs-/Differenzierungsmedien bezeichnet, z. B. Xylose-Lysin-Desoxycholat-Agar (XLD-Agar), Lactose-TTC-Agar.

3.3.4.8

Identifizierungsmedium

Medium, das eine spezifische Identifizierungsreaktion auslost, die iiblicherweise keine weitere Bestatigungs-
prifung erfordert

BEISPIEL Galle-Aesculin-Azid-Agar.
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3.34.9

Zahlmedium

selektives oder nicht selektives Ndahrmedium, das eine quantitative Bestimmung der Mikroorganismen
ermoglicht

BEISPIELE Baird-Parker-Agar, Hefeextrakt-Agar.

Anmerkung 1 zum Begriff: Ein Zdhlmedium darf Eigenschaften von einem Wiederbelebungs- und/oder einem
Anreicherungsmedium aufweisen.

3.3.4.10

Bestitigungsmedium

Medium, das zur Identifizierung oder Charakterisierung von Mikroorganismen nach vorausgehender
Wiederbelebung und/oder Anreicherung und/oder Isolierung beitragt

BEISPIEL Kligler-Eisen-Agar.

3.34.11

Neutralisationsmittel enthaltendes Medium

Transportmedium, Verdiinnungsmedium oder Ndhrmedium, das neutralisierende Bestandteile zur
Inaktivierung von Detergenzien/Desinfektionsmitteln oder anderen bioziden Wirkstoffen enthalt

3.3.4.12
Medium mit mehreren Anwendungsmaéglichkeiten
Medium, das mehreren Kategorien zugeordnet ist

BEISPIELE Blutagar ist ein Wiederbelebungsmedium nach 3.3.4.4, ein Isolierungsmedium nach 3.3.4.6 und ein
Differenzierungsmedium nach 3.3.4.7 zum Hamolyse-Nachweis. Gepuffertes Peptonwasser ist ein Verdiinnungsmittel
nach 3.3.4.3 und ein Voranreicherungsmedium nach 3.3.4.5.

3.3.4.13

Referenzmedium

Medium, tblicherweise nicht selektiv, zur vergleichenden Bewertung der Leistung, unabhdngig vom zu
prifenden Medium und mit nachgewiesener Eignung fiir Kontrollzwecke

BEISPIEL Trypton-Soja-Agar (TSA).

3.3.5 Nach dem Zubereitungsverfahren eingeteilte Nadhrmedien

3.3.51

Fertigmedium

fliissiges, festes oder halbfestes Medium, das in Platten, Flaschen, R6hrchen oder anderen Behéltnissen in
gebrauchsfertiger Form vorliegt bzw. nach dem erneuten Verfliissigen oder nach dem erneuten Verfliissigen
und Supplementieren gebrauchsfertig ist

3.3.5.1.1
fertig zubereitetes Nahrmedium
Medium in einer Form, in der es direkt beimpft werden kann

3.3.5.1.2

nach erneutem Verfliissigen gebrauchsfertiges Medium

erneut zu verfliissigendes Medium, zum Beispiel zur Verwendung beim Plattengussverfahren oder um es in
Petrischalen zu giefsen
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3.3.5.1.3

nach erneutem Verfliissigen und Supplementieren gebrauchsfertiges Medium

vor dem Gebrauch erneut zu verflissigendes, zu supplementierendes und abzufiillendes Medium
(unvollstandiges Fertigmedium)

BEISPIELE Tryptose-Sulfit-Cycloserin-Agar (TSC-Agar), Baird-Parker- oder Kaninchenplasma-Fibrinogen-Agar
(RPF-Agar).

3.3.5.2

aus handelsiiblichen dehydrierten Formulierungen hergestelltes Medium

Medium in trockener Form, das vor dem Gebrauch eine Rehydratisierung und Verarbeitung erfordert, wobei
eine von zwei Medienarten entsteht:

— ein vollstdndiges Medium;

— ein unvollstdndiges Medium, zu dem vor dem Gebrauch Supplemente hinzugefiigt werden.
BEISPIELE Pulver, kompaktiertes Granulat, lyophilisierte Produkte.

3.3.5.3

aus einzelnen Bestandteilen hergestelltes Medium

Medium, das von einem mikrobiologischen Laboratorium ausschliefdlich aus den entsprechenden Einzel-
bestandteilen hergestellt wird

3.4 Terminologie zu Priifmikroorganismen

3.4.1
Priiforganismen
Mikroorganismen, die im Allgemeinen zur Leistungspriifung von Nahrmedien verwendet werden

Anmerkung 1 zum Begriff:  Priiforganismen werden weiterfiithrend entsprechend ihrer Herkunft definiert (siehe 3.4.2
bis 3.4.7).

3.4.2

Referenzstamm

Mikroorganismus, der direkt von einer Referenzkultursammlung erhalten wird, d. h. einer Kultursammlung,
die Mitglied des Weltverbandes fiir Kultursammlungen (en: World Federation of Culture Collections, WFCC)
oder der Europdischen Organisation fiir Kultursammlungen (en: European Culture Collections Organisation,
ECCO) ist, und mindestens bis zur Ebene der Gattung und Art definiert und nach seinen Merkmalen
beschrieben und katalogisiert ist, wobei er vorzugsweise aus Lebensmitteln, Futtermitteln, Umgebungs-
proben aus der Lebens- oder Futtermittelproduktion oder Wasser, je nach Zutreffen, stammen sollte

3.4.3

Referenz-Stammkultur

Satz von separaten identischen Kulturen, der entweder im Laboratorium oder von einem Lieferanten durch
Anlegen einer einzigen Subkultur vom Referenzstamm gewonnen wurde

3.4.4
StammKkultur
primédre Subkultur von einer Referenz-Stammkultur

3.4.5

Gebrauchskultur

Subkultur von einer Referenz-Stammkultur oder Stammkultur oder von einem zertifizierten oder nicht
zertifizierten Referenzmaterial
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3.4.6

Referenzmaterial

RM

Material, das eine bestimmte Anzahl an wiederbelebbaren Mikroorganismen enthalt und das in Bezug auf
die Anzahl an wiederbelebbaren Mikroorganismen ausreichend homogen und stabil ist und sich fiir die
vorgesehene Verwendung in einem Messprozess als geeignet erwiesen hat

Anmerkung 1 zum Begriff: ~ Siehe Literaturhinweis [3].

3.4.7

zertifiziertes Referenzmaterial

ZRM

Referenzmaterial, das durch ein messtechnisch giiltiges Verfahren in Bezug auf die Anzahl an wieder-
belebbaren Mikroorganismen charakterisiert und durch ein Zertifikat begleitet wird, in dem der Wert der
festgelegten Anzahl an wiederbelebbaren Mikroorganismen, die zugehdrige Unsicherheit und eine Erklarung
der metrologischen Riickverfolgbarkeit angegeben werden

Anmerkung 1 zum Begriff:  Siehe Literaturhinweis [3].

4 Qualitatssicherungsmanagement

4.1 Dokumentation

4.1.1 Dokumentation durch den Hersteller oder die Lieferfirma

Die folgenden Angaben miissen durch den Hersteller oder die Lieferfirma (kommerzielle oder
nicht-kommerzielle Einrichtungen, die Medien an Dritte liefern) mitgeteilt werden:

— Bezeichnung des Mediums, der einzelnen Bestandteile und aller Supplemente sowie, wenn moglich,
deren Produktcodes;

— technisches Datenblatt, z.B. Formulierung, vorgesehener Verwendungszweck, falls zutreffend
Fillmenge, Verweisungen;

— im erforderlichen Fall Sicherheits- und/oder Gefahrendaten;
— Chargennummer;

— Ziel-pH-Wert des vollstindigen Mediums;

— Angaben iiber Lagerung und Verfallsdatum;

— zugewiesene Haltbarkeitsdauer;

— Zertifikat iiber die Qualitdtslenkung unter Angabe der verwendeten Priiforganismen und Ergebnisse der
Leistungspriifung mit den Annahmekriterien.

4.1.2 Abnahme von Produkten bei Anlieferung

Bei jeder Charge eines Produktes (Bestandteil oder Nahrmedium) ist Folgendes zu iiberpriifen:
— Kennzeichnung des Produkts;

— Unversehrtheit der Verpackung;

— Verfallsdatum des Produkts;

— mitgelieferte Dokumentation;

— Anzahl der erhaltenen Einheiten.

Das Eingangsdatum ist aufzuzeichnen.
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4.2 Lagerung

4.2.1 Allgemeines

In allen Féllen sind die Anweisungen des Herstellers zu befolgen.

4.2.2 Qualititsmanagement und Produktkontrolle bei Trockenmedien und Supplementen

Die Medien werden in Form dehydrierter Pulver oder als kompaktierte Granulate in dicht verschlossenen
Behaltern geliefert. Supplemente unterschiedlicher Selektiv- oder Diagnostiksubstanzen werden in
lyophilisiertem, pulverférmigem oder fliissigem Zustand geliefert. Die Beschaffung sollte so geplant werden,
dass die Bestdnde regelmaf3ig umgeschlagen werden (d. h. zuerst eingegangene Substanzen sind als Erste zu
verbrauchen, ,First In, First Out“-Verfahren). Wenn ein neuer Behalter ge6ffnet wird, muss

— der Verschluss iiberpriift werden,
— das Datum der ersten Offnung aufgezeichnet werden und
— der Inhalt von geodffneten Behdltern in Augenschein genommen werden.

Nach Offnung eines neuen Behilters hingt die Qualitit des Mediums vom Lagerumfeld ab. Der
Qualitatsverlust von Trockenmedien zeigt sich durch Verdnderung des Produkts hinsichtlich der
Rieseleigenschaften, seiner Homogenitdt, durch Verklumpung, Farbverdnderungen usw. Alle
Trockenmedien, die Feuchtigkeit aufgenommen haben oder sichtbare Verdnderungen des &dufderen
Erscheinungsbildes aufweisen, miissen verworfen werden.

Wenn eine Flasche mit Trockenmedium geoéffnet wird, ist der Behéalter mit dem Datum zu versehen und eine
Hochstlagerungsdauer ist anzugeben.

4.3 Herstellung von Medien im Laboratorium

4.3.1 Allgemeines

Die sorgfiltige und genaue Herstellung von Ndhrmedien ist einer der grundlegenden Schritte zur
Sicherstellung der Integritat der mikrobiologischen Untersuchung, bei dem besondere Sorgfalt aufgewandt
werden muss.

Bei der Handhabung von Trockenmedien und anderer Bestandteile sind die Gute Laborpraxis und die An-
weisungen des Herstellers zu beachten; das betrifft besonders Zubereitungen, die gefdhrliche Substanzen
enthalten, z. B. Gallensalze, Natriumazid, Antibiotika oder andere selektive Wirkstoffe.

") Wenn eine Rezeptur einen wasserhaltigen Bestandteil erfordert (z.B. Na,HP0,-12 H,0 fiir BPW in

ISO 6887-1), kann dieser durch einen wasserfreien oder wasserhaltigen Bestandteil mit einer abweichenden
Wassermolekiilanzahl ersetzt werden, vorausgesetzt, dass bei der endgiiltigen Menge des Bestandteils diese
Abweichung durch Berechnung der molaren Masse berticksichtigt wird.

Wenn Medien aus handelsiiblichen Trockenformulierungen hergestellt werden, sind die Anweisungen des
Herstellers genau zu befolgen. Alle wesentlichen Daten, wie z. B. Code-, Chargennummer, Masse/Volumen,
pH-Wert, Herstellungsdatum, Sterilisationsbedingungen, Bearbeiter, sind zu dokumentieren.

Wenn Medien aus einzelnen Bestandteilen hergestellt werden, ist die Formulierung genau einzuhalten. Alle
Einzelheiten wie vorstehend angefiihrt sowie zusétzlich die vollstindigen Identitdtsdaten (d.h. Code-,
Chargennummer und, falls vorhanden, Verfallsdatum) aller verwendeten Bestandteile sind aufzuzeichnen.

In Anhang D ist ein Beispiel fiir eine Priifkarte zur Aufzeichnung dieser Angaben angefiihrt.

Documents
16 Document Sharing Hub

Full document details: DIN EN ISO 11133:2020-10


http://www.avadocuments.com/doc/din-en-iso-11133-2020-10
http://www.avadocuments.com/doc/din-en-iso-11133-2020-10

DIN EN ISO 11133:2020-10
ENISO 11133:2014 + A1:2018 + A2:2020 (D)

4.3.2 Qualitit der Grundsubstanzen der Medien

Die Formulierung von Grundsubstanzen der Medien ist in den spezifischen Internationalen Normen
beschrieben (siehe Literaturhinweise). Sofern verfiigbar, sollten die relative Molekiilmasse und die
CASD-Nummer einer chemischen Substanz in der Formulierung angegeben werden.

Manchmal ist ein bestimmter in der Formulierung festgelegter Bestandteil (der zum Beispiel nachstehend
aufgefiihrt ist) zu verdndern, um eine konstante und gleichbleibende Leistung des Mediums zu erreichen.

— Peptone und Fleisch- oder Hefeextrakte, die hinsichtlich ihrer nutritiven Eigenschaften verdnderlich
sind;

— Agar, der hinsichtlich seiner Gelierfahigkeit veranderlich ist;
— Puffersubstanzen;

— Gallensalze, Gallenextrakt und Desoxycholat sowie antibakteriell wirkende Farbstoffe, abhangig von
ihren selektiven Eigenschaften;

— Indikatorfarbstoffe;

— Antibiotika, abhdngig von ihrer Wirksamkeit und von ihren Wechselwirkungen mit anderen
Bestandteilen.

ANMERKUNG Im Industriemafdstab geben die Hersteller iiblicherweise an, dass die Formulierung optimiert wird, um
die geforderten Leistungskriterien zu erfiillen. Es ist allgemein iiblich, zuerst den Rezepturbestandteil zu wahlen und
dann die Konzentration zwischen den Chargen anzupassen, um die gleiche Leistung zu erreichen und Schwankungen
von Charge zu Charge zu minimieren.

4.3.3 Wasser

Fiir die Herstellung von N&dhrmedien ist nur gereinigtes Wasser zu verwenden, z.B. destilliertes,
vollentsalztes, deionisiertes oder durch Umkehrosmose hergestelltes Wasser oder Wasser von
gleichwertiger Qualitdat, frei von Substanzen, die das Wachstum der Mikroorganismen unter
Priifbedingungen voraussichtlich hemmen oder beeinflussen, z. B. Spuren von Chlor, Spuren von Ammoniak,
Spuren von Metallionen.

Das gereinigte Wasser ist in dicht verschlossenen Behiltern aus einem inerten Material (Neutralglas,
Polyethylen usw.) zu lagern, das keine Hemmstoffe enthalten darf. Es wird jedoch empfohlen, das Wasser so
bald wie moglich nach der Herstellung zu verwenden.

Die mikrobielle Kontamination sollte nicht mehr als 103 koloniebildende Einheiten (KBE) je ml betragen und
vorzugsweise unterhalb 102 KBE/ml liegen. Die mikrobielle Kontamination sollte regelmifig nach
[SO 6222 [4] mit einer Bebriitung fiir (68 + 4) h bei (22 + 1) °C oder unter Anwendung eines gleichwertigen
Verfahrens tiberpriift werden.

ANMERKUNG Wasser, das durch einen Ionenaustauscher geleitet (vollentsalzt) wurde, kann einen sehr hohen Gehalt an
Mikroorganismen aufweisen; es ist deshalb ratsam, diesen Prozess nicht ohne Uberpriifung der Keimzahl des Wassers
anzuwenden. Um die besten Mittel zur Verringerung der mikrobiellen Kontamination auf ein Mindestmaf? zu finden, ist
der Hersteller zu konsultieren. Stark kontaminiertes vollentsalztes Wasser kann sogar nach der Sterilfiltration noch
Substanzen enthalten, die sich hemmend auf das Wachstum bestimmter Mikroorganismen auswirken.

1) CAS-Nummer/CAS-Registriernummer: ein eindeutiges numerisches Identifizierungskennzeichen des Chemical
Abstracts Service (CAS) fiir chemische Elemente, Verbindungen, Polymere, biologische Sequenzen, Gemische und
Legierungen.
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Die Leitfihigkeit des im Laboratorium verwendeten Wassers darf bei 25 °C nicht mehr als 25 uScm~1 (das
entspricht einem spezifischen Widerstand von > 0,04 MQ cm) und muss vorzugsweise weniger als 5 pScm~1
(Wasser der Qualitét 3, siehe 1SO 3696 [5]) betragen, sofern in der Anlagenauslegung nicht anders gefordert.
Die Leitfahigkeit des Wassers sollte vor dem Gebrauch tiberpriift werden.

4.3.4 Wigen und Rehydratisieren

Unter Beachtung der entsprechenden Sicherheitsvorkehrungen ist die erforderliche Menge Trockenmedium
oder einzelner Bestandteile sorgfaltig einzuwdgen und schrittweise mit der erforderlichen Wassermenge
unter Vermeidung einer Klumpenbildung zu mischen. Es ist eine Waage mit einer hinreichenden Auflésung
einzusetzen; der Grenzwert der Messabweichung sollte 1 % oder besser sein, wie in ISO 7218 und ISO 8199
festgelegt. Sofern nicht anders angegeben, wird nicht das Volumen aufgefiillt, sondern die Bestandteile
werden zu dem festgelegten Volumen an Wasser hinzugefiigt.

4.3.5 Losen und Verteilen

Bei Trockenmedien ist eine schnelle Verteilung der Substanz in der Losung durch sofortiges und
wiederholtes oder standiges Riithren, ggf. unter Erwarmen, bis zur Auflésung erforderlich. Agar enthaltende
Medien sollten mehrere Minuten quellen, bevor sie unter Rithren bis zur Auflésung erwdrmt werden;
anschlieRend werden sie, gegebenenfalls vor dem Autoklavieren, abgefiillt. Eine Uberhitzung des Mediums
ist zu vermeiden.

4.3.6 Messen und Einstellen des pH-Wertes

Der pH-Wert ist mit einem pH-Messgerdt zu bestimmen und, wenn erforderlich, vor der Sterilisation so
einzustellen, dass nach der Sterilisation und dem Abkiihlen auf 25°C das Medium den erforderlichen
pH-Wert + 0,2 pH-Einheiten aufweist, falls nicht anders festgelegt. Die Einstellung erfolgt tiblicherweise mit
einer Natriumhydroxidlosung mit einer Konzentration von etwa 40 g/1 [c((NaOH) = 1 mol/l] oder verdiinnter
Salzsdure mit einer Konzentration von etwa 36,5 g/l [c¢(HCI) etwa 1 mol/l]. Wenn die Einstellung nach der
Sterilisation erfolgt, ist eine sterilisierte Losung zu verwenden. Zusatzliche Informationen zur Messung des
pH-Wertes sind in ISO 7218 und ISO 8199 enthalten.

ANMERKUNG Kommerziell hergestellte Medien zeigen moglicherweise erhebliche Verdnderungen des pH-Wertes vor
und nach dem Autoklavieren. Eine pH-Wert-Einstellung vor dem Autoklavieren ist jedoch normalerweise nicht
notwendig, vorausgesetzt, dass destilliertes oder deionisiertes Wasser von guter Qualitdt verwendet wird.

4.3.7 Abfiillen

Das Medium ist in geeignete Behalter abzufiillen, wobei sicherzustellen ist, dass ein hinreichender Freiraum
verbleibt, um ein Uberkochen wdhrend des Abkihlungsprozesses nach der Hitzebehandlung durch
Autoklavieren oder nach erneutem Verfliissigen oder ein Uberlaufen nach der Zugabe von Supplementen zu

verhindern.

ANMERKUNG Dieser Freiraum ist moglicherweise nicht notwendig, wenn der Druck im Autoklaven wahrend des
Abkiihlungsprozesses aufrechterhalten wird.

4.3.8 Sterilisation

4.3.8.1 Allgemeines
Die gelosten Nahrmedien sind am Tag der Herstellung zu sterilisieren.

Die Sterilisation von Nahrmedien und Reagenzien erfolgt im Allgemeinen durch feuchte Hitze (4.3.8.2) oder
durch Filtration (4.3.8.3).
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Bestimmte Medien werden nicht durch Autoklavieren sterilisiert, sondern konnen nach dem Aufkochen
verwendet werden. Zum Beispiel reagieren Brillantgriin enthaltende Medien flir Enterobacteriaceae
besonders empfindlich auf Warme und Licht und sollten nach dem Aufkochen schnell gekiihlt und vor
starkem Licht geschiitzt werden. Einige Reagenzien konnen ohne Sterilisation verwendet werden. In
allen Féllen ist nach den Festlegungen der entsprechenden Internationalen Norm oder den Anweisungen des
Herstellers zu verfahren.

4.3.8.2 Sterilisation durch feuchte Hitze

Die Sterilisation durch feuchte Hitze erfolgt in einem Autoklaven oder in einem Gerat zur Herstellung von
Medien.

Bei Behiltern mit Volumina von mehr als 1000 ml ist der Sterilisationszyklus des Autoklaven den
Erfordernissen anzupassen, um eine angemessene Hitzebehandlung sicherzustellen. In allen Fallen sind die
in der entsprechenden Internationalen Norm oder den Anweisungen des Herstellers angegebenen
Festlegungen zu befolgen.

ANMERKUNG Die Sterilisation grofier Nidhrmedienvolumina (> 1 000 ml) im Autoklaven kann zu Uberhitzung fithren.

Es ist notwendig, dass die Medien nach dem Erwédrmen in einer Weise gekiihlt werden, welche ein
Uberkochen verhindert. Das ist besonders wichtig bei Medien in grofRen Volumina und bei Medien, die
hitzeempfindliche Bestandteile enthalten, z. B. Medien, die Brillantgriin enthalten.

Zusatzliche Informationen zur Sterilisation durch feuchte Hitze sind in IS0 7218 und im
Literaturhinweis [11] enthalten.

Die Sterilisation durch Hitze sollte unter Verwendung von Fy-Werten und unter Beriicksichtigung der
Hitzebehandlung wahrend des Erhitzens und Abkiihlens bewertet werden. Die Hitzebehandlung sollte fiir
die jeweilige zu autoklavierende Beladung festgelegt werden, um ein geeignetes Verfahren unabhangig von
der jeweiligen Platzierung im Autoklavenraum sicherzustellen.

4.3.8.3 Sterilisation durch Filtration

Die Sterilisation durch Filtration kann unter Vakuum- oder Uberdruckbedingungen erfolgen. Es sind ein
steriles Gerdt und Membranen mit einer Porengrofde von 0,2 um zu verwenden. Das Filtriergerat ist nach
ISO 7218 oder ISO 8199 zu sterilisieren, oder es ist ein vorsterilisiertes Gerat zu verwenden.

Einige Filtermembranen kdnnten Proteine oder auch andere Substanzen (wie z. B. Antibiotika) zurtiickhalten.
Um die korrekte Konzentration zu erhalten, sollte der Anwender eine geeignete Membranart, z. B. Membran
mit geringer Proteinbindung, auswahlen und das Filter vorher befeuchten.

4.3.9 Herstellen von Supplementen

ACHTUNG — Supplemente, die toxische Wirkstoffe enthalten, insbesondere Antibiotika, miissen
sorgfiltig gehandhabt werden, um ein Verstiuben von Pulver zu verhindern, das beim
Laborpersonal allergische oder andere Reaktionen hervorrufen kann. Bei der Herstellung von
Lésungen sind geeignete Sicherheitsvorkehrungen zu ergreifen und die Anweisungen des Herstellers
zu befolgen.

Supplemente sind nicht iiber ihre festgelegte Haltbarkeitsdauer hinaus zu verwenden, die fiir Antibiotika-
Gebrauchslosungen im Allgemeinen der Herstellungstag ist. Unter bestimmten Bedingungen diirfen
antibiotische Losungen in geeigneten Aliquoten eingefroren aufbewahrt werden, sie sollten nach dem
Auftauen jedoch nicht erneut eingefroren werden. Der mogliche Aktivitatsverlust durch das Einfrieren muss
mit dem Hersteller ermittelt oder vom Anwender gepriift werden.
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4.4 Lagerung und Haltbarkeitsdauer von hergestellten Medien

4.4.1 Vom Handel gelieferte Medien

Die Anweisungen des Herstellers zu Lagerungsbedingungen, Verfallsdatum und Verwendung sind zu
befolgen.

4.4.2 Im Laboratorium hergestellte Medien

4.4.2.1 Allgemeines
Samtliche Medien miissen so gekennzeichnet werden, dass die Riickverfolgbarkeit sichergestellt ist.

Die Haltbarkeitsdauer der verschiedenen Medien ist unterschiedlich. In speziellen Internationalen oder
nationalen Normen konnten spezifische Bedingungen und Haltbarkeitsdauern festgelegt sein, diese miissen
jedoch vom Laboratorium verifiziert werden. Die Haufigkeit der Verifizierung ist vom Laboratorium
festzulegen.

Die Medien sind unter Bedingungen zu lagern, die eine Veranderung der Zusammensetzung verhindern, und
zwar vor Licht und Austrocknung geschiitzt. Sofern sie nicht unverziiglich verwendet werden oder es in der
spezifischen Norm nicht anders festgelegt ist, sind sie in einem Kiihlschrank bei 5 °C + 3 °C zu lagern.

Bei Lagerung im gekiihlten Zustand wird allgemein empfohlen, dass die Lagerung bei Platten nicht langer als
zwei Wochen bis vier Wochen und bei verschlossenen Flaschen und Rohrchen drei Monate bis sechs Monate
betragen sollte, sofern in spezifischen Normen nichts anderes festgelegt ist oder sofern Ergebnisse einer
Bewertung der Haltbarkeitsdauer durch das Laboratorium keine ldngere Haltbarkeitsdauer ergeben.
Weitere Angaben zur Hochstlagerungsdauer von hergestellten Medien sind in ISO 8199, Literaturhinweis
[17] und Literaturhinweis [21] angefiihrt.

Es wird empfohlen, dass Medien mit einem Zusatz labiler Supplemente am Tag ihrer Herstellung verbraucht
werden sollten, sofern in spezifischen Normen nichts anderes festgelegt ist oder sofern Ergebnisse einer
Validierung der Haltbarkeitsdauer durch das Laboratorium nicht ergeben, dass eine ldngere
Haltbarkeitsdauer angemessen ist (4.4.2.2). Feste Medien, die chemisch reaktive und/oder labile Substanzen
enthalten, sollten zum erneuten Verfliissigen nicht in grofden Mengen (Bulkware) gelagert werden.

Es wird empfohlen, die Nahrmedien vor der Verwendung oder vor dem weiteren Erwdrmen auf die Um-
gebungstemperatur zu bringen.

4.4.2.2 Bewertung der Haltbarkeitsdauer

Das Verfallsdatum fiir gelagerte Medien muss ermittelt werden, indem die Medien nach festgelegten
Lagerungsdauern entsprechend der Beschreibung in der vorliegenden Internationalen Norm auf ihre
physikalischen, chemischen und mikrobiologischen Leistungsmerkmale iiberpriift werden. Die Haufigkeit
der Verifizierung ist vom Laboratorium festzulegen.

Medien sind auf jegliche Farbveranderungen, Anzeichen von Verdunstung/Austrocknung, Anderung des
pH-Wertes oder nicht annehmbare Produktivitit oder Selektivitit und gegebenenfalls Spezifitit zu
uberpriifen. Das Verfallsdatum muss auf der Lagerungsdauer beruhen, bei der alle vorstehend
beschriebenen Leistungsmerkmale annehmbar bleiben.

ANMERKUNG Diese Uberpriifungen sind auch zur Anwendung geeignet, wenn vom Handel gelieferte Medien bestellt
werden.
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4.4.2.3 Lagerung von Medien in Petrischalen

Das verfestigte Medium ist unmittelbar zu verwenden oder umgedreht und unter Bedingungen zu lagern, die
eine Qualititsminderung und Austrocknung verhindern, d.h. im Dunkeln und/oder im Kiihlschrank bei
5°C £ 3 °C. Die Platten sind auf der Unterseite oder an der Seite mit dem Herstellungsdatum und/oder dem
Verfallsdatum und der Identitatsbezeichnung zu kennzeichnen. Alternative Codierungssysteme, die diese
Anforderungen erfillen, diirfen verwendet werden.

Die Haltbarkeitsdauer gegossener Platten verldngert sich durch die Lagerung in dicht verschlossenen
Kunststoff- oder Zellglasbeuteln. Um die Bildung von Kondenswasser auf ein Mindestmaf} zu verringern,
missen die Platten vor dem Einbringen in die Beutel abgekiihlt sein. Vor einer Kiihllagerung diirfen die
Oberflachen der Agarplatten nicht getrocknet werden.

4.5 Vorbereitung fiir die Verwendung

4.5.1 Verfliissigen von Agar-Nihrmedien

Ndhrmedien sind durch Einbringen in einem kochenden Wasserbad oder durch ein anderes Verfahren, das
zu identischen Ergebnissen fiihrt (z. B. im Autoklaven mit Dampfdurchstromung, siehe 1SO 7218, 1SO 8199)
zu verflissigen. Vorher autoklavierte Medien sollten schnellstmdoglich wiedererwarmt werden, damit die
Qualitit der Medien konstant gehalten wird. Eine Uberhitzung ist zu vermeiden und die Medien sind
herauszunehmen, sobald sie verfliissigt sind. Um Glasbruch zu vermeiden, sind sie fiir eine kurze Zeitdauer,
z. B. 2 min, auf einer hitzebestdndigen Oberfliche bei Raumtemperatur stehen zu lassen, bevor sie in ein
Wasserbad zum Abkiihlen gestellt werden. Verschliisse von Behaltern sollten vor dem Erhitzen gelockert
und nach der Entnahme vom Erwadrmen fest verschlossen werden.

Das verfliissigte Medium ist in einem thermostatisch geregelten Wasserbad auf eine Temperatur von 47 °C
bis 50 °C abzukiihlen. Die erforderliche Zeit bis zum Erreichen von 47 °C bis 50 °C hiangt von der Art des
Mediums, dem Volumen und der Anzahl der Gefafse im Wasserbad ab. Verfliissigte Medien sollten sobald wie
moglich verwendet werden. Es wird jedoch empfohlen, dass sie nicht langer als 4 h fliissig gehalten werden
sollten. Bei besonders empfindlichen Medien muss die Standzeit des verfliissigten Mediums verkiirzt
werden, was in der entsprechenden Internationalen Norm festgelegt wird. Nicht verwendete Medien diirfen
nicht erneut verfestigt und wiederverwendet werden.

Es ist ein Agar-Temperierungsregime einzurichten und zu dokumentieren, indem ein Thermometer in den
Agar in einem getrennten Behadlter, dhnlich dem, der fiir das Priifmedium verwendet wird, eingebracht wird.
Dies ist abhdngig von der Anzahl und der Grofie der Behélter im Wasserbad ab.

ANMERKUNG Im Plattengussverfahren verwendete Medien, die zu der Probe hinzugefiigt werden, werden auf 44 °C bis
47 °C oder entsprechend den Festlegungen der Internationalen Norm temperiert. Es ist ein auf 44 °C bis 47 °C
eingestelltes Wasserbad zu verwenden. Zusatzliche Informationen zum Gebrauch und zur Verifizierung von
Wasserbadern sind in ISO 7218 enthalten.

4.5.2 Entliiften von Nihrmedien

Falls es erforderlich ist, den Luft-/Sauerstoffgehalt im Medium zu verringern, ist das Ndhrmedium
unmittelbar vor der Verwendung in kochendem Wasser oder unter einem Dampfstrom fiir 15 min zu
erwdarmen, wobei die Deckel oder Verschlusskappen gelockert sind; nach dem Erwarmen sind die
Verschlusskappen fest zu verschlief3en und das Medium ist schnell auf Arbeitstemperatur herunterzukiihlen.
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4.5.3 Zugabe von Supplementen

Hitzelabile Supplemente sollten nach dessen Abkiihlung auf eine Temperatur weniger als 50 °C zum Medium
gegeben werden. Wenn das Medium Agar-Agar enthélt, sind die sterilen Supplemente vor der Zugabe zum
Agarmedium mindestens auf Raumtemperatur zu bringen. Die Zugabe von kalten fliissigen Supplementen
kann die Gelierung des Agar-Agars oder die Bildung von transparenten Flocken hervorrufen und eine
ordnungsgemafde Verteilung verhindern. Die Anweisungen des Herstellers sind einzuhalten. Alle
Supplemente sind schonend und sorgfiltig mit dem Medium zu vermischen, und dieses ist anschliefiend so
schnell wie moglich in die endgiiltigen Behalter abzufiillen.

4.5.4 Herstellung von festen Medien in Petrischalen

Das verfliissigte Agarmedium ist so in Petrischalen zu gief3en, dass eine Dicke von mindestens 3 mm erreicht
wird (z.B. sind bei Schalen mit einem Durchmesser von 90 mm {iblicherweise 18 ml bis 20 ml Agar
erforderlich) oder entsprechend den Festlegungen in der geeigneten Internationalen Norm. Moglicherweise
ist mehr Nahrmedium erforderlich, wenn die Platten gelagert werden, wenn sich die Bebriitung tiber mehr
als 72 h erstreckt oder wenn die Bebriitungstemperatur mehr als 40 °C betragt. Der Agar ist in Petrischalen
mit aufgelegten Deckeln auf eine kiihle horizontale Flache zu stellen, damit er abkiihlen und sich verfestigen
kann.

Kommerziell hergestellte gebrauchsfertige Agarplatten sollten nach den Anweisungen des Herstellers
gelagert und verwendet werden.

4.5.5 Vorbereitung von Medien in Plattenform fiir die Bebriitung

Fiir die Oberflachenbeimpfung von festen Nahrmedien sind die Platten kurz vor dem Gebrauch zu trocknen,
bis die Wassertropfchen von der Oberfliche des Mediums verschwunden sind. Die Platten diirfen nicht
libertrocknet werden.

Flir das Trocknen der Platten sind die folgenden Punkte von Bedeutung:

— Der Feuchtigkeitsgrad in Ndhrmedien ist wichtig, weil optimales Bakterienwachstum von den Feuchtig-
keitsverhaltnissen in und auf dem Medium abhdngt. Starker Feuchtigkeitsverlust kann zum Beispiel zu
einem Anstieg der Hemmstoffkonzentration in selektiven Ndhrmedien und zu einer Reduktion der
Wasseraktivitat an der Oberflache des Ndahrmediums fiihren.

— Eine Trocknung ist nicht immer notwendig, wenn Bakterien angeziichtet werden, die sich nicht schnell
ausbreiten, und die Platten nach der Akklimatisierung trocken aussehen. In diesem Fall darf das
Trocknen entfallen, da es nur die Wahrscheinlichkeit einer Kontamination und eines unnétigen
Feuchtigkeitsverlusts erhoht.

— Temperatur und Trocknungszeit sind so zu wahlen, dass die Wahrscheinlichkeit einer Kontamination so
gering wie moglich gehalten wird und die Erwdrmung die Qualitdt des Ndhrmediums nicht negativ
beeinflusst. Die Trocknungszeit hdngt vom Ausmaf3 der Kondensation in der Petrischale ab, muss jedoch
so kurz wie moglich sein.

— Werden die Platten aufierhalb einer Laminar-Flow-Werkbank getrocknet werden, miissen sie immer
mit der zu beimpfenden Oberfliche des Nahrmediums nach unten getrocknet werden, um
Kontaminationen zu vermeiden.

In der Praxis konnen die Platten mit der Agaroberflache nach unten und mit halb gedffneten Deckeln in
einem Trockenschrank, der auf eine Temperatur zwischen 25 °C und 50 °C eingestellt ist, getrocknet werden.
Die Platten sind so lange zu trocknen, bis die Tropfchen von der Oberfliche der Deckel verschwunden sind.
Langer diirfen sie nicht getrocknet werden. Die Agarplatten kénnen auch mit der Agaroberflache nach oben
in einer Laminar-Flow-Sicherheitswerkbank bei Raumtemperatur 30 min bis 60 min oder iiber Nacht mit
geschlossenen Deckeln bei Raumtemperatur getrocknet werden.
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4.6 Bebriitung von festen Medien in Petrischalen

Wahrend der Bebriitung verlieren Agarmedien Feuchtigkeit. Das kann unter bestimmten Umstdnden das
Wachstum der Mikroorganismen beeintrachtigen. Den Wasserverlust beeinflussende Faktoren sind die
Zusammensetzung des Mediums, die Menge des Mediums in den Platten, die Art des Brutschranks, d. h. mit
Geblaseunterstiitzung oder anderer Typ, der Feuchtegehalt der Atmosphare im Brutschrank, die Position
und Anzahl der Platten im Brutschrank und die Bebriitungstemperatur. Der Wasserverlust kann verringert
werden, indem die Platten in Stapeln von bis zu sechs Platten in oben offene (um eine tibermafiige
Kondensation zu vermeiden) Kunststoftbeutel gegeben werden. Alternativ darf die Luftfeuchte in den
Brutschrdanken erh6ht werden, indem ein offener Behdlter mit Wasser auf den Boden gestellt wird. Um einen
Pilzbefall zu vermeiden, sollten das Wasser haufig gewechselt und die Behalter desinfiziert werden.

4.7 Entsorgung von Medien

Sowohl kontaminierte als auch ungebrauchte Medien miissen sicher und entsprechend den ortlichen oder
nationalen Bestimmungen entsorgt werden.

5 Priiforganismen fiir die Leistungspriifung

5.1 Allgemeines

Neue oder liberarbeitete Normen miissen die Leistungspriifung von Nahrmedien, einschlief3lich der Fest-
legung von Kontrollstimmen und Annahmekriterien, entsprechend den Anforderungen von Anhang]
festlegen.

5.2 Auswahl der Priiforganismen

Ein Satz von Priiforganismen sollte Mikroorganismen mit stabilen Merkmalen enthalten, die fiir ihre Art
reprasentativ sind und deren Zuverldssigkeit zum Nachweis der optimalen Leistung eines bestimmten
hergestellten Mediums nachgewiesen ist. Die Priiforganismen sollten in erster Linie Stimme enthalten, die in
Referenzkultursammlungen allgemein verfiigbar sind, es diirfen jedoch auch gut charakterisierte, durch das
Laboratorium isolierte Stamme einbezogen werden. Vorzugsweise sind Stimme zu verwenden, die aus
Lebensmitteln oder Wasser stammen, obgleich nicht alle Kultursammlungen Daten iiber die Herkunft des
Stammes liefern.

Die fiir die Kultur relevanten Eigenschaften der Referenz-Stammkultur miissen durch das Laboratorium
untersucht und aufgezeichnet werden. Wenn eine Variabilitit des Stammes gefunden wurde, sind die
moglichen Einfliisse des Nahrmediums durch den Bezug des gleichen Mediums von einem anderen
Hersteller zu iiberpriifen und eine weitere Referenzkultur aus der Kultursammlung, in der sie urspriinglich
hinterlegt wurde, ist zu beschaffen.

WICHTIG Die Anwender werden gebeten, relevante Angaben zur Variabilitit und zu
Eigenschaften bei Stimmen und der Leistung iiber das Sekretariat des ISO/TC 34/SC9 an die
WG 5 ,,Culture media“ des ISO/TC 34 /SC 9 riickzumelden.

Die Priifmikroorganismen fiir jedes Medium kdnnen:
— stark positive Stimme mit typischen Merkmalen des Zielorganismus;
— schwach positive Stamme;

— negative Stdmme, die nicht die erwarteten Merkmale des Zielorganismus aufweisen (mit negativen
Merkmalen);

— teilweise oder vollstdndig gehemmte Stimme

umfassen.
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Anhang E legt die zu verwendenden Priifmikroorganismen hinsichtlich der spezifischen Internationalen
Normen zur Lebensmittelmikrobiologie fest, Anhang F legt die zu verwendenden Priifmikroorganismen
hinsichtlich der spezifischen Internationalen Normen zur Wassermikrobiologie fest.

Anhang K enthalt die zu verwendenden Priifmikroorganismen fiir Bestatigungsmedien und -reagenzien,
die in Internationalen Normen fiir die Lebensmittel- und Wassermikrobiologie spezifiziert sind.

ANMERKUNG Einige nationale Beschrdankungen und Vorschriften erfordern die Verwendung eines anderen als in
diesen Tabellen festgelegten Serovars. Beziiglich der Wahl von Salmonella-Serovaren sind die nationalen Anforderungen
heranzuziehen.

5.3 Konservierung und Erhaltung von Priiforganismen

5.3.1 Allgemeines

Fiir die erfolgreiche Konservierung und Erhaltung aller fiir die Lebensmittel- und Wassermikrobiologie
bedeutenden Mikroorganismen stehen mehrere Verfahren zur Verfiigung, z.B. die Lyophilisierung, die
Lagerung auf Perlen bei —70 °C oder die Verwendung von fliissigem Stickstoff. Ein einzelnes Verfahren ist
moglicherweise nicht fiir alle Staimme geeignet. Weitere Verfahren zur Konservierung von Mikroorganismen
sind in [14], [15], [36], [37], [38] angegeben.

Die Anzahl der Ubertragungen der Priiforganismen sollte dokumentiert werden, um eine zu haufige
Subkultivierung zu verhindern, die das Risiko phdnotypischer Verdanderungen erhoht. Eine Passage ist
definiert als die Ubertragung von einer lebensfihigen Kultur auf ein frisches Medium mit Wachstum der
Mikroorganismen. Jede Form der Subkultivierung wird als eine Form der Ubertragung/Passage angesehen.
Weiterflihrende Angaben sind in den Literaturhinweisen [27], [28], [35], [38] zu finden.

Siehe die Ablaufdiagramme (Bilder B.1 und B.2) und die in Anhang B festgelegten zusatzlichen Angaben zur
Erhaltung und Herstellung.

5.3.2 Priifmikroorganismen von kommerziellen Anbietern

Bei Priifmikroorganismen, die von Referenzstammsammlungen oder kommerziellen Anbietern, die nach
ISO 9001 [2] zertifiziert sind oder eine andere geeignete Zertifizierung nachweisen kénnen, bezogen und in
ihren Originalbehdltern aufbewahrt werden, miissen die Anweisungen des Herstellers beziiglich der
Kultivierung und Verwendung befolgt werden.

Das Laboratorium sollte ermitteln, ob der gelieferte Stamm ein Referenzstamm oder eine Referenz-Stamm-
kultur ist und wie viele Passagen vor dem Eingang erfolgt sind; die Angaben sollten dokumentiert werden.

Das Laboratorium sollte aufserdem {liberpriifen, ob die erwarteten Merkmale vorliegen.

5.3.3 Im Laboratorium hergestellte Referenz-Stammkulturen

Aus Referenzstimmen (siehe Bild B.1) hergestellte Referenz-Stammkulturen zur Leistungspriifung sind so
zu erhalten und zu handhaben, dass die Moglichkeiten einer Kreuzkontamination, einer Mutation oder einer
Verdanderung der typischen Merkmale minimiert werden. Referenz-Stammkulturen sollten in mehreren
Portionen aufbewahrt werden, liblicherweise entweder tiefgefroren, z. B. bei weniger als —70 °C, oder
lyophilisiert. Bei einer hoheren Temperatur verkiirzt sich moglicherweise die Dauer der Lebensfahigkeit und
es konnten genetische Modifikationen auftreten.

Die Wachstumseigenschaften der Referenz-Stammkulturen sollten fiir jedes Medium, auf/in dem sie als
Priifmikroorganismen eingesetzt werden, vollstindig dokumentiert werden.

Referenz-Stammkulturen diirfen nicht zur Herstellung von Referenzstimmen verwendet werden.
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5.3.4 StammKkulturen

Stammkulturen werden {iblicherweise aus lyophilisierten oder tiefgefrorenen Referenz-Stammkulturen
(siehe Bild B.2) hergestellt. Aliquote sind so zu handhaben, dass eine mdgliche Kreuzkontamination der
Referenz-Stammkultur und/oder deren Schiadigung vermieden werden. Die Stammkulturen sollten durch
Resuspendieren einer Portion der Referenz-Stammkultur in oder auf einem nicht selektiven Wachstums-
medium hergestellt werden. Um eine Kultur in einer stationdren Phase zu erhalten, muss der Ansatz
bebriitet werden.

Hinsichtlich der Anforderungen an Lagerung und Dokumentation siehe 5.3.3.
Bei handelstiblichen Konservierungssystemen sind die Anweisungen des Herstellers genau einzuhalten.

Stammkulturen diirfen nicht zur Herstellung von Referenzstimmen oder Referenz-Stammkulturen
verwendet werden.

5.3.5 Gebrauchskulturen

Gebrauchskulturen werden aus Stammkulturen oder Referenz-Stammkulturen hergestellt und zur
Herstellung von Inokula fiir die Priifungen verwendet.

Gebrauchskulturen diirfen nicht zur Herstellung von Referenzstimmen, Referenz-Stammkulturen, Stamm-
kulturen oder weiterer Gebrauchskulturen verwendet werden.

5.4 Mikroorganismen fiir die Leistungspriifung

5.4.1 Allgemeines

Fiir die routineméflige Leistungspriifung geeignete Mikroorganismen sind in den Anhdngen E, F und K
aufgelistet.

Die verwendeten Volumina der Inokula und die verwendeten Keimzahlen sind von entscheidender
Bedeutung; siehe 5.4.2.4 und 5.4.2.5.

Die folgende Anleitung ist als Beispiel fiir Verfahren angefiihrt, die fiir die Herstellung standardisierter
Inokula fiir die Qualitatslenkung von Medien geeignet sind. Diese Verfahren sind allgemeingiiltig, einige
Organismen erfordern jedoch moglicherweise besondere Ansatzbedingungen, z.B. Anaerobier,
Schimmelpilze, halophile, osmophile oder xerophile Organismen und Organismen mit speziellen
Wachstumsanforderungen oder Nahrstoffanspriichen.

5.4.2 Herstellung

54.2.1 Herstellung von Stammkulturen

Bei Bedarf ist ein festes Medium, z.B. Trypton-Soja-Agar (TSA) oder Blut-TSA, so mit der
Referenz-Stammkultur zu beimpfen, dass einzelne Kolonien erhalten werden. Die Bebriitung muss unter
geeigneten Bedingungen erfolgen, z. B. bei den meisten Bakterien 18 h bis 24 h bei 37 °C.

Diese Stammkultur auf festem Medium ist auf Reinheit zu untersuchen und fiir eine festgelegte Zeitdauer zu

verwenden (z. B. fiir 14 Tage bei einer geeigneten Temperatur, um eine signifikante Anderung beziiglich des
Organismus zu verhindern).
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5.4.2.2 Herstellung von Gebrauchskulturen

Gebrauchskulturen sind als Reinkulturen in der stationdren Phase in einer nicht selektiven Bouillon von der
Referenz-Stammkultur (oder bei Bedarf von der Stammkultur) herzustellen. Bei den meisten aeroben
Bakterien wird das iiblicherweise durch eine Bebriitung fiir 18 h bis 24 h erreicht.

Die Gebrauchskultur kann aus einem handelsiiblichen Referenzmaterial, RM oder ZRM, oder vom
Laboratorium hergestellt werden. Die Konzentration der hergestellten Suspension muss wahrend der
Gebrauchsdauer stabil und homogen sein [7], [10], [11], [21], [29], [30].

Es dirfen unterschiedliche Techniken angewendet werden; diese miissen jedoch die Reinheit des Inokulums
wie auch seine Standardisierung sicherstellen, um eine Verwendung in einem nachfolgenden Schritt zu
ermdglichen.

In Abhangigkeit von der Grofde der Kolonien sind mit einer Impfose ein bis zwei Kolonien vom Medium mit
der Stammkultur zu entnehmen. Die Verwendung einer 1-pl-Impfése wird empfohlen, um ein zu starkes
Inokulum zu vermeiden.

Das Inokulum ist in ein nicht selektives fliissiges Medium, z. B. Trypton-Soja-Bouillon (TSB), zu iiberfiihren
und sorgfaltig mit einem Vortex-Mischer zu mischen.

Die Bebriitung muss unter geeigneten Bedingungen und fiir eine geeignete Zeitdauer erfolgen (z. B. bei den
meisten Bakterien 18 h bis 24 h bei 37 °C).

Diese Gebrauchskultur ist fiir eine festgelegte Zeitdauer zu verwenden (z.B. fiir hochstens drei Tage bei
einer geeigneten Temperatur, um eine signifikante Anderung beziiglich des Organismus zu verhindern).

Hinsichtlich der Herstellung und Lagerung von Bakterien- und Pilzsporen als Gebrauchskulturen siehe
Literaturhinweise [10], [11], [24], [25], [30].

5.4.2.3 Herstellung von Suspensionen (Inokula) fiir die Priifung

In einem geeigneten Verdlinnungsmittel (z. B. viertelstarke Ringerlésung, Pepton-Salz-Losung) sind Reihen-
verdiinnungen herzustellen und die fiir die gewlinschte Anzahl von Organismen (KBE) in einem festgelegten
Volumen geeignetste Verdliinnungsstufe ist zu verwenden.

Die geeignete Verdiinnung, die als Priifinokulum zu verwenden ist, sollte in Vorversuchen bestimmt werden,
die fiir alle Schritte unter streng standardisierten Bedingungen durchgefiihrt werden.

Die Suspensionen (Inokula) sind innerhalb einer festgelegten Zeitdauer zu verwenden (z.B. bei
Raumtemperatur bis zu 2 h oder bei Lagerung bei 5 °C £ 3 °C innerhalb von 24 h; ldngere Lagerungsdauern
sind moglicherweise zuléssig, sofern sie validiert wurden [10], [21]).

Eingefrorene Inokula diirfen verwendet werden, wenn nachgewiesen werden kann, dass der Mikroorganis-
mus die gewdahlte Zeitspanne iiberleben kann.

5.4.2.4 Volumina der Inokula

Die fiir die quantitative Leistungspriifung verwendeten Volumina der Inokula miissen den unter Priif-
bedingungen fiir die betreffenden Medien verwendeten Volumina entsprechen.

Bei fiir die quantitative Priifung verwendeten Verdiinnungsmitteln und fliissigen Medien muss das Volumen

des Inokulums im selben Verhéltnis verwendet werden wie in der einschldgigen Internationalen Norm,
ublicherweise sind es 10 % des zu prifenden Mediums.
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5.4.2.5 Inokulum-Gehalt
5.4.2.5.1 Inokulum-Gehalt fiir die Produktivititspriifung

5.4.2.5.1.1 Quantitative Priifung

Bei einem quantitativen Zahlverfahren sind etwa 100 KBE notwendig, um eine hinreichende Prazision zu
erreichen (siehe Tabelle 1). Das kann die Verwendung von mehr als einer Platte erfordern.

Es sollte ein praktisch anwendbarer Bereich von 80 KBE bis 120 KBE je Platte bei einer Mindestanzahl
von 50 KBE je Platte Anwendung finden. Der Einsatz von mehr als einer Platte erhoht die Prazision. Bei
Filtern wird die gleiche Anzahl an KBE unter Verwendung von einem oder mehreren Filtern bendétigt. In
Tabelle 1 sind die mit den Koloniezahlen verbundenen 95 %-Vertrauensbereiche dargestellt.

Bei quantitativen Priifungen von Verdiinnungsmitteln und fliissigen Transportmedien ist ein
Inokulum-Gehalt von 103 KBE bis 10% KBE notwendig, um im Volumen, das auf die Platten ausgestrichen
wird, ein Inokulum von etwa 100 KBE zu erreichen.

Tabelle 1 — Angendherte 95 %-Vertrauensbereiche fiir Koloniezahlen unter Annahme des
Vorliegens einer Poisson-Verteilung [21], [26]

Grenzprazision
Anzahl der gezahlten (auf das nichste Prozent) Angendherte
Kolonien % 95 %-Vertrauensgrenzen

500 9 455 bis 545
400 +10 360 bis 440
320 +11 284 bis 356
200 + 14 172 bis 228
100 + 20 80 bis 120
80 + 22 62 bis 98
50 + 28 36 bis 64
30 + 37 19 bis 41
20 +47 11 bis 29
16 +50 8 bis 24

10 + 60 4 bis 16

6 +83 1 bis 11

5.4.2.5.1.2  Qualitative Priifung
Das fiir die Priifung verwendete Volumen [A1) der Suspension (M sollte enthalten:
103 KBE bis 10% KBE bei qualitativen Priifungen von festen Medien in Plattenform;
— <100 KBE bei Produktivitatspriifungen von Voranreicherungs- und Anreicherungsmedien;

— 10%*KBE bis 10 KBE bei qualitativen Priifungen von festen Transportmedien.
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5.4.2.5.2 Inokulum-Gehalt fiir die Selektivititspriifung

Fiir die Priifung der Selektivitdt von Nahrmedien wird die Platte oder das Rohrchen des Mediums mit
einer Suspension des Nicht-Zielmikroorganismus, die mindestens 10% KBE enthilt, beimpft.

5.4.2.5.3 Inokulum-Gehalt fiir die Spezifititspriifung

Bei qualitativen Priifungen von festen Medien in Plattenform auf Spezifitit ist ein Inokulum-Gehalt von
mindestens 103 KBE erforderlich.

5.4.2.6 Bebriitung

Die beimpften Ndhrmedien sind unter den in der einschldgigen Internationalen Norm beschriebenen
Bedingungen zu bebriiten. Anhang E legt die zu verwendenden Bebriitungsbedingungen hinsichtlich der
spezifischen Internationalen Normen zur Lebensmittelmikrobiologie fest. AnhangF legt die zu
verwendenden Bebriitungsbedingungen hinsichtlich der spezifischen Internationalen Normen zur
Wassermikrobiologie fest.

Um zu vermeiden, dass Agarmedien wahrend der Bebriitung Feuchtigkeit verlieren, siehe 4.6.

Flir den (die) Zielorganismus (Zielorganismen) sollte die kiirzeste zuldssige Bebriitungszeit in der
Internationalen Norm verwendet werden, wihrend zur Bestimmung der Selektivitdt die langste zuldssige
Bebriitungszeit verwendet werden sollte [10].

6 Qualitidtslenkung und Leistungspriifung von Nihrmedien

6.1 Allgemeine Anforderungen

In den folgenden Unterabschnitten werden die Anforderungen an sdmtliche Nahrmedien beschrieben. Sie
gelten unabhdngig vom Umfang der Charge.

In der Praxis konnen Proben stressgeschadigte Mikroorganismen enthalten. Die Eignung des Mediums
beziiglich der Wiederfindung von stressgeschadigten Zellen sollte mit berticksichtigt werden [21], [31], [32],
[33].

Die Qualitdt der Nahrmedien hangt von der Qualitdt der Grundsubstanzen, der richtigen Zusammensetzung
(Formulierung), der Qualitat der Zubereitungsverfahren, der Beseitigung der mikrobiellen Kontamination
und geeigneten Verpackungs- und Lagerungsbedingungen ab.

Die Qualitatslenkung der Ndhrmedien ist an den vorgesehenen Verwendungszweck der Medien (z.B.
qualitativ oder quantitativ) anzupassen. Vor dem Gebrauch ist die Leistung jeder Charge des Nahrmediums
entsprechend den in 6.4 beschriebenen Medienarten zu priifen. Ist eine Priifung vor dem Gebrauch aufgrund
der Labilitait des Mediums oder von Supplementen nicht moglich, muss eine parallele Leistungspriifung
neben der Priifung der Probe durchgefiihrt werden.

6.2 Physikalische und chemische Qualititslenkung

Fertig zubereitete Nahrmedien miissen die Anforderungen an die physikalisch-chemischen Eigenschaften,
wie sie in den entsprechenden Normen festgelegt sind, erfiillen. Dariiber hinaus ist durch die
Qualitatsbewertung mittels Sichtpriifung sicherzustellen, dass jedes Nahrmedium den festgelegten
Empfehlungen entspricht, z. B. beziiglich:

— Fillvolumen und/oder Schichtdicke;
— Aussehen, Farbe und Homogenitat;
— Gelfestigkeit und

— Feuchtigkeitsgehalt.
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Zusatzlich muss der pH-Wert bestimmt werden.

Bei den einzelnen Grundsubstanzen und sdmtlichen nutritiven oder selektiven Supplementen miissen
ebenfalls geeignete Verfahren zur Qualitditsbewertung durchgefiihrt werden.

6.3 Mikrobiologische Qualititslenkung

6.3.1 Allgemeines

Die mikrobiologischen Leistungspriifungen sind an einer Probe durchzufiihren, die fiir eine Charge eines
Endproduktes reprasentativ ist [6], [8], [9], [21].

6.3.2 Referenzmedium

Um die Zuverlassigkeit der Ergebnisse der Leistungspriifung sicherzustellen, muss das verwendete
Referenzmedium eine gleichbleibend hohe Qualitat aufweisen.

Beispiele fiir Aspekte, die vom Anwender zu beriicksichtigen sind, sind nachstehend angefiihrt:

— bei der Bewertung eines Referenzmediums ist ein quantitatives RM (siehe 3.4.6) zu verwenden, das eine
genau festgelegte Anzahl von Organismen enthalt;

— es ist ein festgelegter Herstellungsprozess anzuwenden, gegebenenfalls einschliefdlich erneuter
Verfliissigung;

— das Medium/die Bestandteile sind von den gleichen Herstellern/Quellen zu beziehen;

— Dbei der Installierung ist ein grofderer Bereich von Priiforganismen zu verwenden (um den Bereich der
gesuchten Organismen zu erfassen);

— die Wahl eines ,Referenzmediums” fiir Bewertungszwecke;
— geeignete Verfahren zur Qualitdtssicherung bei der Verwendung als Referenzmedium.

Es konnte nicht notwendig sein, alle vorstehend angefiihrten Aspekte in die Bewertung der Eignung des
Referenzmediums einzubeziehen. Das Laboratorium muss die Wahl des Verfahrens begriinden.

Geeignete Priiforganismen, Kontrollverfahren und Annahmekriterien fiir das Referenzmedium Trypton-Soja-
Agar (TSA) sind in den Anhdngen E und F beschrieben. Andere nicht selektive Referenzmedien diirfen
verwendet werden, wenn die vorstehend angefiihrten Kriterien erfiillt sind.

6.3.3 Mikrobielle Kontamination

Abhidngig vom Umfang der Nahrmediencharge muss eine geeignete Menge der Charge durch Bebriitung
unter geeigneten Bedingungen auf das Fehlen von mikrobieller Kontamination (Sterilitat) gepriift werden.

Als zu prifende Proben muss bei kleinen Chargen (< 100 Einheiten) mindestens eine Platte oder ein
Rohrchen genommen werden. Bei grofieren Chargen miissen die Hersteller z. B. auf der Grundlage der
Bestandteile der Medien, von Prozessparametern und -grenzen sowie Verpackungsarten, unter Anwendung
annehmbarer Qualitatsgrenzen Spezifikationen erarbeiten. Zusatzliche Informationen sind in ISO 2859-1 [6],
anderen nationalen Normen und anderen Quellen [9], [21] enthalten.

Fiir jedes Medium miissen Annahmekriterien ermittelt und begriindet werden.

Documents
Document Sharirzg)Hub

Full document details: DIN EN ISO 11133:2020-10


http://www.avadocuments.com/doc/din-en-iso-11133-2020-10
http://www.avadocuments.com/doc/din-en-iso-11133-2020-10

DIN EN ISO 11133:2020-10
ENISO 11133:2014 + A1:2018 + A2:2020 (D)

6.4 Allgemeine Anforderungen an die mikrobiologische Leistungspriifung

6.4.1 Allgemeines

Zur Bewertung der Charge eines vollstindigen Nahrmediums, von Nahrstoffen oder Supplementen muss das
Wachstum auf geeignete Weise entweder durch quantitative oder qualitative Verfahren nach der
Beschreibung in dieser Internationalen Norm beurteilt werden.

Mittels einer geeigneten Vorrichtung und unter Einhaltung der in betreffenden Internationalen Normen
beschriebenen Beimpfungsverfahren sind feste, halbfeste oder fliissige Nahrmedien mit einem geeigneten
Volumen (5.4.2.4) der Gebrauchskultur von jedem der definierten Priifmikroorganismen zu beimpfen, siehe
Anhdnge E und F.

In der vorliegenden Internationalen Norm werden Beispiele fiir quantitative und qualitative Priifverfahren
fir feste Nahrmedien und fliissige Medien beschrieben. Jedes der beschriebenen Verfahren darf gewahlt
werden und nicht alle Verfahren miissen angewendet werden.

Wenn der Verwendungszweck von Nadhrmedien in der Bestimmung der Keimzahl besteht, missen
quantitative Priifverfahren durchgefiihrt werden.

Wenn ein neues Mediums oder ein neuer Hersteller zu bewerten ist, werden quantitative Prifverfahren
empfohlen, um zusétzliche Informationen zur Absicherung des Wechsels zu erhalten.

In fliissigen Medien sind die Wechselwirkungen, die zum erfolgreichen Wachstum von Mikroorganismen
fithren, komplexer, infolgedessen ist die Festlegung von Verfahren zur Leistungspriifung aufwendiger als bei
festen Medien.

Fiir die Priifung von Kombinationen aus festen Medien und Membranfiltern wird ISO 7704 verwendet.

Die genaue Kenntnis der allgemeinen mikrobiologischen Techniken wird vorausgesetzt, und deshalb werden
die Verfahren nicht in allen Einzelheiten angegeben.

Geeignete Prifmikroorganismen, Prifverfahren und Annahmekriterien sind in den AnhingenE und F
angegeben.

Die Prifhaufigkeit muss vom Endanwender unter Beriicksichtigung des Umfangs der Vorbereitung im
Laboratorium des Endanwenders und des Niveaus der Qualitatssicherung vor Ort begriindet werden.

6.4.2 Fertigmedien

Hersteller von handelsiiblichen Fertigmedien werden, besonders, wenn sie nach 1SO 9001 zertifiziert sind,
liber ein eigenes Qualitatssicherungsprogramm verfiigen und diirften flir die von ihnen gelieferten Medien
ein Qualitatszertifikat ausstellen. Unter diesen Bedingungen braucht der Anwender unter Umstdnden keine
umfangreiche Priifung derartiger Medien durchzufiihren, er muss jedoch sicherstellen, dass die vom
Hersteller empfohlenen Lagerungsbedingungen eingehalten werden.

Bei fertig zubereiteten Fertigmedien, denen Supplemente zugesetzt wurden und die vom Hersteller nach der
vorliegenden Internationalen Norm Kkontrolliert wurden, wird mindestens eine qualitative Priifung
empfohlen.

Der Anwender muss sicherstellen, dass Hersteller von handelsiiblichen Fertigmedien iliber ein Qualitdts-
sicherungsprogramm fiir dieses Produktspektrum verfiigen und Zertifikate liber die Qualitdtslenkung
ausstellen, die die Anforderungen dieser Internationalen Norm erfiillen, wobei die erwarteten und
erhaltenen Ergebnisse angegeben werden. Das Laboratorium des Anwenders muss aufierdem den
dokumentarischen Nachweis tiberpriifen, um sicherzustellen, dass die Annahmekriterien des Herstellers fiir
die Leistungspriifung den eigenen laborinternen Anforderungen entsprechen.

In regelmifigen Zeitabstinden sind Uberpriifungen durchzufiihren, um nachzuweisen, dass die Qualitit der
Medien im Verlauf des Transports beibehalten wurde.
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Uberpriifungen sind auch nach der Lagerung sowie der weiteren Handhabung im Laboratorium des
Anwenders, z. B. Verfliissigen von festen Medien, durchzufiihren. Die Haufigkeit muss begriindet werden.

Bei unvollstdndigen Medien, zu denen im Laboratorium des Anwenders Supplemente hinzugefiigt werden
(siehe 3.3.5.1), sollte eine weitere Uberpriifung erfolgen, entweder durch Priifung der Produktions-
aufzeichnungen oder durch Durchfiihrung einer qualitativen Priifung, zur Sicherstellung, dass das richtige
Supplement hinzugefiigt wurde.

6.4.3 Aus handelsiiblichen Trockenformulierungen hergestellte Medien

Bei Zahlmedien muss eine quantitative Priifung durchgefithrt werden. Bei anderen Medien kann eine
qualitative Priifung hinreichend sein. Quantitative Priifungen geben eine grofiere Sicherheit hinsichtlich der
Qualitat der Medien.

Bei Medien, die nicht in den Anhédngen E und F beschrieben sind, sollte die Qualitdtslenkung entsprechend
den folgenden Empfehlungen festgelegt werden.

Bei Medien, die keine Indikatoren oder Selektivsubstanzen enthalten, darf eine begrenzte Anzahl von
Stammen verwendet werden. Bei denjenigen Medien, die Indikatoren oder Selektivsubstanzen enthalten,
sollten Stamme eingesetzt werden, mit denen das Funktionieren des (der) Indikators (Indikatoren) und die
Selektivitdt nachweisbar sind. Bei komplexen Medien, d. h. mit zugesetzten Supplementen, sollte jede Charge
mit Stdimmen iberpriift werden, die die in 5.2 aufgefithrten Merkmale aufweisen.

6.4.4 Aus einzelnen Grundsubstanzen hergestellte Medien

Zusatzlich zu den in 6.4.3 angefiihrten Anforderungen sind quantitative Priifungen durchzufiihren, um die
Qualitatstendenzen der Grundstoffe, die Produktivitit des Mediums und die laboratoriumsinternen
Herstellungsvorschriften zu tiberwachen.

6.5 Leistungsbewertung und Auswertung der Ergebnisse

Eine Charge eines Nahrmediums zeigt eine zufriedenstellende Leistung, wenn alle verwendeten
Priifmikroorganismen eine Wachstumsleistung nach den gegebenen Festlegungen erbringen. Die Charge ist
anzunehmen, wenn sowohl die allgemeinen als auch die mikrobiologischen Qualitadtskriterien erfiillt sind.

Wenn keine zufriedenstellende Leistung erreicht wird, siehe Anhang H in Bezug auf mogliche Griinde.
6.6 Bestitigungsmedien und -reagenzien

6.6.1 Bestitigungsmedien

Die Leistung der fiir Bestatigungsprifungen verwendeten Nahrmedien muss vor dem Gebrauch verifiziert
werden. Fiir eine Verifizierung sind positive und negative Priiforganismen auf dhnliche Weise zu verwenden
wie in der spezifischen Internationalen Norm beschrieben [9], [16]. Geeignete Priiforganismen sind in
Anhang K beschrieben.

6.6.2 Bestitigungsreagenzien

Die Leistung von Gram-Farbel6sungen, Reagenzien, wie z. B. Kovacs Reagens, VP (Voges-Proskauer), Nitrit,
Oxidase, Katalase und anderen Reagenzien, die zum Nachweis biochemischer Eigenschaften verwendet
werden, muss vor dem Gebrauch verifiziert werden. Fiir eine Verifizierung sind geeignete positive und
negative Stdmme zu verwenden und eine Haltbarkeitsdauer sollte ermittelt werden. Geeignete
Priiforganismen sind in Anhang K beschrieben. 21 Es wird empfohlen, dass bei Bestitigungspriifungen
analysenreine Reagenzien verwendet werden. Werden kommerziell hergestellte Reagenzien verwendet, sind
die Anweisungen des Herstellers beziiglich Lagerung und Verwendung einzuhalten [18], [19].
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7 Verfahren zur Leistungspriifung von festen Nahrmedien

7.1 Allgemeines

In diesem Abschnitt werden quantitative und qualitative Leistungspriifungen fiir feste Ndhrmedien
beschrieben, die in Normen fiir Lebensmittel und Wasser festgelegt sind. Dies sind fiir die meisten
Nahrmedien geeignete allgemeine Verfahren. Sie sind moglicherweise nicht fiir die Priifung von einigen
Arten von Medien zur Wiederfindung von Schimmelpilzen geeignet. Zusammenfassungen von jedem
Verfahren in Form von Ablaufschemata sind in Anhang C enthalten.

7.2 Verfahren fiir quantitative Priifungen
7.2.1 Verfahren fiir quantitative Priifungen - Definitionen

7.21.1 Produktivitit

Die Produktivitdt muss einen definierten Mindestgrenzwert erreichen (siehe die entsprechende spezifische
Internationale Norm oder Anhédnge E und F).

Hinsichtlich der Anwendung von Regelkarten bei der Uberwachung der Leistung von festen Nihrmedien mit
dem nachstehend beschriebenen Verfahren siehe Anhang G.

Bei quantitativen Verfahren wird das Produktivitatsverhaltnis Pp [21] nach folgender Gleichung (1)
bestimmt:

P, =
R NO

(1)

Dabei ist

Ng die auf oder in dem zu priifenden Ndhrmedium erhaltene Gesamtzahl von Kolonien, z.B.
Koloniezahl auf Platten;

Ny die auf oder in dem festgelegten Referenz-Nahrmedium erhaltene Gesamtzahl von Kolonien,
erhalten von einer oder mehrerer Platten und etwa 100 KBE betragen muss, siehe 5.4.2.5.1.

Hinsichtlich der Auswertung der Ergebnisse siehe 7.2.2.1.2.

7.2.1.2 Selektivitat

Selektive Nahrmedien und ein nicht selektives Referenzmedium werden mit verschiedenen Verdiinnungen
des (von) Nicht-Zielorganismus (-organismen) beimpft.

Der Selektivitatsfaktor Si [22] wird nach der folgenden Gleichung (2) berechnet:
Sg = Dy — Dg (2)
Dabei ist

Dy die hochste Verdiinnung, die auf dem nicht selektiven Referenzmedium ein Wachstum aufweist;

Dg die hochste Verdiinnung, die auf dem gepriiften selektiven Medium ein vergleichbares Wachstum
zeigt.

Sg Do und Dgwerden in log, y-Einheiten angegeben.
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ANMERKUNG Zum Beispiel wenn D, 107*=log;;40 und Dg 1073=log,,3,0 ist, dann ist der
Selektivitatsfaktor Sy = 1,0.

Fiir die Auswertung der Ergebnisse siehe 7.2.2.1.2.
7.2.2 Quantitative Verfahren fiir feste Nihrmedien

7.2.2.1 Allgemeines

Diese Vorschrift erfordert die Verwendung einer quantitativ bestimmten Bakteriensuspension (das kann ein
quantitatives Referenzmaterial/eine quantitative Priifsuspension sein) mit einer geeigneten Konzentration
des Zielstammes. Die Wiederfindung von der neuen Charge des Nahrmediums wird mit der Wiederfindung
von einem nicht selektiven Ndhrmedium (Referenzmedium) oder, in Sonderfillen, einer zuvor
angenommenen Charge mit der gleichen Medienzusammensetzung verglichen.

7.2.2.1.1 Durchfiihrung

a) Essind Gebrauchskulturen und Inokula mit einer bekannten geeigneten Konzentration des Zielstammes
und gegebenenfalls auch des Nicht-Zielstammes wie in 5.3.2 beschrieben oder ein geeignetes RM zu
verwenden.

b) Je Organismus sollten eine oder mehrere Platten verwendet werden. Die verwendete Anzahl hangt vom
Umfang der Charge, dem Vertrauen in die Qualitatssicherung des Herstellverfahrens und der
Zuverlassigkeit und dem Organismengehalt in der Priifsuspension ab. Das Laboratorium des Anwenders
muss die verwendete Anzahl begriinden.

c) Esistsicherzustellen, dass die Oberflachen der Platten angemessen getrocknet sind, siehe 4.5.5.

d) Das Beimpfen erfolgt durch Ausstreichen des Inokulums auf den Medien oder durch Membranfiltration,
so dass Keimzahlen erreicht werden, die innerhalb der in 5.4.2.5.1 empfohlenen Grenzen fiir die
quantitative Priifung liegen.

Das modifizierte Miles-Misra-Oberflachen-Tropfverfahren und andere Tropfsysteme oder das Spiralplatten-
verfahren dirfen ebenso verwendet werden, um zdhlbare Kolonien auf den Platten zu erhalten.

— Fir tiblicherweise zur Zahlung im Plattengussverfahren eingesetzte Nahrmedien muss das Plattenguss-
verfahren angewendet werden.

— Das Referenzmedium oder Platten aus einer zuvor angenommenen Charge sind auf dieselbe Weise zu
beimpfen.

— Die Platten sind unter den Bedingungen zu bebriiten, die in den einzelnen Internationalen Normen
festgelegt sind.

— Die auf jeder Platte gewachsenen Kolonien sind zu zdhlen. Grofle und Aussehen der Kolonien auf oder in
dem zu priifenden Medium sind durch Vergleich mit der Wiederfindung auf einem nicht selektiven
Niahrmedium (Referenzmedium) oder einer zuvor angenommenen Charge der gleichen
Medienzusammensetzung zu beurteilen.
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7.2.2.1.2 Berechnung und Auswertung der Ergebnisse

Bei einem quantitativen Zahlverfahren sind etwa 100 KBE notwendig, um eine hinreichende Prazision zu
erreichen (siehe Tabelle 1). Das kann die Verwendung von mehr als einer Platte je Wiederholung erfordern.

Die Ergebnisse werden als giiltig angenommen, wenn die folgenden Bedingungen erfiillt sind:

— Jede Wiederholung muss zu einem positiven quantitativen Ergebnis (angestrebtes Bakterienwachstum)
fiihren;

— Jedes einzelne im Priifbericht angefiihrte Ergebnis wird in den genormten Analysenbereich einbezogen
(bis zu 100 Kolonien bei Filtrationsverfahren und bis zu 150 Kolonien bei Oberflachenverfahren).

Zur Auswertung der Ergebnisse sind das Produktivitatsverhaltnis Py (siehe 7.2.1.1) und im gegebenen Fall
der Selektivitatsfaktor Sg (siehe 7.2.1.2) zu berechnen.

a) Das PR muss beim Vergleich eines selektiven Mediums mit einem nicht selektiven Referenzmedium,
festgelegt in den Anhdngen E und F, > 0,50 sein. Das Py muss beim Vergleich eines nicht selektiven

Mediums mit einem nicht selektiven Referenzmedium > 0,70 betragen oder wie in der Norm oder den
Anhdngen E und F festgelegt. Das gilt auch fiir Sonderfélle, in denen ein Vergleich mit der vorherigen
Charge erfolgt.

b) Wenn Py grofRer ist als 1,4, ist der Grund dafiir zu ermitteln.
c) Der Sgvon Nicht-Zielmikroorganismen betragt mindestens 2.

In Bezug auf Sonderfalle sieche Anhange E, F und |. Diese Kriterien gelten mdglicherweise nicht fiir Medien,
die nicht in den Anhéangen E und F angefiihrt sind, z. B. Medien, die in nationalen Normen beschrieben sind.

7.2.2.2 Anwendung der Wiederfindung von Referenzmaterialien

Bei dieser Vorschrift werden Referenzmaterialien (RM), zertifizierte Referenzmaterialien (ZRM, en: CRM)
oder laborintern hergestellte RM verwendet, um eine stabile Bakteriensuspension mit einer bekannten
Anzahl koloniebildender Einheiten des Zielstammes oder des unerwiinschten Stammes zu erhalten. Die
Wiederfindung von einer neuen Charge des Nahrmediums wird mit der erwarteten Anzahl von KBE vom RM,
ZRM oder laborintern hergestellten RM verglichen.

Zur Berechnung von Toleranzgrenzen darf die kritische Differenz angewendet werden (siehe ISO 5725-6
[34]). Siehe Tabelle 1.

Hinsichtlich der Herstellung und Beurteilung von laborintern hergestellten RM siehe Verweisungen [21] und
[29].

Die Qualitidt des RM muss anhand des Referenzmediums verifiziert werden.

7.3 Priifung von Nahrmedien, die fiir die Membranfiltration verwendet werden

Die Qualitit der eingesetzten Membranfilter muss im Vorfeld bewertet werden, um deren
Gebrauchstauglichkeit nachzuweisen; es wird ISO 7704 angewandt.

Zur Priifung der Leistung eines Ndhrmediums fiir die Verwendung bei der Membranfiltration sind
Gebrauchskulturen und Inokula nach der Beschreibung in 5.4.2 zu verwenden. Das Suspensionsmedium, z. B.
Verdiinnungsfliissigkeit, steriles Wasser, ist mit einem geeigneten Inokulum-Gehalt, wie in 5.4.2.5
angegeben, zu beimpfen.

Die Fliissigkeit ist entsprechend den Anforderungen der spezifischen Internationalen Norm zu filtrieren. Die
Membran ist auf die Oberflache des zu priifenden Agars aufzulegen. Es sind hinreichend Membranen/Platten
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zu beimpfen, um fiir die Produktivitatspriifung eine Gesamtzahl von etwa 100 KBE zu erhalten. Der Vorgang
ist mit einer neuen Membran zu wiederholen, die zweite Membran ist auf die Oberfliche des
Referenzmediums zu geben, wobei fiir die Selektivitatspriifung bei Bedarf Verdiinnungen zu verwenden
sind. Die Platten sind nach der spezifischen Norm zu bebriiten.

Der Prozess ist jedes Mal zu wiederholen, wenn sich die Charge der Membranen andert, ebenso bei jeder
neuen Charge des Mediums.

Falls es notwendig ist, den Einfluss der Membran auf das Ergebnis zu bewerten, ist das Priifinokulum
auflerdem ohne Membranen auf dem zu priifenden Medium und auf dem Referenzmedium auszustreichen.

Bei Priifungen mit Membranfiltern sollte das Laboratorium die Abweichungen zwischen den Ergebnissen
bewerten, wenn die Kriterien in Tabelle F.1 nicht erfiillt werden.

7.4 Verfahren fiir qualitative Priifungen
7.4.1 Qualitatives Ausstrichverfahren

7.4.1.1 Durchfiihrung
Es sind Gebrauchskulturen und Inokula wie in 5.4.2 beschrieben zu verwenden.

Zur Priifung der Produktivitat und Spezifitat ist eine Platte mit dem Priifmedium zu verwenden und jeder
Priifmikroorganismus ist auf eine Weise auszustreichen, dass einzeln wachsende Kolonien erhalten werden.

Zur Prifung der Selektivitit ist eine Platte mit dem Prifmedium zu verwenden und jeder
Priifmikroorganismus ist mit einer 1-pl-Ose in einer einzelnen geraden Linie auf der Oberfliche des
Priifmediums auszustreichen. Es konnen mehrere Priifmikroorganismen als parallele Linien auf der gleichen
Platte ausgestrichen werden, sie diirfen sich aber nicht iiberkreuzen; die Ausstriche sollten unterscheidbar
sein, um die Betrachtung der typischen Morphologie zu ermdoglichen. Andere standardisierte Ausstrich-
verfahren konnen angewendet werden.

Die Platten sind unter den in der spezifischen Internationalen Norm festgelegten Bedingungen zu bebriiten.

7.4.1.2 Auswertung der Ergebnisse
Der Wachstumsumfang auf den Platten nach der Bebriitung wird wie folgt bewertet:
— 0 entspricht keinem Wachstum;

— 1lentspricht schwachem Wachstum (entweder ein verringerter Wachstumsumfang oder eine
verringerte Koloniegréfde); und

— 2 entspricht gutem Wachstum.

Zielmikroorganismen missen einen Punktwert von 2 haben und deren Aussehen, Gréfie und Morphologie
der Kolonien miissen typisch sein. Bei Selektivitatspriifungen hdangt der Grad der Hemmung von der Art des
Mediums ab. Das Wachstum der Nicht-Zielmikroorganismen muss teilweise oder vollstindig gehemmt sein.

7.4.2 Bestimmung der Spezifitit

Eine Definition der Spezifitat ist in 3.2.6 angefiihrt. Die Spezifitiat eines Nahrmediums wird durch grund-
legende kennzeichnende physiologische Merkmale zur Unterscheidung der betreffenden Organismen nach
Vorhandensein, Fehlen und/oder Grad der Auspriagung von biochemischen Reaktionen sowie Grofde und
Morphologie der Kolonien angezeigt. Hinsichtlich der Anforderungen an die Gebrauchskultur und Inokula
siehe 5.4.2.
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