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1. Zweck und Anwendung

Dieses Merkblatt beschreibt ein Priifverfahren zur Bestimmung
der Gesamtkolonienzahl an Bakterien, der Anzahl an Schimmel-
pilzen und Hefen und der Anzahl an Gesamt-Enterobakterien
auf der Oberfliche vorgefertigter Hilfsmittel flir die Lebensmit-
telindustrie, wie Holzl6ffelstiele und Loéffel fiir Eiscreme,
SchaschlikspieBe usw. Diese Hilfsmittel miissen infolge der
direkten Lebensmittelberihrung in mikrobiologischer und hygie-
nischer Hinsicht einwandfrei sein. Das Priifverfahren soll nicht
nur von den Herstellern dieser Hilfsmittel angewandt werden,
sondern auch fiir Kontrolluntersuchungen beim Verwender, um
feststellen zu kénnen, ob diese Hilfsmittel wdhrend des Trans-
portes durch ungeeignete und unzureichende Umverpackung
Sekundérinfektionen ausgesetzt waren.

2. Begriffe

Bei den vorgefertigten Hilfsmitteln wird die Gesamtkolonien-
zahl an Bakterien (KZg), die Anzahl an Schimmelpilzen (KZg)
und Hefen (KZpg) und die Anzahl an Gesamt-Enterobakterien
(KZg) auf das jeweilige Hilfsmittel direkt, ohne Angabe der
Fliche, bezogen. Hilfsmittel, die gréBer sind als der Durchmes-
ser einer Normal-Petrischale (ca. 9 c¢m}, miissen vor der Unter-
suchung in sterilen Polypropylenbeuteln auf die entsprechende
GroBe zerbrochen werden. Es sind hierbei sdmtliche Einzelteile
zu prifen und die Einzelergebnisse bei der Auswertung zu
addieren.

3. Probenahme, Probenzahl

3.1. Die Probenahme erfolgt nach Vereinbarung.

Die Proben sind an Ort und Stelle so zu entnehmen, daB
keine Sekundérinfektion eintreten kann. Das fiir den
Transport der Proben verwendete Packmittel muB keimfrei
sein,

3.2. Die Probenzahl muB pro Entnahmeeinheit mindestens 30
betragen.

4. Priifgerite

4.1, Bruischrank, regelbar auf eine Temperatur von 25°C
+1Kund 37°C £ 1K,

4,2, Autoklav fiir einen Betriebsdruck bis 3,5 bar und eine Ste-
rilisationstemperatur bis 134 °C, Er muB so eingerichlet
sein, daB eine Mindesttemperatur zwischen 110 und 120 °C
auf 2 K genau eingehalten werden kann.

4.3. Dampftopf.

4.4, HeiBluftsterilisator fiir eine Sterilisationstemperatur von
160 bis 170 °C.

4,5. Kolonienzdhlgerédt. Zur Arbeitserleichterung ist es zwedk-
maéBig, nach Moglichkeit ein Kolonienzdhlgerdat zu ver-
wenden, das mit einer elektrischen Zdhleinrichtung und
einer Lupe von 8 — 10facher VergréBerung versehen ist.

4.6. Petrischalen aus Glas nach DIN 12 339 bzw. sterile Einweg-
Petrischalen aus Kunststoff, Durchmesser 87— 89 mm.

4.7. Naéhrbodenflaschen, 300 ml mit Kapsenbergkappen.
4.8. Bunsenbrenner oder Spirituslampe.

4.9. Lange Pinzetten.

4.10, Elektrisches pH-MeBgerét mit Glaselektrode.

4.11, Sterile Polypropylenbeutel mit einer Mindestfoliendicke
von 0,06 mm.

5. Nihrmedien und Ndhrmedienherstellung
51. Nédhragar

5.1.1, Zusammensetzung:

1 g Fleischextrakt
2 g Hefeextrakt
5 g Pepton aus Fleisch, tryptisch verdaut
5 g Natriumchlorid, reinst
15 g Agar-Agar
28g

. Bereitung

Die angegebenen Mengen Néhrstoffe werden einem Liter
frisch destilliertem oder voll entsalztem Wasser zugesetzt,
unter ausgiebigem Umschiitteln gleichmé&Big verteilt und
15 min geweicht. Die Lésung wird in vier 300-ml-Nahrbo-
denflaschen umgefdllt. Die Sterilisation erfolgt im Auto-
klaven 15min bei 120 °C mit aufgesetzten Kapsenberg-
kappen. Der pH-Wert des gebrauchsfertigen N&hrbodens
soll 7,4 0,2, bezogen auf eine MeBtemperatur von 20 °C,
betragen.

52. Pilzndhrboden nach Sabouraud, modifiziert

5.2.1. Zusammensetzung:

5 g Pepton aus Casein, tryptisch verdaut
5 g Pepton aus Fleisch, tryptisch verdaut
10 g D (+)-Dextrose * H,O
10 g Maltose - H,O
10—15 g Agar-Agar
40—45g

5.2.2, Bereitung:

Die angegebenen Mengen Nihrstoffe werden einem Liter
frisch destilliertem oder voll entsalztem Wasser zuge-
setzt und unter ausgiebigem Umschiitteln gleichmdBig
verteilt. AnschlieBend wird im Dampftopf bis zur voll-
stdandigen Loésung gekocht und in vier 300-ml-Ndhrboden-
flaschen umgefiillt. Die Sterilisation erfolgt im Autokla-
ven 15min bei 120 °C mit aufgesetzten Kapsenbergkap-
pen, Der pH-Wert des fertigen N&ahrmediums soll 5,4
10,1, bezogen auf eine MeBtemperatur von 20 °C, betra-




gen, Falls erforderlich, wird der pH-Wert des Ndhrme-
diums mit verdiinnter Natronlauge oder verdiinnter Salz-
sdure eingestellt.

53. Kristallviolett-Neutralrot-Galle-Agar

5.3.1. Zusammensetzung:

7,0 g Pepton aus Fleisch, tryptisch verdaut
3,0 g Hefeextrakt
10,0 gD (+)-Lactose
50 g Natriumchlorid, reinst
1,5 g Gallesalzmischung
0,03 g Neutralrot
0,002 g Kristallviolett
12—13,0 g Agar-Agar
38,532 bis 39,532 g

5.3.2. Bereitung:

Die angegebenen Mengen Néhrstoffe werden einem Liter
frisch destilliertem oder voll entsalztem Wasser zuge-
setzt und unter ausgiebigem Umschiitteln gleichmafig
verteilt. Nach 15 min Stehen wird die Suspension in vier
300-ml-Nédhrbodenflaschen verteilt und bis zur vollstén-
digen Losung im Dampftopf gekocht.

Der Beginn des Kochprozesses wird durch leichtes Auf-
wallen angezeigt. Der pH-Wert des gebrauchsfertigen
Néhrbodens soll bei 37 °C 7,4 £ 0,1 betragen.

6. Durchfithrung der Priifung

6.1, Sterilisation der Geridte

Glaspetrischalen und Pinzetten sind mindestens 2h lang
bei 160 °C im HeiBluftsterilisator zu sterilisieren. Bei Se-
rienanalysen koénnen die Pinzetten auch durch Abflammen
sterilisiert werden.

6.2, Probenvorbereitung

6.2.1. Das Entfernen der Umverpackung der Proben (siehe Ab-
schnitt 3.1) ist vorzugsweise in einer sterilen Werkbank
vorzunehmen., Es empfiehlt sich, den Arbeitstisch vor
Arbeitsbeginn mit einer desinfizierenden Lésung abzuwa-

schen, z. B. mit 70%sigem Alkohol.

6.2.2, Proben, die groBer sind als der Durchmesser einer Nor-
mal-Petrischale (ca. 9 cm), miissen vor der Weiterverar-
beitung in kleinere Stiicke zerbrochen werden. Dies ge-
schieht, indem man die Probe mit Hilfe einer sterilen

Pinzeite in einen sterilen Polypropylenbeutel (4.11) gibt.

Nach VerschlieBen des Beutels wird die Probe auf das
gewiinschte MaBl gebrochen. Der Beutel wird beschriftet
und sdmtliche Einzelteile der Probe bis zur Weiterverar-
beitung in dem Beutel belassen.

Es sind mindestens 10 Proben mit jedem der Néhrbéden
zu priifen.

63. Herstellung der fertigen Proben

In jede Petrischale sind jeweils etwa 10 ml des verflis-
sigten Nahrbodens unter sterilen Bedingungen einzugie-
Ben, wobei mindestens 10 Petrischalen von jedem der drei
Nahrbéden (5.1, 5.2, 5.3) herzustellen sind. Nach dem
Erstarren werden die Proben auf die noch feuchten Né&hr-
bodenoberflachen aufgelegt und mit einer sterilen Pinzette
angedrickt. Fiir die Einzelstiicke einer Probe, die nach
Abschnitt 6.2.2 vorbereitet wurde, ist jeweils eine neue Pe-
trischale zu verwenden. AnschlieBend werden die Proben
gleichméBig 2 mm hoch durch EingieBen von etwa 7,5 bis
10 ml des jeweiligen Nahrbodens mit einer Temperatur
von héchstens 45 °C vom Rand her iibergossen. Nach dem

Erstarren werden die Platten derart in den Brutschrank
gelegt, daB der Deckel der Petrischale unten liegt, um das
Auftropfen von Kondenswasser auf die Probe zu verhin-
dern.
6.4. Bebritung

Die vorbereiteten Proben mit den N&hrmedien nach den
Abschnitten 5.1 und 5.2 werden 3 Tage bei 25 °C, die
Proben mit dem N&hrmedium nach Abschnitt 5.3 werden
20 * 2 Stunden bei 37 °C bebriitet.

7. Versuchsauswertung

Die Petrischalen werden nach Ablauf der Brutzeit dem Brut-
schrank entnommen. Alle auf dem Nédhrmedium nach Abschnitt
5.1 gebildeten Kolonien werden gezédhlt.

Die auf dem Né&hrmedium nach Abschnitt 5.2 gewachsenen He-
fe- und Schimmelpilz-Kolonien werden getrennt gezdhlt, gege-
benenfalls unter Zuhilfenahme eines Mikroskopes. Nach Még-
lichkeit sollte angegeben werden, welche Bakteriengruppen bzw.
-arten bei dem Nahrmedium nach Abschnitt 5.1 und welche
Schimmelpilzarten bei demm Ndhrmedium nach Abschnitt 5.2 als
Kolonien dominieren.

Die auf dem Nédhrmedium nach Abschnitt 5.3 rot gefarbten Ko-
lonien werden als Gesamnt-Enterobakterien gezahlt.

Das Ergebnis der Auszéhlung von je 10 Einheiten pro Probe
wird addiert und das arithmetische Mittel gebildet.

Bei den nach Abschnitt 6.2.2 vorbereiteten Proben werden die
Ergebnisse der Einzelteile addiert und als Gesamtwert angege-
ben. Bewuchs an den Bruchfldchen der Proben wird gesondert
aufgefiihrt.

8. Priifbericht
Im Priifbericht sind unter Hinweis auf dieses Merkblatt anzuge-
ben:

— Art der zu untersuchenden Probe mit genauer Beschreibung
und Angabe des Rohstoffes, z. B, Holz, Kunststoff usw., und
Hinweis auf Probenvorbereitung;

—Ort, Datum und Zeit der Probenahme;
— Gesamtkeimzahl KZy, Einzelwerte und Mittelwert;

— Anzahl an Schimmelpilzen KZg und Hefen KZp, Einzelwerte
und Mittelwerte;

— Anzahl der Gesamt-Enterobakterien KZy, Einzelwert und
Mittelwert;

— gegebenenfalls Abweichungen von diesem Merkblatt;
— Priifdatum.

9. Anmerkung

Die Nahrmedien kdnnen entweder selbst bereitet oder in Form
eines fertigen Nahrmediums in den Zusammensetzungen, wie
beschrieben, bezogen werden.

Trockenndhrmedien werden nach der Vorschrift des Herstellers
aufgeldst, gekocht und sterilisiert.
Die Herstellercodes sind wie folgt:
fiir Ndhragar:
Merck 5450, DIFCO B 1, BBL 11 472;
fiir Pilzndahrboden nach Sabouraud:
Merck 7662;

fiir Kristallviolett-Neutralrot-Galle-Agar:
BBL 11807, DIFCO B 12, Oxoid CM 107, Merck 1406.




