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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (prEN 15784:2019) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 327 ,Futtermittel —
Probenahme- und Untersuchungsverfahren” erarbeitet, dessen Sekretariat von NEN (Niederlande) gehalten
wird.

Das zustdandige deutsche Normungsgremium ist der Arbeitsausschuss NA 057-03-03 AA , Futtermittel” im
DIN-Normenausschuss Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte (NAL).

Um Zweifelsfille in der Ubersetzung auszuschlieflen, ist die englische Originalfassung beigefiigt. Die
Nutzungsbedingungen fiir den deutschen Text des Norm-Entwurfes gelten gleichermafien auch fiir den

englischen Text.

Fiir die in diesem Dokument zitierten internationalen Dokumente wird im Folgenden auf die entsprechen-
den deutschen Dokumente hingewiesen:

[SO 5725-2 siehe DIN ISO 5725-2

Anderungen

Gegentiber DIN EN 15784:2009-12 wurden folgende Anderungen vorgenommen:

a) Norm beider Uberarbeitung des Verfahrens an das VDLUFA-Verfahren 28.2.2 ,Bestimmung von Bacillus
licheniformis und Bacillus subtilis“ angepasst und mit Validierungsdaten aus Ringversuchen mit

kommerziellen Futtermitteln ergédnzt;

b) Norm redaktionell iiberarbeitet und den derzeit giiltigen Gestaltungsregeln angepasst.

Nationaler Anhang NA
(informativ)

Literaturhinweise

DIN ISO 5725-2, Genauigkeit (Richtigkeit und Prdzision) von Messverfahren und Messergebnissen — Teil 2:
Grundlegende Methode fiir die Ermittlung der Wiederhol- und Vergleichprdzision eines vereinheitlichten
Messverfahrens
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Europdisches Vorwort

Dieses Dokument (prEN 15784:2019) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 327 ,Futtermittel -
Probenahme- und Untersuchungsverfahren“ erarbeitet, dessen Sekretariat von NEN gehalten wird.

Dieses Dokument ist derzeit zur CEN-Umfrage vorgelegt.

Dieses Dokument wird EN 15784:2009 ersetzen.
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Einleitung

Diese Methodik wurde zur Zadhlung keimfahiger Bacillus-Sporen entwickelt, die als Futtermittelzusatzstoffe
verwendet werden, um die Européische Kommission zu befdhigen, die korrekte Kennzeichnung von Futter-
mitteln zu liberwachen. Sie wurde erstmals im Rahmen des EU-Projekts SMT4-CT98-2235 - ,Methods for
the official control of probiotics (microorganisms) used in animals feeds*) [1] erstellt. Bei der Uberarbeitung
des Verfahrens wurde sie an die VDLUFA-Methode 28.2.2 Bestimmung von Bacillus licheniformis und
Bacillus subtilis angepasst und mit Validierungsdaten aus Ringversuchen mit im Handel erhéltlichen Futter-
mittelprodukten erginzt [1]. Das Verfahren wird in diesem Projekt fiir zwei Stamme von Bacillus subtilis und
einen Stamm von Bacillus licheniformis validiert. Es kann davon ausgegangen werden, dass das Verfahren
auch fiir andere Bacillus spp., die als Futtermittelzusatzstoffe verwendet werden, geeignet ist. Vegetative
Zellen werden in diesem Verfahren nicht beriicksichtigt, weil alle anerkannten Produkte der Bacillus-Arten
gegenwartig Sporen sind.

Sporen von Bacillus-Arten tliberleben eine Verdiinnung mit 0,2%iger Natriumhydroxidlésung, und die fiir
Bacillus-Arten charakteristische Koloniemorphologie der einzeln zugelassenen Stimme wird mit dem vor-
geschlagenen Verfahren [2] gepriift.

Dieses Verfahren ist fiir Bacillus-Arten, die als Futtermittelzusatzstoffe verwendet werden, nicht selektiv, es

kann jedoch zur Zahlung von Bacillus-Arten in Futtermitteln in der Annahme angewendet werden, dass die
Bacillus-Arten in einer weit grofderen Anzahl vorhanden sind als andere Bacillus-Arten.
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1 Anwendungsbereich

Dieses Dokument legt allgemeine Regeln fiir die Zahlung von Bacillus-Arten in Futtermitteln (Zusatzstoffe,
Vormischungen und Mischfuttermittel einschliefRlich mineralischer Futtermittel) fest, die Bacillus-Arten als
einzelnen mikrobiellen Bestandteil oder in einem Gemisch mit anderen Mikroorganismen enthalten. Es gibt
unterschiedliche Kategorien von Futtermittelproben:

a) Zusatzstoffe, die etwa 1010 koloniebildende Einheiten (KbE/g) enthalten;
b) Vormischungen, die etwa 1011 KbE/kg enthalten;
c) Mischfuttermittel, Mehl oder Pellets, die etwa 109 bis 1010 KbE/kg enthalten.

Die Nachweisgrenze ist in EN [SO 7218 festgelegt.

2 Normative Verweisungen

Die folgenden Dokumente werden im Text in solcher Weise in Bezug genommen, dass einige Teile davon
oder ihr gesamter Inhalt Anforderungen des vorliegenden Dokuments darstellen. Bei datierten Verweisun-
gen gilt nur die in Bezug genommene Ausgabe. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte Ausgabe des in
Bezug genommenen Dokuments (einschlieRlich aller Anderungen).

EN ISO 7218, Mikrobiologie von Lebensmitteln und Futtermitteln — Allgemeine Anforderungen und Leitlinien
fiir mikrobiologische Untersuchungen (1SO 7218)

EN ISO 6498, Futtermittel — Leitfaden fiir die Probenvorbereitung (I1SO 6498)

3 Begriffe
Fiir die Anwendung dieses Dokuments gelten die folgenden Begriffe.

ISO und IEC stellen terminologische Datenbanken fiir die Verwendung in der Normung unter den folgenden
Adressen bereit:

— IEC Electropedia: verfligbar unter http://www.electropedia.org/
— IS0 Online Browsing Platform: verfiigbar unter http://www.iso.org/obp

3.1
Bacillus
Gattung der grampositiven, stibchenformigen Bakterien

Anmerkung 1 zum Begriff: Diese Beschreibung basiert auf den Eigenschaften, wie sie in dieser Norm eingesetzt
werden.

Anmerkung 2 zum Begriff:  Bacillus-Arten kénnen entweder obligat aerob oder fakultativ anaerob sein. Kultivierte
Bacillus-Arten sind Katalase-positiv, wenn sie in Gegenwart von Sauerstoff kultiviert werden.

Anmerkung 3 zum Begriff:  Bacillus-Arten konnen ovale Endosporen bilden.
Anmerkung 4 zum Begriff:  Bacillus-Arten bilden Kolonien auf der Oberflache von Soja-Casein-Pepton-Agar (TSA, en:

Tryptone Soy Agar) nach Bebriitung fiir 16 h bis 24 h bei 37 °C unter aeroben Bedingungen, die der Beschreibung in 9.3
entsprechen.
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4 Kurzbeschreibung

a) Herstellung von sterilen und trockenen Agarplatten;

b) eine reprasentative Untersuchungsprobe wird unter aseptischen Bedingungen entnommen;

c) eine Erstverdliinnung wird mit einer temperierten Verdiinnung mit 0,2%iger Natriumhydroxidlosung
hergestellt, um eine homogene Verteilung der Bakterienzellen aus der Priifmenge zu erhalten und die
vegetative Bakterienflora in der Verdiinnung zu reduzieren;

d) die Anzahl der Mikroorganismen je Volumeneinheit wird durch die Herstellung weiterer Dezimal-
verdiinnungen aus der Erstverdiinnung reduziert, um eine zdhlbare Anzahl von Kolonien auf den Zahl-

medien zu erhalten;

e) Beimpfen der vorbereiteten Platten mit einem Aliquot der optimalen Verdiinnungen und Verteilung der
Impfkultur mit einem sterilen Ausstrichspatel;

f) die beimpften Platten werden fiir 16 h bis 24 h bei 37 °C &+ 1 °C unter aeroben Bedingungen bebriitet;

g) Zahlung der typischen Kolonien unter Beachtung der in Punkt 3 aufgelisteten typischen Eigenschaften
der Bacillus-Arten;

h) Bestdtigung exemplarischer Isolate durch Mikroskopie oder biochemische Eigenschaften, falls erforder-
lich;

i) Berechnung der koloniebildenden Einheiten von Bacillus spp. je g oder kg der Futtermittelprobe.
5 Verdiinnungsléosung und selektives Nahrmedium
5.1 Verdiinnungsléosung

Diese Verdiinnungslésung wird zur Herstellung der Erstverdiinnung und zur Herstellung weiterer Dezimal-
verdiinnungen verwendet.

Tabelle 1 — 0,2%ige Natriumhydroxidlosung

Natriumhydroxid (NaOH) 20g
Polyoxyethylensorbitanmonooleat (Tween®1 80) 1ml
Wasser, destilliert oder deionisiert 1000 ml

Die Bestandteile werden in Wasser aufgeldst, die Losung in geeignete Behalter (z. B. Flaschen oder Kolben,
Kulturréhrchen) gefiillt und 15 min lang bei 121 °C £+ 1 °C sterilisiert. Um einen Verlust wahrend des Auto-
klavierens zu verhindern, werden Flaschen mit Schraubverschluss empfohlen.

Fir den sofortigen Verbrauch wird die Losung bei 40°C+ 1°C in einem Wasserbad oder Brutschrank
aufbewahrt.

1 Tween® ist ein Beispiel fiir ein geeignetes im Handel erhaltliches Produkt. Diese Information dient lediglich zur
Unterrichtung der Anwender dieses Dokuments und bedeutet keine Anerkennung des genannten Produkts durch
CEN.
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5.2 Zihlmedium Trypton-Soja-Agar (TSA)?2
5.2.1 Zusammensetzung

Tabelle 2 — Zusammensetzung von TSA-Agar

Trypton 150¢g
Natriumchlorid (NaCl) 50g
Sojapepton 50g
Agar 12 gbis 15 g?
Wasser, destilliert oder deionisiert 1000 ml
pH 7,3 £ 0,2 bei 25 °C

3 In Abhangigkeit von den Geliereigenschaften des Agars.

5.2.2 Vorbereitung
Alle Bestandteile (siehe 5.2.1) werden unter Erwdrmung in Wasser aufgelost und in geeignete Behélter (z. B.
Flaschen oder Kolben mit ungiftigen Metallschraubverschliissen) gefiillt. Falls erforderlich, wird der end-

giiltige pH-Wert so eingestellt, dass er nach dem Sterilisieren bei 25 °C 7,3 £ 0,2 betragt. Fiir 15 min wird bei
121 °C % 1 °C sterilisiert.

6 Gerate

Ubliche Ausstattung eines mikrobiologischen Laboratoriums und insbesondere die folgenden:

6.1 Gerat fiir die Trockensterilisation (Heif3luftsterilisator) und Dampfsterilisation (Autoklav)
Nach EN ISO 7218.

6.2 Brutschrank

Geeignet, eine Temperatur von 30 °C + 1 °C aufrechtzuerhalten. Optional auch geeignet, eine Temperatur
von 40 °C + 1 °C und/oder 44 °C bis 47 °C aufrechtzuerhalten.

6.3 Wasserbad

Geeignet, eine Temperatur von 44 °C bis 47 °C und 40 °C + 1 °C aufrechtzuerhalten.
6.4 Labormixer

Die folgende Gerateausstattung darf verwendet werden (EN ISO 7218):

— ein Rotations-Walkmischer (Mischer) mit einer variablen Nenndrehzahl von 3000 min—1 bis
10 000 min—1 sowie aseptische Glas- oder Metallschiisseln, die mit Abdeckungen ausgestattet sind; oder

— ein Beutel-Walkmischer mit sterilen Beuteln (Ruhrer), moglicherweise mit der Option, die Misch-
geschwindigkeit und -zeit anzupassen; oder

2 Das fertig hergestellte Nahrmedium ist im Handel von verschiedenen Herstellern erhaltlich.
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— ein Vibrationsmischgerat mit sterilen Beuteln; oder

— jedes andere Homogenisierungssystem mit gleichwertiger Effizienz (z.B. ein Handmixer mit
aseptischem Becherglas).

6.5 Mechanisches Mischgerit
Ein mechanischer Mischer, z. B. Vortex-Mischer (siehe EN ISO 7218), oder gleichwertiges Gerit.
6.6 Waage

Waagen mit dem erforderlichen Bereich und der erforderlichen Genauigkeit nach EN ISO 7218 fiir die
verschiedenen zu wiegenden Produkte.

6.7 Kolben oder Schraubflaschen mit entsprechenden Fassungsvermogen

6.8 Kulturréhrchen mit entsprechenden Fassungsvermogen

6.9 Pipetten oder Pipettierer und sterile Spitzen zur Abgabe von 100 pl bis 1 ml
6.10 Sterile 5-ml-Messpipetten

Fiir Vollauslauf mit breiten (ca. 3 mm) Spitzen (z. B. serologische Pipette; alternativ: 5-ml-Messpipetten ohne
Spitzen).

6.11 Sterile Ausstrichspatel

Sterile L-formige oder dreieckig geformte Ausstrichspatel aus Glas oder Metall oder sterile Ausstrichspatel
aus Kunststoff zum Einmalgebrauch.

Alternativ ist die Verwendung eines Spiralplattengerits mit einem desinfizierten Dosiersystem oder von
Einweg-Mikrospritzen moglich.

6.12 Sterile Petrischalen mit Nocken, 90 mm im Durchmesser

6.13 Laminarbox

6.14 Mikroskop

Geeignet fiir die Phasenkontrastmikroskopie bei 600facher bis 1 000facher Vergrofierung.
6.15 pH-Messgerat

Mit einer Kalibrierungsgenauigkeit von +0,1-pH-Einheiten bei 20 °C bis 25 °C.

7 Probenahme

Das Probenahmeverfahren ist nach der spezifischen Norm fiir das entsprechende Produkt durchzufiihren.
Liegt keine derartige spezifische Norm vor, wird den betreffenden Vertragspartnern empfohlen, dies-
beziiglich eine Vereinbarung zu treffen. Allgemeine Regeln [1] fiir die amtliche Kontrolle der Probenahme
von Futtermitteln sind anzuwenden.

ANMERKUNG  Die Probenahme kann nach ISO 6497 [7] erfolgen. Obwohl EN ISO 6497 nicht fiir Mikroorganismen

vorgesehen ist, scheint das in dieser Norm beschriebene Verfahren das am besten geeignete zu sein, das fiir Mikro-
organismen als Futtermittelzusatzstoffe in Betracht gezogen wird, da keine anderen geeigneten Referenzen bestehen.
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WARNUNG — Es ist darauf zu achten, eine mogliche Kreuzkontamination der Proben mit Mikro-
organismen zu vermeiden, besonders nach der Probenahme von mit Mikroorganismen angereicher-
ten Zusatzstoffen und Vormischungen. Falls erforderlich, wird Ausriistung fiir die Probenahme vor
jeder Probenahme gereinigt und desinfiziert, besonders nach der Probenahme von Mikroorganismen
enthaltenden Zusatzstoffen und Vormischungen. Die Probe ist in einem sterilen Behilter aufzu-
bewahren.

8 Vorbereitung der Untersuchungsprobe

Die Vorbereitung der Untersuchungsprobe muss nach EN ISO 6498 und der entsprechenden Produktnorm
erfolgen. EN ISO 6498 enthilt allgemeine Richtlinien fiir die Vorbereitung der Untersuchungsprobe.

9 Durchfithrung
9.1 Herstellung der Agarplatten

Das Nahrmedium wird wie in 5.2.2 beschrieben oder nach den Angaben des Herstellers hergestellt. Nach
dem Autoklavieren und dem Abkiihlen in einem Wasserbad auf eine Temperatur von etwa 44 °C bis 47 °C
werden Anteile von etwa 15 ml unter sterilen Bedingungen in jede Petrischale (6.12) gegossen und verteilt,
um eine gleichmafiige Schicht zu erhalten.

Wenn das Ndhrmedium erstarrt ist, werden vier umgedrehte Platten aufeinandergestapelt und bei
Raumtemperatur oder in einem Brutschrank bei 37°C £+ 1 °C fiir etwa 12 h oder tiber Nacht getrocknet.
Alternativ sind die Agarplatten in der Laminarbox auszubreiten, um die Agaroberfliche fiir 30 min mit
partiell abgehobenen Deckeln zu trocknen.

Die getrockneten Platten sind auf Sterilitdt zu liberprifen. Bei entsprechendem Schutz vor Austrocknung
diirfen getrocknete Platten bis zu zwei Wochen lang in einem Kiihlschrank bei 5 °C + 3 °C gelagert werden.
Die Platten sind auf Raumtemperatur zu bringen, bevor sie verwendet werden.

WARNUNG — Auf Agarplatten mit nasser Oberfliche oder wenn die eingefiillte Menge an Nihr-
medium gréfler als 15ml je Petrischale ist, konnen Bacillus-Arten sehr hiufig schwirmende
Kolonien auf der gesamten Platte bilden, was die Ermittlung der Koloniezahl auf diesen Platten
unmoglich macht.
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