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10772 Berlin, Saatwinkler Damm 42 /43, 13627 Berlin.

Die Empfanger dieses Norm-Entwurfs werden gebeten, mit ihren Kommentaren jegliche relevanten
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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (prEN 15789:2019) 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.

Anderungen

Gegentiiber DIN EN 15789:2009-12 wurden folgende Anderungen vorgenommen:

a) Norm grundlegend iiberarbeitet, wobei das Oberflachenverfahren (9.4.2) aufgenommen wurde;

b) Aufnahme von Anhang A ,Hinweise zum Verfahren“ (kritischen Kupferkonzentrationen); Verfahren ist
in der VDLUFA-Methode 28.2.6 beschrieben und validiert;

c) Norm redaktionell iiberarbeitet und den derzeit giiltigen Gestaltungsregeln angepasst.
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Europaisches Vorwort

Dieses Dokument (prEN 15789:2019) 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 15789:2009 ersetzen.
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Einleitung

Diese Methodik wurde zur Zahlung von Hefen (Saccharomyces cerevisiae) entwickelt, die als Futtermittel-
zusatzstoffe verwendet werden, um die Europdische Kommission zu befahigen, die korrekte Kennzeichnung
von Futtermittelprodukten zu iiberwachen (EU-Projekt SMT4-CT98-2235 - ,Methods for the official control
of probiotics (microorganisms) used as feed additives”) [1].

Das Verfahren wurde fiir einen handelsiiblichen Saccharomyces cerevisiae-Stamm [1] validiert. Da das Ver-
fahren fiir diesen speziellen Saccharomyces cerevisiae-Stamm nicht selektiv ist, kann davon ausgegangen
werden, dass es auch angewendet werden kann, um andere Saccharomyces cerevisiae-Stimme in ihrer
jeweiligen Dosierungsform im Futtermittel aufzulisten, vorausgesetzt, dass die zugesetzte Hefe in weitaus
héheren Mengen vorhanden ist als jede andere Hefe.

Das Verfahren wurde nicht fiir andere Hefearten (z. B. Kluyveromyces marxianus) validiert.
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1 Anwendungsbereich

Dieses Dokument legt allgemeine Regeln fiir die Zadhlung von Saccharomyces cerevisiae in Futtermitteln
(Zusatzstoffe, Vormischungen und Mischfuttermittel mit Ausnahme von mineralischen Futtermitteln) fest,
die Saccharomyces cerevisiae als einzelnen mikrobiellen Bestandteil oder in einem Gemisch mit anderen
Mikroorganismen enthalten. Die Anwendung des Verfahrens auf Mischfuttermittel mit kritischen Kupfer-
mengen erfordert ein besonderes Verfahren (siehe Anhang A). Dieses Dokument ist nicht anwendbar auf
mineralische Futtermittel, die als Erganzungsfuttermittel definiert sind, hauptsachlich aus Mineralstoffen
zusammengesetzt sind und mindestens 40 % Rohasche enthalten (Verordnung R767/2009) [3].

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 KbE/kg enthalten.

Die Nachweisgrenze entspricht der in EN ISO 7218 festgelegten.

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 (einschlieflich aller Anderungen).

EN ISO 6498, Futtermittel — Leitfaden fiir die Probenvorbereitung (1SO 6498)

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

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: verfiigbar unter http://www.electropedia.org/
— ISO Online Browsing Platform: verfiigbar unter http://www.iso.org/obp

31
Saccharomyces cerevisiae
einzelliger Pilz, der sich meist vegetativ durch Sprosszellen vermehrt

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

Anmerkung 2 zum Begriff:  Sprosszellen sind weitgehend ellipsoid mit multilateraler Sprossbildung. Er zeigt keine
oder nur einfache Pseudohyphen.

Anmerkung 3 zum Begriff: . cerevisiae bildet Kolonien, die der Beschreibung in 9.6 dieser Arten auf dem festgelegten
selektiven Nahrmedium nach einer Bebriitungsdauer von 48 h bis 72 h bei einer Temperatur von 30 °C unter aeroben
Bedingungen entsprechen.
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4 Kurzbeschreibung

a) Herstellung von sterilen und trockenen Agarplatten oder Herstellung eines sterilen fliissigen selektiven
Nahrmediums, das auf 44 °C bis 47 °C temperiert ist;

b) eine reprasentative Untersuchungsprobe wird unter aseptischen Bedingungen entnommen;

c) eine Erstverdiinnung wird mit einer temperierten Verdiinnungsléosung hergestellt, um eine homogene
Verteilung der Hefezellen aus der zu priifenden Teilprobe zu erhalten;

d) die Anzahl der Mikroorganismen je Volumeneinheit wird durch die Herstellung weiterer Dezimal-
verdliinnungen aus der Erstverdiinnung reduziert, um eine zdhlbare Anzahl von Kolonien auf den
selektiven Zahlmedien zu erhalten;

e) Beimpfen der vorbereiteten gegossenen Platten mit einem Aliquot der optimalen Verdiinnungen und
Verteilung der Impfkultur mit einem sterilen Ausstrichspatel oder Beimpfen der leeren Petrischalen mit
einem Aliquot der optimalen Verdiinnungen und Einfiillen des geschmolzenen Agarmediums in die
Petrischalen, Mischen und Verfestigen;

f)  die beimpften Platten werden fiir 48 h bis 72 h bei 30 °C &+ 1 °C unter aeroben Bedingungen bebriitet;

g) Zahlung der typischen Kolonien unter Beachtung der in 3.1 aufgelisteten typischen Eigenschaften der
Saccharomyces cerevisiae;

h) morphologische Verifizierung von Isolaten mittels Mikroskopie;

i) Berechnung der koloniebildenden Einheiten von Saccharomyces cerevisiae je g oder kg der Futtermittel-
probe.

5 Verdiinnungslosungen und selektive Nahrmedien
5.1 Verdiinnungslésungen
5.1.1 Verdiinnungslésung fiir die Erstverdiinnung

Diese Verdiinnungsléosung wird zur Herstellung der Erstverdiinnung verwendet und darf auch zur Her-
stellung weiterer Dezimalverdiinnungen verwendet werden.

Tabelle 1 — Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS, en: phosphate buffered saline),
erginzt mit Tween®! 80 (tPBS)

Natriumchlorid NacCl 8,00 g
Kaliumchlorid KCl 0,20 g
Dinatriumhydrogenphosphat, wasserfrei Na,HPO, 1,15¢g
Kaliumdihydrogenphosphat, wasserfrei KH,PO, 0,20 g
Polyoxyethylensorbitanmonooleat (Tween® 80) 1ml
Wasser, destilliert oder deionisiert 1000 ml

1 Tween® ist ein Beispiel fiir ein geeignetes handelsiibliches Produkt. Diese Information dient lediglich zur Unter-
richtung der Anwender dieses Dokuments und bedeutet keine Anerkennung des genannten Produkts durch CEN.
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Die Bestandteile werden in Wasser aufgelost. Falls erforderlich, wird der endgiiltige pH-Wert so eingestellt,
dass er nach dem Sterilisieren bei 25°C 7,3 &+ 0,2 betrdgt. Die Losung wird in geeignete Behdlter (z.B.
Flaschen oder Kolben, Kulturréohrchen) gefiillt und 15 min lang bei 121 °C £ 1 °C sterilisiert. Um einen Ver-
lust wahrend des Autoklavierens zu verhindern, werden Flaschen mit Schraubverschluss empfohlen.

Direkt vor dem Gebrauch wird die Losung in einem Wasserbad oder Brutschrank auf (40 + 1) °C temperiert.
ANMERKUNG  Die Verwendung von im Handel erhéltlichen PBS-Puffertabletten ist akzeptabel. Es ist jedoch zu be-
achten, dass es zwischen Produkten verschiedener Hersteller zu Abweichungen in der Zusammensetzung und im
pH-Wert kommen kann, sodass die mit ihnen erreichten Ergebnisse sich von denen unterscheiden kénnten, die mit dem
in dieser Internationalen Norm festgelegten Nahrmedium erzielt wurden.

5.1.2 Verdiinnungslésungen fiir Verdiinnungsreihen

Fir Verdiinnungsreihen kann die Verdinnungslosung fiir die Erstverdiinnung (5.1.1) oder alternativ die
Pepton-Salzlésung (PSS, en: peptone salt solution) nach EN ISO 6887-1 verwendet werden.

Tabelle 2 — Pepton-Salzl6sung PSS nach EN ISO 6887-1

Casein, enzymatisch verdaut 10g
Natriumchlorid NacCl 85¢g
Wasser, destilliert oder deionisiert 1000 ml

Die Bestandteile werden im Wasser in Kolben, Flaschen oder Kulturréhrchen aufgeldst. Falls erforderlich,
wird der pH-Wert so eingestellt, dass er nach dem Sterilisieren bei 25 °C 7,0 + 0,2 betragt. Fiir die Dezimal-
verdliinnungen werden Kulturréhrchen, die 9,0 ml + 0,1 ml nach dem Sterilisieren enthalten, hergestellt,
oder es werden Flaschen mit Schraubverschluss verwendet, um einen Gewichtsverlust wahrend des Auto-
klavierens zu vermeiden.

Flir 15 min wird bei 121 °C £ 1 °C sterilisiert. Die Verdiinnungslésung wird auf Raumtemperatur gebracht,
bevor sie verwendet wird.

ANMERKUNG  Im Handel erhéltliche, gebrauchsfertige PSS-Rohrchen mit 9 ml sind geeignet.
5.2 Zahlmedium
5.2.1 Hefeextrakt-Glucose-Chloramphenicol (Oxytetracyclin)-Agar (YGC-Agar)

Tabelle 3 — Zusammensetzung von YGC-Agar

Hefeextrakt 5g
D(+)-Glucose 20g
Chloramphenicol 01lg
Agar 12 gbis 15 g2
Wasser, destilliert oder deionisiert 1000 ml
pH 6,6 + 0,2 bei 25 °C

3 In Abhingigkeit von den Geliereigenschaften des Agars.

Das Basis-Agar ohne Antibiotikum kann kauflich erworben werden, und Chloramphenicol ist hinzuzufiigen,
oder das Nahrmedium kann als vollstandiges Medium kauflich erworben werden.

ANMERKUNG 1 Chloramphenicol kann durch Oxytetracyclin (C,,H,,N,04) mit einer Endkonzentration von 100 pg/ml
Ndhrmedium ersetzt werden.
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ANMERKUNG 2 Es kann jedes andere Ndhrmedium verwendet werden, das zu vergleichbaren Ergebnissen fiihrt (z. B.
Sabouraud-Dextrose-Agar (SDA) oder Wiirze-Agar, erganzt durch Chloramphenicol).

5.2.2 Herstellung

Alle Bestandteile werden unter Erwarmung in Wasser aufgelost und in geeignete Behalter (z. B. Flaschen
oder Kolben mit ungiftigen Metallschraubverschliissen) gefiillt. Falls erforderlich, wird der endgiiltige
pH-Wert so eingestellt, dass er nach dem Sterilisieren bei 25°C 6,6 + 0,2 betrigt. Fliir 15 min wird bei
121 °C £ 1 °C sterilisiert. Uberméafiige Erwarmung muss vermieden werden.

ANMERKUNG  Falls Chloramphenicol durch Oxytetracyclin ersetzt wird, wird das Grundmedium auf die gleiche Weise
durch Weglassen des Chloramphenicols hergestellt. Eine 1%ige Massenkonzentration (m/m)-Losung des Oxytetra-
cyclinhydrochlorids wird in Wasser hergestellt und durch Filtrieren sterilisiert. Kurz vor der Verwendung werden nach

der Sterilisation 10 ml dieser Lésung aseptisch zu 1 000 ml des Grundmediums hinzugefiigt (um eine Endkonzentration
von 0,1 g/l des Nahrmediums zu erhalten), das bei 44 °C bis 47 °C gehalten wurde.

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, Temperaturen von 44 °C bis 47 °C und 40 °C + 1 °C aufrechtzuerhalten.

6.4 Labormixer

Ein Rotations-Walkmischer (Mischer) mit einer festen oder variablen Drehzahl von mindestens 22 000 min—1
mit aseptischen Glas- oder Metallschiisseln, die mit Abdeckungen ausgestattet sind (siehe EN ISO 7218).

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

Waagen mit dem erforderlichen Bereich und der erforderlichen Genauigkeit nach ISO 7218 fiir die ver-
schiedenen zu wiegenden Produkte.

6.7 Kolben oder Schraubflaschen mit entsprechenden Fassungsvermogen

6.8 Kulturréohrchen mit entsprechenden Fassungsvermoégen

6.9 Pipetten oder Pipettierer und sterile Spitzen zur Abgabe von 0,1 ml bis 1 ml
6.10 Sterile 5-ml-Messpipetten

Flir Vollauslauf mit breiten (ca. 3 mm) Spitzen (z. B. serologische Pipette; alternativ: 5-ml-Messpipetten ohne
Spitzen).
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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 Spiralplattengerats mit einem desinfizierten Dosiersystem oder von
Einweg-Mikrospritzen moglich.

6.12 Sterile Petrischalen, 90 mm im Durchmesser

6.13 Laminarbox

6.14 Mikroskop

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

Mit einer Kalibrierungsgenauigkeit von 40,1 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, diesbeziig-
lich eine Vereinbarung zu treffen. Allgemeine Regeln [1] fiir die amtliche Kontrolle der Probenahme von
Futtermitteln sind anzuwenden.

ANMERKUNG  Die Probenahme kann nach EN ISO 6497 [6] erfolgen. Obwohl EN ISO 6497 nicht fiir Mikroorganismen
vorgesehen ist, scheint das in dieser Norm beschriebene Verfahren am besten geeignet zu sein, um fiir Mikroorganismen
als Futtermittelzusatzstoffe in Betracht gezogen zu werden, da keine anderen geeigneten Referenzen bestehen.

WARNUNG — Es ist darauf zu achten, eine mogliche Kreuzkontamination der Proben mit Mikro-
organismen zu vermeiden, besonders nach der Probenahme von Zusatzstoffen und Vormischungen,
die mit Mikroorganismen erganzt werden. Falls notwendig, ist die Ausriistung fiir die Probenahme
vor jeder Probenahme zu reinigen und zu desinfizieren, besonders nach der Probenahme von
Mikroorganismen enthaltenden Zusatzstoffen und Vormischungen. Die Probe ist in einem sterilen
Behalter aufzubewahren.

8 Vorbereitung der Untersuchungsprobe

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

9 Durchfiihrung

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 gleichmafdige Schicht zu erhalten.

Wenn das Nahrmedium erstarrt ist, werden vier umgedrehte Platten aufeinandergestapelt und bei Raum-
temperatur oder in einem Brutschrank bei 30 °C + 1 °C fiir etwa 12 h oder iiber Nacht getrocknet. Alternativ
werden die Agarplatten in der Laminarbox ausgebreitet, um die Agaroberfldche fiir 30 min mit partiell abge-
hobenen Deckeln zu trocknen.

Documents
Document Sharing;Hub

Full document details: E DIN EN 15789:2020-02


http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-15789-2020-02
http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-15789-2020-02

