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1 Zweck und Anwendungsbereich
Die Methode dient der Keimzahlbestimmung von aeroben, mesophilen Bakterien, He-
fen, Schimmel- und Schwarzepilzen in Futtermitteln.

2 Prinzip

Von der Probe wird mit einer Pufferlosung eine Ausgangssuspension hergestellt. Aus
dieser wird eine dezimale Verdiinnungsreihe mit der Pufferlésung angelegt. Von geeig-
neten Verdinnungsstufen werden Keimzahlplatten mit einem Nachweismedium fir
Bakterien bzw. fur Hefen, Schimmel- und Schwérzepilze nach dem Oberflachenverfah-
ren hergestellt.

Die beimpften Keimzahlplatten fur die Bakterien werden 2 Tage bei 30 C, die fur die
Hefen, Schimmel- und Schwérzepilze 3 Tage bei 25 T bebriutet und anschliel3end fir
mindestens 4 weitere Tage bei Raumtemperatur stehen gelassen.

Fur die Bestimmung der Keimgehalte der Bakterien, der Hefen, der Schimmel- und
Schwaérzepilze werden die betreffenden Kolonien jeweils insgesamt gezéhlt.

3. Reagenzien und Nahrmedien

= gepuffertes Peptonwasser

= Nachweismedium fur Bakterien: Tryptose-Agar oder Standard-Agar mit Zusatz von TTC
(Anfarbung der produkttypischen Keime)

= Nachweismedien fir Pilze: Sabouraud-Agar oder Bengalrot-Chloramphenikol-Agar

= Nachweismedium fiir Hefen: MHGBT-Agar, auf Platten gegossen

4 Gerate

Ubliche Ausstattung eines mikrobiologischen Labors und insbesondere die folgenden Ge-

rate:

4.1 VorratsgefalRe und dazu passende Kappen (sterilisiert) fir die Suspendierungs- und
Verdinnungslésung

4.2 Reagenzglaser zur Herstellung von weiteren Verdiinnungen

4.3 Schittelapparat, vorzugsweise Horizontalschittler auf eine Frequenz von 120-
180 /min einstellbar

4.4  Kolbenhubpipetten mit sterilen Pipettenspitzen

45 Sterile Petrischalen vorzugsweise aus Kunststoff mit Entliftungsnocken

4.6 Ausstrichspatel, steril (z.B. Drigalski-Spatel)

4.7 Brutschrank auf 25 T+ 1T bzw. 30 T+1 Te instellbar

4.8 Wasserbader auf 50 T und 80 T+ 1 T einstellb ar



5 Durchfiuhrung
5.1 Herstellung der Ausgangssuspension

Die jeweils erforderliche Einwaage und das Volumen an Suspendierungs- und Verdin-
nungslosung) sind aus Tabelle 1 ersichtlich. Die Genauigkeit der Einwaagen soll 0,1 g
betragen.

Tabelle 1: Empfohlene Probeneinwaage und Volumen an Suspendierungslésung

zur Herstellung von Ausgangssuspensionen fur versch iedene Futtermittel
Art der Probe Einwaage Suspendie- Verdunnung der Aus-
(@) rungslésung gangssuspension
(ml)

Einzel- und Mischfuttermittel 20 180 1:10

Stark quellende Futtermittel 20 380 1:20

Heu, Stroh und Garfutter 20 380 1:20
Flussigfutter 40* 360 1:10

* Bei FlUssigfutter gegebenenfalls 40 ml statt 40 g

5.2  Behandlung der Ausgangssuspension

Die erforderliche Probemenge und die Suspendierungslosung (Tabelle 1) werden in einen
Erlenmeyerkolben gegeben. Die so angefertigte Ausgangssuspension wird anschlie-
Bend fur 15 min auf einem Schittelapparat behandelt.

5.3  Herstellung von Verdinnungen (Verdiinnungsreihe)

5.3.1 Erste Verdinnung

Von den behandelten Ausgangssuspensionen sind gemal Tabelle 2 erste Verdin-
nungen (1:100) herzustellen.

Dazu mussen die Ausgangssuspensionen fir das Pipettieren homogen gehalten werden.
Das erforderliche Volumen an Ausgangssuspension wird mit einer Pipette in die Verdun-
nungslosung tbertragen.

Tabelle 2: Herstellung der ersten Verdinnung (empfo  hlene Volumina)

Proben Einzel- und Mischfut- Stark quellende Futtermittel.
termittel, Flussigfutter Heu, Stroh und Garfutter

Ausgangssuspension: . .

Verdinnungsfaktor 1:10 1:20

Ausgangssuspension 5ml 5ml

+ Verdinnungslosung + 45 m| + 15 ml

Erste Verdinnung 10 (1:100)

5.3.2 Weitere Verdiinnungen

Je nach mutmalfilichen Keimgehalten werden von der ersten Verdiinnung weitere dezima-
le Verdiinnungen hergestellt (Tabelle 3). Es wird jeweils 1 ml der vorherigen Verdinnungs-
stufe in 9 ml Suspendierldsung pipettiert (1:10).



Tabelle 3: Empfohlene Verdinnungsstufen zur Herstel  lung von Keimzahlplatten

Futtermittel Bakterien Schimmelpilze /Hefen
Gepresste und extrudierte 10 (107 [10™ 10" {10 [107°
Futtermittel, Extraktionsschrote,

Milchaustauscher

Mehlférmige Futtermittel, 10 (10 |10 [10™ 107 (107 [10™
Kornerfriichte

Géarfutter 10° |10 |10 10 [10° [10™ |10
Heu, Stroh, Nebenerzeugnisse der 10° [10* [10™ |10°® 107|107 [10* 107
Brauerei- und Backwarenindustrie

Silage-Ausgangsmaterial 10° [10” {10~ [10°® 107 [10° [10* |10

5.4  Beimpfung von Keimzahlplatten

Auf je 2 Platten werden von jeder zweckmafiigen Verdiinnungsstufe (Tabelle 3) jeweils
0,1 ml pipettiert, mit 10 ml Agar fiir Bakterien bzw. Pilze Gbergegossen und vorsichtig ge-
mischt.

FUr den Hefenachweis werden 0,1 ml der Verdinnungsstufen auf Platten mit Nachweis-
medium pipettiert und anschlie3end mittels Ausstrichspatel verteilt.

Zu beachten ist, dass sich dadurch jeweils eine weitere Verdiinnungsstufe von 1:10 er-
gibt, die in der Formel zur Berechnung der Keimgehalte bertcksichtig wird.

5.5  Bebritung der Keimzahlplatten

Die hergestellten Keimzahlplatten werden bebrttet:
- Bakterien bei 30 T fiur 2 Tage
- Hefen, Schimmel- und Schwarzepilze bei 25 T fur 3 Tage

AnschlieRend werden die Platten fir mindestens weitere 4 Tage bei 25T stehen gelas-
sen. Die Kulturschalen dirfen keinesfalls direktem Sonnenlicht ausgesetzt werden.

6 Auszahlung der Kolonien
Grundsatzlich ist Folgendes zu beachten:

- Nach insgesamt 3 Tagen sollte eine erste Uberpriifung der Keimzahlplatten fiir Bakteri-
en auf schwarmende Kolonien vorgenommen werden; sofern diese vorhanden sind,
wird ausgezahlt

- Die endgultige Auszéhlung sollte nach frilhestens 6 Tagen (Bakterien) bzw. 7 Tagen
(Hefen, Schimmel- und Schwérzepilze) erfolgen.

- Zur Auszéhlung herangezogen werden in der Regel die Keimzahlplatten der Verdiin-
nungsstufen, die im Durchschnitt folgende Koloniezahlen erbringen:

Bakterien: mindestens 20

Hefen, Schimmel- und Schwarzepilze: mindestens 10



7 Berechnung der Keimgehalte

Von den aus einer oder mehreren Verdinnungsstufen hergestellten Keimzahiplatten je-
des Nachweismediums mussen wenigstens zwei Platten auswertbar sein. Andernfalls ist
die Bestimmung mit geeigneten Verdinnungsstufen zu wiederholen.

Von den auswertbaren Platten werden aus den gezéhlten Kolonien die koloniebildenden
Einheiten pro Gramm Probe (KBE/g) bzw. pro Milliliter Probe (KBE/ml) nach den folgen-

den Formeln berechnet.

7.1  Berechnung aus mehreren Verdiinnungsstufen:

N = 2C

V x[ny+ (0,1 xny)]xd

N = Anzahl der koloniebildenden Einheiten pro Gramm Probe (KBE/Q)
?C = Summe aller Kolonien der Keimzahlplatten von zwei aufeinander folgenden Verdinnun-

gen

V = Volumen der auf die Keimzahlplatten pipettierten Verdinnungen in ml
n; = Anzahl der Keimzéahlplatten der niedrigeren Verdiinnung
n, = Anzahl der Keimzéahlplatten der héheren Verdiinnung

d = Verdunnungsfaktor der niedrigeren Verdiinnung

7.2  Berechnung aus einer Verdiinnungsstufe

Aus den Zahlergebnissen ist das arithmetische Mittel zu berechnen

- C
Vxnxd

n = Anzahl auswertbarer Keimzahlplatten
7.3  Beispiele fir die Berechnung:
Zwei Verdinnungsstufen mit je 3 parallelen Keimzahlplatten

Beispiel A Beispiel B
Alle Keimzahlplatten auswertbar Nicht alle Keimzahlplatten
auswertbar

Verdiinnung 10™ 10° 10 | 10°

Anzahl der Kolonien
1. Platte 295 19 540 10
2. Platte 278 27 Infektion 27
3. Platte 274 23 274 23
Summe Koloniezahlen 847 69 814 60
Mittelwert 282,3 23 407 20

Feststellung von Ausreil3ern
GroRte Koloniezahl 295 27 540 27
Abweichung vom Mittel 4,49 % 17,39 % 32,7% 35 %
Kleinste Koloniezahl 274 19 274 10
Abweichung vom Mittel 97,05 % 82,61 % 67,32 % 50,00 %

Ergebnis

Keine Koloniezahlen mit unzulassi-
ger Abweichung von mehr als +40%.

Die Koloniezahlen 274 (10™) und
10(10°°) weichen um mehr als
+ 40 % vom Mittelwert ab.

Alle Koloniezahlen kénnen zur Be-
rechnung herangezogen werden.

Diese Zahlen kénnen nicht zur Be-
rechnung herangezogen werden.

Berechnung nach Formel

Berechnung nach Formel mit korri-
gierter Anzahl Keimzahlplatten und
Summe Koloniezahlen

Korrekturen

nein ja
Anzahl Keimzahlplatten n;=3 n,=3 n=1 n,=2
Summe Koloniezahlen 847 69 540 50




Beispiel A Beispiel B

Das Volumen der eingeimpften Verdunnung betragt jeweils 0,1 ml.

— 847 + 69 —

0,1 x[3+(0,1x3)]x10™

540 + 50
0,1x[1+(0,1x2)]x10*

N= 916 x10*
0,22

590 x 10*
0,12

N =

= 27.772.727,27 KBE/g
= 27 000 000 KBE/g

=27 x 10° KBE/g

= 49166666,7 KBE/g
=49 000 000 KBE/g

=49 x 10° KBE/g

Ergebnis gerundet:

8 Ergebnisbericht

Im Ergebnisbericht sind die Methode und die Bestimmungsgrenzen zu vermerken. Der
ermittelte Keimgehalt ist auf zwei signifikante Ziffern zu runden. Bei Vorliegen von
Gehalten aus mehreren Bestimmungen ist das arithmetische Mittel zu bilden.

Die Keimgehalte der drei Gruppen an Mikroorganismen sind im Ergebnisbericht wie folgt
anzugeben:

- Bakterien in Millionen (10°) KBE/g bzw. /ml

- Hefen, Schimmel- und Schwérzepilze in Tausend (10%) KBE/g bzw. /ml

9 Toleranzgrenzen

Tabelle 4. Hefen- und Schimmelpilzbesatz in Futterm itteln
Keim- Einstufung Keimbesatz in Haufigkeiten des Keimbesatzes in %
gruppen | des Keim- | logKBE/ | Absolutzahl/| Gras- Mais- | Heu | Biertre| ZR-
besatzes gFM gFM Silagen | Silagen ber | Schnitzel
Ver- hoch >= 3,7 5000 2 2,9 353| 0,0 0,0
derberre- | tolerierbar <=2,0 100 92 97,1 | 47,1 | 100 100
gende
Pilze
Hefen, hoch >=6,0 | 1.000.000 2,0 25,7 0,0 | 60,0 75,0
allgemein| tolerierbar <4,0 10.000 86 34,3 | 94,1 0 25




10  Mitgeltende Unterlagen

- Allgemeine Verfahrensanweisung zur Bestimmung von Keimzahlen mittels fester
Nahrmedien. VDLUFA-Methode, in der jeweils guiltigen Fassung

- Verfahrensanweisung zur mikrobiologischen Qualitatsbeurteilung von Futtermitteln.
VDLUFA-Methode, in der jeweils giltigen Fassung

- Verjahrensanweisung zur Identifizierung von Bakterien, Hefen, Schimmel- und
Schwarzepilzen als produkttypische oder verderbanzeigende Indikatorkeime in Fut-
termitteln, VDLUFA-Methode, in der jeweils gultigen Fassung
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Ausgangssuspension
Suspendierlésung + Futtermittel

! !

Einzel- und Mischfutter Stark quellende Futtermittel, Heu,
Verdinnung 1:10, 20 in 180 Stroh, Garfutter
Flussigfutter Verdinnung 1:20, 20 in 380

Verdinnung 1:10, 40 in 360 l

15 min im Erlenmeyerkolben schutteln

!

Herstellen einer Verdinnungsreihe
(Ausgangssuspension homogen halten!)

! !

Ausgangssuspension 1:10 Ausgangssuspension 1:20
5ml + 45ml Suspendierlésung 5 ml + 20 ml Suspendierldsung

\ Erste Verdinnung 1 : 100 (1032

weitere Verdinnungen ( bis 10 ™)
1ml der vorherigen Verdiinnungsstufe + 9ml Suspendierlésung

!

von jeder zweckmaRigen Verdlinnung
0,1 ml auf je 2 Platten ausspateln

|

Schimmelpilze, Hefen Bakterien
Bengalrot-Chloramphenikol-Agar, MHGBT-Agar Tryptose-Agar
Sabouraud-Agar l / Stanfard-Agar
3d25C 2d30C
+ 4 d Raumtemperatur + 4 d Raumtemperatur

. —

Zwischenauswertung nach 3d
Endauswertung nach ca. 7 d



