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F o r e w o r d

A g r i c u l t u r a l  m i c r o b i a l  p r o d u c t s ,  o r  “ m i c r o b i a l s , ”  i n c l u d e  b i o s t i m u l a n t s ,
b i o f e r t i l i z e r s ,  b i o p e s t i c i d e s ,  a n d  o t h e r  p r o d u c t s  i n t e n d e d  f o r  u s e  i n
a g r i c u l t u r a l  a p p l i c a t i o n s  w h i c h  c l a i m  l i v i n g  m i c r o o r g a n i s m s  o n  t h e i r  l a b e l s .
W h i l e  t h e s e  p r o d u c t s  a r e  n o t  n e w  t o  t h e  m a r k e t  –  t h e  f i r s t  a g r i c u l t u r a l
m i c r o b i a l  p r o d u c t ,  N i t r a g i n ,  w a s  p a t e n t e d  i n  1 8 9 5  –  t h e y  h a v e  b e g u n  t o
r e c e i v e  i n c r e a s i n g  a t t e n t i o n  a s  g r o w e r s  l o o k  f o r  e v e r  m o r e  e f f e c t i v e  o p t i o n s
t o  m i t i g a t e  y i e l d - l i m i t i n g  f a c t o r s  i n  a  c h a n g i n g  w o r l d .  W i t h  t h i s  i n c r e a s e  i n
a t t e n t i o n  h a s  c o m e  i n c r e a s e d  s c r u t i n y  b y  c o n s u m e r s  a n d  r e g u l a t o r s  a l i k e ,
a n d  m u c h  a t t e n t i o n  h a s  r i g h t l y  b e e n  p a i d  t o  c o n f i r m i n g  t h a t  m i c r o b i a l s
d e l i v e r  t h e i r  c l a i m e d  b e n e f i t s .  H o w e v e r ,  e f f i c a c y  c o n f i r m a t i o n  i s  o n l y  o n e
p i e c e  o f  t h e  p u z z l e .  I n  o r d e r  t o  b e  e f f e c t i v e  a n d  d e l i v e r  c o n s i s t e n t
p e r f o r m a n c e ,  a  m i c r o b i a l  p r o d u c t  m u s t  b e  p r o p e r l y  f o r m u l a t e d  a t  t h e  t i m e
o f  m a n u f a c t u r e  a n d  r e m a i n  s t a b l e  t h r o u g h o u t  t h e  s u p p l y  c h a i n  i n  o r d e r  t o
r e a c h  t h e  g r o w e r ’ s  h a n d s  i n  s a l e a b l e  c o n d i t i o n .  F o r  t h i s  r e a s o n ,  c o m p o s i t i o n
v e r i f i c a t i o n  f o r  m i c r o b i a l s  i s  a  t o p i c  o f  i n t e r e s t  f o r  m a n u f a c t u r e r s ,
r e g u l a t o r s ,  a n d  c o n s u m e r s  a l i k e .  

I n  2 0 1 6 ,  t h e  O r e g o n  D e p a r t m e n t  o f  A g r i c u l t u r e  p u b l i s h e d  a  r e p o r t ¹  w h i c h
a p p e a r e d  t o  e x p o s e  w i d e s p r e a d  l a b e l  c l a i m  d i s a g r e e m e n t  a m o n g  m i c r o b i a l s ,
c a l l i n g  o u t  e x a m p l e s  o f  a g r i c u l t u r a l  f o r m u l a t i o n s  w h i c h  c o n t a i n e d  t o o  f e w
m i c r o b e s  –  o r  n o  m i c r o b e s  a t  a l l ¹ .  W h i l e  n o  i n d u s t r y  i s  c o m p l e t e l y  f r e e  o f
u n s c r u p u l o u s  a c t o r s ,  m a n y  a g r i c u l t u r a l  m i c r o b i o l o g i s t s  c r i e d  f o u l  d u e  t o
u n c e r t a i n t y  s u r r o u n d i n g  t h e  O D A ’ s  c h o i c e  o f  m i c r o b i o l o g i c a l  l a b o r a t o r y
m e t h o d s .  T h e  n e g a t i v e  r e s u l t s ,  s o m e  a r g u e d ,  c o u l d  r e a s o n a b l y  h a v e  b e e n
a t t r i b u t a b l e  t o  i m p r o p e r  m e t h o d  s e l e c t i o n  i n s t e a d  o f  g e n u i n e l y  p o o r
p r o d u c t  q u a l i t y .  T h i s  s i t u a t i o n  s e r v e s  a s  a n  e x a m p l e  o f  t h e  d i s a g r e e m e n t
t h a t  c a n  a r i s e  b e t w e e n  t h e  m a n u f a c t u r e r s  o f  m i c r o b i a l  p r o d u c t s  a n d  t h e
t e s t i n g  l a b o r a t o r i e s  w h i c h  e v a l u a t e  t h e i r  c o m p o s i t i o n .  W h i l e  i t  w i l l  n o t  b e
t h e  c a s e  i n  e v e r y  s i t u a t i o n ,  m e t h o d o l o g i c a l  l i m i t a t i o n s  c a n  c e r t a i n l y  l e a d  t o
a  d i s c o n n e c t  b e t w e e n  a  m i c r o b i a l  p r o d u c t ’ s  t r u e  p r o p e r t i e s  a n d  t h e  d a t a
p r e s e n t e d  i n  a  l a b o r a t o r y  r e p o r t .  I n  e x t r e m e  c a s e s ,  t h i s  c a n  l e a d  t o  t h e
e r r o n e o u s  r e j e c t i o n  o f  a  p r o d u c t  l o t  o n  t h e  p r e s u m p t i o n  o f  l o w  m i c r o b i a l
a c t i v i t y  o r  m i s - f o r m u l a t i o n  w h e n ,  i n  f a c t ,  i t  w a s  t h e  i n a b i l i t y  o f  t h e  t e s t i n g
m e t h o d  t o  a c c u r a t e l y  c h a r a c t e r i z e  t h e  p r o d u c t ' s  c o m p o s i t i o n  t h a t  l e d  t o  t h e
u n f l a t t e r i n g  r e s u l t .

S o m e  o f  t h i s  d i s a g r e e m e n t  m a y  b e  a t t r i b u t a b l e  t o  t h e  a b s e n c e  o f
s t a n d a r d i z e d  a n d  v a l i d a t e d  m e t h o d s  s p e c i f i c a l l y  i n t e n d e d  t o  e v a l u a t e
a g r i c u l t u r a l  m i c r o b i a l s .  M a n y  o f  t h e  s t a n d a r d i z e d  a s s a y s  u s e d  t o  e v a l u a t e
t h e s e  p r o d u c t s  w e r e  o r i g i n a l l y  d e v e l o p e d  f o r  u s e  i n  o t h e r  i n d u s t r i e s ,  s u c h  a s
e n v i r o n m e n t a l  m o n i t o r i n g ,  f o o d  s a f e t y ,  p h a r m a c e u t i c a l s ,  a n d  p e r s o n a l  c a r e
p r o d u c t s .  T h e s e  m e t h o d s  a r e  o f t e n  g e n e r i c  e n o u g h  t o  b e  u s e d  w i t h
c o n f i d e n c e  a c r o s s  m u l t i p l e  a p p l i c a t i o n s ;  h o w e v e r ,  i n  s o m e  c a s e s ,  t r i e d - a n d -
t r u e  l a b  m e t h o d s  f r o m  o t h e r  i n d u s t r i e s  h a v e  l i m i t a t i o n s  w h i c h  i m p e d e  t h e i r
a b i l i t y  t o  a c c u r a t e l y  c h a r a c t e r i z e  a g r i c u l t u r a l  a s s e m b l a g e s .  I t  c a n  b e
u n d e r s t a n d a b l y  c h a l l e n g i n g  f o r  l a b o r a t o r i e s  t o  a n t i c i p a t e  t h e s e
c o m p l e x i t i e s ,  e s p e c i a l l y  f e r t i l i z e r  l a b o r a t o r i e s  t h a t  a r e  n o t  a c c u s t o m e d  t o
r u n n i n g  m i c r o b i o l o g i c a l  a s s a y s .  

I n  o r d e r  t o  m i n i m i z e  t h e  o c c u r r e n c e  o f  “ b a d  l a b  r e s u l t s  f o r  g o o d  m i c r o b i a l s , ”
t h e  i n d u s t r y  m u s t  b e  p r o a c t i v e  i n  o u r  p r o p o s a l  o f  a c c u r a t e  t e s t i n g  m e t h o d s
t h a t  c a n  b e  u s e d  b y  l a b o r a t o r i e s  t o  p r o v i d e  f a i r ,  a c c u r a t e ,  s c i e n c e - b a s e d
e v a l u a t i o n s  o f  q u a l i t y  a m o n g  m i c r o b i a l  p r o d u c t s .  A  c o n s c i e n t i o u s
m a n u f a c t u r e r  w i l l  h a v e  c o n d u c t e d  n u m e r o u s  q u a l i t y  a s s u r a n c e  a n d  s t a b i l i t y
e v a l u a t i o n s  o f  t h e i r  p r o d u c t  b e f o r e  c o m m e r c i a l i z a t i o n ,  a n d  t h i s  c o l l e c t i v e  
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m e t h o d o l o g i c a l  e x p e r t i s e  a m o n g  a g r i c u l t u r a l  m i c r o b i o l o g i s t s  p r e s e n t s  a
v a l u a b l e  a n d  o f t e n  u n t a p p e d  r e s o u r c e  f o r  l a b o r a t o r y  p e r s o n n e l .  I n  2 0 2 2 ,  T h e
F e r t i l i z e r  I n s t i t u t e  l a u n c h e d  a  M i c r o b i o l o g i c a l  L a b o r a t o r y  M e t h o d s  T a s k
F o r c e  t o  e x a m i n e  t h e  s u i t e  o f  l a b o r a t o r y  m e t h o d s  t h a t  a r e  c o m m o n l y  a p p l i e d
t o  m i c r o b i a l s ,  a n d  t o  d e t e r m i n e  w h i c h  o f  t h e s e  f a m i l i a r  s t a n d a r d  m e t h o d s
w e r e  a p p r o p r i a t e  f o r  u s e  w i t h  a g r i c u l t u r a l  w o r k h o r s e s  s u c h  a s  A z o s p i r i l l i u m ,
P s e u d o m o n a s ,  R h i z o b i u m ,  T r i c h o d e r m a ,  a n d  B a c i l l u s .  A d d i t i o n a l l y ,  t h e
g r o u p  w a s  c h a r g e d  w i t h  r e v i e w i n g  n o v e l  l a b o r a t o r y  m e t h o d s  t h a t  w e r e
k n o w n  i n  p u b l i s h e d  a c a d e m i c  l i t e r a t u r e  –  b u t  h a d  n o t  y e t  b e e n  v a l i d a t e d
a n d  s t a n d a r d i z e d  i n  a n y  m e t h o d o l o g i c a l  c o m p e n d i u m  –  f o r  c o n s i d e r a t i o n  b y
l a b o r a t o r y  p e r s o n n e l .  T h e  t a s k  f o r c e  w a s  c o m p r i s e d  o f  s u b j e c t  m a t t e r
e x p e r t s  f r o m  t h e  a g r i c u l t u r a l  m i c r o b i o l o g y  a n d  t e s t i n g  l a b  i n d u s t r i e s ,
r e s p e c t i v e l y ,  e n s u r i n g  a  w i d e  r a n g e  o f  k n o w l e d g e  a n d  a  d i v e r s i t y  o f
p e r s p e c t i v e s .  T h e  g r o u p ’ s  g o a l  w a s  s i m p l e :  t o  d e v e l o p  a  c o m p r e h e n s i v e
r e f e r e n c e  d o c u m e n t  f o r  l a b o r a t o r y  s c i e n t i s t s  t h a t  a r e  u n f a m i l i a r  w i t h
a g r i c u l t u r a l  m i c r o b i o l o g y ,  r e d u c i n g  t h e  o c c u r r e n c e  o f  “ b a d  l a b  r e s u l t s  f o r
g o o d  m i c r o b i a l s . ”
 
T h e  F e r t i l i z e r  I n s t i t u t e ’ s  H a n d b o o k  o f  A g r i c u l t u r a l  M i c r o b i o l o g y ,  w h i c h
i n c l u d e s  t h e  c o m b i n e d  e x p e r t i s e  o f  m o r e  t h a n  a  d o z e n  a g r i c u l t u r a l
m i c r o b i o l o g i s t s ,  i s  o u r  f i r s t  s t e p  t o w a r d s  a c h i e v i n g  t h i s  g o a l .  W i t h i n  t h i s
d o c u m e n t  y o u  w i l l  f i n d  b a c k g r o u n d  i n f o r m a t i o n  a b o u t  c o m m o n  a g r i c u l t u r a l
m i c r o o r g a n i s m s  a n d  t h e  v a r i o u s  m e t h o d s  u s e d  t o  e v a l u a t e  p r o d u c t s
c o n t a i n i n g  t h e s e  s p e c i e s .  T h i s  v o l u m e  c o v e r s  e n u m e r a t i o n  a s s a y s ,
i d e n t i f i c a t i o n  m e t h o d s  f o r  i s o l a t e d  o r g a n i s m s ,  a n d  c o n t a m i n a t i o n  s c r e e n i n g
m e t h o d s .  C o s t  e s t i m a t i o n s  a r e  i s s u e d  w i t h  r e g u l a t o r y  l a b s  i n  m i n d :  w h e r e v e r
p o s s i b l e ,  w e  h a v e  t r i e d  t o  s e t  r e a s o n a b l e  e x p e c t a t i o n s  r e g a r d i n g  t h e  c o s t  o f
a n a l y s i s  b a s e d  o n  t h e  p r i c e  o f  a  s i n g l e  s a m p l e  s u b m i t t e d  t o  a  3 r d  p a r t y  l a b
f o r  t e s t i n g ,  a s  o p p o s e d  t o  r e l y i n g  o n  b u l k  p r i c i n g  o r  t h e  c o s t  o f  r u n n i n g  a
m e t h o d  i n - h o u s e  w i t h  a c c e s s  t o  s p e c i a l i z e d  e q u i p m e n t .  W e  h o p e  t h a t  t h i s
r e s o u r c e  h e l p s  f e r t i l i z e r  l a b o r a t o r i e s  s e l e c t  t h e  b e s t  t o o l s  f o r  t h e  j o b  w h e n
t h e y  a r e  t a s k e d  w i t h  c h a r a c t e r i z i n g  m i c r o b i a l s ,  h e l p i n g  t h e  i n d u s t r y  e l e v a t e
w e l l - f o r m u l a t e d  p r o d u c t s  w h i l e  c a l l i n g  o u t  p r o d u c t s  t h a t  m i s s  t h e  m a r k  –
w i t h o u t  i n c u r r i n g  t h e  k i n d  o f  m e t h o d o l o g i c a l  d i s a g r e e m e n t s  t h a t  h a v e  o f t e n
c o m p l i c a t e d  t h i s  p r o c e s s  i n  t h e  p a s t .

B e s t  R e g a r d s ,

J o h n  P .  G o r s u c h
D i r e c t o r  o f  R e s e a r c h  &  D e v e l o p m e n t :  B i O W i S H  T e c h n o l o g i e s
C h a i r :  T h e  F e r t i l i z e r  I n s t i t u t e ’ s  M i c r o b i o l o g i c a l  L a b o r a t o r y  M e t h o d s  T a s k  F o r c e
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A g r i c u l t u r a l  m i c r o b i a l  p r o d u c t s ,  o r  “ m i c r o b i a l s , ”  i n c l u d e  b i o s t i m u l a n t s ,
b i o f e r t i l i z e r s ,  b i o p e s t i c i d e s ,  a n d  o t h e r  p r o d u c t s  i n t e n d e d  f o r  u s e  i n  a g r i c u l t u r a l
a p p l i c a t i o n s  w h i c h  c l a i m  l i v i n g  m i c r o o r g a n i s m s  o n  t h e i r  l a b e l s .  M i c r o b i a l s  a r e
p o p u l a t e d  w i t h  a  d i v e r s e  c a s t  o f  m i c r o s c o p i c  c h a r a c t e r s .  S o m e  o r g a n i s m s ,  l i k e
R h i z o b i u m ,  h a v e  b e e n  k n o w n  t o  a g r o n o m i s t s  f o r  o v e r  a  c e n t u r y  a n d  a r e  c o m m o n
i n  m i c r o b i a l  f o r m u l a t i o n s .  O t h e r  o r g a n i s m s ,  s u c h  a s  c y a n o b a c t e r i a  a n d  a r c h a e a ,
a r e  r e l a t i v e l y  s c a r c e  i n  t h e  m a r k e t .  I n  t h i s  s e c t i o n  w e  w i l l  i n t r o d u c e  y o u  t o  s o m e
o f  t h e  m o s t  c o m m o n  o r g a n i s m s  f o u n d  i n  m i c r o b i a l  f o r m u l a t i o n s ,  a s  w e l l  a s  a  f e w
u n c o m m o n  o r g a n i s m s .  T h i s  s e c t i o n  w i l l  a l s o  i n c l u d e  g u i d a n c e  r e g a r d i n g  h o w
b e s t  t o  e v a l u a t e  p r o d u c t s  c o n t a i n i n g  t h e s e  m i c r o o r g a n i s m s ,  w i t h  m o r e  d e t a i l s  o n
t h e  c i t e d  m e t h o d o l o g i e s  p r o v i d e d  i n  s u b s e q u e n t  c h a p t e r s .  I n  t h e  e v e n t  t h a t  y o u r
l a b  e n c o u n t e r s  o r g a n i s m s  n o t  l i s t e d  h e r e ,  p l e a s e  c o n t a c t  t h e  T F I  M i c r o b i o l o g y
L a b o r a t o r y  M e t h o d s  T a s k  F o r c e  a t  b i o l o g i c s @ t f i . o r g .  

A c t i n o m y c e t e s  

G e n e r a l  I n f o r m a t i o n :  A  g r o u p  o f  G r a m - p o s i t i v e  b a c t e r i a  w h i c h  w e r e  o r i g i n a l l y
b e l i e v e d  t o  b e  f u n g i .  T h e y  a r e  f a m o u s  f o r  t h e i r  p r o d u c t i o n  o f  a n t i b i o t i c s .

A g r i c u l t u r a l  S i g n i f i c a n c e :  A c t i n o m y c e t e s  s u c h  a s  S t r e p t o m y c e s  a r e  c o m m o n  i n
m i c r o b i a l  b i o s t i m u l a n t  f o r m u l a t i o n s  d u e  t o  t h e i r  e x p r e s s i o n  o f  p l a n t - b e n e f i c i a l
t r a i t s  a n d  t h e i r  c o n t r i b u t i o n  t o  s o i l  e c o s y s t e m s .  

M i c r o b i o l o g i s t ’ s  N o t e s :  S t r e p t o m y c e s  a n d  o t h e r  A c t i n o m y c e t e s  c a n  b e
e n u m e r a t e d  u s i n g  I S O  4 8 3 3  ( p a g e  2 2 ) .  O t h e r  c u l t u r e  m e d i a  s u c h  a s  A c t i n o m y c e t e
I s o l a t i o n  A g a r  ( p a g e  3 8 )  a n d  A n t i b i o t i c  A g a r  m a y  a l s o  b e  u s e d ,  b u t  m e t h o d s
b a s e d  o n  t h e s e  m e d i a  a r e  n o t  v a l i d a t e d  i n  t h e  I S O  o r  A O A C  c o m p e n d i a .

A r b u s c u l a r  M y c o r r h i z a l  F u n g i  

G e n e r a l  I n f o r m a t i o n :  A l s o  k n o w n  a s  A M F ,  t h i s  g r o u p  o f  e n d o s y m b i o t i c  f u n g i
f o r m s  i n t i m a t e  a s s o c i a t i o n s  w i t h  a  p l a n t ’ s  c o r t i c a l  r o o t  c e l l s .  M o s t  a r e  o b l i g a t e
e n d o p h y t e s ,  m e a n i n g  t h e y  a r e  n o t  c u l t u r a b l e  i n d e p e n d e n t l y  o f  t h e i r  h o s t  p l a n t s ,
c o m p l i c a t i n g  e f f o r t s  t o  e n u m e r a t e  t h e m  i n  t h e  l a b o r a t o r y .  

A g r o n o m i c  S i g n i f i c a n c e :  A M F  n e t w o r k s  a r e  o f t e n  d i s r u p t e d  b y  c o n v e n t i o n a l
f a r m i n g  p r a c t i c e s .  B e c a u s e  m a n y  c r o p  t y p e s  p e r f o r m  b e t t e r  i n  t h e  p r e s e n c e  o f
A M F  s y m b i o n t s ,  t h e s e  o r g a n i s m s  a r e  c o m m o n  i n  m i c r o b i a l  b i o s t i m u l a n t
f o r m u l a t i o n s .  T h e y  a r e  k n o w n  i n  t h e  a c a d e m i c  l i t e r a t u r e  t o  i m p r o v e  n u t r i e n t
u p t a k e  a n d  d r i v e  s o i l  c a r b o n  s e q u e s t r a t i o n  i n  a d d i t i o n  t o  t h e i r  p l a n t  g r o w t h
p r o m o t i o n  p r o p e r t i e s .  

M i c r o b i o l o g i s t ’ s  N o t e s :  A l t h o u g h  n o  s t a n d a r d  m e t h o d s  e x i s t  i n  t h e  I S O  o r  A O A C
c o m p e n d i a  f o r  t h e  e n u m e r a t i o n  o f  A M F ,  a t  t h e  t i m e  o f  t h i s  w r i t i n g  t h e  E u r o p e a n
B i o s t i m u l a n t s  I n d u s t r y  C o u n c i l  ( E B I C )  i s  i n  t h e  p r o c e s s  o f  p r o p o s i n g  a
s t a n d a r d i z e d  m e t h o d  f o r  t h e i r  e n u m e r a t i o n  i n  c o m m e r c i a l  p r o d u c t s .  W h i l e  t h e
i n d u s t r y  a w a i t s  t h e  a r r i v a l  o f  a  v a l i d a t e d ,  s t a n d a r d i z e d  m e t h o d  f o r  A M F
e n u m e r a t i o n ,  t h e  a c a d e m i c  l i t e r a t u r e  c o n t a i n s  b i o a s s a y s  ( p a g e  4 6 )  f o r  t h e
e n u m e r a t i o n  o f  t h e s e  o r g a n i s m s .  F o r  m o r e  i n f o r m a t i o n  r e g a r d i n g  A M F
f o r m u l a t i o n s ,  p l e a s e  c o n s u l t  A p p e n d i x  I V  –  N o t e s  o n  U n i t s  o f  P o t e n c y  f o r  A M F
F o r m u l a t i o n s  ( p a g e  4 5 ) .  
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A z o s p i r i l l i um

G e n e r a l  I n f o r m a t i o n :  T h e  g e n u s  A z o s p i r i l l i u m  c o n s i s t s  o f  G r a m - n e g a t i v e  b a c t e r i a
f a m o u s  f o r  t h e i r  a b i l i t y  t o  f i x  n i t r o g e n .  

A g r o n o m i c  S i g n i f i c a n c e :  M i c r o b i a l  n i t r o g e n  f i x a t i o n ,  c o m m o n  a m o n g
A z o s p i r i l l i u m  s p e c i e s ,  i s  a  k e y  p l a n t  g r o w t h  p r o m o t i n g  t r a i t  t h a t  c a n  h e l p
s u p p l e m e n t  n i t r o g e n  d e f i c i e n c i e s .  

M i c r o b i o l o g i s t ’ s  N o t e s :  M e m b e r s  o f  t h e  g e n u s  A z o s p i r i l l i u m  c a n  b e  c u l t u r e d  o n
A z o s p i r i l l i u m  A g a r  ( p a g e  2 8 ) ;  h o w e v e r ,  m e t h o d s  b a s e d  o n  t h i s  m e d i u m  a r e  n o t
v a l i d a t e d  i n  t h e  I S O  o r  A O A C  c o m p e n d i a .  A t  t h e  t i m e  o f  t h i s  w r i t i n g ,  t h e
E u r o p e a n  B i o s t i m u l a n t s  I n d u s t r y  C o u n c i l  ( E B I C )  i s  i n  t h e  p r o c e s s  o f  p r o p o s i n g  a
s t a n d a r d i z e d  m e t h o d  f o r  t h e i r  e n u m e r a t i o n  i n  c o m m e r c i a l  p r o d u c t s .

A z o t o b a c t e r

G e n e r a l  I n f o r m a t i o n :  T h e  g e n u s  A z o t o b a c t e r  c o n s i s t s  o f  G r a m - n e g a t i v e  b a c t e r i a
f a m o u s  f o r  t h e i r  a b i l i t y  t o  f i x  n i t r o g e n .  

A g r o n o m i c  S i g n i f i c a n c e :  M i c r o b i a l  n i t r o g e n  f i x a t i o n ,  c o m m o n  a m o n g  A z o t o b a c t e r
s p e c i e s ,  i s  a  k e y  p l a n t  g r o w t h  p r o m o t i n g  t r a i t  t h a t  c a n  h e l p  s u p p l e m e n t  n i t r o g e n
d e f i c i e n c i e s .  

M i c r o b i o l o g i s t ’ s  N o t e s :  M e m b e r s  o f  t h e  g e n u s  A z o t o b a c t e r  c a n  b e  c u l t u r e d  o n
A z o t o b a c t e r  A g a r  ( p a g e  3 9 ) ;  h o w e v e r ,  m e t h o d s  b a s e d  o n  t h i s  m e d i u m  a r e  n o t
v a l i d a t e d  i n  t h e  I S O  o r  A O A C  c o m p e n d i a .  A t  t h e  t i m e  o f  t h i s  w r i t i n g ,  t h e
E u r o p e a n  B i o s t i m u l a n t s  I n d u s t r y  C o u n c i l  ( E B I C )  i s  i n  t h e  p r o c e s s  o f  p r o p o s i n g  a
s t a n d a r d i z e d  m e t h o d  f o r  t h e i r  e n u m e r a t i o n  i n  c o m m e r c i a l  p r o d u c t s .  S o m e
m e m b e r s  o f  t h i s  g e n u s  f o r m  c o l o n i e s  o n  p l a t e s  o f  c u l t u r e  m e d i u m  w h i c h  p r o d u c e
c a p s u l a r  s l i m e ,  p o t e n t i a l l y  l e a d i n g  t o  u n d e r e s t i m a t i o n  o f  t h e i r  c o n c e n t r a t i o n  b y
p l a t e  c o u n t i n g  a s s a y s  d u e  t o  c o l o n y  m e r g i n g  ( s e e  A p p e n d i x  I I ,  p a g e  4 0 ) .

Bu r k h o l d e r i a

G e n e r a l  I n f o r m a t i o n :  A  w i d e s p r e a d  g r o u p  o f  G r a m - n e g a t i v e  s o i l  b a c t e r i a  w h i c h
i n c l u d e s  b e n e f i c i a l  s p e c i e s  a s  w e l l  a s  s e v e r a l  w e l l - k n o w n  p a t h o g e n s .  O n l y  t h e
b e n e f i c i a l  s p e c i e s  a r e  d e a l t  w i t h  h e r e .

A g r o n o m i c  S i g n i f i c a n c e :  P l a n t - b e n e f i c i a l  s t r a i n s  o f  B u r k h o l d e r i a  c a n  s t i m u l a t e
t h e  p r o d u c t i o n  o f  p l a n t  r o o t  e x u d a t e s  a n d  a r e  k n o w n  t o  p r o d u c e  p l a n t - b e n e f i c i a l
c o m p o u n d s  i n c l u d i n g  i r o n - b i n d i n g  s i d e r o p h o r e s .  

M i c r o b i o l o g i s t ’ s  N o t e s :  S o m e  s p e c i e s  o f  B u r k h o l d e r i a  a r e  c u l t u r a b l e  o n
M a c C o n k e y ’ s  a g a r  a n d  s i m i l a r  f o r m u l a t i o n s ,  a n d  t h e s e  m a y  b e  e n u m e r a t e d  u s i n g
m e t h o d s  s u c h  a s  I S O  2 1 5 2 8  ( p a g e  2 2 ) .  O t h e r  c u l t u r e  m e d i a  f o r m u l a t i o n s  a r e
k n o w n  i n  t h e  l i t e r a t u r e ,  b u t  m e t h o d s  b a s e d  o n  t h e s e  m e d i a  a r e  n o t  v a l i d a t e d  i n
t h e  I S O  o r  A O A C  c o m p e n d i a .
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Ba c i l l u s

G e n e r a l  I n f o r m a t i o n :  A  w i d e s p r e a d  g r o u p  o f  G r a m - p o s i t i v e  s o i l  b a c t e r i a  w h i c h
a r e  f a m o u s  f o r  t h e i r  a b i l i t y  t o  f o r m  e n d o s p o r e s .  T h e s e  a r e  h a r d y ,  d o r m a n t  c e l l s
w h i c h  a r e  r e s i s t a n t  t o  a  w i d e  r a n g e  o f  s t r e s s o r s  t h a t  w o u l d  k i l l  a c t i v e  b a c t e r i a l
c e l l s .  

A g r o n o m i c  S i g n i f i c a n c e :  B a c i l l u s  s p e c i e s  p r o d u c e  a  w i d e  r a n g e  o f  p l a n t -
b e n e f i c i a l  m e t a b o l i t e s .  S o m e ,  s u c h  a s  B .  t h u r i n g i e n s i s ,  c a n  p r o d u c e  i n s e c t i c i d a l
c o m p o u n d s  a n d  a r e  p o p u l a r  i n  b i o p e s t i c i d e  f o r m u l a t i o n s .  O t h e r s  c a n  p r o d u c e
f u n g i c i d a l  c o m p o u n d s  a n d  a r e  p o p u l a r  i n  b i o f u n g i c i d e  p r e p a r a t i o n s .

M i c r o b i o l o g i s t ’ s  N o t e s :  B a c i l l u s  a r e  c u l t u r a b l e  o n  a  v a r i e t y  o f  m e d i a  a n d  c a n  b e
e n u m e r a t e d  u s i n g  I S O  4 8 3 3  ( p a g e  2 2 )  o r  E N  1 5 7 8 4 : 2 0 2 1  ( p a g e  1 9 ) .  S o m e  B a c i l l u s
s t r a i n s  f o r m  c o l o n i e s  w h i c h  p r o d u c e  a l g i n a t e  a n d  o t h e r  o r g a n i c  e x t r a c e l l u l a r
c o m p o u n d s  o n  l a b o r a t o r y  c u l t u r e  m e d i u m ,  w h i l e  o t h e r s  f o r m  “ s p r e a d i n g ”
c o l o n i e s  t h a t  c a n  m e r g e  t o g e t h e r ,  p o t e n t i a l l y  l e a d i n g  t o  u n d e r e s t i m a t i o n  o f
t h e i r  c o n c e n t r a t i o n  b y  p l a t e  c o u n t i n g  a s s a y s  ( s e e  A p p e n d i x  I I ,  p a g e  4 0 ) .  C u l t u r e
m e d i a  f o r m u l a t i o n s  w h i c h  c o n t r o l  t h e s e  v a r i a b l e s  a r e  k n o w n  i n  t h e  l i t e r a t u r e ,
b u t  m e t h o d s  b a s e d  o n  t h e s e  m e d i a  a r e  n o t  v a l i d a t e d  i n  t h e  I S O  o r  A O A C
c o m p e n d i a .

Me t h y l o b a c t e r i um

G e n e r a l  I n f o r m a t i o n :  A  g r o u p  o f  G r a m - n e g a t i v e  s o i l  b a c t e r i a  w h i c h  s o m e t i m e s
f o r m  s t r i k i n g  p i n k  c o l o n i e s  o n  l a b o r a t o r y  c u l t u r e  m e d i a .  M e m b e r s  o f  t h i s  g e n u s
a r e  s o m e t i m e s  r e f e r r e d  t o  a s  p i n k  p i g m e n t e d  f a c u l t a t i v e  m e t h y l o t r o p h s ,  o r
P P F M .  

A g r o n o m i c  S i g n i f i c a n c e :  P l a n t - b e n e f i c i a l  s t r a i n s  o f  M e t h y l o b a c t e r i u m  h a v e  b e e n
s h o w n  t o  p r o d u c e  a  v a r i e t y  o f  p l a n t - b e n e f i c i a l  c o m p o u n d s  a n d  i m p a r t  t o l e r a n c e
t o  a b i o t i c  s t r e s s  i n  t h e i r  h o s t  p l a n t s ,  a  p h e n o m e n o n  k n o w n  a s  I n d u c e d  S y s t e m i c
R e s i s t a n c e .
 
M i c r o b i o l o g i s t ’ s  N o t e s :  M e t h y l o b a c t e r i u m  m a y  b e  e n u m e r a t e d  u s i n g  I S O  4 8 3 3
( p a g e  2 2 ) .  O t h e r  c u l t u r e  m e d i a  f o r m u l a t i o n s  a r e  k n o w n  i n  t h e  l i t e r a t u r e ,  b u t
m e t h o d s  b a s e d  o n  t h e s e  m e d i a  a r e  n o t  v a l i d a t e d  i n  t h e  I S O  o r  A O A C  c o m p e n d i a .

P s e u d omona s

G e n e r a l  I n f o r m a t i o n :  A  w i d e s p r e a d  g r o u p  o f  G r a m - n e g a t i v e  s o i l  b a c t e r i a  w h i c h
i n c l u d e s  b e n e f i c i a l  s p e c i e s  a s  w e l l  a s  s e v e r a l  w e l l - k n o w n  p a t h o g e n s .  O n l y  t h e
b e n e f i c i a l  s p e c i e s  a r e  d e a l t  w i t h  h e r e .  

A g r o n o m i c  S i g n i f i c a n c e :  P s e u d o m o n a s  a r e  f a m o u s  f o r  t h e i r  p l a n t - b e n e f i c i a l
t r a i t s ,  s u c h  a s  t h e  p r o d u c t i o n  o f  i r o n - c h e l a t i n g  s i d e r o p h o r e s ,  s o l u b i l i z a t i o n  o f
b o u n d  p h o s p h o r o u s ,  p r o d u c t i o n  o f  p h y t o h o r m o n e s ,  a n d  i n d u c t i o n  o f  s y s t e m i c
r e s i s t a n c e .  

M i c r o b i o l o g i s t ’ s  N o t e s :  P s e u d o m o n a s  m a y  b e  e n u m e r a t e d  u s i n g  I S O  4 8 3 3  ( p a g e
2 2 )  i n  c a s e s  w h e r e  t h e y  a r e  t h e  o n l y  f o r m u l a t e d  G -  i n  t h e  f o r m u l a t i o n .  I n  c a s e s
w h e r e  t h e i r  p o p u l a t i o n s  m u s t  b e  t r e a t e d  s e p a r a t e l y  f r o m  o t h e r  m i c r o b e s  i n  a n
i n t e r m e d i a t e  o r  c o m p l e x  m i c r o b i a l  p r o d u c t  ( p a g e  1 2 ) ,  m e t h o d s  s u c h  a s  I S O  1 3 7 2 0
( p a g e  2 2 )  m a y  b e  m o r e  a p p r o p r i a t e  d u e  t o  t h e i r  u s e  o f  s e l e c t i v e  c u l t u r e  m e d i a .
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Rh i z o b i um

G e n e r a l  I n f o r m a t i o n :  T h e  g e n u s  R h i z o b i u m  c o n s i s t s  o f  G r a m - n e g a t i v e  b a c t e r i a
f a m o u s  f o r  t h e i r  a b i l i t y  t o  f i x  n i t r o g e n ,  o f t e n  t h r o u g h  e n d o s y m b i o t i c
a s s o c i a t i o n s  w i t h  p l a n t  r o o t s .  T h i s  g e n u s  w a s  t h e  f i r s t  t o  b e  c o m m e r c i a l i z e d  a s
a n  a g r i c u l t u r a l  m i c r o b i a l ,  p a t e n t e d  u n d e r  t h e  t r a d e  n a m e  N i t r a g i n  i n  1 8 9 5 .  

A g r o n o m i c  S i g n i f i c a n c e :  M i c r o b i a l  n i t r o g e n  f i x a t i o n ,  c o m m o n  a m o n g  R h i z o b i u m
s p e c i e s ,  i s  a  k e y  p l a n t  g r o w t h  p r o m o t i n g  t r a i t  t h a t  c a n  h e l p  s u p p l e m e n t  n i t r o g e n
d e f i c i e n c i e s
.  
M i c r o b i o l o g i s t ’ s  N o t e s :  M e m b e r s  o f  t h e  g e n u s  R h i z o b i u m  c a n  b e  c u l t u r e d  o n
R h i z o b i u m  A g a r  ( p a g e  3 9 )  a n d  Y e a s t  E x t r a c t  M a n n i t o l  A g a r  ( p a g e  3 3 ) ;  h o w e v e r ,
m e t h o d s  b a s e d  o n  t h e s e  m e d i a  a r e  n o t  v a l i d a t e d  i n  t h e  I S O  o r  A O A C  c o m p e n d i a .
A t  t h e  t i m e  o f  t h i s  w r i t i n g ,  t h e  E u r o p e a n  B i o s t i m u l a n t s  I n d u s t r y  C o u n c i l  ( E B I C )
i s  i n  t h e  p r o c e s s  o f  p r o p o s i n g  a  s t a n d a r d i z e d  m e t h o d  f o r  t h e i r  e n u m e r a t i o n  i n
c o m m e r c i a l  p r o d u c t s .  

S a c c h a r omy c e s

G e n e r a l  I n f o r m a t i o n :  M e m b e r s  o f  t h e  g e n u s  S a c c h a r o m y c e s  a r e  s i n g l e - c e l l e d
s a p r o t r o p h i c  y e a s t s  c o m m o n  i n  a  v a r i e t y  o f  i n d u s t r i a l  a p p l i c a t i o n s .
 
A g r o n o m i c  S i g n i f i c a n c e :  S a c c h a r o m y c e s  s p e c i e s  a r e  k n o w n  t o  p r o d u c e  s e v e r a l
p l a n t - b e n e f i c i a l  c o m p o u n d s  a n d  m a y  a l s o  s e r v e  a s  b i o c o n t r o l  a g e n t s  a g a i n s t
n e m a t o d e s  a n d  o t h e r  p a t h o g e n s .  

M i c r o b i o l o g i s t ’ s  N o t e s :  M e m b e r s  o f  t h e  g e n u s  S a c c h a r o m y c e s  c a n  b e  e n u m e r a t e d
u s i n g  I S O  2 1 5 2 7 - 2  ( p a g e  2 1 ) .  M e t h o d  E N - 1 5 7 8 9 : 2 0 2 1  ( p a g e  1 9 )  i s  v a l i d a t e d
s p e c i f i c a l l y  f o r  t h e  e n u m e r a t i o n  o f  S .  c e r e v i s i a e .
.  
T r i c h o d e rma

G e n e r a l  I n f o r m a t i o n :  T r i c h o d e r m a  a r e  a  w i d e s p r e a d  g r o u p  o f  s o i l  f u n g i  a n d  a r e
o f t e n  a m o n g  t h e  m o s t  a b u n d a n t  c u l t u r a b l e  f u n g i  i n  e n v i r o n m e n t a l  s a m p l e s .  

A g r o n o m i c  S i g n i f i c a n c e :  S o m e  T r i c h o d e r m a  s p e c i e s  a r e  u s e d  a s  b i o c o n t r o l
a g e n t s  a g a i n s t  f u n g a l  p a t h o g e n s .  S o m e  a r e  a l s o  o p p o r t u n i s t i c  p l a n t  s y m b i o n t s
t h a t  m a y  i n d u c e  s y s t e m i c  r e s i s t a n c e  i n  t h e i r  h o s t s .  

M i c r o b i o l o g i s t ’ s  N o t e s :  M e m b e r s  o f  t h e  g e n u s  T r i c h o d e r m a  c a n  b e  e n u m e r a t e d
u s i n g  I S O  2 1 5 2 7 - 2  ( p a g e  2 1 ) .

P e n i c i l l i um

G e n e r a l  I n f o r m a t i o n :  P e n i c i l l i u m  i s  a  w i d e s p r e a d  g e n u s  o f  s o i l  f u n g i  w h i c h
i n c l u d e s  p r o d u c e r s  o f  t h e  a n t i b i o t i c  p e n i c i l l i n .  

A g r o n o m i c  S i g n i f i c a n c e :  S o m e  P e n i c i l l i u m  s p e c i e s  a r e  k n o w n  t o  s o l u b i l i z e
p h o s p h o r o u s  i n  t h e  s o i l ,  a n d  t o  p r o d u c e  p l a n t - b e n e f i c i a l  c o m p o u n d s ,  i n c l u d i n g
t h e  p h y t o h o r m o n e s  a u x i n  a n d  g i b b e r e l l i n .  

M i c r o b i o l o g i s t ’ s  N o t e s :  M e m b e r s  o f  t h e  g e n u s  P e n i c i l l i u m  c a n  b e  e n u m e r a t e d
u s i n g  I S O  2 1 5 2 7 - 2  ( p a g e  2 1 ) .
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C y a n o b a c t e r i a

C y a n o b a c t e r i a  a r e  a  g r o u p  o f  a u t o t r o p h i c  G r a m - n e g a t i v e  b a c t e r i a ,  i n c l u d i n g
s o m e  o r g a n i s m s  w h i c h  p r o m o t e  t h e  g r o w t h  o f  p l a n t s  o r  i m p a r t  r e s i s t a n c e  t o
s t r e s s  a n d  d i s e a s e .  A s  a u t o t r o p h s ,  t h e s e  o r g a n i s m s  r e q u i r e  s p e c i a l i z e d  g r o w t h
m e d i a  a n d  t e c h n i q u e s  t o  c u l t u r e  i n  t h e  l a b o r a t o r y .  C u l t u r e - i n d e p e n d e n t
t e c h n i q u e s  s u c h  a s  f l o w  c y t o m e t r y  ( I S O  1 9 3 4 4 ,  p a g e  2 1 )  a n d  P C R - b a s e d  m e t h o d s
a r e  t h e r e f o r e  p r e f e r r e d  f o r  e n u m e r a t i n g  c y a n o b a c t e r i a .  

A r c h a e a

A r c h a e a  a r e  p r o k a r y o t i c  m i c r o o r g a n i s m s  w h i c h  o u t w a r d l y  r e s e m b l e  b a c t e r i a ,  b u t
w h i c h  a r e  d i s t i n c t  e n o u g h  t o  w a r r a n t  t h e i r  o w n  t a x o n o m i c  D o m a i n .  M a n y  a r c h a e a
e x p r e s s  p l a n t - b e n e f i c i a l  t r a i t s  s i m i l a r  t o  t h o s e  e x p r e s s e d  b y  b a c t e r i a .  S o m e
a r c h a e a  m a y  b e  c u l t u r e d  o n  s p e c i a l i z e d  m i c r o b i o l o g i c a l  m e d i a ,  w h i l e  o t h e r s  a r e
n o n c u l t u r a b l e .  I n  c a s e s  w h e r e  n o n c u l t u r a b l e  a r c h a e a  a r e  s u s p e c t e d ,  c u l t u r e -
i n d e p e n d e n t  t e c h n i q u e s  s u c h  a s  f l o w  c y t o m e t r y  ( I S O  1 9 3 4 4 ,  p a g e  2 1 )  a n d  P C R -
b a s e d  m e t h o d s  ( p a g e  3 4 )  m a y  b e  c o n s i d e r e d .  

B a c t e r i o p h a g e s

B a c t e r i o p h a g e s ,  o r  “ p h a g e s ”  f o r  s h o r t ,  a r e  v i r u s e s  w h i c h  s e l e c t i v e l y  i n f e c t
b a c t e r i a .  T h e y  a r e  o f t e n  s t r a i n - s p e c i f i c ,  m a k i n g  t h e m  a t t r a c t i v e  f o r  b i o c o n t r o l
a p p l i c a t i o n s .  T h e s e  c l a i m s  c a n  b e  e v a l u a t e d  u s i n g  p l a q u e  a s s a y s  ( p a g e  3 6 )  w h i c h
i n c o r p o r a t e  t h e  p h a g e ’ s  h o s t  s p e c i e s  a s  a  g r o w t h  s u b s t r a t e .  C l e a r a n c e  z o n e s ,  o r
p l a q u e s ,  a r e  t h e n  c o u n t e d  b y  a  m i c r o b i o l o g i s t .
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A g r i c u l t u r a l  m i c r o b i a l  f o r m u l a t i o n s  r a n g e  f r o m  s i m p l e  t o  c o m p l e x  i n  t h e i r
b i o l o g i c a l  c o m p o s i t i o n .  S i m p l e  m i c r o b i a l  f o r m u l a t i o n s ,  s u c h  a s  t h e  h y p o t h e t i c a l
e x a m p l e s  p r e s e n t e d  i n  F i g u r e  1  b e l o w ,  c o n t a i n  o n l y  o n e  m i c r o b i a l  s p e c i e s  o r
g r o u p  o n  t h e i r  l a b e l s .  T h e s e  p r o d u c t s  a r e  c o m p a r a t i v e l y  e a s y  t o  e v a l u a t e ,  a s  a l l
o f  t h e  p r o d u c t ’ s  c o n s t i t u e n t  m i c r o b e s  w i l l  h a v e  t h e  s a m e  c u l t u r e  r e q u i r e m e n t s
a n d  a r e  t h u s  g e n e r a l l y  a m e n a b l e  t o  c h a r a c t e r i z a t i o n  w i t h  a  s i n g l e  e n u m e r a t i o n
m e t h o d .  

F i g u r e  1  –  E x a m p l e s  o f  s i m p l e  m i c r o b i a l  f o r m u l a t i o n s .  

I n t e r m e d i a t e  m i c r o b i a l  f o r m u l a t i o n s ,  s u c h  a s  t h e  h y p o t h e t i c a l  e x a m p l e s
p r e s e n t e d  i n  F i g u r e  2  b e l o w ,  c o n t a i n  m u l t i p l e  m i c r o b i a l  g r o u p s  o n  t h e i r  l a b e l s ;
h o w e v e r ,  a l l  g r o u p s  w i t h i n  t h e s e  f o r m u l a t i o n s  a r e  c o m p a t i b l e  w i t h  s t a n d a r d ,
v a l i d a t e d  l a b o r a t o r y  t e s t i n g  m e t h o d s .  I n  o r d e r  t o  e v a l u a t e  e a c h  p o p u l a t i o n
w i t h i n  t h e  m i x t u r e ,  i t  m a y  b e  n e c e s s a r y  t o  e m p l o y  m u l t i p l e  t a r g e t - s p e c i f i c
m e t h o d s  ( p a g e  1 3 )  t o  s e l e c t i v e l y  e v a l u a t e  e a c h  t e s t a b l e  s u b - p o p u l a t i o n  w i t h i n
t h e  o v e r a l l  a s s e m b l a g e .  

F i g u r e  2  –  E x a m p l e s  o f  i n t e r m e d i a t e  m i c r o b i a l  f o r m u l a t i o n s .  

C o m p l e x  m i c r o b i a l  f o r m u l a t i o n s ,  s u c h  a s  t h e  h y p o t h e t i c a l  e x a m p l e  p r e s e n t e d  i n
F i g u r e  3  b e l o w ,  c o n t a i n  m u l t i p l e  m i c r o b i a l  g r o u p s  o n  t h e i r  l a b e l s ;  h o w e v e r ,  t h e y
a r e  f o r m u l a t e d  i n  w a y s  t h a t  m a k e  t h e m  d i f f i c u l t  f o r  a  m i c r o b i o l o g i s t  t o  e v a l u a t e
u s i n g  s t a n d a r d ,  v a l i d a t e d  l a b o r a t o r y  m e t h o d s .  T h e s e  o f t e n  c o n t a i n  o r g a n i s m s
t h a t  a r e  n o t  c u l t u r a b l e  i n  t h e  l a b o r a t o r y  a n d  m a y  i n c l u d e  n u m e r o u s  s p e c i e s
b e l o n g i n g  t o  d i v e r s e  t a x o n o m i c  g r o u p s .  N o t e  t h a t  n o n c u l t u r a b l e  s p e c i e s  a r e
o f t e n  l i s t e d  w i t h  “ c o l o n y  f o r m i n g  u n i t s ”  a s  t h e i r  u n i t  o f  p o t e n c y  e v e n  t h o u g h
t h e y  a r e  n o t  c a p a b l e  o f  c o l o n y  f o r m a t i o n  o n  l a b o r a t o r y  m e d i u m .  I n  c a s e s  w h e r e
t h e s e  p r o d u c t s  c l a i m  e x c e s s i v e  n u m b e r s  o f  s p e c i e s  p e r  m i c r o b i a l  g r o u p ,  e f f o r t s
t o  e n u m e r a t e  e a c h  s u b - p o p u l a t i o n  c a n  b e c o m e  c o m p l i c a t e d .  I t  m a y  b e  n e c e s s a r y
t o  e m p l o y  m u l t i p l e  t a r g e t - s p e c i f i c  m e t h o d s  ( p a g e  1 7 ) ,  t a r g e t - a g n o s t i c  m e t h o d s
( p a g e  1 7 ) ,  a n d  n e x t - g e n e r a t i o n  s e q u e n c i n g  m e t h o d s  ( p a g e  3 6 )  t o  s e l e c t i v e l y
e v a l u a t e  e a c h  t e s t a b l e  s u b - p o p u l a t i o n  w i t h i n  t h e  o v e r a l l  a s s e m b l a g e .  I n  c a s e s
w h e r e  t h e  p r o d u c t ’ s  m a n u f a c t u r e r  i s  u n a b l e  t o  p r o v i d e  m e t h o d o l o g i c a l  g u i d a n c e
f o r  t h e  e v a l u a t i o n  o f  t h e i r  c o m p l e x  a s s e m b l a g e ,  p l e a s e  c o n t a c t  t h e  T F I
M i c r o b i o l o g y  L a b o r a t o r y  M e t h o d s  T a s k  F o r c e  a t  b i o l o g i c s @ t f i . o r g .  
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F i g u r e  3  –  A n  e x a m p l e  o f  a  c o m p l e x  m i c r o b i a l  f o r m u l a t i o n .  

R e g a r d l e s s  o f  t h e  t y p e  o f  m i c r o b i a l  p r o d u c t  p r e s e n t e d  t o  y o u r  l a b o r a t o r y  f o r
e v a l u a t i o n ,  t h e  t a s k  b e f o r e  y o u  w i l l  i n v o l v e  c o n f i r m i n g  o r  f a l s i f y i n g  t h e
h y p o t h e s i s  t h a t  t h e  p r o d u c t  i s  f o r m u l a t e d  w i t h  t h e  m i c r o b e s  c l a i m e d  o n  t h e
p r o d u c t  l a b e l  a t  o r  a b o v e  t h e  c l a i m e d  a c t i v i t y  l e v e l  a n d  i s  f r e e  o f  n o n - t a r g e t e d
o r g a n i s m s  ( N T O ) .  E a c h  o f  t h e s e  c o m p o n e n t s  o f  l a b e l  c l a i m  a g r e e m e n t  i s
d i s c u s s e d  s e p a r a t e l y  i n  C h a p t e r  3 .  



3
Chapter  3
Components of Label
Claim Agreement

P A G E  1 4



P A G E  1 5

A g r i c u l t u r a l  m i c r o b i a l s  a l l  s h a r e  a  s i n g l e  u n i f y i n g  f e a t u r e :  t h e y  c o n t a i n  l i v i n g
m i c r o o r g a n i s m s  t h a t  a r e  l i s t e d  o n  t h e  p r o d u c t  l a b e l  w i t h  a c c o m p a n y i n g  u n i t s  o f
b i o l o g i c a l  p o t e n c y .  A  t e s t i n g  l a b o r a t o r y  t a s k e d  w i t h  e v a l u a t i n g  a  m i c r o b i a l
p r o d u c t  m u s t  c o n s i d e r  t h r e e  a s p e c t s  o f  l a b e l  c l a i m  a g r e e m e n t :  e n u m e r a t i o n  o f
v i a b l e  c e l l s ,  i d e n t i f i c a t i o n  o f  i s o l a t e d  c e l l s ,  a n d  s c r e e n i n g  f o r  n o n - t a r g e t e d
o r g a n i s m s  ( N T O ) .  E a c h  c o m p o n e n t  o f  l a b e l  c l a i m  a g r e e m e n t  i s  d i s c u s s e d  i n
f u r t h e r  d e t a i l  b e l o w ,  a l o n g  w i t h  b a c k g r o u n d  i n f o r m a t i o n  r e g a r d i n g  t h e
t e r m i n o l o g y  a n d  t y p e s  o f  l a b o r a t o r y  a s s a y s  a s s o c i a t e d  w i t h  e a c h  c o m p o n e n t .   

E n u m e r a t i o n  o f  V i a b l e  C e l l s
E n u m e r a t i o n  a s s a y s  d e t e r m i n e  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  v i a b l e  c e l l s  i n  a  p r o d u c t
s a m p l e .  D e p e n d i n g  o n  t h e  m i c r o b e ,  b i o l o g i c a l  a c t i v i t y  m a y  b e  e x p r e s s e d  a s
C o l o n y - F o r m i n g  U n i t s  ( C F U ) ,  c o m m o n l y  u s e d  f o r  c u l t u r a b l e  m i c r o o r g a n i s m s ,
A c t i v e  F l u o r e s c e n c e  U n i t s  ( A F U ) ,  u s e d  t o  d e s c r i b e  v i a b l e  c e l l s  d e t e c t e d  v i a  f l o w
c y t o m e t r y ,  p r o p a g u l e s ,  c o m m o n l y  u s e d  f o r  m y c o r r h i z a l  f u n g i ,  a n d  P l a q u e -
F o r m i n g  U n i t s  ( P F U ) ,  c o m m o n l y  u s e d  f o r  b a c t e r i o p h a g e  v i r u s e s  ( w h i c h  a r e  n o t
p r o p e r l y  “ c e l l s , ”  b u t  w e  w i l l  c o n s i d e r  t h e m  a l o n g s i d e  p r o k a r y o t i c  a n d  e u k a r y o t i c
c e l l s  f o r  o u r  p u r p o s e s  h e r e ) .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  v i a b l e  c e l l s  d e t e c t e d  d u r i n g  a n
e n u m e r a t i o n  a s s a y  m u s t  m e e t  o r  e x c e e d  t h e  c o n c e n t r a t i o n  c l a i m e d  o n  t h e
p r o d u c t ’ s  l a b e l .  E n u m e r a t i o n  m e t h o d s  a r e  d i s c u s s e d  i n  g r e a t e r  d e t a i l  i n  C h a p t e r
4 .  

I d e n t i f i c a t i o n  o f  I s o l a t e d  C e l l s
I d e n t i f i c a t i o n  t e c h n i q u e s  e n s u r e  t h a t  t h e  c e l l s  d e t e c t e d  d u r i n g  a n  e n u m e r a t i o n
a s s a y  b e l o n g  t o  t h e  m i c r o b i a l  s p e c i e s  c l a i m e d  o n  t h e  p r o d u c t  l a b e l .  T h e s e
t e c h n i q u e s  a r e  a p p l i e d  t o  a n  i s o l a t e d  c o l o n y  o f  b a c t e r i a  o r  f u n g u s  f r o m  a  p l a t e
o f  s o l i d  m e d i u m  u s e d  d u r i n g  t h e  p r o d u c t ’ s  e n u m e r a t i o n  a s s a y .  T h e s e  a s s a y s  w i l l
v a r y  i n  t h e i r  t a x o n o m i c  r e s o l u t i o n ,  w i t h  s o m e  a c h i e v i n g  c o n f i d e n t  i d e n t i f i c a t i o n
o n l y  t o  t h e  l e v e l  o f  g e n u s ,  w h i l e  o t h e r s  c a n  a c h i e v e  c o n f i d e n t  i d e n t i f i c a t i o n  a t
t h e  l e v e l  o f  s p e c i e s .  M i c r o b i a l  i d e n t i f i c a t i o n  m e t h o d s  a r e  d i s c u s s e d  i n  g r e a t e r
d e t a i l  i n  C h a p t e r  5 .

C o n t a m i n a t i o n  D e t e c t i o n  
C o n t a m i n a t i o n  d e t e c t i o n  m e t h o d s  e n s u r e  t h a t  t h e  p r o d u c t  i s  r e a s o n a b l y  f r e e  o f
n o n - t a r g e t e d  o r g a n i s m s  o r  N T O .  N T O  m a y  e n t e r  m i c r o b i a l  f o r m u l a t i o n s  a t  t h e
t i m e  o f  m a n u f a c t u r e ,  d u r i n g  b l e n d i n g  a n d  p a c k i n g ,  o r  m a y  e n t e r  a s  s p o i l a g e
o r g a n i s m s  d u r i n g  t h e  s u p p l y  c h a i n .  C o n t a m i n a t i o n  D e t e c t i o n  M e t h o d s  a r e
d i s c u s s e d  i n  g r e a t e r  d e t a i l  i n  C h a p t e r  6 .
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B a c k g r o u n d  I n f o r m a t i o n

A n  “ e n u m e r a t i o n ”  i s  d e f i n e d  a s  a  c o m p l e t e ,  a c c u r a t e  l i s t i n g  o f  a l l  i t e m s  i n  a
c o l l e c t i o n .  I n  m i c r o b i o l o g y ,  e n u m e r a t i o n  i s  u s e d  t o  d e f i n e  t h e  a c t  o f  e s t i m a t i n g
t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  v i a b l e  c e l l s  w i t h i n  a  t e s t e d  s a m p l e .  E n u m e r a t i o n  a s s a y s
m a y  b e  b r o k e n  d o w n  i n t o  s e v e r a l  c a t e g o r i e s  b a s e d  o n  t h e  m e t h o d  o f  c e l l
d e t e c t i o n  t h e y  e m p l o y ,  a n d  t h e i r  d e g r e e  o f  t a r g e t  s p e c i f i c i t y .

C u l t u r e  d e p e n d e n t  e n u m e r a t i o n  m e t h o d s  r e l y  u p o n  t h e  a b i l i t y  o f  t h e  t a r g e t e d
m i c r o o r g a n i s m  t o  g r o w  o n  s y n t h e t i c  c u l t u r e  m e d i u m  u n d e r  l a b o r a t o r y
c o n d i t i o n s .  U s u a l l y ,  t h i s  i n v o l v e d  c u l t u r i n g  a  v i s i b l e  c o l o n y  o f  t h e  m i c r o b e  i n
q u e s t i o n  o n  a  p l a t e  o f  s o l i d  c u l t u r e  m e d i u m  o r  i n  a  t u b e  o f  l i q u i d  m e d i u m ,  w h i c h
i s  t h e n  i n c u b a t e d  u n d e r  c o n d i t i o n s  ( t e m p e r a t u r e ,  o x y g e n  a v a i l a b i l i t y ,  e t c . )
a p p r o p r i a t e  f o r  t h e  t a r g e t e d  o r g a n i s m .  A f t e r  a  s u i t a b l e  i n c u b a t i o n  p e r i o d ,
m i c r o b i a l  g r o w t h  i s  a s s e s s e d  b y  a  m i c r o b i o l o g i s t .  A e r o b i c  P l a t e  C o u n t  ( A P C )  a n d
M o s t  P r o b a b l e  N u m b e r  ( M P N )  a s s a y s  a r e  f a m i l i a r  e x a m p l e s  o f  c u l t u r e - d e p e n d e n t
m e t h o d s .  

N o t e  t h a t  c u l t u r e  d e p e n d e n t  a s s a y s  a r e  u n a b l e  t o  d e t e c t  V i a b l e  b u t  N o t
C u l t u r a b l e  ( V B N C )  c e l l s .  T h i s  t e r m  r e f e r s  t o  b a c t e r i a l  c e l l s  t h a t  a r e  i n  a  s t a t e  o f
v e r y  l o w  m e t a b o l i c  a c t i v i t y ,  g e n e r a l l y  r e s u l t i n g  f r o m  s t r e s s  e n c o u n t e r e d  d u r i n g
m a n u f a c t u r i n g  o r  d u r i n g  t h e  s u p p l y  c h a i n .  B e c a u s e  t h e y  d o  n o t  d i v i d e ,  V B N C
c e l l s  a r e  i n c a p a b l e  o f  f o r m i n g  v i s i b l e  c o l o n i e s  o n  l a b o r a t o r y  c u l t u r e  m e d i u m  a n d
t h u s  c a n n o t  b e  e n u m e r a t e d  u s i n g  c u l t u r e - b a s e d  a s s a y s .  H o w e v e r ,  V B N C  c e l l s
r e m a i n  a l i v e  a n d  a r e  c a p a b l e  o f  r e s u m i n g  n o r m a l  m e t a b o l i c  a c t i v i t y  u n d e r
o p t i m a l  e n v i r o n m e n t a l  c o n d i t i o n s .  I f  V B N C  c e l l s  a r e  s u s p e c t e d  i n  a  g i v e n
p r o d u c t ,  c u l t u r e - i n d e p e n d e n t  e n u m e r a t i o n  m e t h o d s  s h o u l d  b e  c o n s i d e r e d  t o
c o n f i r m  t h e i r  p r e s e n c e .   

C u l t u r e  i n d e p e n d e n t  m e t h o d s  r e l y  o n  f a c t o r s  o t h e r  t h a n  c e l l  g r o w t h ,  s u c h  a s  t h e
a b u n d a n c e  o f  a  t a r g e t e d  D N A  s e q u e n c e  o r  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  m e m b r a n e - i n t a c t
c e l l s  i n  a  s a m p l e ,  t o  r e n d e r  a n  e n u m e r a t i o n  v a l u e .  D i r e c t  m i c r o s c o p i c  c o u n t s
( a l s o  k n o w n  a s  d i r e c t - c o u n t  m i c r o s c o p y ) ,  f l o w  c y t o m e t r y  a n d  P C R - b a s e d
m e t h o d s ,  s u c h  a s  R e a l - T i m e  P C R  ( R T - P C R )  a n d  d r o p l e t  d i g i t a l  P C R  ( d d P C R ) ,  a r e
e x a m p l e s  o f  c u l t u r e - i n d e p e n d e n t  a s s a y s .  T h e s e  m e t h o d s  c a n  b e  u s e d  t o
e n u m e r a t e  V B N C  c e l l s  a s  n o t e d  a b o v e  b u t  a r e  a l s o  a p p r o p r i a t e  f o r
m i c r o o r g a n i s m s  t h a t  a r e  n o t  c u l t u r a b l e  u n d e r  a n y  c o n d i t i o n s  i n  t h e  l a b o r a t o r y .
 
M i c r o b i o l o g i c a l  e n u m e r a t i o n  m e t h o d s  m a y  a l s o  b e  c a t e g o r i z e d  b a s e d  u p o n  t h e i r
d e g r e e  o f  s p e c i f i c i t y  t o  o n e  o r  m o r e  m i c r o b i a l  g r o u p s .  T a r g e t - s p e c i f i c
e n u m e r a t i o n  a s s a y s  w i l l  e n u m e r a t e  o n l y  a  t a r g e t e d  m i c r o o r g a n i s m  o r  m i c r o b i a l
g r o u p .  I n  c u l t u r e - d e p e n d e n t  a s s a y s ,  t h i s  s p e c i f i c i t y  m a y  b e  a c h i e v e d  t h r o u g h  t h e
u s e  o f  s e l e c t i v e  m i c r o b i o l o g i c a l  m e d i a  o r  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  a  s e l e c t e d  s t r e s s o r
( s u c h  a s  a  p a s t e u r i z a t i o n  s t e p  t o  i s o l a t e  e n d o s p o r e s ) ,  o r  t h r o u g h  t h e  u s e  o f
c u s t o m  o l i g o n u c l e o t i d e s  o r  a n t i g e n s  i n  c u l t u r e - i n d e p e n d e n t  a s s a y s .  T a r g e t -
a g n o s t i c  e n u m e r a t i o n  a s s a y s  w i l l  e v a l u a t e  a l l  v i a b l e  m i c r o b i a l  c e l l s  w i t h i n  a
t e s t e d  s a m p l e  t h a t  a r e  c o m p a t i b l e  w i t h  t h e  s e l e c t e d  m e t h o d o l o g y .  T h e s e  a s s a y s
m a y  b e  c u l t u r e - d e p e n d e n t  ( e . g . ,  A P C  a n d  P e t r i f i l m ®  a s s a y s )  o r  c u l t u r e -
i n d e p e n d e n t  ( e . g . ,  f l o w  c y t o m e t r y ) .
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A e r o b i c  P l a t e  C o u n t i n g  A s s a y s

A n  a e r o b i c  p l a t e  c o u n t ,  o r  A P C  a s s a y  i s  a  t y p e  o f  m i c r o b i o l o g i c a l  e n u m e r a t i o n
m e t h o d  t h a t  i n v o l v e s  t h e  r e p e a t e d  d i l u t i o n  o f  a  t e s t e d  s a m p l e  i n  s t e r i l e  d i l u e n t .
T h i s  d i l u t i o n  i s  r e p e a t e d  i n  s e r i e s  u n t i l  a  t a r g e t e d  c o n c e n t r a t i o n  o f  m i c r o b i a l
c e l l s  i s  e x p e c t e d  t o  b e  p r e s e n t  p e r  m i l l i l i t e r  o f  d i l u e n t .  P l a t e  c o u n t i n g  a s s a y s
m a y  b e  e x e c u t e d  u s i n g  p o u r - p l a t e  o r  s p r e a d - p l a t e  t e c h n i q u e s .  T h e  f o r m e r
i n v o l v e s  s u s p e n d i n g  a  s m a l l  s a m p l e  o f  d i l u e n t  i n  m o l t e n  a g a r  w i t h i n  a  P e t r i  d i s h ,
w h i c h  i s  t h e n  a l l o w e d  t o  s o l i d i f y ,  w h i l e  t h e  l a t t e r  i n v o l v e s  s p r e a d i n g  a  s m a l l
s a m p l e  o f  d i l u e n t  a c r o s s  t h e  s u r f a c e  o f  a  P e t r i  d i s h  c o n t a i n i n g  s o l i d i f i e d  c u l t u r e
m e d i u m .  P l a t e s  a r e  t h e n  i n c u b a t e d  a t  a  p r e s c r i b e d  t e m p e r a t u r e  a n d  f o r  a
p r e s c r i b e d  l e n g t h  o f  t i m e ,  a f t e r  w h i c h  t h e y  a r e  r e m o v e d  a n d  e x a m i n e d  b y  a
m i c r o b i o l o g i s t .  T h e  m i c r o b i o l o g i s t  t h e n  c o u n t s  c o l o n i e s  o f  m i c r o o r g a n i s m s
w h i c h  h a v e  f o r m e d  o n  o r  w i t h i n  t h e  c u l t u r e  m e d i u m  a n d  c o m b i n e s  t h i s  c o u n t
w i t h  t h e  d i l u t i o n  f a c t o r  o f  t h e  s a m p l e  t o  r e p o r t  t h e  i n i t i a l  m i c r o b i a l  a c t i v i t y  o f
t h e  s a m p l e .  

T h e  A P C  a s s a y  h a s  b e e n  a  w o r k h o r s e  o f  m i c r o b i a l  e n u m e r a t i o n  f o r  o v e r  a  c e n t u r y
a n d  c o n t i n u e s  t o  b e  t h e  m o s t  p o p u l a r  e n u m e r a t i o n  a s s a y  a c r o s s  m o s t  o f  t h e
w o r l d .  D e s p i t e  i t s  l e n g t h y  t e n u r e  a n d  w i d e s p r e a d  u s e ,  t h e  A P C  a s s a y  h a s
d e v e l o p e d  a  w e l l - d e s e r v e d  r e p u t a t i o n  f o r  r e t u r n i n g  v a r i a b l e  d a t a .  U n l i k e  t h e
p h y s i c a l  a n d  c h e m i c a l  m e t h o d s  c o m m o n l y  u s e d  i n  f e r t i l i z e r  t e s t i n g  l a b o r a t o r i e s ,
t h e  A P C  a s s a y  i s  n o t  a  p r e c i s e  a n a l y t i c a l  t o o l .  T h e  l a t e  D r .  S c o t t  S u t t o n  o n c e
r e f e r r e d  t o  A P C  d a t a  a s  a n  “ i n t e r p r e t a t i o n  o f  a n  a p p r o x i m a t i o n  o f  m i c r o b i a l
a c t i v i t y ”  d u e  t o  t h e  m e t h o d ’ s  r e l i a n c e  o n  c o m p o s i t e  s a m p l i n g ,  s e r i a l  d i l u t i o n ,
a n d  s u b j e c t i v e  i n t e r p r e t a t i o n  o f  c o l o n y  c o u n t s  o n  a g a r  p l a t e s ² .  I n  t h e i r  s e m i n a l
1 9 1 6  p a p e r  o n  p l a t e  c o u n t i n g ,  r e s e a r c h e r s  B r e e d  a n d  D o t t e r e r ³  a l l o w e d
e s t i m a t i o n s  o f  m i c r o b i a l  a c t i v i t y  d e r i v e d  f r o m  t h r e e  r e p l i c a t e  c o u n t a b l e  p l a t e s
t o  d e v i a t e  f r o m  t h e  o v e r a l l  m e a n  b y  2 0 % ,  w i t h  i n d i v i d u a l  c o u n t a b l e  p l a t e s  b e i n g
a l l o w e d  t o  d e v i a t e  f r o m  t h e  o v e r a l l  m e a n  b y  3 0 % .  I n  1 9 9 2 ,  W e e n k ⁴  e s t i m a t e d  t h a t
5 %  o f  t h i s  e r r o r  w a s  a t t r i b u t a b l e  t o  d i l u t i o n  a n d  p i p e t t i n g  e r r o r .  W h e n  w o r k i n g
w i t h  m i c r o o r g a n i s m s  t h a t  d o  n o t  f o r m  l a r g e ,  s p r e a d i n g  c o l o n i e s  ( s e e  b e l o w ) ,  i t  i s
g e n e r a l l y  h e l d  t h a t  i n c r e a s i n g  t h e  n u m b e r  o f  c o l o n i e s  p e r  c o u n t a b l e  p l a t e  t o
l e v e l s  a p p r o a c h i n g  t h e  a s s a y ’ s  u p p e r  l i m i t  o f  q u a n t i f i c a t i o n  ( L O Q )  a n d  i n c r e a s i n g
t h e  n u m b e r  o f  r e p l i c a t e  c o u n t a b l e  p l a t e s  p e r  s a m p l e  c a n  h e l p  m i n i m i z e  t h i s
v a r i a n c e  a n d  p r o d u c e  r e s u l t s  i n  c l o s e r  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  t r u e  a c t i v i t y  o f  t h e
s a m p l e ²  ³  ⁴ .  

V a l i d a t e d  M i c r o b i a l  E n u m e r a t i o n  M e t h o d s

I n  t h i s  s e c t i o n ,  w e  w i l l  p r o v i d e  a  l i s t i n g  o f  v a l i d a t e d ,  s t a n d a r d i z e d  m i c r o b i a l
e n u m e r a t i o n  a s s a y s .  M o s t  a r e  v a r i a t i o n s  o f  t h e  A P C  a s s a y  t h a t  u t i l i z e  d i f f e r e n t
m i c r o b i o l o g i c a l  m e d i a  t o  t a r g e t  d i f f e r e n t  a g r i c u l t u r a l l y  r e l e v a n t  o r g a n i s m s .
N o t e :  I n  e a c h  c a s e ,  a  f e r t i l i z e r  t e s t i n g  l a b o r a t o r y  m a y  f i n d  i t  c o n v e n i e n t  t o  s e n d
t h e i r  s a m p l e s  o u t  t o  a  3 r d  p a r t y  t e s t i n g  l a b o r a t o r y  r a t h e r  t h a n  a t t e m p t i n g  t o
p u r c h a s e ,  o n b o a r d ,  a n d  v a l i d a t e  a  n e w  a n d  u n f a m i l i a r  m e t h o d  i n  t h e i r  o w n
f a c i l i t y .  W i t h  t h i s  i n  m i n d ,  e a c h  o f  t h e  m e t h o d  s u m m a r i e s  b e l o w  c o n t a i n s  a n
e s t i m a t e d  c o s t  a t  a  3 r d  p a r t y  l a b o r a t o r y  b a s e d  o n  f e e d b a c k  f r o m  t h e  t e s t i n g
l a b o r a t o r y  p e r s o n n e l  w h o  s i t  o n  t h e  T F I  M i c r o b i o l o g i c a l  L a b o r a t o r y  M e t h o d s  T a s k
F o r c e .  N o t e  t h a t  i f  y o u r  l a b  a l r e a d y  h a s  t h e  e q u i p m e n t  t o  r u n  t h e s e  a s s a y s ,  t h e
c o s t  p e r  s a m p l e  w i l l  l i k e l y  d e c r e a s e ;  h o w e v e r ,  t h i s  m a n u a l  i s  w r i t t e n  w i t h  t h e
n o n - s p e c i a l i s t  i n  m i n d  a n d ,  t h u s ,  c o s t  e s t i m a t e s  a r e  o f f e r e d  w i t h  t h e  i n t e n t  t o
c o v e r  o u t s o u r c e d  t e s t i n g  f o r  a  s m a l l  n u m b e r  o f  s a m p l e s .  



P A G E  1 9

A O A C  9 9 0 . 1 2  –  A e r o b i c  P l a t e  C o u n t  i n  F o o d s  

W h a t  i s  i t ?  A  P e t r i f i l m ®  a s s a y  w h i c h  e n u m e r a t e s  p o p u l a t i o n s  o f  c u l t u r a b l e
m i c r o o r g a n i s m s  i n  t e s t e d  s a m p l e s .  R a t h e r  t h a n  f o r m i n g  c o l o n i e s  o n  a  P e t r i
p l a t e ,  m i c r o b e s  s u b j e c t e d  t o  t h i s  a s s a y  w i l l  t r i g g e r  a  c o l o r  c h a n g e  v i a  a n
i n d i c a t o r  d y e  w i t h i n  a  t h i n  f i l m  o f  a g a r  w h e n  t h e y  g r o w ,  l e a d i n g  t o  a  s c a t t e r i n g
o f  d o t s  o n  t h e  f i l m  w h i c h  c a n  b e  c o u n t e d  b y  a  m i c r o b i o l o g i s t .
 
A p p r o p r i a t e  O r g a n i s m s :  A n y  m i c r o o r g a n i s m  t h a t  i s  c u l t u r a b l e  o n  l a b o r a t o r y
g r o w t h  m e d i u m  a n d  u n d e r  s t a n d a r d  l a b o r a t o r y  c o n d i t i o n s  ( m e s o p h i l i c ,  a e r o b i c ,
e t c . ) .  

E s t i m a t e d  C o s t  a t  3 r d  P a r t y  L a b s :  G e n e r a l l y ,  l e s s  t h a n  $ 7 5  p e r  s a m p l e .  P r i c e s
w i l l  v a r y  f r o m  l a b  t o  l a b  a n d  m a y  d e p e n d  i n  p a r t  u p o n  t h e  n u m b e r  o f  s a m p l e s
s u b m i t t e d .  

M i c r o b i o l o g i s t ’ s  N o t e s :  A l t h o u g h  t h i s  i s  n o t  a  t r a d i t i o n a l  p l a t e  c o u n t i n g  a s s a y ,
b e c a u s e  i t  i n v o l v e s  s e r i a l  d i l u t i o n  a n d  c o l o n y  c o u n t  i n t e r p r e t a t i o n  i t  i s  s u b j e c t
t o  t h e  s a m e  g e n e r a l  s e t  o f  l i m i t a t i o n s  ( p a g e  1 8 ) .  B e c a u s e  t h i s  m e t h o d  d o e s  n o t
i n v o l v e  t h e  f o r m a t i o n  o f  v i s i b l e  b a c t e r i a l  c o l o n i e s ,  t h i s  m e t h o d  i s  o n l y
a p p r o p r i a t e  f o r  t h e  c o n f i r m a t i o n  o f  t o t a l  m i c r o b i a l  c e l l  c o u n t s  a n d  n o t  f o r
c o n f i r m a t i o n  t h a t  t h e s e  c e l l s  b e l o n g  t o  t h e  s p e c i e s  c l a i m e d  o n  t h e  p r o d u c t  l a b e l .

E N  1 5 7 8 9  -  A n i m a l  f e e d i n g  s t u f f s :  M e t h o d s  o f  s a m p l i n g  a n d
a n a l y s i s  -  D e t e c t i o n  a n d  e n u m e r a t i o n  o f  S a c c h a r o m y c e s
c e r e v i s i a e  u s e d  a s  f e e d  a d d i t i v e .

W h a t  i s  i t ?  A  p l a t e  c o u n t i n g  a s s a y  w h i c h  e n u m e r a t e s  p o p u l a t i o n s  o f
S a c c h a r o m y c e s  c e r e v i s i a e  i n  t e s t e d  s a m p l e s .  S e l e c t i v e  m e d i u m  ( Y G C  a g a r )  i s
u s e d  t o  e x c l u d e  t h e  g r o w t h  o f  o t h e r  m i c r o o r g a n i s m s .  

A p p r o p r i a t e  O r g a n i s m s :  S a c c h a r o m y c e s  c e r e v i s i a e .

E s t i m a t e d  C o s t  a t  3 r d  P a r t y  L a b s :  G e n e r a l l y ,  l e s s  t h a n  $ 7 5  p e r  s a m p l e .  P r i c e s
w i l l  v a r y  f r o m  l a b  t o  l a b  a n d  m a y  d e p e n d  i n  p a r t  u p o n  t h e  n u m b e r  o f  s a m p l e s
s u b m i t t e d .  

M i c r o b i o l o g i s t ’ s  N o t e s :  A l l  p l a t e  c o u n t i n g  a s s a y s  s h a r e  t h e  s a m e  g e n e r a l  s e t  o f
l i m i t a t i o n s  ( p a g e  1 8 ) ,  a n d  t h e i r  r e s u l t s  s h o u l d  b e  i n t e r p r e t e d  a c c o r d i n g l y .  A s s a y s
w h i c h  r e l y  o n  s e l e c t i v e  m i c r o b i o l o g i c a l  m e d i u m  c a r r y  s o m e  d e g r e e  o f  r i s k  f o r
r e t u r n i n g  f a l s e  p o s i t i v e s .

E N  1 5 7 8 4  -  D e t e c t i o n  a n d  E n u m e r a t i o n  o f  B a c i l l u s  s p e c i e s  u s e d
a s  f e e d  a d d i t i v e s .

W h a t  i s  i t ?  A  p l a t e  c o u n t i n g  a s s a y  w h i c h  e n u m e r a t e s  p o p u l a t i o n s  o f  B a c i l l u s
e n d o s p o r e s  ( a  h a r d y ,  d o r m a n t  c e l l  t y p e  f o r m e d  b y  B a c i l l u s  a n d  o t h e r  e n d o s p o r e -
f o r m i n g  b a c t e r i a )  i n  t e s t e d  s a m p l e s .  T h i s  m e t h o d  d o e s  n o t  r e l y  u p o n  s e l e c t i v e
m i c r o b i o l o g i c a l  m e d i u m  t o  e n u m e r a t e  B a c i l l u s  c e l l s ;  r a t h e r ,  i t  e m p l o y s  a  0 . 2 %
N a O H  s h o c k  t o  e l i m i n a t e  m i c r o b i a l  c e l l s  t h a t  a r e  n o t  e n d o s p o r e s .  A n y  c e l l s  w h i c h
r e m a i n  c u l t u r a b l e  a f t e r  t h i s  t r e a t m e n t  a r e  c o n s i d e r e d  t o  b e  e n d o s p o r e s .  

A p p r o p r i a t e  O r g a n i s m s :  A n y  m e s o p h i l i c ,  a e r o b i c ,  e n d o s p o r e - f o r m i n g
m i c r o o r g a n i s m  ( B a c i l l u s ,  P a e n i b a c i l l u s ,  L y s i n i b a c i l l u s ,  e t c . ) .  

E s t i m a t e d  C o s t  a t  3 r d  P a r t y  L a b s :  G e n e r a l l y ,  l e s s  t h a n  $ 7 5  p e r  s a m p l e .  P r i c e s
w i l l  v a r y  f r o m  l a b  t o  l a b  a n d  m a y  d e p e n d  i n  p a r t  u p o n  t h e  n u m b e r  o f  s a m p l e s
s u b m i t t e d .  

M i c r o b i o l o g i s t ’ s  N o t e s :  A l l  p l a t e  c o u n t i n g  a s s a y s  s h a r e  t h e  s a m e  g e n e r a l  s e t  o f
l i m i t a t i o n s  ( p a g e  1 8 ) ,  a n d  t h e i r  r e s u l t s  s h o u l d  b e  i n t e r p r e t e d  a c c o r d i n g l y .  T h e
N a O H  t r e a t m e n t  p r e s c r i b e d  b y  t h i s  m e t h o d  m a y  b e  r i g o r o u s  e n o u g h  t o  k i l l  s o m e
e n d o s p o r e s ,  r e s u l t i n g  i n  a n  u n d e r e s t i m a t i o n  o f  m i c r o b i a l  a c t i v i t y ;  t h e r e f o r e ,  a
h e a t  t r e a t m e n t  ( 8 0 ° C  f o r  1 5 - 2 0  m i n u t e s )  m a y  b e  p r e f e r a b l e  w h e r e  a l l o w e d .  S e e
p a g e s  4 0  f o r  g u i d a n c e  r e g a r d i n g  m a n a g e m e n t  o f  s p r e a d i n g  t y p e  B a c i l l u s
c o l o n i e s .  



P A G E  2 0

F D A  B A M  C h a p t e r  3  -  A e r o b i c  P l a t e  C o u n t  

W h a t  i s  i t ?  A  p l a t e  c o u n t i n g  a s s a y  w h i c h  e n u m e r a t e s  p o p u l a t i o n s  o f  c u l t u r a b l e
b a c t e r i a  a n d  f u n g i  i n  t e s t e d  s a m p l e s .  

A p p r o p r i a t e  O r g a n i s m s :  A n y  m i c r o o r g a n i s m  t h a t  i s  c u l t u r a b l e  o n  l a b o r a t o r y
g r o w t h  m e d i u m  a n d  u n d e r  s t a n d a r d  l a b o r a t o r y  c o n d i t i o n s  ( m e s o p h i l i c ,  a e r o b i c ,
e t c . ) .  

E s t i m a t e d  C o s t  a t  3 r d  P a r t y  L a b s :  G e n e r a l l y ,  l e s s  t h a n  $ 7 5  p e r  s a m p l e .  P r i c e s
w i l l  v a r y  f r o m  l a b  t o  l a b  a n d  m a y  d e p e n d  i n  p a r t  u p o n  t h e  n u m b e r  o f  s a m p l e s
s u b m i t t e d .
 
M i c r o b i o l o g i s t ’ s  N o t e s :  A l l  p l a t e  c o u n t i n g  a s s a y s  s h a r e  t h e  s a m e  g e n e r a l  s e t  o f
l i m i t a t i o n s  ( p a g e  1 8 ) ,  a n d  t h e i r  r e s u l t s  s h o u l d  b e  i n t e r p r e t e d  a c c o r d i n g l y .

F D A  B A M  C h a p t e r  8  -  E n u m e r a t i o n  o f  Y e a s t s  a n d  M o l d s .

W h a t  i s  i t ?  A  p l a t e  c o u n t i n g  a s s a y  w h i c h  e n u m e r a t e s  p o p u l a t i o n s  o f  c u l t u r a b l e
f u n g i  ( y e a s t s  a n d  m o l d s )  i n  t e s t e d  s a m p l e s .  S e l e c t i v e  m i c r o b i o l o g i c a l  m e d i a  s u c h
a s  a c i d i f i e d  P o t a t o  D e x t r o s e  A g a r  ( P D A )  o r  D i c h l o r a n  R o s e - B e n g a l
C h l o r a m p h e n i c o l  ( D R B C )  a g a r  a r e  u s e d  t o  e x c l u d e  t h e  g r o w t h  o f  m o s t  b a c t e r i a ,
a l l o w i n g  t h e  t a r g e t e d  e n u m e r a t i o n  o f  y e a s t s  a n d  m o l d s .  

A p p r o p r i a t e  O r g a n i s m s :  A n y  y e a s t  o r  m o l d  t h a t  i s  c u l t u r a b l e  o n  l a b o r a t o r y
g r o w t h  m e d i u m  a n d  u n d e r  s t a n d a r d  l a b o r a t o r y  c o n d i t i o n s  ( m e s o p h i l i c ,  a e r o b i c ,
e t c . ) .  

E s t i m a t e d  C o s t  a t  3 r d  P a r t y  L a b s :  G e n e r a l l y ,  l e s s  t h a n  $ 7 5  p e r  s a m p l e .  P r i c e s
w i l l  v a r y  f r o m  l a b  t o  l a b  a n d  m a y  d e p e n d  i n  p a r t  u p o n  t h e  n u m b e r  o f  s a m p l e s
s u b m i t t e d .  

M i c r o b i o l o g i s t ’ s  N o t e s :  A l l  p l a t e  c o u n t i n g  a s s a y s  s h a r e  t h e  s a m e  g e n e r a l  s e t  o f
l i m i t a t i o n s  ( p a g e  1 8 ) ,  a n d  t h e i r  r e s u l t s  s h o u l d  b e  i n t e r p r e t e d  a c c o r d i n g l y .  A s s a y s
w h i c h  r e l y  o n  s e l e c t i v e  m i c r o b i o l o g i c a l  m e d i u m  c a r r y  s o m e  d e g r e e  o f  r i s k  f o r
r e t u r n i n g  f a l s e  p o s i t i v e s  ( p a g e  4 4 ) .  T h i s  m e t h o d  c a n  b e  u s e d  f o r  s e v e r a l
p u r p o s e s :  i t  c a n  b e  u s e d  t o  e n u m e r a t e  p o p u l a t i o n s  o f  f u n g i  t h a t  a r e  c l a i m e d  o n
a  p r o d u c t  l a b e l ,  o r  t o  c o n f i r m  t h e  a b s e n c e  o f  c o n t a m i n a t i o n  b y  c u l t u r a b l e  y e a s t s
a n d  m o l d s  a s  p a r t  o f  a  c o m p r e h e n s i v e  c o n t a m i n a t i o n  s c r e e n i n g  s t r a t e g y .

I S O  1 3 7 2 0  -  M e a t  a n d  m e a t  p r o d u c t s  —  E n u m e r a t i o n  o f
p r e s u m p t i v e  P s e u d o m o n a s  s p p .

W h a t  i s  i t ?  A  p l a t e  c o u n t i n g  a s s a y  w h i c h  e n u m e r a t e s  p o p u l a t i o n s  o f
P s e u d o m o n a s  i n  t e s t e d  s a m p l e s .  S e l e c t i v e  C F C / C N  m e d i u m  i s  u s e d  t o  e x c l u d e
t h e  g r o w t h  o f  o t h e r  m i c r o o r g a n i s m s ,  a l l o w i n g  t h e  t a r g e t e d  e n u m e r a t i o n  o f
P s e u d o m o n a s  p o p u l a t i o n s .  

A p p r o p r i a t e  O r g a n i s m s :  A n y  m e m b e r  o f  t h e  g e n u s  P s e u d o m o n a s .
 
E s t i m a t e d  C o s t  a t  3 r d  P a r t y  L a b s :  G e n e r a l l y ,  l e s s  t h a n  $ 7 5  p e r  s a m p l e .  P r i c e s
w i l l  v a r y  f r o m  l a b  t o  l a b  a n d  m a y  d e p e n d  i n  p a r t  u p o n  t h e  n u m b e r  o f  s a m p l e s
s u b m i t t e d .  

M i c r o b i o l o g i s t ’ s  N o t e s :  A l l  p l a t e  c o u n t i n g  a s s a y s  s h a r e  t h e  s a m e  g e n e r a l  s e t  o f
l i m i t a t i o n s  ( p a g e  1 8 ) ,  a n d  t h e i r  r e s u l t s  s h o u l d  b e  i n t e r p r e t e d  a c c o r d i n g l y .  A s s a y s
w h i c h  r e l y  o n  s e l e c t i v e  m i c r o b i o l o g i c a l  m e d i u m  c a r r y  s o m e  d e g r e e  o f  r i s k  f o r
r e t u r n i n g  f a l s e  p o s i t i v e s  ( p a g e  4 4 ) .  T h i s  m e t h o d  c a n  b e  u s e d  f o r  s e v e r a l
p u r p o s e s :  i t  c a n  b e  u s e d  t o  e n u m e r a t e  p o p u l a t i o n s  o f  P s e u d o m o n a s  t h a t  a r e
c l a i m e d  o n  a  p r o d u c t  l a b e l ,  o r  t o  c o n f i r m  t h e  a b s e n c e  o f  c o n t a m i n a t i o n  b y
P s e u d o m o n a s  a s  p a r t  o f  a  c o m p r e h e n s i v e  N T O  s c r e e n i n g  s t r a t e g y .  N o t e  t h a t
s a m p l e  p r e p a r a t i o n  a n d  s e t u p  p r o c e d u r e s  f o r  f o o d  p r o d u c t s  m a y  d i f f e r  f r o m
t h o s e  a p p r o p r i a t e  f o r  m i c r o b i a l  p r o d u c t s .  A  t e s t i n g  l a b o r a t o r y  w i t h  a n  R & D
m i c r o b i o l o g y  t e a m  m a y  b e  b e s t  e q u i p p e d  t o  h a n d l e  t h i s  k i n d  o f  m o d i f i c a t i o n  t o
m e t h o d o l o g i c a l  p r e s c r i p t i o n s .  
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I S O  1 9 3 4 4  -  E n u m e r a t i o n  o f  p r o b i o t i c s  u s i n g  f l o w  c y t o m e t r y

W h a t  i s  i t ?  A  c u l t u r e - i n d e p e n d e n t  ( p a g e  1 7 )  a n d  t a r g e t - a g n o s t i c  ( p a g e  1 7 )
b i o p h y s i c a l  e n u m e r a t i o n  a s s a y  t h a t  u s e s  a  m i x t u r e  o f  m e m b r a n e  p e r m e a b l e  a n d
i m p e r m e a b l e  d y e s  t o  t r e a t  a  t e s t e d  s a m p l e .  T h e s e  d y e s  c r e a t e  a  p r o f i l e  o f  t h e
s a m p l e ’ s  c e l l  p o p u l a t i o n ,  d e s c r i b i n g  w h e t h e r  t h e y  a r e  i n t a c t  ( “ l i v e ” ) ,  s e m i -
p e r m e a b l e  ( “ i n j u r e d ” )  o r  f u l l y  p e r m e a b l e  ( “ d e a d ” ) .  T h e  t r e a t e d  s a m p l e  i s  t h e n
r e a d  b y  a  f l o w  c y t o m e t e r ,  p r o v i d i n g  q u a n t i f i c a t i o n  o f  e a c h  p o p u l a t i o n .  R e s u l t s
a r e  r e t u r n e d  w i t h  u n i t s  o f  A c t i v e  F l u o r e s c e n c e  U n i t s  ( A F U )  p e r  g r a m  o r
m i l l i l i t e r  o f  t e s t e d  s a m p l e .  

A p p r o p r i a t e  O r g a n i s m s :  A n y  m i c r o o r g a n i s m  c a n  b e  e v a l u a t e d  b y  f l o w  c y t o m e t r y .
 
E s t i m a t e d  C o s t  a t  3 r d  P a r t y  L a b s :  U p  t o  $ 2 5 0  p e r  s a m p l e  d e p e n d i n g  o n  t h e
t e s t i n g  l a b o r a t o r y  a n d  t h e  v o l u m e  o f  s a m p l e s  s u b m i t t e d .  

M i c r o b i o l o g i s t ’ s  N o t e s :  B e c a u s e  f l o w  c y t o m e t r y  i n v o l v e s  n e i t h e r  t h e  f o r m a t i o n
o f  v i s i b l e  b a c t e r i a l  c o l o n i e s  n o r  a  s e q u e n c i n g - b a s e d  a p p r o a c h  t o  i d e n t i f i c a t i o n ,
t h i s  m e t h o d  i s  o n l y  a p p r o p r i a t e  f o r  t h e  c o n f i r m a t i o n  o f  t o t a l  m i c r o b i a l  c e l l
c o u n t s  i n  a  p r o d u c t .  B e c a u s e  i t  i s  t a r g e t  a g n o s t i c ,  i t  c a n n o t  b e  u s e d  t o  c o n f i r m
t h a t  t h e s e  c e l l s  b e l o n g  t o  t h e  s p e c i e s  c l a i m e d  o n  t h e  p r o d u c t  l a b e l .

I S O  2 1 5 2 7 . 2  -  M i c r o b i o l o g y  o f  f o o d  a n d  a n i m a l  f e e d i n g  s t u f f s  —
H o r i z o n t a l  m e t h o d  f o r  t h e  e n u m e r a t i o n  o f  y e a s t s  a n d  m o l d s .

W h a t  i s  i t ?  A  p l a t e  c o u n t i n g  a s s a y  w h i c h  e n u m e r a t e s  p o p u l a t i o n s  o f  c u l t u r a b l e
f u n g i  ( y e a s t s  a n d  m o l d s )  i n  t e s t e d  s a m p l e s .  S e l e c t i v e  D G 1 8  a g a r  i s  u s e d  t o
e x c l u d e  t h e  g r o w t h  o f  b a c t e r i a ,  a l l o w i n g  t h e  t a r g e t e d  e n u m e r a t i o n  o f  y e a s t s  a n d
m o l d s .  T h i s  m e t h o d  i s  v a l i d a t e d  o n l y  f o r  p r o d u c t s  w i t h  w a t e r  a c t i v i t y  v a l u e s
g r e a t e r  t h a n  o r  e q u a l  t o  0 . 6 0 .  

A p p r o p r i a t e  O r g a n i s m s :  A n y  y e a s t  o r  m o l d  t h a t  i s  c u l t u r a b l e  o n  l a b o r a t o r y
g r o w t h  m e d i u m  a n d  u n d e r  s t a n d a r d  l a b o r a t o r y  c o n d i t i o n s  ( m e s o p h i l i c ,  a e r o b i c ,
e t c . ) .  

E s t i m a t e d  C o s t  a t  3 r d  P a r t y  L a b s :  G e n e r a l l y ,  l e s s  t h a n  $ 7 5  p e r  s a m p l e .  P r i c e s
w i l l  v a r y  f r o m  l a b  t o  l a b  a n d  m a y  d e p e n d  i n  p a r t  u p o n  t h e  n u m b e r  o f  s a m p l e s
s u b m i t t e d .  

M i c r o b i o l o g i s t ’ s  N o t e s :  A l l  p l a t e  c o u n t i n g  a s s a y s  s h a r e  t h e  s a m e  g e n e r a l  s e t  o f
l i m i t a t i o n s  ( p a g e  1 8 ) ,  a n d  t h e i r  r e s u l t s  s h o u l d  b e  i n t e r p r e t e d  a c c o r d i n g l y .  A s s a y s
w h i c h  r e l y  o n  s e l e c t i v e  m i c r o b i o l o g i c a l  m e d i u m  c a r r y  s o m e  d e g r e e  o f  r i s k  f o r
r e t u r n i n g  f a l s e  p o s i t i v e s  ( p a g e  4 4 ) .  T h i s  m e t h o d  c a n  b e  u s e d  f o r  s e v e r a l
p u r p o s e s :  i t  c a n  b e  u s e d  t o  e n u m e r a t e  p o p u l a t i o n s  o f  f u n g i  t h a t  a r e  c l a i m e d  o n
a  p r o d u c t  l a b e l ,  o r  t o  c o n f i r m  t h e  a b s e n c e  o f  c o n t a m i n a t i o n  b y  c u l t u r a b l e  y e a s t s
a n d  m o l d s  a s  p a r t  o f  a  c o m p r e h e n s i v e  N T O  s c r e e n i n g  s t r a t e g y .
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I S O  2 1 5 2 8  -  M i c r o b i o l o g y  o f  t h e  f o o d  c h a i n  —  H o r i z o n t a l
m e t h o d  f o r  t h e  d e t e c t i o n  a n d  e n u m e r a t i o n  o f
E n t e r o b a c t e r i a c e a e .

W h a t  i s  i t ?  A  p l a t e  c o u n t i n g  a s s a y  w h i c h  e n u m e r a t e s  p o p u l a t i o n s  o f
E n t e r o b a c t e r i a c e a e  ( a  f a m i l y  o f  b a c t e r i a  w h i c h  i n c l u d e s  E n t e r o b a c t e r ,
C i t r o b a c t e r ,  K l e b s i e l l a ,  a n d  E .  c o l i )  i n  t e s t e d  s a m p l e s .  S e l e c t i v e  G l u c o s e  O F  a g a r
i s  u s e d  t o  e x c l u d e  t h e  g r o w t h  o f  o t h e r  m i c r o o r g a n i s m s ,  a l l o w i n g  t h e  t a r g e t e d
e n u m e r a t i o n  o f  t h e s e  p o p u l a t i o n s .  

A p p r o p r i a t e  O r g a n i s m s :  A n y  m e m b e r  o f  t h e  f a m i l y  E n t e r o b a c t e r i a c e a e .  

E s t i m a t e d  C o s t  a t  3 r d  P a r t y  L a b s :  G e n e r a l l y ,  l e s s  t h a n  $ 7 5  p e r  s a m p l e .  P r i c e s
w i l l  v a r y  f r o m  l a b  t o  l a b  a n d  m a y  d e p e n d  i n  p a r t  u p o n  t h e  n u m b e r  o f  s a m p l e s
s u b m i t t e d .  

M i c r o b i o l o g i s t ’ s  N o t e s :  A l l  p l a t e  c o u n t i n g  a s s a y s  s h a r e  t h e  s a m e  g e n e r a l  s e t  o f
l i m i t a t i o n s  ( p a g e  1 8 ) ,  a n d  t h e i r  r e s u l t s  s h o u l d  b e  i n t e r p r e t e d  a c c o r d i n g l y .  A s s a y s
w h i c h  r e l y  o n  s e l e c t i v e  m i c r o b i o l o g i c a l  m e d i u m  c a r r y  s o m e  d e g r e e  o f  r i s k  f o r
r e t u r n i n g  f a l s e  p o s i t i v e s  ( p a g e  4 4 ) .  T h i s  m e t h o d  c a n  b e  u s e d  f o r  s e v e r a l
p u r p o s e s :  i t  c a n  b e  u s e d  t o  e n u m e r a t e  p o p u l a t i o n s  o f  E n t e r o b a c t e r i a c e a e  t h a t
a r e  c l a i m e d  o n  a  p r o d u c t  l a b e l ,  o r  t o  c o n f i r m  t h e  a b s e n c e  o f  c o n t a m i n a t i o n  b y
t h e s e  o r g a n i s m s  a s  p a r t  o f  a  c o m p r e h e n s i v e  N T O  s c r e e n i n g  s t r a t e g y .

I S O  4 8 3 3  -  C o l o n y  C o u n t  a t  3 0 ° C  b y  t h e  s u r f a c e  p l a t i n g / p o u r
p l a t i n g  t e c h n i q u e .

W h a t  i s  i t ?  A  p l a t e  c o u n t i n g  a s s a y  w h i c h  e n u m e r a t e s  p o p u l a t i o n s  o f  c u l t u r a b l e
b a c t e r i a  a n d  f u n g i  i n  t e s t e d  s a m p l e s .  

A p p r o p r i a t e  O r g a n i s m s :  A n y  m i c r o o r g a n i s m  t h a t  i s  c u l t u r a b l e  o n  l a b o r a t o r y
g r o w t h  m e d i u m  a n d  u n d e r  s t a n d a r d  l a b o r a t o r y  c o n d i t i o n s  ( m e s o p h i l i c ,  a e r o b i c ,
e t c . ) .  

E s t i m a t e d  C o s t  a t  3 r d  P a r t y  L a b s :  G e n e r a l l y ,  l e s s  t h a n  $ 7 5  p e r  s a m p l e .  P r i c e s
w i l l  v a r y  f r o m  l a b  t o  l a b  a n d  m a y  d e p e n d  i n  p a r t  u p o n  t h e  n u m b e r  o f  s a m p l e s
s u b m i t t e d .  

M i c r o b i o l o g i s t ’ s  N o t e s :  A l l  p l a t e  c o u n t i n g  a s s a y s  s h a r e  t h e  s a m e  g e n e r a l  s e t  o f
l i m i t a t i o n s  ( p a g e  1 8 ) ,  a n d  t h e i r  r e s u l t s  s h o u l d  b e  i n t e r p r e t e d  a c c o r d i n g l y .  T h i s
a s s a y  m a y  b e  c o n d u c t e d  e i t h e r  a s  a  s p r e a d - p l a t e  o r  a  p o u r - p l a t e  a s s a y ,  m e a n i n g
t h a t  c o l o n i e s  m a y  f o r m  b o t h  o n  a n d  w i t h i n  t h e  a g a r  l a y e r  ( p o u r - p l a t e )  o r
e x c l u s i v e l y  a t  t h e  a g a r  s u r f a c e  ( s p r e a d - p l a t e ) .  A n  o p t i o n a l  a g a r  o v e r l a y  s t e p  i s
i n c l u d e d  i n  t h e  m e t h o d  w h i c h ,  i n  s o m e  c a s e s ,  c a n  h e l p  c o n t r o l  t h e  g r o w t h  o f
“ s p r e a d i n g ”  c o l o n i e s  a n d  m a k e  t h e m  e a s i e r  t o  i n t e r p r e t  b y  a  c o u n t i n g
m i c r o b i o l o g i s t .  S e e  p a g e  4 0  f o r  g u i d a n c e  r e g a r d i n g  m a n a g e m e n t  o f  s p r e a d i n g
t y p e  B a c i l l u s  c o l o n i e s  i n  c a s e s  w h e r e  t h i s  m i t i g a t i o n  s t r a t e g y  p r o v e s
u n s u c c e s s f u l .  
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I S O  6 6 1 1  -  M i l k  a n d  m i l k  p r o d u c t s  —  E n u m e r a t i o n  o f  c o l o n y -
f o r m i n g  u n i t s  o f  y e a s t s  a n d / o r  m o l d s  —  C o l o n y - c o u n t
t e c h n i q u e  a t  2 5 ° C .

W h a t  i s  i t ?  A  p l a t e  c o u n t i n g  a s s a y  w h i c h  e n u m e r a t e s  p o p u l a t i o n s  o f  c u l t u r a b l e
f u n g i  ( y e a s t s  a n d  m o l d s )  i n  t e s t e d  s a m p l e s .  S e l e c t i v e  Y e a s t
e x t r a c t / D e x t r o s e / O x y t e t r a c y c l i n e  A g a r  i s  u s e d  t o  e x c l u d e  t h e  g r o w t h  o f  m o s t
b a c t e r i a ,  a l l o w i n g  t h e  t a r g e t e d  e n u m e r a t i o n  o f  y e a s t s  a n d  m o l d s .  

A p p r o p r i a t e  O r g a n i s m s :  A n y  y e a s t  o r  m o l d  t h a t  i s  c u l t u r a b l e  o n  l a b o r a t o r y
g r o w t h  m e d i u m  a n d  u n d e r  s t a n d a r d  l a b o r a t o r y  c o n d i t i o n s  ( m e s o p h i l i c ,  a e r o b i c ,
e t c . ) .  

E s t i m a t e d  C o s t  a t  3 r d  P a r t y  L a b s :  G e n e r a l l y ,  l e s s  t h a n  $ 5 0  p e r  s a m p l e .  P r i c e s
w i l l  v a r y  f r o m  l a b  t o  l a b  a n d  m a y  d e p e n d  i n  p a r t  u p o n  t h e  n u m b e r  o f  s a m p l e s
s u b m i t t e d .  

M i c r o b i o l o g i s t ’ s  N o t e s :  A l l  p l a t e  c o u n t i n g  a s s a y s  s h a r e  t h e  s a m e  g e n e r a l  s e t  o f
l i m i t a t i o n s  ( p a g e  1 8 ) ,  a n d  t h e i r  r e s u l t s  s h o u l d  b e  i n t e r p r e t e d  a c c o r d i n g l y .  A s s a y s
w h i c h  r e l y  o n  s e l e c t i v e  m i c r o b i o l o g i c a l  m e d i u m  c a r r y  s o m e  d e g r e e  o f  r i s k  f o r
r e t u r n i n g  f a l s e  p o s i t i v e s  ( p a g e  4 4 ) .  T h i s  m e t h o d  c a n  b e  u s e d  f o r  s e v e r a l
p u r p o s e s :  i t  c a n  b e  u s e d  t o  e n u m e r a t e  p o p u l a t i o n s  o f  f u n g i  t h a t  a r e  c l a i m e d  o n
a  p r o d u c t  l a b e l ,  o r  t o  c o n f i r m  t h e  a b s e n c e  o f  c o n t a m i n a t i o n  b y  c u l t u r a b l e  y e a s t s
a n d  m o l d s  a s  p a r t  o f  a  c o m p r e h e n s i v e  N T O  s c r e e n i n g  s t r a t e g y .

U S P  6 1  -  M i c r o b i a l  E n u m e r a t i o n  o f  N o n s t e r i l e  P r o d u c t s .

W h a t  i s  i t ?  A  p l a t e  c o u n t i n g  a s s a y  w h i c h  e n u m e r a t e s  p o p u l a t i o n s  o f  c u l t u r a b l e
b a c t e r i a  a n d  f u n g i  i n  t e s t e d  s a m p l e s .

A p p r o p r i a t e  O r g a n i s m s :  A n y  m i c r o o r g a n i s m  t h a t  i s  c u l t u r a b l e  o n  l a b o r a t o r y
g r o w t h  m e d i u m  a n d  u n d e r  s t a n d a r d  l a b o r a t o r y  c o n d i t i o n s  ( m e s o p h i l i c ,  a e r o b i c ,
e t c . ) .  

E s t i m a t e d  C o s t  a t  3 r d  P a r t y  L a b s :  G e n e r a l l y ,  l e s s  t h a n  $ 7 5  p e r  s a m p l e .  P r i c e s
w i l l  v a r y  f r o m  l a b  t o  l a b  a n d  m a y  d e p e n d  i n  p a r t  u p o n  t h e  n u m b e r  o f  s a m p l e s
s u b m i t t e d .  

M i c r o b i o l o g i s t ’ s  N o t e s :  A l l  p l a t e  c o u n t i n g  a s s a y s  s h a r e  t h e  s a m e  g e n e r a l  s e t  o f
l i m i t a t i o n s  ( p a g e  1 8 ) ,  a n d  t h e i r  r e s u l t s  s h o u l d  b e  i n t e r p r e t e d  a c c o r d i n g l y .  T h i s
m e t h o d  i s  c o m m o n l y  u s e d  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  U S P  6 2 ,  w h i c h  i s  a n  e n r i c h m e n t -
b a s e d  m e t h o d  f o r  c o n f i r m i n g  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  s p e c i f i c
m i c r o o r g a n i s m s  ( E s c h e r i c h i a  c o l i ,  S a l m o n e l l a  s p e c i e s ,  S t a p h y l o c o c c u s  a u r e u s ,
P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a ,  B i l e - T o l e r a n t  G r a m - n e g a t i v e  b a c t e r i a ,  C a n d i d a
a l b i c a n s ,  a n d / o r  C l o s t r i d i u m  s p e c i e s )  w i t h i n  a  s a m p l e  m a t r i x .
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U n l i k e  t h e  a n i m a l s  a n d  p l a n t s  c o m m o n  i n  a g r i c u l t u r a l  s e t t i n g s ,  a g r i c u l t u r a l
m i c r o b e s  c a n n o t  b e  i d e n t i f i e d  a t  a  g l a n c e .  A t  t h e  m i c r o s c o p i c  l e v e l ,  s p e c i e s  t h a t
d i f f e r  w i l d l y  i n  t e r m s  o f  p h e n o t y p e  a p p e a r  t o  b e  l i t t l e  m o r e  t h a n  s u b t l e
v a r i a t i o n s  o n  o n e  o r  m o r e  s t r u c t u r a l  t h e m e s  s u c h  a s  r o d s ,  s p i r a l s ,  a n d  g r a p e - l i k e
c o c c i  a m o n g  b a c t e r i a .  I n  t h e  o v e r w h e l m i n g  m a j o r i t y  o f  c a s e s ,  e v e n  t h e  v i s i b l e
c o l o n i e s  t h a t  m i c r o b e s  f o r m  o n  s o l i d  m e d i u m  a r e  n o t  d i s t i n c t  e n o u g h  t o  a l l o w  a n
o b s e r v e r  t o  i s s u e  a  c o n f i d e n t  i d e n t i f i c a t i o n  b a s e d  o n  m o r p h o l o g y  a l o n e .
S e l e c t i v e  a n d  d i f f e r e n t i a l  c u l t u r e  m e d i a  c a n  b e  u s e d  t o  f o r m u l a t e  a  h y p o t h e s i s
r e g a r d i n g  t h e  i d e n t i t y  o f  g r o w n  c o l o n i e s ,  b u t  a s  d e s c r i b e d  i n  A p p e n d i x  I I I  ( p a g e
4 4 ) ,  t h e s e  m e t h o d s  a r e  n o t  i n f a l l i b l e  a n d  c a r r y  a  r i s k  o f  r e t u r n i n g  f a l s e  p o s i t i v e s .
T h e r e f o r e ,  s p e c i a l i z e d  t e c h n i q u e s  a r e  r e q u i r e d  t o  i d e n t i f y  a n y  m i c r o o r g a n i s m
t h a t  h a s  b e e n  i s o l a t e d  f r o m  a  p r o d u c t  s a m p l e .  T h e s e  m e t h o d s  a r e  d e s c r i b e d  i n
d e t a i l  b e l o w .  

W h e n  s e l e c t i n g  a n  i d e n t i f i c a t i o n  m e t h o d  t o  c o n f i r m  t h a t  m i c r o b e s  r e c o v e r e d
d u r i n g  a n  e n u m e r a t i o n  a s s a y  b e l o n g  t o  t h e  s p e c i e s  c l a i m e d  o n  t h e  p r o d u c t  l a b e l ,
i t  i s  i m p o r t a n t  t o  n o t e  t h e  p r e c i s i o n ,  o r  t a x o n o m i c  r e s o l u t i o n ,  o f  t h e  m e t h o d ’ s
r e s u l t s .  M i c r o b i a l  c o l o n i e s  i s o l a t e d  f r o m  a  p r o d u c t  c l a i m i n g  M e t h y l o b a c t e r i u m
s p . ,  f o r  e x a m p l e ,  n e e d  o n l y  b e  i d e n t i f i e d  t o  t h e  t a x o n o m i c  r e s o l u t i o n  o f  g e n u s  t o
c o n f i r m  l a b e l  c l a i m  a g r e e m e n t ;  h o w e v e r ,  i f  t h e  p r o d u c t  c l a i m s  M e t h y l o b a c t e r i u m
a q u a t i c u m  o n  i t s  l a b e l ,  a  m e t h o d  m u s t  b e  s e l e c t e d  w h i c h  i s  a c c u r a t e  t o  t h e
t a x o n o m i c  r e s o l u t i o n  o f  s p e c i e s .  I t  i s  c e r t a i n l y  u n d e r s t a n d a b l e  t h a t  c o m m o n l y
a v a i l a b l e  a n d  i n e x p e n s i v e  m e t h o d s  w i l l  b e  p r e f e r a b l e  t o  m o r e  s p e c i a l i z e d  a n d
e x p e n s i v e  a p p r o a c h e s ;  h o w e v e r ,  c a r e  m u s t  b e  t a k e n  w h e n  i n t e r p r e t i n g  r e s u l t s  i n
c a s e s  w h e r e  t h e  t a x o n o m i c  p r e c i s i o n  o f  t h e  s e l e c t e d  m e t h o d  i s  l o w e r  t h a n  t h e
t a x o n o m i c  r e s o l u t i o n  o f  t h e  p r o d u c t ’ s  l a b e l .  

W h o l e  G e n o m e  S e q u e n c i n g

M e t h o d  O v e r v i e w :  W h o l e - g e n o m e  s e q u e n c i n g  i s  a  c o m p r e h e n s i v e  m e t h o d  f o r
s e q u e n c i n g  e n t i r e  g e n o m e s .  I t  i s  c o n s i d e r e d  t h e  g l o b a l  “ g o l d  s t a n d a r d ”  f o r
i d e n t i f i c a t i o n  o f  u n k n o w n  m i c r o o r g a n i s m s .  

B e n e f i t s :  W h o l e - g e n o m e  s e q u e n c i n g  i s  t h e  m o s t  p r e c i s e  i d e n t i f i c a t i o n  t o o l
a v a i l a b l e  f o r  u n k n o w n  m i c r o o r g a n i s m s .  R e s u l t s  a r e  h i g h l y  a c c u r a t e  a n d  c a n
d i f f e r e n t i a t e  e v e n  c l o s e l y  r e l a t e d  s t r a i n s  o f  t h e  s a m e  m i c r o b i a l  s p e c i e s  f r o m  o n e
a n o t h e r .  

L i m i t a t i o n s :  T h e  m e t h o d  i s  g e n e r a l l y  h i g h e r  c o s t  a n d  h a s  l o n g e r  t u r n a r o u n d
t i m e s  v e r s u s  o t h e r ,  l e s s  a c c u r a t e  i d e n t i f i c a t i o n  m e t h o d s .  T h i s  m e t h o d  i s  n o t  y e t
s t a n d a r d i z e d  i n  a n y  m e t h o d o l o g i c a l  c o m p e n d i u m ,  t h o u g h  i t  e n j o y s  w i d e s p r e a d
u s e  t h r o u g h o u t  t h e  w o r l d .  

C o s t  R a n g e :  U p  t o  $ 5 0 0  p e r  s a m p l e  d e p e n d i n g  o n  t h e  t e s t i n g  l a b o r a t o r y  a n d  t h e
v o l u m e  o f  s a m p l e s  s u b m i t t e d .  N o t e :  f o r  a l l  m e t h o d s ,  i n - h o u s e  t e s t i n g  c a n
d r a m a t i c a l l y  r e d u c e  c o s t ;  h o w e v e r ,  c a p i t a l  i n v e s t m e n t  a n d  t e c h n i c a l  e x p e r t i s e
a r e  r e q u i r e d  t o  e q u i p  a  l a b o r a t o r y  w i t h  t h i s  c a p a b i l i t y .
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1 6 S / 1 8 S / I T S  S e q u e n c i n g

M e t h o d  O v e r v i e w :  T h i s  m e t h o d  i s  b a s e d  o n  s e q u e n c i n g  r R N A  g e n e s ,  w h i c h  a r e
p r e s e n t  i n  a l l  l i v i n g  o r g a n i s m s .  B y  s e q u e n c i n g  t h e  r R N A  g e n e  o f  a n  o r g a n i s m
( 1 6 S  r R N A  f o r  b a c t e r i a ,  1 8 S  r R N A  f o r  e u k a r y o t e s ,  t h e  i n t e r n a l  t r a n s c r i b e d  s p a c e r
o r  I T S  g e n e  f o r  f u n g i )  a n d  c o m p a r i n g  t h e  r e s u l t s  t o  a  d a t a b a s e  o f  g e n e
s e q u e n c e s ,  a  p r o v i s i o n a l  i d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  o r g a n i s m  c a n  b e  o b t a i n e d
.
B e n e f i t s :  T h i s  m e t h o d  o f f e r s  f a s t e r  t u r n a r o u n d  t i m e s  a n d  l o w e r  c o s t  c o m p a r e d
t o  w h o l e - g e n o m e  s e q u e n c i n g .  

L i m i t a t i o n s :  T h i s  m e t h o d  i s  g e n e r a l l y  a c c u r a t e  o n l y  t o  t h e  t a x o n o m i c  l e v e l  o f
g e n u s ,  w h i l e  m o s t  m i c r o b i a l  p r o d u c t s  c l a i m  s p e c i f i c  s p e c i e s  o r  s t r a i n s  o f
m i c r o o r g a n i s m .  A n a l y s i s  o f  t h e s e  g e n e s  u s i n g  a d v a n c e d  s e q u e n c i n g  t e c h n i q u e s
c a n  a l l o w  c o n f i d e n t  i d e n t i f i c a t i o n  t o  t h e  s p e c i e s  l e v e l ,  b u t  t h e s e  a r e  n o t  w i d e l y
a v a i l a b l e  i n  t e s t i n g  l a b o r a t o r i e s .  T h i s  m e t h o d  i s  n o t  y e t  s t a n d a r d i z e d  i n  a n y
m e t h o d o l o g i c a l  c o m p e n d i u m ,  t h o u g h  i t  e n j o y s  w i d e s p r e a d  u s e  t h r o u g h o u t  t h e
w o r l d .  N o t e  t h a t  f o r  m e m b e r s  o f  t h e  g e n u s  B a c i l l u s ,  o t h e r  g e n e  s e q u e n c e s  ( s u c h
a s  t h e  g y r B  g e n e )  m a y  b e  m o r e  a c c u r a t e  t h a n  t h e  1 6 S  g e n e  f o r  t h e  p u r p o s e  o f
i d e n t i f i c a t i o n .  

C o s t  R a n g e :  U p  t o  $ 2 5 0  p e r  s a m p l e  ( b u t  g e n e r a l l y  l e s s  t h a n  $ 5 0  p e r  s a m p l e )
d e p e n d i n g  o n  t h e  t e s t i n g  l a b o r a t o r y  a n d  t h e  v o l u m e  o f  s a m p l e s  s u b m i t t e d .  N o t e :
f o r  a l l  m e t h o d s ,  i n - h o u s e  t e s t i n g  c a n  d r a m a t i c a l l y  r e d u c e  c o s t ;  h o w e v e r ,  c a p i t a l
i n v e s t m e n t  a n d  t e c h n i c a l  e x p e r t i s e  a r e  r e q u i r e d  t o  e q u i p  a  l a b o r a t o r y  w i t h  t h i s
c a p a b i l i t y .

M A L D I - T O F  M a s s  S p e c t r o m e t r y

M e t h o d  O v e r v i e w :  T h i s  m e t h o d  i d e n t i f i e s  b a c t e r i a  a n d  f u n g i  u s i n g  M a t r i x
A s s i s t e d  L a s e r  D e s o r p t i o n  I o n i z a t i o n  T i m e  o f  F l i g h t  ( M A L D I - T O F )  M a s s
S p e c t r o m e t r y .  I t  w o r k s  b y  g e n e r a t i n g  a  h i g h l y  s p e c i f i c  “ m o l e c u l a r  f i n g e r p r i n t ”  o f
p r o t e i n s  r e l e a s e d  f r o m  t h e  c e l l s  w i t h i n  a n  u n k n o w n  c o l o n y  a n d  c o m p a r i n g  t h i s
f i n g e r p r i n t  t o  a  r e f e r e n c e  l i b r a r y .  

B e n e f i t s :  T h i s  m e t h o d  o f f e r s  f a s t e r  t u r n a r o u n d  t i m e s  a n d  l o w e r  c o s t  c o m p a r e d
t o  w h o l e - g e n o m e  s e q u e n c i n g  w h i l e  r e m a i n i n g  a c c u r a t e  t o  t h e  t a x o n o m i c  l e v e l  o f
s p e c i e s .  T h e  s y s t e m  h a s  b e e n  v a l i d a t e d  a n d  c e r t i f i e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  O f f i c i a l
M e t h o d  o f  A n a l y s i s  p r o g r a m  ( O M A )  o f  t h e  A O A C  I n t e r n a t i o n a l  a n d  a c c o r d i n g  t o
t h e  n e w  I S O  1 6 1 4 0 - p a r t  6  s t a n d a r d .
 
L i m i t a t i o n s :  M A L D I - T O F  c a n  o n l y  i d e n t i f y  a n  o r g a n i s m  t h a t  i s  c o n t a i n e d  w i t h i n
i t s  r e f e r e n c e  l i b r a r y .  I n  t h e  e v e n t  t h a t  a  n o v e l  o r g a n i s m  i s  i d e n t i f i e d ,  i t s
i d e n t i f i c a t i o n  c a n  b e  c o n f i r m e d  u s i n g  w h o l e - g e n o m e  s e q u e n c i n g  a n d  t h e
o r g a n i s m  c a n  t h e n  b e  a d d e d  t o  t h e  d a t a b a s e  t o  s u p p o r t  f u t u r e  i d e n t i f i c a t i o n s .
 
C o s t  R a n g e :  U p  t o  $ 1 0 0  p e r  s a m p l e  d e p e n d i n g  o n  t h e  t e s t i n g  l a b o r a t o r y  a n d  t h e
v o l u m e  o f  s a m p l e s  s u b m i t t e d .  N o t e :  f o r  a l l  m e t h o d s ,  i n - h o u s e  t e s t i n g  c a n
d r a m a t i c a l l y  r e d u c e  c o s t ;  h o w e v e r ,  c a p i t a l  i n v e s t m e n t  a n d  t e c h n i c a l  e x p e r t i s e
a r e  r e q u i r e d  t o  e q u i p  a  l a b o r a t o r y  w i t h  t h i s  c a p a b i l i t y .
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P h e n o t y p i c  A r r a y s

M e t h o d  O v e r v i e w :  T h i s  g r o u p  o f  m e t h o d s  i n c l u d e s  p o p u l a r  p l a t f o r m s  s u c h  a s
B i o L o g ,  V I T E K ,  a n d  A P I  a n d  i n v o l v e s  t h e  i n o c u l a t i o n  o f  a  m i c r o b i a l  c u l t u r e  i n t o
t h e  w e l l s  o f  a  9 6 - w e l l  p l a t e  o r  t e s t i n g  c o u p o n .  E a c h  w e l l  c o n t a i n s  a  s p e c i f i c
s u b s t r a t e  a n d  a n  i n d i c a t o r  d y e  t h a t  w i l l  c h a n g e  c o l o r  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  g r o w i n g
c e l l s .  T h e  r e s u l t  i s  a  “ f i n g e r p r i n t ”  o f  t r a i t  e x p r e s s i o n  p a t t e r n s  t h a t  i s  c o m p a r e d
w i t h  a  r e f e r e n c e  l i b r a r y  t o  i s s u e  a n  i d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  o r g a n i s m .  

B e n e f i t s :  T h i s  m e t h o d  i s  a c c u r a t e  t o  t h e  t a x o n o m i c  l e v e l  o f  g e n u s  f o r  m o s t  n o n -
c l i n i c a l  m i c r o b e s  ( s u c h  a s  t h o s e  f o u n d  i n  a g r o n o m i c  m i c r o b i a l s )  a n d  i s
r e c o m m e n d e d  b y  t h e  F D A  a n d  U S D A  f o r  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  p r e s u m p t i v e
p a t h o g e n s .  V a l i d a t e d  A O A C  m e t h o d s  f o r  i d e n t i f i c a t i o n  o f  c e r t a i n  c l i n i c a l l y
s i g n i f i c a n t  o r g a n i s m s  a r e  a v a i l a b l e .  

L i m i t a t i o n s :  T h i s  m e t h o d  h a s  a  l e n g t h y  t u r n a r o u n d  t i m e  r e l a t i v e  t o  m e t h o d s
s u c h  a s  r R N A  s e q u e n c i n g  a n d  M A L D I - T O F ,  a n d  t h e  r e f e r e n c e  l i b r a r y  c a n n o t
g e n e r a l l y  b e  m o d i f i e d  t o  a c c o m m o d a t e  a  n e w  o r g a n i s m  i n  c a s e s  w h e r e  a n
u n k n o w n  m i c r o b e  d o e s  n o t  c u r r e n t l y  e x i s t  w i t h i n  t h e  l i b r a r y .  I t  a l s o  c a n n o t
a c c o m m o d a t e  o r g a n i s m s  o f  t h e  s a m e  s p e c i e s  w h i c h  d i f f e r  i n  t h e i r  b e h a v i o r  f r o m
t h e  t r a i t  “ f i n g e r p r i n t ”  l o a d e d  i n t o  t h e  r e f e r e n c e  l i b r a r y .  

C o s t  R a n g e :  U p  t o  $ 1 0 0  p e r  s a m p l e  d e p e n d i n g  o n  t h e  t e s t i n g  l a b o r a t o r y  a n d  t h e
v o l u m e  o f  s a m p l e s  s u b m i t t e d .  N o t e :  f o r  a l l  m e t h o d s ,  i n - h o u s e  t e s t i n g  c a n
d r a m a t i c a l l y  r e d u c e  c o s t ;  h o w e v e r ,  c a p i t a l  i n v e s t m e n t  a n d  t e c h n i c a l  e x p e r t i s e
a r e  r e q u i r e d  t o  e q u i p  a  l a b o r a t o r y  w i t h  t h i s  c a p a b i l i t y .

T a r g e t - S p e c i f i c  I d e n t i f i c a t i o n  M e t h o d s

M e t h o d s  s u c h  a s  w h o l e - g e n o m e  s e q u e n c i n g ,  1 6 S / 1 8 S  r R N A  s e q u e n c i n g ,  I T S
s e q u e n c i n g ,  M A L D I - T O F ,  a n d  p h e n o t y p i c  a r r a y s  d e s c r i b e d  a b o v e  a r e  t a r g e t -
a g n o s t i c  a s s a y s  d e s i g n e d  t o  i d e n t i f y  a n  u n k n o w n  m i c r o o r g a n i s m .  T h e s e  m e t h o d s
a r e  u s e f u l  f o r  i d e n t i f y i n g  a  m i c r o b e  i s o l a t e d  f r o m  a  c o m m e r c i a l  p r o d u c t ,  w h i c h
c o u l d  b e  a  l a b e l - c l a i m e d  s p e c i e s  o r  a  c o n t a m i n a n t .  I t  m u s t  b e  n o t e d  t h a t  t h e r e
a r e  s e v e r a l  t a r g e t - s p e c i f i c  i d e n t i f i c a t i o n  m e t h o d s  a v a i l a b l e ,  w h i c h  a r e  n o t e d
b e l o w ;  h o w e v e r ,  t h e s e  m e t h o d s  a r e  g e n e r a l l y  o f  l e s s  i n t e r e s t  t o  a  s t a k e h o l d e r
w h o  w i s h e s  t o  i d e n t i f y  a n  u n k n o w n  m i c r o b i a l  i s o l a t e .  

T h e  e n z y m e - l i n k e d  i m m u n o s o r b e n t  a s s a y ,  a l s o  k n o w n  a s  E L I S A ,  w o r k s  b y
d e t e c t i n g  s p e c i f i c  m i c r o b i a l  a n t i g e n s .  I f  a  m i c r o b i o l o g i s t  s u s p e c t s  t h a t  t h e y  m a y
h a v e  i s o l a t e d  a  p a t h o g e n  f r o m  a  t e s t e d  s a m p l e ,  t h e y  c a n  s u b j e c t  t h e  i s o l a t e  t o
a n  E L I S A  a s s a y  s p e c i f i c  t o  t h a t  p a t h o g e n  a n d  u s e  t h e  d a t a  t o  c o n f i r m  o r  r e f u t e
t h e i r  s u s p i c i o n s .  

P o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n ,  a l s o  k n o w n  a s  P C R  ( p a g e  3 4 ) ,  u s e s  t a r g e t - s p e c i f i c
o l i g o n u c l e o t i d e s  t o  d e t e c t  a n  o r g a n i s m  o f  i n t e r e s t  i n  a  s a m p l e .  I f  a
m i c r o b i o l o g i s t  s u s p e c t s  t h a t  t h e i r  i s o l a t e  i s  P s e u d o m o n a s  f l u o r e s c e n s ,  f o r
i n s t a n c e ,  t h e y  m a y  e x t r a c t  i t s  D N A  a n d  t r e a t  i t  w i t h  p r i m e r s  s p e c i f i c  t o  P .
f l u o r e s c e n s .  I f  t h e  p r i m e r s  a m p l i f y  t h e i r  t a r g e t  D N A  s e q u e n c e ,  t h e n  t h e
i d e n t i f i c a t i o n  i s  c o n f i r m e d .  T h i s  a p p r o a c h  r e q u i r e s  t h e  m i c r o b i o l o g i s t  t o
f o r m u l a t e  a  h y p o t h e s i s  r e g a r d i n g  t h e  i d e n t i t y  o f  t h e  u n k n o w n  o r g a n i s m ,  w h i c h  i s
t h e n  c o n f i r m e d  o r  f a l s i f i e d  b y  t h e  E L I S A  o r  P C R  t e s t .  A s  s u c h ,  t h e y  a r e  n o t
g e n e r a l l y  c o n s i d e r e d  u s e f u l  f o r  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  a n  u n k n o w n  i s o l a t e .  
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Chapter  6
Detection of Non-Targeted
Organisms
*Please note that the estimated prices included in this chapter
reflect expectations at the the time of this Handbook’s
publication and may not reflect pricing fluctuations in the
market.
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N o n - t a r g e t e d  o r g a n i s m s  ( N T O )  a r e  d e f i n e d  a s  a n y  m i c r o o r g a n i s m  t h a t  i s  n o t
c l a i m e d  o n  t h e  l a b e l  o f  a  m i c r o b i a l  f o r m u l a t i o n .  N T O  c a n  s o m e t i m e s  e n t e r
m i c r o b i a l  f o r m u l a t i o n s  d u r i n g  t h e  m a n u f a c t u r i n g  p r o c e s s ,  e i t h e r  t h r o u g h
a c c i d e n t a l  m i s - f o r m u l a t i o n  o r  e n v i r o n m e n t a l  c o n t a m i n a t i o n .  I n  g e n e r a l ,  N T O  m a y
b e  b r o k e n  d o w n  i n t o  t h r e e  c a t e g o r i e s :  

K n o w n  P a t h o g e n s  –  T h e s e  i n c l u d e  o r g a n i s m s  o f  c l i n i c a l  s i g n i f i c a n c e ,  s u c h  a s
S a l m o n e l l a ,  E .  c o l i ,  a n d  L i s t e r i a ,  a s  w e l l  a s  k n o w n  p h y t o p a t h o g e n s  s u c h  a s
P s e u d o m o n a s  s y r i n g a e .  

1 .

E n v i r o n m e n t a l  S p o i l a g e  O r g a n i s m s  –  T h e s e  i n c l u d e  o r g a n i s m s  s u c h  a s
E n t e r o b a c t e r ,  C i t r o b a c t e r ,  S e r r a t i a ,  a n d  K l e b s i e l l a  w h i c h  c a n  c a u s e  s p o i l a g e
i n  s o m e  p r o d u c t  t y p e s  o r  c o n t a m i n a t e  i n d u s t r i a l  p r o d u c t i o n  p r o c e s s e s ⁸ .  T h i s
g r o u p  m a y  i n c l u d e  o p p o r t u n i s t i c  h u m a n  p a t h o g e n s .  

2 .

“ M i s p l a c e d  M i c r o b i a l s ”  –  T h e s e  i n c l u d e  o r g a n i s m s  t h a t  a r e  k n o w n  t o  i m p a r t
a g r i c u l t u r a l  b e n e f i t s ,  s u c h  a s  t h o s e  d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  1 ,  b u t  w h i c h  a r e  n o t
c l a i m e d  o n  t h e  p r o d u c t ’ s  l a b e l .  T h o u g h  n o t  n e c e s s a r i l y  o f  c o n c e r n  f r o m  a
p r o d u c t  s a f e t y  o r  e f f i c a c y  p o i n t  o f  v i e w ,  t h e s e  m a y  i m p a c t  c o n s i s t e n c y  o f
p e r f o r m a n c e  a n d  s p e a k  t o  p o o r  Q C  p r o c e s s e s  o n  t h e  p a r t  o f  t h e  m a n u f a c t u r e r .

3 .

I n  t h e o r y ,  c o m p l i a n c e  w i t h  t h e  s p i r i t  o f  l a b e l  c l a i m  a g r e e m e n t  w o u l d  s u g g e s t
t h a t  n o  d e t e c t a b l e  N T O  s h o u l d  b e  a l l o w e d ;  h o w e v e r ,  t h i s  l e v e l  o f  p r o c e s s  c o n t r o l
i s  e x t r e m e l y  d i f f i c u l t  t o  a c h i e v e  i n  p r a c t i c e .  I n  c a s e s  w h e r e  N T O  a r e  d e t e c t e d
w i t h i n  a g r i c u l t u r a l  f o r m u l a t i o n s ,  m a n y  i n d u s t r y  p r o f e s s i o n a l s  r e c o m m e n d
p e r f o r m i n g  a  r i s k  a s s e s s m e n t  f o l l o w i n g  g u i d e l i n e s  f r o m  t h e  U n i t e d  S t a t e s
D e p a r t m e n t  o f  A g r i c u l t u r e  ( h t t p s : / / w w w . u s d a . g o v / c o d e x ) .  T h e s e  g u i d e l i n e s  a r e
b a s e d  o n  t h e  C o d e x  A l i m e n t a r i u s ,  o r  “ F o o d  C o d e ” ,  a  j o i n t  f o o d  s t a n d a r d s  p r o g r a m
i s s u e d  b y  t h e  F o o d  a n d  A g r i c u l t u r e  O r g a n i z a t i o n  ( F A O )  a n d  W o r l d  H e a l t h
O r g a n i z a t i o n .  N o t e :  I t  i s  b e y o n d  t h e  s c o p e  o f  t h i s  d o c u m e n t  t o  p r o p o s e  l i m i t s
a c c e p t a b i l i t y  f o r  N T O  d e t e c t i o n ,  o r  t o  i n f o r m  a n y  a c t i o n  i n  r e s p o n s e  t o  N T O
d e t e c t i o n  o r  t o  a  C o d e x  r i s k  a s s e s s m e n t .  T h e  i n f o r m a t i o n  i n  t h i s  p a r a g r a p h  i s
p r e s e n t e d  o n l y  i n  t h e  s p i r i t  o f  p r o v i d i n g  b a c k g r o u n d  i n f o r m a t i o n  r e l e v a n t  t o  N T O
d e t e c t i o n  e f f o r t s .
 
N T O  d e t e c t i o n  m e t h o d s  m u s t  b e  s e l e c t e d  w i t h  t h e  p r o d u c t ’ s  f o r m u l a t i o n  i n
m i n d .  F o r  e x a m p l e ,  a  t e s t  f o r  P s e u d o m o n a s  c o n t a m i n a t i o n  f o l l o w i n g  I S O  1 3 7 2 0
w o u l d  n o t  b e  s e l e c t e d  f o r  u s e  w i t h  a  P s e u d o m o n a s - c o n t a i n i n g  p r o d u c t ,  a n d  a
s c r e e n i n g  f o r  y e a s t s  a n d  m o l d s  f o l l o w i n g  I S O  2 1 5 2 7  w o u l d  n o t  b e  r e c o m m e n d e d
f o r  a  p r o d u c t  c l a i m i n g  T r i c h o d e r m a  o r  S a c c h a r o m y c e s  o n  i t s  l a b e l .  W h e n
s e l e c t i n g  a  m e t h o d  f o r  d e t e c t i o n  o f  N T O  i n  a n  a g r i c u l t u r a l  f o r m u l a t i o n ,  p r i o r i t y
i s  g i v e n  t o  s t a n d a r d  m e t h o d s  v a l i d a t e d  f o r  n o n - s t e r i l e  a p p l i c a t i o n s  ( f o o d ,
p r o b i o t i c s ,  e t c . )  a s  o p p o s e d  t o  m e t h o d s  v a l i d a t e d  f o r  s t e r i l e  a p p l i c a t i o n s
( p h a r m a c e u t i c a l s ,  e t c . ) .
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V a l i d a t e d  P a t h o g e n - S p e c i f i c  D e t e c t i o n  M e t h o d s

T h e r e  a r e  m a n y  v a l i d a t e d  t a r g e t - s p e c i f i c  a s s a y s  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  k n o w n
p a t h o g e n s  i n  l a b o r a t o r y  m e t h o d o l o g i c a l  c o m p e n d i a .  W h e n  e v a l u a t i n g
a g r i c u l t u r a l  m i c r o b i a l s ,  p r e f e r e n c e  s h o u l d  a l w a y s  b e  g i v e n  t o  N T O  d e t e c t i o n
m e t h o d s  t h a t  h a v e  b e e n  v a l i d a t e d  f o r  u s e  w i t h  p r o b i o t i c s  a n d  f o o d s t u f f s ,  a s
o p p o s e d  t o  m e t h o d s  v a l i d a t e d  f o r  s t e r i l e  m a t r i c e s  s u c h  a s  p h a r m a c e u t i c a l s ,  d u e
t o  t h e  d e c r e a s e d  r i s k  o f  m i s l e a d i n g  r e s u l t s  w h e n  a p p l i e d  t o  b i o l o g i c a l l y  a c t i v e
a n d  h e t e r o g e n e o u s  a g r i c u l t u r a l  m i c r o b i a l s .  T h e r e f o r e ,  o n l y  m e t h o d s  v a l i d a t e d
f o r  u s e  w i t h  n o n s t e r i l e  m a t r i c e s  a r e  p r e s e n t e d  h e r e  f o r  c o n s i d e r a t i o n .  

I t  i s  b e y o n d  t h e  s c o p e  o f  t h i s  d o c u m e n t  t o  p r o p o s e  a  c o m p r e h e n s i v e  b a t t e r y  o f
p a t h o g e n - s p e c i f i c  t e s t s  t h a t  m u s t  b e  r u n  w i t h  e a c h  e v a l u a t i o n  o f  a n  a g r o n o m i c
m i c r o b i a l  p r o d u c t ;  h o w e v e r ,  g e n e r a l l y  s p e a k i n g ,  t h e  m o s t  r o b u s t  s c r e e n i n g
r e g i m e n  p r a c t i c a b l e  s h o u l d  b e  a p p l i e d  t o  m i n i m i z e  t h e  r i s k  o f  o v e r l o o k i n g  a
c l i n i c a l l y  s i g n i f i c a n t  m i c r o o r g a n i s m .

S a l m o n e l l a  D e t e c t i o n  M e t h o d s
I S O  6 5 7 9 - 1 : 2 0 1 7
A O A C  2 0 1 1 . 0 3  ( V I D A S - b a s e d )
A O A C  2 0 1 3 . 0 2  ( P C R - b a s e d )
F D A  B A M  C h a p t e r  5
U S P  6 1 / 6 2

G e n e r i c  E .  c o l i  D e t e c t i o n  M e t h o d s
I S O  7 2 5 1 : 2 0 0 5
A O A C  9 9 1 . 1 4
F D A  B A M  C h a p t e r  4
E P  1 0 . 5
U S P  6 1 / 6 2

E .  c o l i  O 1 5 7 - H 7  D e t e c t i o n  M e t h o d s
U S D A  F o o d  S a f e t y  I n s p e c t i o n  S e r v i c e  ( F S I S )  M L G  5 A . 0 4  ( P C R - b a s e d )
A O A C  P T M #  0 3 1 0 0 2  ( P C R - b a s e d )

L i s t e r i a  D e t e c t i o n  M e t h o d s
I S O  1 1 2 9 0 - 1 : 2 0 1 7
A O A C  9 9 9 . 0 6  ( V I D A S - b a s e d )
A O A C  P T M # 0 8 1 4 0 1  ( P C R - b a s e d )
F D A  B A M  C h a p t e r  1 0
U S D A  F S I S  M L G  8 . 1 0

C l o s t r i d i u m  D e t e c t i o n  M e t h o d s
I S O  7 9 3 7 : 2 0 0 4  ( t a r g e t s  C l o s t r i d i u m  p e r f r i n g e n s )
F D A  B A M  C h a p t e r  1 6  ( t a r g e t s  C l o s t r i d i u m  p e r f r i n g e n s )
U S D A  F S I S  M L G  C h a p t e r  1 3  ( t a r g e t s  C l o s t r i d i u m  p e r f r i n g e n s )
U S P  6 1 / 6 2  ( t a r g e t s  C l o s t r i d i u m )

P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a  D e t e c t i o n  M e t h o d s
I S O  2 2 7 1 7 : 2 0 1 5
U S P  6 1 / 6 2

S t a p h y l o c o c c u s  a u r e u s  D e t e c t i o n  M e t h o d s
I S O  6 8 8 8 - 1 : 2 0 2 1  ( c o a g u l a s e - p o s i t i v e  S t a p h y l o c o c c i )
A O A C  2 0 0 3 . 0 7
F D A  B A M  C h a p t e r  1 2
U S P  6 1 / 6 2

B a c i l l u s  c e r e u s  D e t e c t i o n  M e t h o d s
I S O  7 9 3 2 : 2 0 0 4
F D A  B A M  C h a p t e r  1 4
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C a m p y l o b a c t e r  D e t e c t i o n  M e t h o d s
I S O  1 0 2 7 2 - 1 : 2 0 1 7
A O A C  P T M  # 0 5 1 2 0 1
U S D A  F S I S  M L G  4 1 . 0 4

C r o n o b a c t e r  s a k a z a k i i  D e t e c t i o n  M e t h o d s
I S O  2 2 9 6 4 : 2 0 1 7
F D A  B A M  C h a p t e r  2 9

V i b r i o  c h o l e r a e  D e t e c t i o n  M e t h o d s
I S O  2 1 8 7 2 - 1 : 2 0 1 7
A O A C  O f f i c i a l  M e t h o d  9 8 8 . 2 0
F D A  B A M  C h a p t e r  9

S h i g e l l a  D e t e c t i o n  M e t h o d s
I S O  2 1 5 6 7 : 2 0 0 4
F D A  B A M  C h a p t e r  6

E n t e r o c o c c u s  D e t e c t i o n  M e t h o d s
I S O  7 8 9 9 - 2 : 2 0 0 0
A O A C  P e r f o r m a n c e  T e s t e d  M e t h o d  1 1 1 9 0 2

V a l i d a t e d  D e t e c t i o n  M e t h o d s  f o r  B r o a d  M i c r o b i a l  G r o u p s

A s  n o t e d  a b o v e ,  o r g a n i s m s  s u c h  a s  E n t e r o b a c t e r ,  C i t r o b a c t e r ,  S e r r a t i a ,  a n d
K l e b s i e l l a  a r e  k n o w n  s p o i l a g e  a g e n t s  f o r  a g r i c u l t u r a l  m i c r o b i a l  f o r m u l a t i o n s ⁸ .  A t
t h e  t i m e  o f  t h i s  w r i t i n g ,  t h e r e  a r e  n o  v a l i d a t e d ,  t a r g e t - s p e c i f i c  a s s a y s  t o  d e t e c t
t h e s e  o r g a n i s m s  i n  t e s t e d  s a m p l e s ;  h o w e v e r ,  m a n y  c a n  b e  d e t e c t e d  t h r o u g h  t h e
u s e  o f  v a l i d a t e d  m e t h o d s  i n t e n d e d  t o  d e t e c t  m i c r o b i a l  g r o u p s  a t  t h e  t a x o n o m i c
r e s o l u t i o n  o f  F a m i l y  o r  h i g h e r .  B e c a u s e  t h e s e  a n d  o t h e r  s p o i l a g e  o r g a n i s m s  c a n
p o s e  s o m e  d e g r e e  o f  r i s k  f o r  t h e  e n d  u s e r  ( i n  c a s e s  w h e r e  o p p o r t u n i s t i c
p a t h o g e n s  a r e  p r e s e n t )  o r  i m p a c t  p r o d u c t  e f f i c a c y ,  i t  m a y  b e  c o n s i d e r e d
a d v a n t a g e o u s  t o  s c r e e n  f o r  t h e i r  p r e s e n c e  w h e r e  p r a c t i c a b l e .  

A s  b e f o r e ,  c o n t a m i n a t i o n  d e t e c t i o n  m e t h o d s  m u s t  b e  s e l e c t e d  w i t h  t h e  p r o d u c t ’ s
f o r m u l a t e d  m i c r o o r g a n i s m s  i n  m i n d .  P r o d u c t s  f o r m u l a t e d  w i t h  m i c r o o r g a n i s m s
b e l o n g i n g  t o  t h e  t a x o n o m i c  g r o u p  t a r g e t e d  b y  a n  N T O  d e t e c t i o n  a s s a y  w o u l d  b e
e x p e c t e d  t o  r e t u r n  p o s i t i v e  r e s u l t s  w h e n  t h e s e  m e t h o d s  a r e  u s e d ;  i n  f a c t ,  y o u
m a y  n o t e  t h e  p r e s e n c e  o f  e a c h  m e t h o d  a s  a n  o p t i o n  f o r  t h e  e n u m e r a t i o n  o f  s u c h
m i c r o o r g a n i s m s  i n  C h a p t e r  6 .  I t  i s  t h e r e f o r e  i m p o r t a n t  t o  c a r e f u l l y  s e l e c t  N T O
d e t e c t i o n  m e t h o d s ,  a n d  t o  i n t e r p r e t  r e s u l t s  w i t h  c a u t i o n ,  w h e n  d e a l i n g  w i t h
a g r i c u l t u r a l  m i c r o b i a l  f o r m u l a t i o n s .  

D e t e c t i o n  o f  E n t e r o b a c t e r i a c e a e  a n d  B i l e - T o l e r a n t ,  G r a m - N e g a t i v e  B a c t e r i a
I S O  2 1 5 2 8
A O A C  2 0 0 3 . 0 1
U S P  6 2
U S P  < 2 0 2 1 >

D e t e c t i o n  o f  Y e a s t s  a n d  M o l d s
I S O  2 1 5 2 7 - 1 : 2 0 0 8  
A O A C  2 0 1 4 . 0 5
E P  1 0 . 5
F D A  B A M  C h a p t e r  1 8
U S P  6 1
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A l l  o f  t h e  m i c r o b i o l o g i c a l  m e t h o d s  d e s c r i b e d  f o r  t h e  e n u m e r a t i o n  o f  a g r i c u l t u r a l
m i c r o b i a l s  i n  C h a p t e r  6  h a v e  b e e n  v a l i d a t e d  b y  o r g a n i z a t i o n s  s u c h  a s
I n t e r n a t i o n a l  O r g a n i z a t i o n  f o r  S t a n d a r d i z a t i o n  ( I S O ) ,  t h e  A s s o c i a t i o n  o f  O f f i c i a l
A n a l y t i c a l  C o l l a b o r a t i o n  ( A O A C ) ,  t h e  U S  F o o d  a n d  D r u g  A d m i n i s t r a t i o n  ( F D A ) ,  t h e
U n i t e d  S t a t e s  P h a r m a c o p e i a  ( U S P ) ,  a n d  t h e  U S  D e p a r t m e n t  o f  A g r i c u l t u r e
( U S D A ) .  V a l i d a t i o n  a n d  s t a n d a r d i z a t i o n  e n s u r e  t h a t ,  a l l  e l s e  b e i n g  e q u a l ,
m e t h o d o l o g y  r e m a i n s  c o n s i s t e n t ,  a n d  r e s u l t s  r e m a i n  r e p e a t a b l e  a c r o s s  d i f f e r e n t
l a b o r a t o r i e s  w o r l d w i d e ;  t h e r e f o r e ,  t h e  e v a l u a t i o n  o f  a g r i c u l t u r a l  m i c r o b i a l s
s h o u l d  b e  c o n d u c t e d  u s i n g  v a l i d a t e d ,  c o m p e n d i a l  l a b o r a t o r y  m e t h o d s  w h e n e v e r
p o s s i b l e .  

E v e n  s o ,  i t  i s  n o t  a l w a y s  p o s s i b l e  t o  l i m i t  o n e ’ s  m e t h o d o l o g i c a l  r e p e r t o i r e  t o
s t a n d a r d i z e d ,  v a l i d a t e d  m e t h o d s  w h e n  c h a r a c t e r i z i n g  a g r i c u l t u r a l  m i c r o b i a l
p r o d u c t s .  I t  i s  w e l l - k n o w n  a m o n g  m i c r o b i o l o g i s t s  t h a t ,  g e n e r a l l y  s p e a k i n g ,  l e s s
t h a n  1 %  o f  t h e  m i c r o o r g a n i s m s  i n  a  g i v e n  h a b i t a t  a r e  c u l t u r a b l e  o n  s y n t h e t i c
l a b o r a t o r y  g r o w t h  m e d i u m ,  a  p h e n o m e n o n  s o m e t i m e s  r e f e r r e d  t o  a s  t h e  “ G r e a t
P l a t e  C o u n t  A n o m a l y . ”  T h e  v a s t  m a j o r i t y  o f  m i c r o o r g a n i s m s  o n  e a r t h  f a l l  i n t o  t h e
c a t e g o r y  o f  “ n o n c u l t u r a b l e , ”  a n d  t h e s e  o r g a n i s m s  a r e  f u n d a m e n t a l l y
i n c o m p a t i b l e  w i t h  t h e  s t a n d a r d i z e d ,  c u l t u r e - b a s e d  e n u m e r a t i o n  a s s a y s  f o u n d  i n
m e t h o d o l o g i c a l  c o m p e n d i a .  A l t h o u g h  u n c o m m o n  i n  t h e  i n d u s t r y ,  s u c h
m i c r o o r g a n i s m s  d o  o c c a s i o n a l l y  m a k e  a p p e a r a n c e s  o n  p r o d u c t  l a b e l s ,  i n c l u d i n g
( b u t  n o t  l i m i t e d  t o )  t h e  f o l l o w i n g :  

F a s t i d i o u s  ( “ p i c k y ” )  h e t e r o t r o p h i c  m i c r o b e s .
A u t o t r o p h i c  m i c r o b e s ,  i n c l u d i n g  C y a n o b a c t e r i a .
O b l i g a t e  e n d o p h y t e s  ( s u c h  a s  s o m e  m y c o r r h i z a l  f u n g i ) .
B a c t e r i o p h a g e  v i r u s e s .

W h i l e  f l o w  c y t o m e t r y ,  a  s t a n d a r d i z e d  c u l t u r e - i n d e p e n d e n t  e n u m e r a t i o n  m e t h o d ,
c a n  b e  u s e d  t o  q u a n t i f y  t o t a l  m i c r o b i a l  p o p u l a t i o n s  i n  a  t e s t e d  s a m p l e ,  i t  i s  n o t
t a r g e t  s p e c i f i c  a n d  t h u s  c a n n o t  b e  u s e d  t o  f u l l y  v e r i f y  l a b e l  c l a i m s  f o r  m i x e d -
s p e c i e s  a s s e m b l a g e s .  W h e n  d e a l i n g  w i t h  a s s e m b l a g e s  c o m p r i s e d  o f
n o n c u l t u r a b l e  m i c r o o r g a n i s m s ,  t h e  u s e  o f  m e t h o d s  d r a w n  f r o m  p e e r - r e v i e w e d
a c a d e m i c  l i t e r a t u r e  m a y  b e  r e q u i r e d  t o  p r o d u c e  f a i r  a n d  a c c u r a t e  e n u m e r a t i o n
r e s u l t s ⁵ .  I n  t h e s e  c a s e s ,  p e e r - r e v i e w e d  m e t h o d s  m a y  b e  o n b o a r d e d  a n d  e x e c u t e d
i n  t h e  f e r t i l i z e r  t e s t i n g  l a b  o r ,  o f t e n  p r e f e r a b l y ,  a  m i c r o b i o l o g y  l a b  w i t h  a n  R & D
m i c r o b i o l o g y  d e p a r t m e n t  c a n  b e  i d e n t i f i e d  t o  c a r r y  o u t  t h e  m e t h o d .  M o s t  o f
t h e s e  m e t h o d s  f a l l  i n t o  o n e  o f  t h e  c a t e g o r i e s  d e s c r i b e d  b e l o w .  

D i r e c t  M i c r o s c o p i c  C o u n t s

T h i s  i s  a  t a r g e t - a g n o s t i c  m e t h o d  f o r  d e t e r m i n a t i o n  o f  t o t a l  c e l l  c o u n t  t h a t
i n v o l v e s  l o a d i n g  a  s a m p l e  o f  m i c r o b i a l  s u s p e n s i o n  o n t o  a  s p e c i a l i z e d  s l i d e  w i t h
N e u b a u e r  r u l i n g s  w h i c h  f a c i l i t a t e  g r i d  c o u n t i n g .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  c e l l s  i n  a
t e s t e d  s a m p l e ,  w i t h  u n i t s  o f  c e l l s  p e r  m i l l i l i t e r ,  c a n  b e  c a l c u l a t e d  b y  m u l t i p l y i n g
t h e  n u m b e r  o f  c e l l s  c o u n t e d  p e r  g r i d  b y  t h e  d i l u t i o n  f a c t o r ,  a n d  t h e n  m u l t i p l y i n g
b y  a  c o n v e r s i o n  f a c t o r  b a s e d  o n  t h e  v o l u m e  o f  t h e  c o u n t i n g  g r i d .  T o  d i f f e r e n t i a t e
l i v e  c e l l s  f r o m  d e a d  c e l l s ,  s a m p l e s  m a y  b e  s u b j e c t e d  t o  v i t a l  s t a i n i n g  ( a l s o
k n o w n  a s  v i a b i l i t y  s t a i n i n g ) .  W h e n  B a c i l l u s  e n d o s p o r e s  a r e  p r e s e n t ,  p h a s e
c o n t r a s t  m i c r o s c o p y  m a y  b e  e m p l o y e d  t o  d i f f e r e n t i a t e  d o r m a n t  e n d o s p o r e s
( p h a s e - b r i g h t )  f r o m  m e t a b o l i c a l l y  a c t i v e  e n d o s p o r e s  ( p h a s e - d a r k ) .  

A l t h o u g h  t h i s  m e t h o d  i s  r a p i d  a n d  i n e x p e n s i v e ,  t h e  l i m i t a t i o n s  o f  d i r e c t
m i c r o s c o p i c  c o u n t s  g e n e r a l l y  p r e c l u d e  t h e i r  u s e  f o r  c o n f i r m a t i o n  o f  a g r o n o m i c
m i c r o b i a l  l a b e l s  c l a i m s .  V a l i d a t e d  a n d  s t a n d a r d i z e d  c u l t u r e - b a s e d  a s s e s s m e n t s
o f  c e l l  c o n c e n t r a t i o n  a r e  a v a i l a b l e  f o r  m o s t  r e l e v a n t  m i c r o o r g a n i s m s ,  a n d
c u l t u r e - d e p e n d e n t  b i o a s s a y s  a r e  a v a i l a b l e  f o r  t h e  e n u m e r a t i o n  o f  m y c o r r h i z a l
f u n g i  ( A p p e n d i x  V ) .  I n  t h e  c a s e  o f  n o n c u l t u r a b l e  o r g a n i s m s ,  I S O  1 9 3 4 4  p r o v i d e s  a
v a l i d a t e d  f l o w - c y t o m e t r y  m e t h o d  w h i c h  i n c l u d e s  a  v i a b i l i t y  c o m p o n e n t .  T h e s e
m e t h o d s  w o u l d  a l l  b e  c o n s i d e r e d  p r e f e r a b l e  t o  a  t a r g e t  a g n o s t i c ,  n o n - v a l i d a t e d
m e t h o d  l i k e  t h e  D i r e c t  M i c r o s c o p i c  C o u n t .      



P A G E  3 4

P C R - B a s e d  M e t h o d s

P o l y m e r a s e  C h a i n  R e a c t i o n  ( P C R )  i s  a  m o l e c u l a r  t e c h n i q u e  f o r  t h e  a m p l i f i c a t i o n
o f  s e l e c t e d  D N A  s e q u e n c e s  u s i n g  t a r g e t - s p e c i f i c  o l i g o n u c l e o t i d e s  a n d  t h e  h e a t -
s t a b l e  D N A  p o l y m e r a s e  o f  t h e  b a c t e r i u m  T h e r m u s  a q u a t i c u s .  A s  n o t e d  i n  C h a p t e r
8 ,  s o m e  t a r g e t - s p e c i f i c  p a t h o g e n  d e t e c t i o n  a s s a y s  a r e  b a s e d  o n  P C R  t e c h n o l o g y .
D u r i n g  a  P C R  a s s a y ,  a  t h e r m a l  c y c l e r  a l l o w s  f o r  r e p e a t e d  d e n a t u r a t i o n  o f  d o u b l e -
s t r a n d e d  D N A  f o l l o w e d  b y  t h e  a n n e a l i n g  o f  c u s t o m  o l i g o n u c l e o t i d e s  a n d  t h e
e x t e n s i o n  o f  a  c o m p l i m e n t a r y  s t r a n d  o f  D N A .  I n  q u a l i t a t i v e  a s s a y s ,  t h e  r e a c t i o n
i s  a l l o w e d  t o  p r o c e e d  t o  c o m p l e t i o n  p r i o r  t o  d e t e c t i o n  o f  t h e  a m p l i f i e d  s t r a n d
( o r  l a c k  t h e r e o f )  u s i n g  m e t h o d s  s u c h  a s  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s .  Q u a n t i t a t i v e  a s s a y s
u t i l i z e  v a r i o u s  a p p r o a c h e s  t o  c o r r e l a t e  P C R  r e s u l t s  w i t h  k n o w n  s t a n d a r d s ,
a l l o w i n g  f o r  t h e  q u a n t i f i c a t i o n  o f  s p e c i f i c  m i c r o b i a l  p o p u l a t i o n s .  

P C R - b a s e d  a s s a y s  c o m e  i n  t h r e e  f o r m s :  

E n d p o i n t  P C R  a l l o w s  t h e  P C R  r e a c t i o n  t o  p r o c e e d  t o  c o m p l e t i o n ,  r e a c h i n g  a n
“ e n d p o i n t ”  f o l l o w e d  b y  p h y s i c a l  d e t e c t i o n  o f  t h e  t a r g e t e d  D N A  s e q u e n c e  u s i n g
m e t h o d s  s u c h  a s  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s .  T h i s  m e t h o d  i s  u s e d  f o r  d e t e c t i o n  o f  a
t a r g e t e d  D N A  s e q u e n c e  o n l y  a n d  c a n n o t  b e  u s e d  f o r  q u a n t i f i c a t i o n  o f
m i c r o b i a l  p o p u l a t i o n s .  

R e a l - T i m e  P C R  ( R T - P C R ) ,  a l s o  k n o w n  a s  q u a n t i t a t i v e  P C R  ( q P C R ) ,  i s  a
q u a n t i t a t i v e  m e t h o d  t h a t  c o m b i n e s  f l u o r o p h o r e - l a b e l e d  o l i g o n u c l e o t i d e
p r o b e s  w i t h  t h e  f o r w a r d  a n d  r e v e r s e  p r i m e r  s e q u e n c e s  t h a t  p o w e r  e n d p o i n t
P C R  a s s a y s .  D u r i n g  t h e  t h e r m a l  c y c l i n g  p r o c e s s ,  t h e s e  p r o b e s  a n n e a l  t o  t h e
t e m p l a t e  s t r a n d  a n d  a r e  f o r c e d  o f f  d u r i n g  r e p l i c a t i o n ,  r e l e a s i n g  t h e i r  b o u n d
f l u o r o p h o r e  a n d  c a u s i n g  i t  t o  p r o d u c e  l i g h t .  Q u a n t i f i c a t i o n  i s  a c h i e v e d  b y
c o r r e l a t i n g  t h e  l a g  t i m e  b e t w e e n  t h e  i n i t i a t i o n  o f  t h e r m a l  c y c l i n g  a n d  t h e
p r e s e n c e  o f  a  d e t e c t a b l e  f l u o r e s c e n t  s i g n a l  w i t h  k n o w n  c e l l  c o n c e n t r a t i o n s ,
a l l o w i n g  f o r  t h e  i n t e r p o l a t i o n  o f  c o n c e n t r a t i o n  w i t h i n  t h e  t e s t e d  s a m p l e .
W h e n  p r e p a r i n g  s t a n d a r d  c u r v e s  a n d  i n t e r p o l a t i n g  d a t a  f r o m  R T - P C R  a s s a y s ,  i t
i s  i m p o r t a n t  t o  a d h e r e  t o  t h e  M i n i m u m  I n f o r m a t i o n  f o r  t h e  P u b l i c a t i o n  o f
Q u a n t i t a t i v e  R e a l - T i m e  P C R  E x p e r i m e n t s  ( M I Q E )  g u i d e l i n e s  i n  o r d e r  t o
e n s u r e  t h e  a c c u r a c y  o f  r e p o r t e d  e n u m e r a t i o n  v a l u e s ⁶ .  

D r o p l e t  D i g i t a l  P C R  ( d d P C R )  i s  a  c o m p a r a t i v e l y  r e c e n t  P C R  t e c h n o l o g y  w h i c h
p a r t i t i o n s  D N A  e x t r a c t e d  f r o m  a  p r o d u c t  s a m p l e  i n t o  t h o u s a n d s  o f  i n d i v i d u a l
“ d r o p l e t s ” ,  w h i c h  s e r v e  a s  r e a c t i o n  v e s s e l s ,  p r i o r  t o  D N A  a m p l i f i c a t i o n .  W h i l e
t h e  t e c h n i c a l  d e t a i l s  a r e  b e y o n d  t h e  s c o p e  o f  t h i s  m a n u a l ,  t h e  d d P C R  a s s a y  i s
g e n e r a l l y  c o n s i d e r e d  s u p e r i o r  t o  R T - P C R  f o r  t h e  q u a n t i t a t i o n  o f  l o w  D N A
c o n c e n t r a t i o n s  f r o m  w i t h i n  h e t e r o g e n e o u s  s a m p l e s ⁷ .  

W h i l e  p r e f e r a b l e  t o  p l a t e  c o u n t i n g  a s s a y s  f o r  t h e  e n u m e r a t i o n  o f  n o n c u l t u r a b l e
o r g a n i s m s ,  P C R  a s s a y s  a r e  n o t  w i t h o u t  t h e i r  l i m i t a t i o n s .  P i p e t t i n g  e r r o r ,  s a m p l e
h e t e r o g e n e i t y ,  a n d  d i f f e r i n g  D N A  y i e l d s  a c r o s s  s a m p l e  t y p e s  c a n  a l l  i m p a c t  t h e
a c c u r a c y  o f  P C R  a s s a y s ⁸ .  A d d i t i o n a l l y ,  P C R  a s s a y s  a r e  n o t  c a p a b l e  o f
d i s t i n g u i s h i n g  b e t w e e n  D N A  f r o m  l i v i n g  c e l l s  a n d  D N A  f r o m  d e a d  c e l l s ,
p o t e n t i a l l y  l e a d i n g  t o  o v e r e s t i m a t i o n  o f  t h e  v i a b l e  m i c r o b i a l  p o p u l a t i o n  w i t h i n  a
m i c r o b i a l  p r o d u c t  s a m p l e .  F o r  t h i s  r e a s o n ,  i t  i s  a d v a n t a g e o u s  t o  c o u p l e  P C R
a s s a y s  w i t h  a  v i a b i l i t y  c o m p o n e n t  t o  i n a c t i v a t e  e x t r a c e l l u l a r  D N A .  O n e  s u c h
o p t i o n  i s  p r o p i d i u m  m o n o a z i d e ,  a  p h o t o a c t i v e  a n d  m e m b r a n e - i m p e r m e a b l e  d y e
w h i c h  c r o s s - l i n k s  e x t r a c e l l u l a r  D N A  w h e n  e x p o s e d  t o  s p e c i f i c  l i g h t  w a v e l e n g t h s
i n  a  p h o t o l y s i s  u n i t ⁹  ¹ ⁰ .  
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W h e n  s e l e c t i n g  a  P C R  a s s a y  f o r  t h e  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  a n  a g r o n o m i c  m i c r o b i a l
p r o d u c t ,  c a r e  m u s t  b e  t a k e n  t o  s e l e c t  a n  a p p r o p r i a t e  o l i g o n u c l e o t i d e  s c h e m e  f o r
t h e  o r g a n i s m s  c l a i m e d  o n  t h e  p r o d u c t  l a b e l .  T a r g e t  s p e c i f i c  p r o b e  a n d  p r i m e r
s e q u e n c e s  n o t  d e v e l o p e d  b y  t h e  p r o d u c t ’ s  m a n u f a c t u r e r  m u s t  b e  v a l i d a t e d  f o r
t h e i r  a b i l i t y  t o  d e t e c t  t h e  f o r m u l a t e d  m i c r o o r g a n i s m  b e f o r e  t h e i r  r e s u l t s  c a n  b e
i n t e r p r e t e d  w i t h  c o n f i d e n c e .  I n  t h e  a b s e n c e  o f  a p p r o p r i a t e  p r o b e  a n d  p r i m e r
s e q u e n c e s  i n  t h e  p u b l i s h e d  l i t e r a t u r e  o r  p r o v i d e d  b y  t h e  m a n u f a c t u r e r ,  i t  m a y  b e
n e c e s s a r y  t o  d e v e l o p  a n d  o p t i m i z e  b e s p o k e  o l i g o n u c l e o t i d e  s c h e m e s  t o  e v a l u a t e
t h e  o r g a n i s m  i n  q u e s t i o n .  T h e s e  f a c t o r s  m u s t  b e  t a k e n  i n t o  c o n s i d e r a t i o n  p r i o r
t o  t h e  s e l e c t i o n  o f  P C R  a s  t h e  m e t h o d  o f  c h o i c e  f o r  e v a l u a t i o n  o f  a n  a g r o n o m i c
m i c r o b i a l  p r o d u c t .  

F i n a l l y ,  c a r e  s h o u l d  b e  t a k e n  w h e n  a p p l y i n g  P C R - b a s e d  m e t h o d s  t o  f o r m u l a t i o n s
c o n t a i n i n g  b a c t e r i a l  e n d o s p o r e s ,  s u c h  a s  t h o s e  f o r m e d  b y  m e m b e r s  o f  t h e
g e n e r a  B a c i l l u s  a n d  C l o s t r i d i u m ,  a s  t h e  t o u g h  p r o t e c t i v e  l a y e r s  p r e s e n t  i n  t h e s e
c e l l  t y p e s  o f t e n  c o m p l i c a t e  D N A  e x t r a c t i o n  e f f o r t s ,  l e a d i n g  i n  s o m e  c a s e s  t o
u n d e r e s t i m a t i o n  o f  e n d o s p o r e  p o p u l a t i o n s ¹ ¹ .  W h i l e  t h i s  e f f e c t  c a n  b e  m i t i g a t e d
u s i n g  c u s t o m i z e d  s a m p l e  p r e p a r a t i o n  p r o t o c o l s ¹ ² ,  t h e s e  a p p r o a c h e s  a r e  o f t e n
t i m e - c o n s u m i n g  a n d  m u s t  b e  o p t i m i z e d  f o r  u s e  w i t h  s p e c i f i c  b a c t e r i a l  s t r a i n s .

B i o a s s a y s  f o r  M y c o r r h i z a l  F u n g i

I n  t h e  c o n t e x t  o f  a g r i c u l t u r a l  m i c r o b i o l o g y ,  b i o a s s a y s  a r e  m e t h o d s  u s e d  t o
e v a l u a t e  p o p u l a t i o n s  o f  m i c r o o r g a n i s m s  b a s e d  o n  t h e i r  a b i l i t y  t o  c o l o n i z e  l i v i n g
c e l l s .  T h e s e  m e t h o d s  a r e  m o s t  c o m m o n l y  u s e d  f o r  o b l i g a t e  e n d o p h y t e s ,  d e f i n e d
a s  m i c r o o r g a n i s m s  w h i c h  l i v e  w i t h i n  t h e  c e l l s  o r  t i s s u e s  o f  t h e i r  h o s t  p l a n t s  f o r
a l l  o f  t h e i r  l i f e  c y c l e  w i t h o u t  c a u s i n g  d i s e a s e .  T h i s  c a t e g o r y  i n c l u d e s  t h e
m y c o r r h i z a l  f u n g i ,  m a n y  o f  w h i c h  c a n n o t  b e  c u l t u r e d  o n  s y n t h e t i c  l a b o r a t o r y
c u l t u r e  m e d i u m .  N o t e  t h a t  m a n y  o f  t h e  m i c r o o r g a n i s m s  c o v e r e d  i n  t h i s  m a n u a l
a r e  c a p a b l e  o f  a d o p t i n g  e n d o p h y t i c  l i f e s t y l e s ;  h o w e v e r ,  t h e y  r e t a i n  t h e  a b i l i t y  t o
f o r m  c o l o n i e s  o n  s y n t h e t i c  c u l t u r e  m e d i u m  a n d  a r e  t h e r e f o r e  a b l e  t o  b e
e v a l u a t e d  b y  c u l t u r e - b a s e d  t e c h n i q u e s  w i t h o u t  r e s o r t i n g  t o  b i o a s s a y s .
 
B i o a s s a y s  s u c h  a s  t h e  M o s t  P r o b a b l e  N u m b e r  ( M P N )  a s s a y  a r e  m o s t  f r e q u e n t l y
u s e d  i n  a g r i c u l t u r a l  m i c r o b i o l o g y  f o r  t h e  e v a l u a t i o n  o f  v i a b l e  p r o p a g u l e s  o f
m y c o r r h i z a l  f u n g i  w i t h i n  p r o d u c t  f o r m u l a t i o n s .  T h i s  a p p r o a c h  i n v o l v e s  p r e p a r i n g
s e r i a l  d i l u t i o n s  o f  a n  A M F  i n o c u l a n t  a n d  a p p l y i n g  t h e  v a r i o u s  d i l u t i o n s  t o  s e v e r a l
r e p l i c a t e s  o f  a n  a p p r o p r i a t e  p l a n t  h o s t .  T h i s  a l l o w s  t h e  r e s e a r c h e r  t o  e x t r a p o l a t e
p r o p a g u l e  o r  s p o r e  c o n c e n t r a t i o n  b y  a s s e s s i n g  t h e  e x t e n t  o f  r o o t  c o l o n i z a t i o n  a t
d i f f e r e n t  d i l u t i o n  l e v e l s .  A t  p r e s e n t ,  t h e s e  b i o a s s a y s  a r e  l i m i t e d  t o  r e g u l a t o r y
c o m p e n d i a  a n d  t o  a c a d e m i c  l i t e r a t u r e ¹ ³ .  A t  t h e  t i m e  o f  t h i s  w r i t i n g ,  t h e
E u r o p e a n  s t a n d a r d i z a t i o n  c o m m i t t e e  C E N ’ s  T e c h n i c a l  C o m m i t t e e  4 5 5  –  P l a n t
B i o s t i m u l a n t s  i s  e s t a b l i s h i n g  s t a n d a r d  m e t h o d s  f o r  t h e  e v a l u a t i o n  o f  A M F
i n o c u l a n t s .  T h e s e  s t a n d a r d s  w i l l  b e  t e s t e d  a n d  v e r i f i e d  i n  E u r o p e  a n d ,
e v e n t u a l l y ,  w i l l  b e  a d d e d  t o  t h e  I S O  c o m p e n d i u m  f o l l o w i n g  c o m p l e t i o n  o f  t h e
r e q u i s i t e  v a l i d a t i o n  p r o c e s s .  S e e  A p p e n d i x  I V  f o r  a n  e x a m p l e  o f  a  b i o a s s a y  u s e d
t o  e n u m e r a t e  m y c o r r h i z a l  f u n g i  i n  J a p a n e s e  l a b o r a t o r i e s ,  a u t h o r e d  b y  t h e
J a p a n e s e  M i n i s t r y  o f  A g r i c u l t u r e ,  F o r e s t r y  a n d  F i s h e r i e s .  

B e c a u s e  t h e y  r e l y  u p o n  t h e  c u l t i v a t i o n  o f  l i v i n g  p l a n t s ,  b i o a s s a y s  a r e  t i m e
c o n s u m i n g  a n d  r e q u i r e  s p e c i a l i z e d  e q u i p m e n t  t o  e x e c u t e  p r o p e r l y .  C a r e  m u s t  b e
t a k e n  t o  s e l e c t  a  f a c i l i t y  t h a t  i s  e x p e r i e n c e d  w i t h  t h e s e  m e t h o d s  t o  a v o i d  t h e
r i s k  o f  f a l s e  n e g a t i v e  r e s u l t s .  I t  i s  a l s o  c r i t i c a l  t o  e n s u r e  t h a t  b i o a s s a y s  t a r g e t i n g
a  s p e c i f i c  m i c r o o r g a n i s m  a r e  e x e c u t e d  u s i n g  a x e n i c  –  o r  t a x o n o m i c a l l y  “ p u r e ”  –
p r o d u c t  p r e p a r a t i o n s  i n  o r d e r  t o  e n s u r e  t h a t  a n y  m e a s u r e d  r e s u l t s  a r e
a t t r i b u t a b l e  t o  t h e  o r g a n i s m  o f  i n t e r e s t .  
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P l a q u e  A s s a y s

R a r e l y ,  o n e  m a y  e n c o u n t e r  a g r i c u l t u r a l  m i c r o b i a l  f o r m u l a t i o n s  w h i c h  c o n t a i n
b a c t e r i o p h a g e  v i r u s e s ,  o r  “ p h a g e s ”  f o r  s h o r t .  T h e s e  v i r u s e s  a r e  h o s t - s p e c i f i c  a n d
i n f e c t  o n l y  s e l e c t e d  s p e c i e s  o f  b a c t e r i a ,  m a k i n g  t h e m  a t t r a c t i v e  f o r  b i o c o n t r o l
a p p l i c a t i o n s  s u c h  a s  s e e d  c o a t i n g  a n d  f o l i a r  s p r a y s .  B e c a u s e  a  v i r u s  i s  n o t  a  s e l f -
r e p l i c a t i n g  b i o l o g i c a l  e n t i t y ,  i t  m u s t  b e  e v a l u a t e d  t h r o u g h  c u l t u r e - i n d e p e n d e n t
m e a n s  o r  c u l t u r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a  s u i t a b l e  b a c t e r i a l  h o s t .  S e v e r a l  o f  t h e
m e t h o d s  d e s c r i b e d  a b o v e ,  s u c h  a s  R T - P C R ,  d d P C R ,  a n d  f l o w  c y t o m e t r y ,  c a n  b e
u s e d  t o  e n u m e r a t e  b a c t e r i o p h a g e  s u s p e n s i o n s ;  h o w e v e r ,  t h e y  h a v e  w e l l -
d o c u m e n t e d  l i m i t a t i o n s  w h e n  a p p l i e d  t o  p h a g e s .  P C R - b a s e d  a s s a y s  a r e  m o r e
d i f f i c u l t  t o  c o u p l e  w i t h  a  v i a b i l i t y  c o m p o n e n t  w h e r e  p h a g e s  a r e  c o n c e r n e d ,
l e a d i n g  t o  f r e q u e n t  o v e r e s t i m a t i o n  o f  p h a g e  t i t e r  i n  t e s t e d  s a m p l e s ¹ ⁴  ¹ ⁵ .
A d d i t i o n a l l y ,  t h e s e  m e t h o d s  a r e  n o t  c a p a b l e  o f  d e t e r m i n i n g  w h e t h e r  a  p h a g e
r e m a i n s  i n f e c t i v e  t o  i t s  t a r g e t e d  p a t h o g e n ,  w h i c h  i s  t h e  k e y  m e a s u r e  o f  i n t e r e s t
f o r  t h e  g r o w e r .  

T o  e n s u r e  t h e  m o s t  a c c u r a t e  e n u m e r a t i o n  p o s s i b l e  f o r  p h a g e  p r e p a r a t i o n s ,  m o s t
m i c r o b i o l o g i s t s  r e l y  o n  p l a q u e  a s s a y s  s u c h  a s  t h e  D o u b l e  A g a r  O v e r l a y .  T h i s
m e t h o d  e s t i m a t e s  p h a g e  t i t e r  b a s e d  o n  t h e  a b u n d a n c e  o f  p l a q u e s  -  c l e a r a n c e
z o n e s  i n  a n  o t h e r w i s e  o p a q u e  l a w n  o f  b a c t e r i a l  g r o w t h  -  o n  a  p l a t e  i n o c u l a t e d
w i t h  a  d i l u t e d  p h a g e  p r e p a r a t i o n .  I n  t h i s  m a n n e r ,  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  v i r u l e n t
p h a g e  p a r t i c l e s  m a y  b e  e s t i m a t e d  b y  t h e  c o u n t i n g  t e c h n i c i a n  i n  t e r m s  o f  p l a q u e
f o r m i n g  u n i t s  o r  P F U  p e r  m i l l i l i t e r  o r  m i l l i g r a m  o f  s a m p l e .  T h e  P F U  i s  t h e  v i r a l
a n s w e r  t o  t h e  b a c t e r i a l  a n d  f u n g a l  C F U ,  o r  c o l o n y - f o r m i n g  u n i t ,  w h i c h  r e i g n s
s u p r e m e  a s  t h e  u n i t  o f  m e a s u r e  f o r  t h e  e n u m e r a t i o n  o f  m o s t  b i o l o g i c a l  p r o d u c t s .

I S O  1 0 7 0 5  i s  a  s t a n d a r d i z e d  a n d  v a l i d a t e d  p l a q u e  a s s a y  t a r g e t i n g  c o l i p h a g e s ,  o r
p h a g e s  w h i c h  t a r g e t  c o l i f o r m  b a c t e r i a ,  a n d  i s  f r e q u e n t l y  u s e d  i n  e n v i r o n m e n t a l
m o n i t o r i n g  l a b s .  V a r i a t i o n s  o f  t h i s  m e t h o d  u t i l i z i n g  d i f f e r e n t  h o s t  b a c t e r i a  ( w i t h
c o r r e s p o n d i n g  m o d i f i c a t i o n s  t o  i n c u b a t i o n  t i m e ,  t e m p e r a t u r e ,  a n d  c u l t u r e
m e d i u m  i f  n e e d e d )  a r e  o f t e n  u s e d  t o  e v a l u a t e  a g r i c u l t u r a l  b a c t e r i o p h a g e
f o r m u l a t i o n s .  I t  m u s t  b e  n o t e d  t h a t  s o m e  o f  t h e  s a m e  l i m i t a t i o n s  t h a t  i m p a c t  t h e
a c c u r a c y  o f  t h e  A P C  a s s a y  ( p a g e  1 4 )  a r e  r e l e v a n t  t o  p l a q u e  a s s a y s  a s  w e l l ,  a n d
t h e r e f o r e  s p e c i a l  c a r e  m u s t  b e  t a k e n  w h e n  i n t e r p r e t i n g  p l a q u e  a s s a y  d a t a  s e t s .
 

N e x t - G e n e r a t i o n  S e q u e n c i n g

T h e  a d v e n t  o f  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  N e x t - G e n e r a t i o n  S e q u e n c i n g  ( N G S )
t e c h n o l o g y  h a s  a l l o w e d  m i c r o b i o l o g i s t s  t o  p r o f i l e  e n t i r e  c o m m u n i t i e s  o f
m i c r o o r g a n i s m s .  A s  n o t e d  i n  C h a p t e r  5 ,  b a c t e r i a  a n d  a r c h a e a  c a n  b e  i d e n t i f i e d
u s i n g  t h e  h i g h l y  c o n s e r v e d  1 6 S  g e n e ,  w h i l e  f u n g i  c a n  b e  i d e n t i f i e d  u s i n g  t h e  1 8 s
o r  I T S  g e n e s .  N G S  t e c h n o l o g y  a l l o w s  l a b o r a t o r y  m i c r o b i o l o g i s t s  t o  e v a l u a t e  t h e
m i c r o b i a l  d i v e r s i t y  o f  e n t i r e  c o m m u n i t i e s ,  i n c l u d i n g  t h o s e  f o u n d  i n  m i c r o b i a l l y
a c t i v e  p r o d u c t s  s u c h  a s  p r o b i o t i c s ¹ ⁶ .  T h e s e  t o o l s  c a n  b e  u s e f u l  f o r  v e r i f y i n g  t h e
t a x o n o m i c  c o m p o s i t i o n  o f  c o m p l e x  m i c r o b i a l  f o r m u l a t i o n s  ( C h a p t e r  2 ) ;  h o w e v e r ,
t h e y  a r e  o n l y  a b l e  t o  d e t e r m i n e  t h e  i d e n t i t y  a n d  r e l a t i v e  a b u n d a n c e  o f  t h e s e
o r g a n i s m s  a n d  a r e  g e n e r a l l y  p r e c i s e  o n l y  t o  t h e  t a x o n o m i c  r e s o l u t i o n  o f  g e n u s .
F u r t h e r m o r e ,  a s  n o t e d  f o r  P C R - b a s e d  m e t h o d o l o g i e s ,  N G S - b a s e d  c o m m u n i t y
p r o f i l i n g  a s s a y s  m u s t  b e  p a i r e d  w i t h  a  v i a b i l i t y  a s s u r a n c e  p r o t o c o l  i n  o r d e r  t o
r e d u c e  t h e  l i k e l i h o o d  o f  d e t e c t i n g  f a l s e  p o s i t i v e  s i g n a l s  f r o m  e x t r a c e l l u l a r  D N A .  
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S t a n d a r d i z e d  e n u m e r a t i o n  m e t h o d s  s u c h  a s  I S O  4 8 3 3 ,  I S O  2 1 5 2 7  a n d  I S O  2 1 5 2 8
r e l y  u p o n  c o m m o n ,  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  m i c r o b i o l o g i c a l  m e d i a  s u c h  a s  P l a t e
C o u n t  A g a r  ( P C A ) ,  M a c C o n k e y ’ s  A g a r ,  a n d  D i c h l o r a n  R o s e  B e n g a l
C h l o r a m p h e n i c o l  ( D R B C )  A g a r .  H o w e v e r ,  a s  d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  1 ,  i t  m a y  b e
n e c e s s a r y  t o  u t i l i z e  n o n s t a n d a r d  c u l t u r e  m e d i u m  f o r m u l a t i o n  t o  e n u m e r a t e
c e r t a i n  a g r i c u l t u r a l  m i c r o b i a l  p r o d u c t s .  W h i l e  i t  i s  r e c o m m e n d e d  t h a t  t h e s e
m e d i a  b e  p u r c h a s e d  f r o m  c o m m e r c i a l  s u p p l i e r s ,  t h e  f o l l o w i n g  f o r m u l a t i o n s  a r e
p r e s e n t e d  f o r  r e f e r e n c e  i n  t h e  e v e n t  t h a t  p r e p a r i n g  s m a l l  b a t c h e s  o f  m e d i u m
f r o m  s c r a t c h  i s  p r e f e r a b l e  t o  p u r c h a s i n g  p r e p a r e d  m e d i u m .  
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S o m e  a g r i c u l t u r a l  m i c r o b e s ,  s u c h  a s  A z o t o b a c t e r  a n d  B a c i l l u s ,  o f t e n  f o r m  l a r g e ,
s p r e a d i n g  c o l o n i e s  o n  p l a t e s  o f  m i c r o b i o l o g i c a l  m e d i u m .  A n  e x a m p l e  o f  t h i s
e f f e c t  i s  p r e s e n t e d  i n  F i g u r e  4 .  T h i s  c a n  c o m p l i c a t e  e f f o r t s  o n  t h e  p a r t  o f
m i c r o b i o l o g y  t e c h n i c i a n s  t o  i n t e r p r e t  c o l o n y  c o u n t  a n d ,  t h u s ,  t o  e s t i m a t e
m i c r o b i a l  c o n c e n t r a t i o n ¹ ⁷ .  T h i s  c a n  r e s u l t  i n  n e g a t i v e  o u t c o m e s  r a n g i n g  f r o m
u n d e r e s t i m a t i o n  o f  m i c r o b i a l  a c t i v i t y  i n  t h e  t e s t e d  s a m p l e  t o ,  i n  e x t r e m e  c a s e s ,
a n  i n a b i l i t y  t o  c o u n t  p l a t e s  a t  a l l  d u e  t o  f l o o d i n g  o f  t h e  p l a t e  w i t h  m i c r o b i a l
m a t e r i a l .  

W h e n  d e a l i n g  w i t h  s p r e a d i n g  c o l o n i e s ,  s e v e r a l  o p t i o n s  a r e  a v a i l a b l e  t o
l a b o r a t o r i e s  t h a t  m a y  f a c i l i t a t e  e a s i e r  a n d  m o r e  a c c u r a t e  p l a t e  c o u n t i n g .  O n e
o p t i o n  i n v o l v e s  t e s t i n g  a l t e r n a t i v e  b r a n d s  o f  t h e  s a m e  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e
c u l t u r e  m e d i u m  t h a t  i s  c a l l e d  f o r  i n  t h e  s e l e c t e d  e n u m e r a t i o n  m e t h o d .  S t u d i e s
h a v e  s h o w n  t h a t  c o m p l e x  c u l t u r e  m e d i a  v a r y  i n  t h e i r  a b i l i t y  t o  p r o d u c e  n o n -
s p r e a d i n g  c o l o n i e s  a s  a  f u n c t i o n  o f  b r a n d ,  e v e n  w h e n  t h e i r  c l a i m e d  c o m p o s i t i o n s
a r e  i d e n t i c a l ¹ ⁸ .  A n  e x a m p l e  o f  t h i s  e f f e c t  i s  p r e s e n t e d  i n  F i g u r e  5 .  A n o t h e r
o p t i o n  i n v o l v e s  a l l o w i n g  a g a r  p l a t e s  t o  c u r e  o n  t h e  b e n c h t o p  a f t e r  p o u r i n g  f o r  a
p e r i o d  o f  4 8  h o u r s  p r i o r  t o  u s e .  T h i s  s e r v e s  t o  r e d u c e  t h e  m o i s t u r e  c o n t e n t  o f
p l a t e s  a n d ,  t h u s ,  t o  i n h i b i t  t h e  e x p r e s s i o n  o f  s w a r m i n g  p h e n o t y p e s  b y  t h e
m i c r o o r g a n i s m ( s )  i n  q u e s t i o n .  B e c a u s e  t h e s e  o p t i o n s  w o u l d  n o t  c o n s t i t u t e  a
s i g n i f i c a n t  d e v i a t i o n  f r o m  a  s t a n d a r d i z e d  e n u m e r a t i o n  p r o t o c o l ,  t h e y  a r e  o f t e n
t h e  m o s t  a t t r a c t i v e  o p t i o n s  f o r  t e s t i n g  l a b o r a t o r i e s  f a c e d  w i t h  e n u m e r a t i o n  a n d
a s s e m b l a g e  c o n t a i n i n g  o n e  o r  m o r e  o r g a n i s m s  w h i c h  f o r m  s p r e a d i n g  c o l o n i e s .

F o r  B a c i l l u s ,  a n o t h e r  o p t i o n  i n v o l v e s  t h e  u s e  o f  c h e m i c a l  s w a r m i n g  i n h i b i t o r s  t o
i m p e d e  t h e  g r o w t h  o f  c o l o n i e s  o n  s o l i d  m e d i u m .  W h i l e  t h e s e  m e t h o d s  h a v e  b e e n
p u b l i s h e d  i n  a c a d e m i c  l i t e r a t u r e ¹ ⁷  ¹ ⁹ ,  t h e y  h a v e  y e t  t o  b e  s t a n d a r d i z e d ,
v a l i d a t e d ,  a n d  a d d e d  t o  m e t h o d o l o g i c a l  c o m p e n d i a .  H o w e v e r ,  i n  s i t u a t i o n s  w h e r e
p e e r - r e v i e w e d  b u t  u n v a l i d a t e d  m e t h o d s  a r e  c o n s i d e r e d  a c c e p t a b l e ,  t h e  a d d i t i o n
o f  a  s w a r m i n g  i n h i b i t o r  o r  o t h e r  m o r p h o l o g i c a l  m o d i f i e r  m a y  b e  e v a l u a t e d  b y  t h e
l a b o r a t o r y  a t  t h e i r  d i s c r e t i o n .  A n  e x a m p l e  o f  t h i s  a p p r o a c h  i s  p r e s e n t e d  i n
F i g u r e  6 .  

Figure 4 – Examples of spreading
colonies formed on Plate Count
Agar (PCA) by Bacillus spp. During
pour-plate (a, b) and spread-plate
(c, d) iterations of standardized
APC assay ISO 4833. 



F i g u r e  5  –  A n  a s s e m b l a g e  o f  B a c i l l u s  s p e c i e s  f r o m  a n  a g r i c u l t u r a l  m i c r o b i a l
p r o d u c t  i n c u b a t e d  f o r  2 4  h o u r s  a t  3 7 ° C  o n  t h r e e  d i f f e r e n t  b r a n d s  o f  T r y p t i c  S o y
A g a r  ( T S A ) .  I n  c a s e s  w h e r e  c o l o n y  s w a r m i n g  i m p e d e s  c o l o n y  c o u n t i n g  b y
l a b o r a t o r y  t e c h n i c i a n s ,  i t  m a y  b e  a d v a n t a g e o u s  t o  e x a m i n e  a l t e r n a t i v e  b r a n d s  o f
t h e  c u l t u r e  m e d i u m  p r e s c r i b e d  b y  t h e  m e t h o d  i n  q u e s t i o n .  
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F i g u r e  6  –  A s s e m b l a g e s  o f  a g r i c u l t u r a l  B a c i l l u s  s p e c i e s  p l a t e d  o n  P l a t e  C o u n t
A g a r ,  w h i c h  d o e s  n o t  c o n t a i n  a  c h e m i c a l  s p r e a d i n g  i n h i b i t o r  ( a ,  b ,  c )  a n d  o n
M e a t  E x t r a c t  C a s e i n  P e p t o n e  A g a r ,  w h i c h  d o e s  i n c l u d e  a  c h e m i c a l  s p r e a d i n g
i n h i b i t o r  ( d ,  e ,  f ) .  M e t h o d s  p r e s c r i b i n g  t h e  i n c l u s i o n  o f  s p r e a d i n g  i n h i b i t o r s  a r e
k n o w n  i n  a c a d e m i c  l i t e r a t u r e ,  b u t  a t  t h e  t i m e  o f  t h i s  w r i t i n g  h a v e  n o t  y e t  b e e n
a d d e d  t o  m e t h o d o l o g i c a l  c o m p e n d i a .  

I f  y o u r  l a b o r a t o r y  e n c o u n t e r s  f o r m u l a t i o n s  o f  A z o t o b a c t e r ,  B a c i l l u s ,  o r  a n y  o t h e r
m i c r o o r g a n i s m  w h i c h  f o r m s  s p r e a d i n g  c o l o n i e s  t h a t  a r e  n o t  c o n t r o l l e d  b y  a n y  o f
t h e  m i t i g a t i o n  s t r a t e g i e s  a b o v e ,  p l e a s e  c o n t a c t  t h e  T F I  M i c r o b i o l o g y  L a b o r a t o r y
M e t h o d s  T a s k  F o r c e  a t  b i o l o g i c s @ t f i . o r g .  
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M a n y  o f  t h e  t a r g e t - s p e c i f i c  m e t h o d s  d e s c r i b e d  i n  t h i s  m a n u a l  o w e  t h e i r
s p e c i f i c i t y  t o  s e l e c t i v e  m i c r o b i o l o g i c a l  m e d i a ,  w h i c h  a r e  m e d i a  f o r m u l a t e d  t o
p e r m i t  t h e  g r o w t h  o f  t a r g e t e d  o r g a n i s m s  w h i l e  i n h i b i t i n g  o r  e x c l u d i n g  t h e
g r o w t h  o f  n o n - t a r g e t e d  o r g a n i s m s  ( N T O ) .  W h i l e  s e l e c t i v e  m e d i a  w o r k  a s
e x p e c t e d  i n  t h e  v a s t  m a j o r i t y  o f  s i t u a t i o n s ,  i n  s o m e  c a s e s  N T O  w h i c h  a r e
r e s i s t a n t  t o  a  s p e c i f i c  s e l e c t i o n  a g e n t  m a y  g r o w  o n  s e l e c t i v e  m e d i u m  ( F i g u r e  7 ) .
I f  s u c h  r e s u l t s  a r e  n o t  s c r u t i n i z e d ,  t h e y  c a n  l e a d  t o  f a l s e  p o s i t i v e s  a n d  r e p o r t i n g
o f  m i s l e a d i n g  d a t a .  I n  c a s e s  w h e r e  t h e  r e s u l t s  o f  a n  e n u m e r a t i o n  a s s a y  b a s e d  o n
s e l e c t i v e  m i c r o b i o l o g i c a l  m e d i a  a r e  c o n s i d e r e d  d u b i o u s  f o r  a n y  r e a s o n ,  i t  i s
r e c o m m e n d e d  t h a t  t h e  d e t e c t e d  o r g a n i s m ( s )  b e  i s o l a t e d  a n d  i d e n t i f i e d  u s i n g  a
s u i t a b l e  i d e n t i f i c a t i o n  m e t h o d  ( C h a p t e r  5 ) .  

F i g u r e  7  –  A  y e a s t  ( a )  a n d  a  s t r a i n  o f  P s e u d o m o n a s  t a i w a n e n s i s  ( b )  g r o w i n g  o n
D R B C  a g a r  p u r s u a n t  t o  F D A  B A M  C h a p t e r  8  ( p a g e  2 0 ) .  I n  t h i s  c a s e ,  t h e  P .
t a i w a n e n s i s  i s  r e s i s t a n t  t o  o n e  o r  m o r e  o f  t h e  i n h i b i t o r y  c o m p o u n d s  i n t e n d e d  t o
e x c l u d e  c o l o n y  f o r m a t i o n  b y  b a c t e r i a  o n  D R B C  p l a t e s .  
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A s  n o t e d  i n  C h a p t e r  1 ,  A M F  f o r m u l a t i o n s  m a y  l i s t  e i t h e r  p r o p a g u l e s  o r  s p o r e s  a s
t h e i r  u n i t s  o f  b i o l o g i c a l  p o t e n c y .  E a c h  o f  t h e s e  u n i t s  d e n o t e s  a  d i f f e r e n t  t y p e  o f
b i o l o g i c a l  m a t e r i a l .  T h e  t e r m  p r o p a g u l e s  m a y  r e f e r  t o  a n y  o n e  o f  m a n y
b i o l o g i c a l l y  v i a b l e  m a t e r i a l s ,  i n c l u d i n g  h y p h a l  f r a g m e n t s ,  c o l o n i z e d  r o o t s ,  a n d
s p o r e s .  T h e  t e r m  s p o r e s ,  i n  c o n t r a s t ,  s p e c i f i c a l l y  d e n o t e s  r o b u s t  a n d
m e t a b o l i c a l l y  d o r m a n t  r e p r o d u c t i v e  s t r u c t u r e s  p r o d u c e d  b y  A M F .  S p o r e s  m a y  b e
f r e e  o r  m a y  b e  c o n t a i n e d  i n t r a - r a d i c a l l y  w i t h i n  p r o p a g u l e s .   

T h e  t y p e  o f  b i o l o g i c a l  m a t e r i a l  i n c o r p o r a t e d  i n t o  A M F  f o r m u l a t i o n s  c a n  h a v e
i m p l i c a t i o n s  f o r  t h e  e n u m e r a t i o n ,  s h e l f - l i f e ,  a n d  e f f i c a c y  o f  t h e s e  p r o d u c t s .
T h o u g h  c o m m o n  i n  t h e  i n d u s t r y ,  p r o p a g u l e s  s u c h  a s  h y p h a l  f r a g m e n t s  m a y  h a v e
a  s h e l f - l i f e  a s  s h o r t  a s  t w o  w e e k s ² ⁰  o w i n g  t o  t h e  i n a b i l i t y  o f  c o e n o c y t i c  h y p h a e
t o  r e m a i n  v i a b l e  p r o p a g a t i o n  u n i t s  s h o u l d  t h e y  b e  b r o k e n  d u r i n g  t h e
m a n u f a c t u r i n g  p r o c e s s .  T h e  h o m o g e n e i t y  o f  p r o p a g u l e  d i s t r i b u t i o n  w i t h i n  a n d
a c r o s s  p r o d u c t i o n  l o t s  m a y  a l s o  v a r y  w i t h  t h e  e f f i c i e n c y  a n d  e f f i c a c y  o f  t h e
b l e n d i n g  p r o c e s s ,  a  s i t u a t i o n  w h i c h  c a n  i n t r o d u c e  m o r e  v a r i a t i o n  i n t o
e n u m e r a t i o n  d a t a  s e t s  t h a n  w o u l d  o t h e r w i s e  b e  e x p e c t e d .  I n  c o n t r a s t ,  A M F  s p o r e
p r e p a r a t i o n s ,  b o t h  f r e e  a n d  i n t r a - r a d i c a l ,  a r e  k n o w n  t o  b e  m o r e  r o b u s t  t h a n
p r o p a g u l e s  a n d  o f t e n  e x h i b i t  e x t e n d e d  s t a b i l i t y  t h r o u g h  t h e  s u p p l y  c h a i n ;  t h u s ,
t h e y  a r e  c o n s i d e r e d  b y  s o m e  r e s e a r c h e r s  t o  b e  s u p e r i o r  t o  p r o p a g u l e s  f o r  u s e  i n
c o m m e r c i a l  p r o d u c t s ² ⁰ .  U n l i k e  p r o p a g u l e s ,  s p o r e s  a r e  a l s o  e a s i e r  t o  e n u m e r a t e
u s i n g  l a b o r a t o r y  m e t h o d s .  E n u m e r a t i o n  t e c h n i q u e s  i n v o l v i n g  s t a i n i n g  w i t h  s e m i -
v i t a l  d y e s  ( s u c h  a s  t r y p a n  b l u e )  c a n  b e  u s e d  t o  d i f f e r e n t i a t e  i n t a c t  a n d  d e a d
s p o r e s ,  p r o v i d i n g  a  v i a b i l i t y - l i n k e d  a s s e s s m e n t  o f  s p o r e  c o n c e n t r a t i o n .  

I f  y o u r  l a b o r a t o r y  e n c o u n t e r s  f o r m u l a t i o n s  o f  A M F  a n d  w o u l d  l i k e  g u i d a n c e
r e g a r d i n g  t h e  b e s t  a p p r o a c h  f o r  c o n f i r m i n g  t h e  p r o d u c t ’ s  c o m p o s i t i o n ,  p l e a s e
c o n t a c t  t h e  T F I  M i c r o b i o l o g y  L a b o r a t o r y  M e t h o d s  T a s k  F o r c e  a t
b i o l o g i c s @ t f i . o r g .  
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T h e  p r o t o c o l  b e l o w  i s  t a k e n  f r o m  S a l o m o n  e t  a l  2 0 2 2 ¹ ³  a n d  i s  a c c e s s i b l e  i n  t h i s
p u b l i c a t i o n ’ s  s u p p l e m e n t a l  i n f o r m a t i o n .  A t  t h e  t i m e  o f  t h i s  w r i t i n g ,  t h e
E u r o p e a n  s t a n d a r d i z a t i o n  c o m m i t t e e  C E N ’ s  T e c h n i c a l  C o m m i t t e e  4 5 5  –  P l a n t
B i o s t i m u l a n t s  i s  e s t a b l i s h i n g  s t a n d a r d  m e t h o d s  f o r  t h e  e v a l u a t i o n  o f  A M F
i n o c u l a n t s .  T h e s e  s t a n d a r d s  w i l l  b e  t e s t e d  a n d  v e r i f i e d  i n  E u r o p e  a n d ,
e v e n t u a l l y ,  w i l l  b e  a d d e d  t o  t h e  I S O  c o m p e n d i u m  f o l l o w i n g  c o m p l e t i o n  o f  t h e
r e q u i s i t e  v a l i d a t i o n  p r o c e s s .
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A c k n o w l e d g m e n t s
T h a n k  y o u  t o  t h e  o r g a n i z a t i o n s  t h a t  l e n t  t h e  t i m e  a n d  e x p e r t i s e  o f  t h e i r
s c i e n t i s t s  t o  t h e  T F I  M i c r o b i o l o g i c a l  L a b o r a t o r y  M e t h o d s  T a s k  F o r c e  i n  t h e
c o m p l e t i o n  o f  t h i s  h a n d b o o k .






