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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (prEN ISO 13136-2:2024) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 34 �Food products� in 
Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee CEN/TC 463 �Mikrobiologie der Lebensmittelkette� 
erarbeitet, dessen Sekretariat von AFNOR (Frankreich) gehalten wird. 

Das zuständige nationale Normungsgremium ist der Arbeitsausschuss NA 057-01-06 AA �Mikrobiologie der 
Lebensmittelkette� im DIN-Normenausschuss Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte (NAL). 

Um Zweifelsfälle in der Übersetzung auszuschließen, ist die englische Originalfassung beigefügt. Die 
Nutzungsbedingungen für den deutschen Text des Norm-Entwurfes gelten gleichermaßen auch für den 
englischen Text. 

Für die in diesem Dokument zitierten Dokumente wird im Folgenden auf die entsprechenden deutschen 
Dokumente hingewiesen: 

ISO 6887 (alle Teile) siehe DIN EN ISO 6887 (alle Teile) 

ISO 7218 siehe DIN EN ISO 7218 

ISO 11133 siehe DIN EN ISO 11133 

ISO 22118 siehe DIN EN ISO 22118 

ISO 22119 siehe DIN EN ISO 22119 

ISO 22174 siehe DIN EN ISO 22174 

ISO 23418:2022 siehe DIN EN ISO 23418:2022-09 

 

Aktuelle Informationen zu diesem Dokument können über die Internetseiten von DIN (www.din.de) durch 
eine Suche nach der Dokumentennummer aufgerufen werden. 

Änderungen 

Gegenüber DIN CEN ISO/TS 13136 (DIN SPEC 10794):2013-04 wurden folgende Änderungen vorgenommen: 

a) Veröffentlichungsform von Technischer Spezifikation zu vollständiger Norm geändert und in 2 Teile 
aufgeteilt; 

b) Beschreibung der Charakterisierung von STEC-Isolaten im Hinblick auf die Bestimmung des 
Vorhandenseins einer Reihe von Virulenzgenen und Serogruppen sowie der Subtypisierung von Stx-
Genen hinzugefügt. 
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Nationaler Anhang NA
(informativ)

Literaturhinweise

DIN EN ISO 6887 (alle Teile), Mikrobiologie der Lebensmittelkette✁ Vorbereitung von Untersuchungsproben

und Herstellung von Erstverdünnungen und von Dezimalverdünnungen für mikrobiologische Untersuchungen 

DIN EN ISO 7218, Mikrobiologie von Lebensmitteln und Futtermitteln✁ Allgemeine Anforderungen und

Leitlinien für mikrobiologische Untersuchungen 

DIN EN ISO 11133, Mikrobiologie von Lebensmitteln, Futtermitteln und Wasser✁ Vorbereitung, Herstellung,

Lagerung und Leistungsprüfung von Nährmedien 

DIN EN ISO 22118, Mikrobiologie von Lebensmitteln und Futtermitteln✁ Polymerase✂Kettenreaktion (PCR)

zum Nachweis und zur quantitativen Bestimmung von pathogenen Mikroorganismen in Lebensmitteln✁

Leistungsmerkmale 

DIN EN ISO 22119, Mikrobiologie von Lebensmitteln und Futtermitteln✁ Real✂time✂Polymerase✂

Kettenreaktion (PCR) zum Nachweis von pathogenen Mikroorganismen in Lebensmitteln✁ Allgemeine

Anforderungen und Begriffe 

DIN EN ISO 22174, Mikrobiologie der Lebensmittelkette✁ Polymerase✂Kettenreaktion (PCR) zum Nachweis

von Mikroorganismen✁ Allgemeine Anforderungen und Definitionen 

DIN EN ISO 23418:2022-09, Mikrobiologie der Lebensmittelkette✁ Gesamtgenomsequenzierung zur

Typisierung und genomischen Charakterisierung von Bakterien✁ Allgemeine Anforderungen und Leitfaden

(ISO 23418:2022); Deutsche Fassung EN ISO 23418:2022 
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Einleitung 
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1  Anwendungsbereich 
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WARNUNG  Zum Schutz  der  Gesundheit  des Laborpersonals  ist  es unerlässlich, dass  Prüfungen zum  

Nachweis und zur  Charakterisierung  von STEC  nur  in Laboratorien  mit  geeigneter Ausstattung  und 

durch qualifizierte  Mikrobiologen  erfolgen  und dass  bei  der  Entsorgung aller  Materialien,  die  mög-
licherweise mit  Bakterienkulturen  in Kontakt gekommen sind,  mit  äußerster  Vorsicht  vorgegangen 

wird.  Personen, die  dieses  Dokument anwenden, sollten mit  der  üblichen Laborpraxis  vertraut  sein. 

Dieses Dokument erhebt nicht den Anspruch, sämtliche  Sicherheitsaspekte, die  sich aus  seiner Anwen-
dung ergeben, zu  berücksichtigen. Es liegt  in der  Verantwortung  des Anwenders, geeignete Sicherheits-  

und Gesundheitsvorschriften  zu  erarbeiten  und in Bezug  auf  den Umgang mit  und die  Einkapselung von 

biologischen  Arbeitsstoffen  in Übereinstimmung  mit  nationalen und internationalen Vorschriften  zu  

arbeiten. 

2  Normative  Verweisungen 

 f      in   in      da on  

ihr   or   or     gilt      in 

   lich   

 Microbiology of  the  food  chain�  Preparation of  test samples, initial suspension and 

decimal dilutions for  microbiological examination  

 Microbiology of  food  and animal feeding  stuffs�  General requirements  and guidance  for  

microbiological examinations  

 Microbiology of  food,  animal feed  and water� Preparation,  production,  storage and performance 

testing  of  culture media 

 Microbiology of  food  and animal feeding  stuffs�  Real-time polymerase chain reaction (PCR)  for  the  

detection of  food-borne  pathogens�  General requirements  and definitions  

 Microbiology of  food  and animal feeding  stuffs�  Polymerase chain reaction (PCR)  for  the  detection 

of  food-borne  pathogens�  General requirements  and definitions  

 Microbiology of  food  and animal feeding  stuffs�  Polymerase chain reaction (PCR)  for  the  detection 

and quantification  of  food-borne  pathogens�  Performance  characteristics  
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 Microbiology of  the  food  chain�  Whole  genome sequencing  for  typing  and genomic  

characterization of  bacteria�  General requirements  and  guidance  

3  Begriffe  

ur       f   

 und    t  Dat  fur   in   unt   f  

dr   

   o   g  unt   

   g  unt   

ur       f   

3.1  

Shiga-Toxin  bildende  Escherichia coli 

(STEC) 

E.  coli       stx   

3.2  

stx1  und stx2  

      

3.3  

eae 

   dha    und    of ocyt    und   

or fur  ttaching  and    

3.4  

aggR 

   r ator  ,    an   oaggr ati  dha  

 or   fur oaggr ati  E. coli  char       

 on diarrho  E. coli,  und  u   on     

    or,   u      fur  gr  

 in   ortlich ar  

3.5  

stx-Gen-Subtypen 

   unt   on   und     in  

 ,  und  ar dr   on    und   und  in    

on        und   aturhin     

fortlauf  ,  unt          und   atur
   or     auf     dr    stx1  

stx1a,  stx1c  und  stx1d      stx2a   stx2g   stx2  

3.6  

O-Antigen 

    durch   und     

lung    on   dur hlt,   d     lich  

 

4  Kurzbeschreibung 

 f  ahr    f  dr     
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       or  on stx1a,  stx1c,  stx1d;  stx2a,  

stx2b,  stx2c,  stx2d,  stx2e,  stx2f,  stx2g �  auf    on  

   or    eae,   an   dha   ttaching  and  

  �  auf    on  

   or    aggR,  an    durch oaggr ati  E. coli 

 �  auf    on  

   or  on            

und    �  auf    on  

  d        und      

ly ,     y dur hrt        

d ,     y  dur hrt   otr     

 nicht   und  durf    auf   or   auf     

or    lich  or      aufgrund on r
 or  at  dur hrt   

       ahr   in  dar  

     on  in    unt  durf  

 auf  a   in otit  dur hrt       

    angr   on   

    d,      

   und   on   

 und         und   daran 

  y   halt  

 auf      or       

stx  und     durch y   halt    

ur  y      ar ogr   gung,  

   ar   u  off  ang     

und   ngig  on   ar      dur
hrt  y  r       u     

     und    Dat      

ohdat      Durchfuhrung    d   fur   

   auf   or  on stx   f  da stx  ahr   ulti  

lor   onnt  

5  Nährmedien  und Reagenzien 

    nach   olgt      und  

 und  ihr    in  f    auf   fung   

      ahr  nach     

6  Ausrüstung  und Verbrauchsmaterialien  

at    auch     off     

     at     

    d tigt,  und    

6.1  Wasserbad  oder Heizblock,    atur    °C  gehalten werden kann.  

6.2  Brutschrank,  der bei (37 ± 1) °C gehalten werden kann.  
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6.3  Gerätschaften für  die  Nukleinsäureextraktion. Geeignete Ausrustung  in Ubereinstimmung mit  dem 

angewendeten Verfahren (wenn notwendig). 

6.4  Pipetten fur unterschiedliche Volumina (zwischen 1 µl  und  1000 µl, siehe ISO 7550  [7]). 

6.5  Dünnwandige Mikroröhrchen für  Real-time-PCR,  PCR-Multi-Well-Mikrotiterplatten  oder andere 

geeignete, lichtdurchlassige Kunststoffbehaltnisse  zum einmaligen  Gebrauch. 

6.6  Real-time-PCR-Gerät (zum Nachweis von eae und  aggR, Nachweis von Serogruppen) Thermocycler mit  

einem Detektor fur Fluoreszenzemission nach dem 5�-Nuklease-PCR-Assay. Es sind Gerate unterschiedlicher 

Hersteller verfugbar,  die in Ubereinstimmung mit  den Grundsatzen des Laboratoriums verwendet werden kon-
nen.  

6.7  Thermocycler (fur stx-Subtypisierung) und  PCR-Mikrorohrchen. Es sind Gerate unterschiedlicher Her-
steller verfugbar,  die in Ubereinstimmung mit  den Grundsatzen des Laboratoriums verwendet werden konnen.  

6.9  Mikrozentrifuge  oder Plattenzentrifuge, falls eine 96-Well-Platte  verwendet wird. 

6.10  Gerät  für  die  Trockensterilisation  (Heißluft-Sterilisator)  oder Dampfsterilisation  (Autoklav). 

Wie  in ISO 7218  festgelegt.  

6.11  Trocken- oder  belüfteter  Wärmeschrank, der auf  einer Temperatur im Bereich zwischen 25 °C  und  

50 °C  gehalten werden kann,  oder eine Sicherheitswerkbank mit  laminarem Luftstrom zum Trocknen der Plat-
ten (falls notwendig). 

6.12  Kühlschrank zur Lagerung hergestellter Medien, auf  (5 ± 3) °C einstellbar.  

6.13  Tiefkühlschrank (zur Lagerung von DNA und  PCR-Reagenzien), auf  (�18 ± 3) °C einstellbar.  

6.14  pH-Messgerät, bei  25 °C  auf  0,01 pH-Einheiten ablesbar,  ermoglicht Messungen mit  einer Genauigkeit 

von ±0,1 pH-Einheiten. 

6.15  Sterile  Röhrchen, Flaschen oder Kolben mit  Verschlussen von geeignetem Fassungsvermogen.  

Es durfen Flaschen oder Kolben  mit  ungiftigen  Schraubverschlussen aus  Metall  oder Kunststoff verwendet 

werden. 

6.16  Sterile  Petrischalen, mit  einem Durchmesser von etwa  90mm  und  (optional)  großer Große  (Durch-
messer etwa  140mm). 

6.17  Wasserbad, auf  47 °C  bis 60 °C  einstellbar.  

6.18  Laminarbox.  

6.19  Werkbank  für  PCR. 

6.20  Elektrophoresegerät.  

7  Probenahme 

Die Probenahme wird in diesem Dokument  nicht festgelegt.  Dieses Dokument  ist anwendbar auf  STEC, die aus  

beliebiger Quelle  durch Anwendung von ISO 13136-1 oder nach  anderen Verfahren isoliert wurden. 

8  Vorbereitung  der  Untersuchungsprobe  

Das Verfahren besteht in der Charakterisierung von isolierten STEC-Stammen.  Die Probenvorbereitung besteht 

aus  der Reinigung  der Nukleinsaure fur die daran anschließende Charakterisierung oder fur einige Anwendun-
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gen (z. B.  Serotypisierung durch Agglutinierung),  die mit  dem Stamm  selbst  durchgefuhrt  werden. Die Vorberei-
tung  der Untersuchungsprobe wird in den spezifischen Charakterisierungsmodulen, die in diesem Dokument  

enthalten  sind, beschrieben. 

9  Durchführung 

9.1  Subtypisierung  der  stx-Gene 

Dieses Verfahren wird angewendet,  um  die Subtypen  des stx-Gens in isolierten E.-coli-Stammen  zu bestimmen,  

in denen das Vorhandensein von stx1  und/oder stx2,  z. B.  durch das in ISO 13136-1 beschriebene Verfahren, 

bereits nachgewiesen worden ist.  Die Bestimmung  der stx-Subtypen  erfolgt durch spezifische PCR-Reaktionen 

mit  Primern, die aufgrund von Analysen der stx-Sequenzen entwickelt  wurden (Literaturhinweis [1]) und  in 

Anhang C,  Tabelle C.1  angegeben  sind. 

Das Verfahren umfasst die folgenden Schritte: 

� Vorbereitung des PCR-Templates; 

� Durchfuhrung  der PCR-Reaktion; 

� Bestimmung  der PCR-Ergebnisse mit  horizontaler Agarose-Gelelektrophorese. 

9.1.1  Vorbereitung  des PCR-Templates 

Eine einzelne Bakterienkolonie des STEC-Stamms wird aus  einem festen Medium (z. B.  Nahragar oder chromo-
gener Agar) aufgenommen, in TSB  uberimpft und  fur (18 ± 3) h bei 37 °C  bebrutet.  Ein  Volumen von 25 µl  der 

Ubernachtkultur  wird in einem Mikrozentrifugenrohrchen zu 975 µl  sterilem Wasser von molekularbiologi-
schem Reinheitsgrad hinzugefugt.  Das Rohrchen wird fur 15min  in kochendes Wasser gegeben  und anschlie-
ßend 5min  bei 18000 g zentrifugiert. Der Uberstand kann  nach  Uberfuhren in ein sauberes Mikrozentrifugen-
rohrchen direkt als  Template fur die PCR eingesetzt oder fur weitere Analysen bei 20 °C  gelagert  werden. 

9.1.2  Durchführung der  PCR-Reaktion 

PCR-Assays werden in einem Gesamtvolumen von 25 µl  fur Triplex-PCR-Assays (zum Nachweis der 

stx1-Subtypen)  und  in 20 µl  fur Einzel-PCR-Assays (zur stx2-Subtypisierung)  angesetzt,  wie in Anhang C,  

Tabelle C.1  beschrieben. Es wird eine Stammlosung  der Primer mit  der Konzentration  von jeweils 5 µM  ange-
setzt und  5 µl  werden fur Uberstande  des Lysats nach Hitzeabtotung  verwendet (die Template-Stammlosung  

wird wie oben in 7.1.1 beschrieben hergestellt). Mit  sterilem Wasser von molekularbiologischem  (oder 

gleichwertigem) Reinheitsgrad wird jeweils auf  das Endvolumen von 20 µl  bzw.  25 µl  aufgefullt.  Die Primer 

und  die Bedingungen  fur die PCR sind in Anhang C  angegeben.  PCR-Kontrollen,  einschließlich Positiv- und  

Negativkontrollen,  mussen bei jedem Assay durchgefuhrt  werden. Informationen zu den Referenzstammen  

konnen  Anhang C,  Tabelle C.2  entnommen  werden. 

WICHTIG  Die Verwendung einer Taq-Polymerase ist  zwingend erforderlich,  um  die  Möglichkeit,  

nicht spezifische Amplifikate  zu  erhalten, zu  vermeiden. Die hier  beschriebenen Bedingungen sind  

bei  Verwendung einer Hot-Start-Taq-Polymerase bestimmt  worden.  Die spezifischen Bedingungen 

der  PCR-Analyse können in jedem  Labor  Anpassungen erfordern,  indem  die  Bestimmungen der  

stx-Subtypen  anhand eines Satzes  von Referenzstämmen durchgeführt werden (siehe AnhangC, 

Tabelle C.2).  

9.1.3  Agarose-Gelelektrophorese  

Die Amplifikationsprodukte werden auf  einem Agarose-Gel sichtbar gemacht.  Dieses Gel  kann  entweder 

laborintern hergestellt oder gebrauchsfertig beschafft werden, vorausgesetzt dass die Konzentration der 

Agarose fur den Großenbereich der Amplifikate  geeignet ist.  

Bei der Herstellung des Agarose-Gels im Labor wird dieses Verfahren befolgt:  

12  

E DIN EN ISO 13136✂2:2024✂03
� Entwurf � 

Full document details: E DIN EN ISO 13136-2:2024-03

http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-iso-13136-2-2024-03
http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-iso-13136-2-2024-03

