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

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

englischen Text.

Fiir 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 ENISO 11133

ISO 22118 siehe DIN EN ISO 22118

[SO 22119 siehe DIN EN ISO 22119

[SO 22174 siehe DIN EN ISO 22174

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

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

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

a) Veroffentlichungsform von Technischer Spezifikation zu vollstdndiger Norm gedndert 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 hinzugefiigt.
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Nationaler Anhang NA
(informativ)

Literaturhinweise

DIN EN ISO 6887 (alle Teile), Mikrobiologie der Lebensmittelkette — Vorbereitung von Untersuchungsproben
und Herstellung von Erstverdiinnungen und von Dezimalverdiinnungen fiir mikrobiologische Untersuchungen

DIN EN ISO 7218, Mikrobiologie von Lebensmitteln und Futtermitteln — Allgemeine Anforderungen und
Leitlinien fiir mikrobiologische Untersuchungen

DIN EN ISO 11133, Mikrobiologie von Lebensmitteln, Futtermitteln und Wasser — Vorbereitung, Herstellung,
Lagerung und Leistungspriifung von Ndhrmedien

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
(1S0 23418:2022); Deutsche Fassung EN 1SO 23418:2022
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Europaisches Vorwort

Dieses Dokument (prEN IS0 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 gehalten wird.

Dieses Dokument ist derzeit zur parallelen Umfrage vorgelegt.

Dieses Dokument wird CEN ISO/TS 13136:2012 ersetzen.

Riickmeldungen oder Fragen zu diesem Dokument sollten an das jeweilige nationale Normungsinstitut des
Anwenders gerichtet werden. Eine vollstandige Liste dieser Institute ist auf den Internetseiten von CEN abruf-
bar.

Anerkennungsnotiz

Der Text von ISO/DIS 13136-2:2024 wurde von CEN als prEN ISO 13136-2:2024 ohne irgendeine Abanderung
genehmigt.
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Vorwort

[SO (die Internationale Organisation flir Normung) ist eine weltweite Vereinigung nationaler Normungsinsti-
tute (ISO-Mitgliedsorganisationen). Die Erstellung von Internationalen Normen wird iiblicherweise von Tech-
nischen Komitees von ISO durchgefiihrt. Jede Mitgliedsorganisation, die Interesse an einem Thema hat, fiir
welches ein Technisches Komitee gegriindet wurde, hat das Recht, in diesem Komitee vertreten zu sein. Inter-
nationale staatliche und nichtstaatliche Organisationen, die in engem Kontakt mit ISO stehen, nehmen eben-
falls an der Arbeit teil. ISO arbeitet bei allen elektrotechnischen Normungsthemen eng mit der Internationalen
Elektrotechnischen Kommission (IEC) zusammen.

Die Verfahren, die bei der Entwicklung dieses Dokuments angewendet wurden und die fiir die weitere Pflege
vorgesehen sind, werden in den ISO/IEC Directives, Teil 1, beschrieben. Es sollten insbesondere die unter-
schiedlichen Annahmekriterien fiir die verschiedenen ISO-Dokumentenarten beachtet werden. Dieses Doku-
ment wurde in Ubereinstimmung mit den Gestaltungsregeln der ISO/IEC Directives, Teil 2, erarbeitet (siehe
www.iso.org/directives).

[SO weist auf die Moéglichkeit hin, dass die Anwendung dieses Dokuments mit der Verwendung eines oder
mehrerer Patente verbunden sein kann. ISO bezieht jedoch in dieser Hinsicht keinerlei Stellung beziiglich
Nachweis, Giiltigkeit oder Anwendbarkeit jeglicher beanspruchten Patentrechte. Zum Zeitpunkt der Verdffent-
lichung dieses Dokuments lag ISO [eine/keine] Mitteilung iiber ein Patent bzw. mehrere Patente vor, welche/s
zur Umsetzung dieses Dokuments erforderlich sein kdnnte/n. Anwender werden jedoch darauf hingewiesen,
dass dies moglicherweise nicht der aktuelle Informationsstand ist. Dieser kann jedoch der Patentdatenbank
unter www.iso.org/patents entnommen werden. ISO ist nicht dafiir verantwortlich, einige oder alle diesbe-
zliglichen Patentrechte zu identifizieren.

Jeder in diesem Dokument verwendete Handelsname dient nur zur Unterrichtung der Anwender und bedeutet
keine Anerkennung.

Fiir eine Erlauterung des freiwilligen Charakters von Normen, der Bedeutung ISO spezifischer Begriffe und
Ausdriicke in Bezug auf Konformitdtsbewertungen sowie Informationen dartiber, wie ISO die Grundsatze der
Welthandelsorganisation (WTO, en: World Trade Organization) hinsichtlich technischer Handelshemmnisse
(TBT, en: Technical Barriers to Trade) berticksichtigt, siehe www.iso.org/iso/foreword.html.

Dieses Dokument wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 34, Food products, Unterkomitee SC 9, Microbiology,
in Zusammenarbeit mit dem Europdischen Komitee fir Normung (CEN), Technisches Komitee CEN/TC 463,
Mikrobiologie der Lebensmittelkette, in Ubereinstimmung mit der Vereinbarung zur technischen Zusammenar-
beit zwischen ISO und CEN (Wiener Vereinbarung) erarbeitet.

Diese zweite Ausgabe ersetzt zusammen mit [SO 13136-1 die erste Ausgabe (ISO/TS 13136:2012), die tech-
nisch tiberarbeitet wurde.

Die wesentlichen Anderungen im Vergleich zur Vorgingerausgabe sind folgende:
— Struktur der Norm (Vollstandige Norm statt einer Technischen Spezifikation, aufgeteilt in Teil 1 und Teil 2)

— Beschreibung der Charakterisierung von STEC-Isolaten in Bezug auf die Bestimmung des Vorhandenseins
eines Satzes von Virulenzgenen und Serogruppen und die Subtypisierung von stx-Genen

Eine Auflistung aller Teile der Normenreihe ISO 13136 ist auf der ISO-Internetseite abrufbar.

Riickmeldungen oder Fragen zu diesem Dokument sollten an das jeweilige nationale Normungsinstitut des
Anwenders gerichtet werden. Eine vollstdndige Auflistung dieser Institute ist unter www.iso.org/members.
html zu finden.
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Einleitung

Shiga-Toxin (Stx) bildende Escherichia coli (STEC) sind Pathogene, die beim Menschen schwere Erkrankun-
gen hervorrufen konnen, unter anderem hdmorrhagische Colitis (HC) und das hamolytisch-urdmische Syn-
drom (HUS).

Die Stx sind der definitive Virulenzfaktor von STEC und sie gehoren zu einer heterogenen Familie von ABs5-
Toxinen, einschliefllich der beiden antigenisch unterschiedlichen Typen, Stx1 und Stx2. STEC sind Trager des
Gens stxI und/oder des Gens stx2. Es ist eine grofde Variabilitat in den stx-Gensequenzen beschrieben wor-
den, und sowohl stx1 als auch stx2 konnen in mehrere Subtypen unterteilt werden, wobei bei einigen dieser
Subtypen ein starkerer Zusammenhang zu den schwersten Formen einer STEC-Infektion besteht (Literatur-
hinweise [1], [2]). Uber 180 Serogruppen von E. coli sind identifiziert worden (Literaturhinweis [3]), und eine
kleine Gruppe dieser Serogruppen ist in der Vergangenheit mit STEC-Stimmen, die ein gréfleres Problem fiir
die offentliche Gesundheit darstellen, in Zusammenhang gebracht worden, da sie hdufig aus Patienten mit den
schwersten Formen der Infektion isoliert werden (Literaturhinweis [4]). Nichtsdestotrotz ist das Spektrum der
STEC-Serogruppen, die mit menschlichen Erkrankungen assoziiert sind, wesentlich breiter und entwickelt sich
standig weiter; so wurden in der neueren wissenschaftlichen Literatur alle STEC-Isolate als humanpathogen
angesehen, da sie das Potential aufweisen, zumindest eine Diarrhoe (Durchfall) zu verursachen (Literaturhin-
weis [5]).

Neben der Serogruppe wurden weitere Marker der STEC beschrieben, die mit HC- und HUS-Fallen in Zusam-
menhang gebracht wurden, beispielsweise die als Locus of Enterocyte Effacement (LEE) bezeichnete Pathoge-
nitatsinsel (angezeigt durch das Vorhandensein des eae-Gens, welches das Adhésin Intimin kodiert) oder, vor
kurzem, die Determinanten der enteroaggregativen Adhasion, welche typischerweise in den enteroaggrega-
tiven E. coli vorkommen (Literaturhinweise [5], [6]). Derartige Merkmale, insbesondere das eae-Gen, werden
neuerdings als STEC-Infektionen verschlimmernde Faktoren angesehen, die aber fiir das Auftreten schwerer
Erkrankungsformen moglicherweise nicht unbedingt erforderlich sind (Literaturhinweis [5]). Dariiber hinaus
wird auch weiterhin eine grofiere Vielfalt in den genetischen Merkmalen, die mit der Pathogenitat von STEC in
Zusammenhang stehen, beschrieben, unter anderem Stamme, die Trager von Virulenzfaktoren sind, welche mit
mehr als einem E.-coli-Pathotyp assoziiert sind, die als Hybrid- oder Kreuz-Pathotyp-Stamme bezeichnet wer-
den (Literaturhinweise [7] bis [9]). Dies unterstreicht die Heterogenitat dieser E.-coli-Pathogruppe und den
Bedarf an einer detaillierteren Charakterisierung der Isolate.

In der vorliegenden Norm wird ein Verfahren zur Charakterisierung von STEC-Isolaten, die entweder durch
Anwendung von ISO 13136-1 oder durch ein anderes Verfahren erhalten wurden, beschrieben. Die Charakte-
risierung beinhaltet die Bestimmung der folgenden Merkmale:

den Subtyp der Stx-kodierenden Gene

— das Vorhandensein der Gene eae und aggR, die an der Besiedelung eines Wirts durch STEC beteiligt sind;
— die Serogruppe.!

In diesem Normverfahren wurde die folgende Nomenklatur angewendet:

stx: Shiga-Toxin kodierendes Gen (gleichbedeutend mit vtx);

Stx: Shiga-Toxin (gleichbedeutend mit VT);

STEC: Shiga-Toxin bildende Escherichia coli (gleichbedeutend mit VTEC: Verocytotoxin bildende Escherichia
coli), E.-coli-Stamme, die Stx-kodierende Gene besitzen;

1 Die von den in dieser Norm festgelegten Verfahren betroffenen Serogruppen sind 0157, 026, 0111, 0145 und 0103
(in der Vergangenheit auch als , Top-5“-Serogruppen bezeichnet) sowie 045 und 0121 (die zusammen mit den vorge-
nannten fiinf Serogruppen haufig bei Patienten mit STEC-Infektion in den Vereinigten Staaten isoliert \ﬁréj)ecj
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eae: Gen, das das Adhasin Intimin kodiert, welches die Adhasion des Typs ,Attaching and Effacing” (Anheftung
und Ausloschung) verursacht;

aggR: Gen, das den Transkriptionsaktivator AggR kodiert, der verschiedene an der enteroaggregativen Adha-
sion beteiligte Faktoren aktiviert;

stx1a, stx1c, stx1d: Gene, die die drei entsprechenden Subtypen von stx1 kodieren;
stx2a, stx2b, stxZc, stx2d, stx2e, stx2f, stx2g: Gene, die Subtypen von stx2 kodieren.
Die im Vorwort aufgezihlten technischen Anderungen gegeniiber 1SO/TS 13136:2012, die in diesem Doku-

ment eingefiihrt werden, gelten als erheblich (siehe ISO 17468). Diese technischen Anderungen haben einen
erheblichen Einfluss auf die Leistungsmerkmale des Verfahrens.
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1 Anwendungsbereich

Dieses Dokument gilt fiir Reinkulturen von STEC. Die vorliegende Norm beschreibt die Charakterisierung von
STEC-Stammen, die aus beliebiger Quelle isoliert wurden. Insbesondere bezieht sich die hier beschriebene
Charakterisierung von STEC-Stdimmen auf:

— Subtypisierung der Stx-kodierenden Gene;
— Feststellung des Vorhandenseins des eae-Gens;
— Feststellung des Vorhandenseins des aggR-Gens;

— Feststellung des Vorhandenseins von Genen, die mit folgenden Serogruppen assoziiert sind: 0157, 026,
0111,0103,0145,0121 und 045.

Die vollstandige Charakterisierung der isolierten STEC-Stamme wird erreicht, indem alle hier beschrie-
benen Module durchgefiihrt werden. Der Ablauf der Charakterisierung ist nicht aufeinanderfolgend, und
die verschiedenen Module konnen auf der Grundlage spezifischer Erfordernisse getrennt implementiert
werden (z. B. aufgrund behordlicher Anforderungen oder auf Anforderung der zustandigen Stelle oder des
Kunden). Alternative Verfahren diirfen angewendet werden, unter anderem auch die Gesamtgenomsequen-
zierung (WGS, en: whole genome sequencing), vorausgesetzt diese Verfahren werden nach dem einschlagigen
Teil der Normenreihe ISO 16140 validiert.

WARNUNG Zum Schutz der Gesundheit des Laborpersonals ist es unerlisslich, dass Priifungen 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 mog-
licherweise mit Bakterienkulturen in Kontakt gekommen sind, mit aufderster Vorsicht vorgegangen
wird. Personen, die dieses Dokument anwenden, sollten mit der iiblichen Laborpraxis vertraut sein.
Dieses Dokument erhebt nicht den Anspruch, simtliche Sicherheitsaspekte, die sich aus seiner Anwen-
dung ergeben, zu beriicksichtigen. 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 Ubereinstimmung mit nationalen und internationalen Vorschriften zu
arbeiten.

2 Normative Verweisungen

Die folgenden Dokumente werden im Text in solcher Weise in Bezug genommen, dass einige Teile davon oder
ihr gesamter Inhalt Anforderungen des vorliegenden Dokuments darstellen. Es gilt die letzte Ausgabe des in
Bezug genommenen Dokuments (einschliefilich aller Anderungen).

[SO 6887 (alle Teile), Microbiology of the food chain — Preparation of test samples, initial suspension and
decimal dilutions for microbiological examination

ISO 7218, Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance for
microbiological examinations

ISO 11133, Microbiology of food, animal feed and water — Preparation, production, storage and performance
testing of culture media

ISO 22119, Microbiology of food and animal feeding stuffs — Real-time polymerase chain reaction (PCR) for the
detection of food-borne pathogens — General requirements and definitions

[SO 22174, Microbiology of food and animal feeding stuffs — Polymerase chain reaction (PCR) for the detection
of food-borne pathogens — General requirements and definitions

ISO 22118, 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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[SO 23418:2022, Microbiology of the food chain — Whole genome sequencing for typing and genomic
characterization of bacteria — General requirements and guidance

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

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

— ISO Online Browsing Platform: verfligbar unter https://www.iso.org/obp
— IEC Electropedia: verfiigbar unter https://www.electropedia.org/
Fir die Anwendung dieses Dokuments gelten die folgenden Begriffe.

31

Shiga-Toxin bildende Escherichia coli

(STEC)

E. coli-Stamme, die ein oder mehrere Stx-kodierende Gene (stx) besitzen

3.2
stx1 und stx2
Gene, die Stx1 bzw. Stx2 kodieren

3.3

eae

Gen, das das Adhasin Intimin kodiert und im Locus of Enterocyte Effacement (LEE) lokalisiert und ein Schliis-
selfaktor fiir den , Attaching and Effacing“-Besiedelungsmechanismus ist

3.4

aggR

Gen, das den Transkriptionsaktivator AggR kodiert, der verschiedene an der enteroaggregativen Adhdsion
beteiligte Faktoren, welche fiir enteroaggregative E. coli (EAEC) charakteristisch sind, aktiviert. EAEC sind eine
Pathogruppe von diarrhoéischen E. coli, und iiber Hybridstamme von EAEC/STEC liegen Berichte im Zusam-
menhang mit schweren Erkrankungen vor, zum Beispiel tiber STEC 0104:H4, der 2011 fiir einen grof3en Krank-
heitsausbruch in der EU verantwortlich war.

3.5

stx-Gen-Subtypen

die beiden antigenisch unterschiedlichen Typen von Stx, Stx1 und Stx2, werden jeweils in verschiedene Subty-
pen eingeteilt, und zwar drei Subtypen von Stx1 (Stx1a, Stx1c und Stx1d) und in mindestens sieben Subtypen
von Stx2 (Stx2a, Stx2b, Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f und Stx2g) (Literaturhinweis [1]). Neue Stx-Subtypen werden
fortlaufend identifiziert, unter anderem Stx1e, Stx2h, Stx2i, Stx2j, Stx2k, Stx2], Stx2m und Stx2o (Literaturhin-
weise [10] bis [14]). Die vorliegende Norm bezieht sich auf die Bestimmung der drei Subtypen des stx1-Gens
(stx1a, stx1c und stx1d) sowie der sieben Subtypen stx2a bis stx2g des stx2-Gens.

3.6
0-Antigen
Serogruppen, oder ,,0“-Antigene, werden durch Zahlen gekennzeichnet und werden zum Zeitpunkt der Erstel-

lung dieses Dokuments von 1 bis 188 durchgezahlt, jedoch wird die Liste der Serogruppen kontinuierlich
aktualisiert.

4 Kurzbeschreibung

Das festgelegte Verfahren umfasst die folgenden drei Module zur Charakterisierung:
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— Subtypisierung des Stx-kodierenden Gens (Feststellung des Vorhandenseins von stx1a, stxIc, stx1d; stx2a,
stx2b, stx2c, stx2d, stx2e, stx2f, stx2g) - auf der Grundlage von PCR;

— Feststellung des Vorhandenseins des Gens eae, das an der Bakterien-Adhasion des ,Attaching and Effac-
ing“-Typs beteiligt ist - auf der Grundlage von Real-time-PCR;

— Feststellung des Vorhandenseins des Gens aggR, das an der Besiedelung durch enteroaggregative E. coli
beteiligt ist - auf der Grundlage von Real-time-PCR;

— Feststellung des Vorhandenseins von Genen, die mit den Serogruppen 0157, 026, 0111, 0103, 0145, 045
und 0121 assoziiert sind - auf der Grundlage von Real-time-PCR.

Im Einzelnen wird jeweils DNA aus einer einzelnen Kolonie extrahiert und mittels PCR oder Real-time-PCR ana-
lysiert, je nachdem welcher Assay durchgefiihrt wird. Die vollstandige Charakterisierung eines STEC-Isolats
wird erreicht, indem alle diese Assays durchgefiihrt werden; nichtsdestotrotz sind die verschiedenen Bestim-
mungen nicht alle normativ und diirfen als Reaktion auf spezifische Anforderungen, d. h. auf der Grundlage der
Anforderungen der Kunden (einschlief3lich der Anforderung der zustandigen Stelle oder aufgrund von behord-
lichen Anforderungen) separat durchgefiihrt werden.

Eine schematische Darstellung der verschiedenen Module des Verfahrens ist in Anhang A dargestellt.

Alternative methodische Ansatze, die sich von den in diesem Dokument beschriebenen unterscheiden, diirfen
die auf Objekttrager oder in Mikrotiterplatten durchgefiihrte Agglutinierung zur Bestimmung der Serogruppe
oder die Gesamtgenomsequenzierung (WGS) zur umfangreichen Charakterisierung von Stimmen beinhalten.
Wenn die WGS angewendet wird, muss ,ISO 23418:2022 Mikrobiologie der Lebensmittelkette — Gesamtge-
nomsequenzierung zur Typisierung und genomischen Charakterisierung von Bakterien — Allgemeine Anfor-
derungen und Leitfaden“ angewendet werden, um die WGS-Daten der STEC-Stimme und die daran anschlie-
ende bioinformatische Analyse zu erhalten.

Die auf WGS beruhenden Feststellungen des Vorhandenseins der Virulenzgene miissen ebenso wie die
stx-Subtypisierung und Bestimmung der Serogruppe durch Analysieren der erhaltenen Sequenzen erfolgen.
Fir die Analyse der STEC-Genomsequenzen stehen verschiedene Softwareprogramme zur Verfiigung,
entweder als handelstibliche Software oder iiber offentlich zugangliche Webserver (z. B. https://aries.iss.it/
und https://cge.cbs.dtu.dk/services/). Unabhdngig von der verwendeten Software sollten die zu den durch-
gefithrten Analysen gehorenden Logdateien (die, zum Beispiel, Informationen iiber die Virulenzgene oder
mit den Serogruppen assoziierten Gene und die verwendeten Datenbanken enthalten) als Bestandteil der
Rohdaten gespeichert werden. Bei der Durchfiihrung einer WGS wird empfohlen, die fiir die DNA-Reinigung
angeimpfte Kolonie erneut auf das Vorhandensein von stx zu priifen, da stx-Phagen wahrend der Kultivierung
verloren gehen konnten.

5 Nihrmedien und Reagenzien
Es werden aktuelle Laborpraktiken nach ISO 7218 befolgt. Die Zusammensetzung der Nahrmedien und

Reagenzien und ihre Herstellung sind in AnhangB festgelegt. In Bezug auf die Leistungspriifung der
Ndhrmedien siehe Tabelle B.1; auflerdem sind die Verfahren nach 1SO 11133 zu befolgen.

6 Ausriistung und Verbrauchsmaterialien

Laborgerate zum einmaligen Gebrauch oder Verbrauchsartikel aus Kunststoff mit geeigneten Kennwerten sind
eine annehmbare Alternative zu wiederverwendbaren Glasgeraten. Ubliche Ausriistungen eines mikrobiologi-
schen Labors (siehe ISO 7218) wird benétigt, und insbesondere Folgendes:

6.1 Wasserbad oder Heizblock, das/der bei Temperaturen bis zu 100 °C gehalten werden kann.

6.2 Brutschrank, der bei (37 + 1) °C gehalten werden kann.

Documents
10 Document Sharing Hub

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

- Entwurf -
E DIN EN ISO 13136-2:2024-03

prEN ISO 13136-2:2024 (D)

6.3  Geritschaften fiir die Nukleinsiureextraktion. Geeignete Ausriistung in Ubereinstimmung mit dem
angewendeten Verfahren (wenn notwendig).

6.4 Pipetten fiir unterschiedliche Volumina (zwischen 1 pl und 1 000 pl, siehe ISO 7550 [7]).

6.5 Diinnwandige Mikroréhrchen fiir Real-time-PCR, PCR-Multi-Well-Mikrotiterplatten oder andere
geeignete, lichtdurchlassige Kunststoffbehaltnisse zum einmaligen Gebrauch.

6.6 Real-time-PCR-Gerit (zum Nachweis von eae und aggR, Nachweis von Serogruppen) Thermocycler mit
einem Detektor fur Fluoreszenzemission nach dem 5’-Nuklease-PCR-Assay. Es sind Gerdte unterschiedlicher
Hersteller verfiigbar, die in Ubereinstimmung mit den Grundsatzen des Laboratoriums verwendet werden kon-

nen.

6.7 Thermocycler (fir stx-Subtypisierung) und PCR-Mikrorohrchen. Es sind Gerate unterschiedlicher Her-
steller verfiigbar, 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 Gerit fiir die Trockensterilisation (Heif3luft-Sterilisator) oder Dampfsterilisation (Autoklav).
Wie in [SO 7218 festgelegt.

6.11 Trocken- oder beliifteter Warmeschrank, 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 Kiihlschrank zur Lagerung hergestellter Medien, auf (5 * 3) °C einstellbar.

6.13 Tiefkiihlschrank (zur Lagerung von DNA und PCR-Reagenzien), auf (-18 + 3) °C einstellbar.

6.14 pH-Messgerit, bei 25 °C auf 0,01 pH-Einheiten ablesbar, ermoglicht Messungen mit einer Genauigkeit
von * 0,1 pH-Einheiten.

6.15 Sterile Rohrchen, Flaschen oder Kolben mit Verschliissen von geeignetem Fassungsvermogen.

Es diirfen Flaschen oder Kolben mit ungiftigen Schraubverschliissen aus Metall oder Kunststoff verwendet
werden.

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

6.17 Wasserbad, auf 47 °C bis 60 °C einstellbar.
6.18 Laminarbox.
6.19 Werkbank fiir PCR.

6.20 Elektrophoresegerit.

7 Probenahme

Die Probenahme wird in diesem Dokument nicht festgelegt. Dieses Dokument ist anwendbar auf STEC, die aus
beliebiger Quelle durch Anwendung von [SO 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 fir die daran anschlief3ende Charakterisierung oder fiir einige Anwendun-
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gen (z. B. Serotypisierung durch Agglutinierung), die mit dem Stamm selbst durchgefiihrt werden. Die Vorberei-
tung der Untersuchungsprobe wird in den spezifischen Charakterisierungsmodulen, die in diesem Dokument
enthalten sind, beschrieben.

9 Durchfiihrung
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;

— Durchfiihrung 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 tiberimpft und fiir (18 + 3) h bei 37 °C bebriitet. Ein Volumen von 25 pl der
Ubernachtkultur wird in einem Mikrozentrifugenréhrchen zu 975 pl sterilem Wasser von molekularbiologi-
schem Reinheitsgrad hinzugefiigt. Das Rohrchen wird fiir 15 min in kochendes Wasser gegeben und anschlie-
2end 5 min bei 18 000 g zentrifugiert. Der Uberstand kann nach Uberfiihren in ein sauberes Mikrozentrifugen-
rohrchen direkt als Template fiir die PCR eingesetzt oder fiir weitere Analysen bei -20 °C gelagert werden.

9.1.2 Durchfiihrung der PCR-Reaktion

PCR-Assays werden in einem Gesamtvolumen von 25pl fiir Triplex-PCR-Assays (zum Nachweis der
stxI1-Subtypen) und in 20 pl fiir Einzel-PCR-Assays (zur stxZ-Subtypisierung) angesetzt, wie in AnhangC,
Tabelle C.1 beschrieben. Es wird eine Stammldsung der Primer mit der Konzentration von jeweils 5 pM ange-
setzt und 5 ul werden fiir Uberstinde des Lysats nach Hitzeabtotung verwendet (die Template-Stammlésung
wird wie oben in7.1.1 beschrieben hergestellt). Mit sterilem Wasser von molekularbiologischem (oder
gleichwertigem) Reinheitsgrad wird jeweils auf das Endvolumen von 20 pl bzw. 25 pl aufgefiillt. Die Primer
und die Bedingungen fiir die PCR sind in Anhang C angegeben. PCR-Kontrollen, einschliefdlich Positiv- und
Negativkontrollen, miissen bei jedem Assay durchgefiihrt werden. Informationen zu den Referenzstimmen
kénnen Anhang C, Tabelle C.2 entnommen werden.

WICHTIG Die Verwendung einer Taq-Polymerase ist zwingend erforderlich, um die Moéglichkeit,
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 kénnen in jedem Labor Anpassungen erfordern, indem die Bestimmungen der
stx-Subtypen anhand eines Satzes von Referenzstimmen durchgefiihrt 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 fiir den Grofdenbereich der Amplifikate geeignet ist.

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