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Deutsche Fassung prEN ISO 18744:2013
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Microbiologie de la chéaine alimentaire —

Recherche et dénombrement des Cryptosporidium et Giardia dans les Iégumes verts frais
a feuilles et les fruits a baies (ISO/DIS 18744:2013);
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Anwendungswarnvermerk

Dieser Norm-Entwurf mit Erscheinungsdatum 2013-11-29 wird der Offentlichkeit zur Priifung und
Stellungnahme vorgelegt.

Weil die beabsichtigte Norm von der vorliegenden Fassung abweichen kann, ist die Anwendung dieses
Entwurfes besonders zu vereinbaren.

Stellungnahmen werden erbeten

— vorzugsweise online im Norm-Entwurfs-Portal des DIN unter www.entwuerfe.din.de bzw. fir Norm-
Entwurfe der DKE auch im Norm-Entwurfs-Portal der DKE unter www.entwuerfe.normenbibliothek.de,
sofern dort wiedergegeben;

— oder als Datei per E-Mail an nal@din.de moglichst in Form einer Tabelle. Die Vorlage dieser Tabelle kann
im Internet unter www.din.de/stellungnahme oder fur Stellungnahmen zu Norm-Entwurfen der DKE unter
www.dke.de/stellungnahme abgerufen werden;

— oder in Papierform an den Normenausschuss Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte (NAL) im
DIN, 10772 Berlin (Hausanschrift: Burggrafenstr. 6, 10787 Berlin).

Die Empfanger dieses Norm-Entwurfs werden gebeten, mit ihren Kommentaren jegliche relevanten
Patentrechte, die sie kennen, mitzuteilen und unterstiitzende Dokumentationen zur Verfigung zu stellen.
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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (prEN ISO 18744:2013) enthalt unveradndert den internationalen Norm-Entwurf
ISO/DIS 18744:2013, der vom Unterkomitee SC 9 ,Microbiology”“ (Sekretariat: AFNOR, Frankreich) des
Technischen Komitees ISO/TC 34 ,Food products® (Sekretariat: AFNOR/ABNT, Frankreich/Brasilien)
erarbeitet wurde. Auf Grund des Beschlusses des CEN/TC 275 ,Lebensmittelanalytik — Horizontale
Verfahren® (Sekretariat: DIN, Deutschland) wird die Bearbeitung im parallelen Abstimmungsverfahren unter
Federfliihrung des ISO/TC 34/SC 9 durchgefiihrt.

Die zustandige Arbeitsgruppe innerhalb des CEN/TC 275 ist die Working Group WG 6 ,Microbiology of the
food chain“. Die Mitarbeit des DIN beim Europaischen Komitee fiir Normung (CEN) wird fir den Bereich der
CEN/TC 275/WG 6 Uber den Arbeitsausschuss ,Mikrobiologische Lebensmitteluntersuchung einschlielich
Schnellverfahren“ wahrgenommen.

Fir die in diesem Dokument zitierten Internationalen Normen wird im Folgenden auf die entsprechenden
Deutschen Normen hingewiesen:

ISO 7218 siehe DIN EN ISO 7218
ISO 16140 siehe DIN EN ISO 16140

Nationaler Anhang NA
(informativ)

Literaturhinweise

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

DIN EN ISO 16140, Mikrobiologie von Lebensmitteln und Futtermitteln — Arbeitsvorschrift flir die Validierung
alternativer Verfahren
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vegetables and berry fruits (ISO/DIS 18744:2013)

ICS:

Deskriptoren:

Dokument-Typ: Europaische Norm
Dokument-Untertyp:
Dokumentstufe: parallele Umfrage
Dokumentsprache: D

Documents

TD Version 2.
S ersion 2.5a Document Sharing Hub

Full document details: E DIN EN ISO 18744:2014-01


http://avadocuments2026.com/doc/e-din-en-iso-18744-2014-01
http://avadocuments2026.com/doc/e-din-en-iso-18744-2014-01

E DIN EN ISO 18744:2014-01

prEN ISO 18744:2013 (D) — Entwurf —
Inhalt

Seite
Y T 1 oY o O 3
=11 Lo LT 4
1 N LT 4 Do LB Yo T o 7= T o o 5
2 Normative VerweiSUNQGEeN ...........ueeeeeeeieeeeeneenenennnnnnsnnnsnnnsnsnnnsnsnsnsnsssssssssssssssssmnmsmnmsnsmsnsnsnsnsnsnsnsnnnsnsnsnsnnnnn 5
3 =TT N 5
4 Kurzbeschreibung ... ———— 6
5 LY T =1 3 4 T o 6
6 L€ = - 1 = 7
7 Probenahme und TranSPOrt..........ccccccciiciiiiinisisssssss s sssssssssssssssssssnsssnsssssnsssssssssnsssssnsnsssnnnnnnn 8
71 g 0 o 7= =1 1 4 = 8
7.2 LI 185 oo o P 8
7.3 X 912 T= 1018 4 T30 1=l oY o 1= o XU 8
7.4 I T =Y 1 o 8
7.5 Vorbereitung der UntersuChUNGSProbe .........ccuiiiiiiiiiiimimimmmisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssesssesssenssennne 8
8 L L0211 o] 3 T St 8
8.1 Entfernen der Parasiten von griilnem BlattgemuiiSe.........ccccciiiiicciceciinniinssccssssce s ssssses e e s s s ssmnnns 8
8.2 Entfernen der Parasiten VON BEEIeN .........cccciiiimeiiiiieeiiiissssiiissssiissssssssssssssmsnsssssessssssisssssssssnssssssnnsns 10
8.3 Immunomagnetische Trennung (en: Inmunomagnetic separation, IMS)............ccoccceiiirnnrinnnnnes 11
8.4 FArbung der Proben......... e s mmn e e 11
8.5 IMIKFOSKOPI@ ....uuiiiciiiiicircrrrrs s s s s ssssssssssssnsssssnsssnsnsnsnsnsnnnsnnnnnnnsnnnnnnnnnnnnnnnnnnn 12
8.5.1 Allgemeine BemerkUNQGEN............uiiiiiiiiiiiimrie i sicssms e sssms s sa s s smns e e e s e s s e amn s e e s s e s sa s mnmnnnns 12
8.5.2 Untersuchung der Probenpréaparate mit Auflichtfluoreszenzmikroskopie..........cccoccomiriiiiiciiannns 12
8.5.3 Untersuchung von Probenpraparaten mit DIC-MiKroSkopie.......cccccccueccevmmmmremiiiscsssseeessesssssssnnenes 15
9 Verfahren der QualitatSIENKUNG ........cooiioiiiiieiii e 16
9.1 N = 0 L= 0 T 16
9.2 Einbeziehung und Auswertung von Kontrollen .............eeeemememememememnnnnnennnenesennnneneee s nsnnnnnnnne 17
9.3 Reinigung der AUSTUSTUNG .......coiicciiciiiiriisicccscs e e s rsssssssse s s s s s s s s s sssme s e e s sesssssmnnneesessnsssssnnnnsenssssnssnnn 17
10 (ST & TaT gk o T o X=N0 [T gl =Y o o == 17
10.1 Angabe der ErgebnisSse........ e e 17
10.2 [ i 0T =Y T 3 18
Anhang A (normativ) Herstellung der Reagenzien...........ccccovcmiiiimminnimnisnsss s s 19
AA1 Allgemeine ReAgENZIEN........oi it 19
A.2 Reagenzien fiir die Elution der Parasiten von Frischwaren...........ccccoovnivminnsiinncinnncsessnneeens 19
A3 Reagenzien zum Einengen, Fixieren, Farben, Nachweis und fiir die Qualitatskontrolle ............ 20
Anhang B (normativ) Herstellung von Suspensionen fiir die positive Prozesskontrolle ....................... 21
B.1 N = 0 T 0 T 21
B.2 Bestimmung der Konzentration von Oozysten oder Zysten in einer Stammsuspension........... 21
B.3 Leistungsdaten fiir die Suspensionen fiir die positive Prozesskontrolle............c.ccccoeerrrrrriinnnnes 22
Anhang C (informativ) Mit den Verfahren erreichte prozentuale Wiederfindungsraten.......................... 23
L= = 18] T LY== 25

Documents

2 Document Sharing Hub

Full document details: E DIN EN ISO 18744:2014-01


http://avadocuments2026.com/doc/e-din-en-iso-18744-2014-01
http://avadocuments2026.com/doc/e-din-en-iso-18744-2014-01

E DIN EN ISO 18744:2014-01
— Entwurf — prEN ISO 18744:2013 (D)

Vorwort

Dieses  Dokument  (prEN ISO 18744:2013) wurde vom  Technischen  Komitee ISO/TC 34
,Lebensmittelerzeugnisse® in Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee CEN/TC 275
,Lebensmittelanalytik — Horizontale Verfahren® erarbeitet, dessen Sekretariat vom DIN gehalten wird.

Dieses Dokument ist derzeit zur parallelen Umfrage vorgelegt.

Anerkennungsnotiz

Der Text von ISO/DIS 18744:2013 wurde vom CEN als prEN ISO 18744:2013 ohne irgendeine Abanderung
genehmigt.

Documents
Document Sharingg—lub

Full document details: E DIN EN ISO 18744:2014-01


http://avadocuments2026.com/doc/e-din-en-iso-18744-2014-01
http://avadocuments2026.com/doc/e-din-en-iso-18744-2014-01

E DIN EN ISO 18744:2014-01
prEN ISO 18744:2013 (D) — Entwurf —

Einleitung

Cryptosporidium spp. und Giardia duodenalis (Synonyme: G. lamblia, G. intestinalis) sind protozoische
Parasiten, die beim Menschen Darmerkrankungen verursachen kénnen. Beide Organismen sind durch ein
widerstandsfahiges  Ubertragungsstadium, die  Cryptosporidium-Oozyste und die  Giardia-Zyste,
charakterisiert, die in den meisten Umgebungen (Austrocknung wirkt abtétend) Uber langere Zeitrdume
iberleben kénnen. Da diese Ubertragungsstadien, nachstehend als (Oo)Zysten bezeichnet, in hohem MaRe
resistent sind gegeniiber chemischen und physikalischen Verfahren, auch Chlor in Konzentrationen, wie sie
fur die Aufbereitung von Trinkwasser angewendet werden, sowie gegenliber Desinfektionsmitteln, die fir
Produkte verwendet werden, zeigt das Fehlen von vegetativen Bakterien auf Frischwaren als Indikatoren fir
fakale Verunreinigung nicht unbedingt das Fehlen von (Oo)Zysten an. Es gibt kein praktisches Verfahren zur
Kultivierung dieser Erreger fir Nachweiszwecke und deshalb missen sie dafiir direkt von der
Lebensmittelprobe gewonnen werden, gefolgt von der Visualisierung der (Oo)Zysten durch Mikroskopie. Die
im vorliegenden Dokument beschriebenen Verfahren dienen der Feststellung, ob Cryptosporidium- oder
Giardia-(0O0)Zysten auf der Oberflache von Frischwaren vorhanden sind, und deren Zahlung. Diese Norm
beruht auf den einzigen veréffentlichten Verfahren, die in einem multizentrischen Ringversuch geprift wurden.
Alternative Verfahren kdnnen nach einem Nachweis ihrer Gleichwertigkeit mit dieser Norm nach der in
ISO 16140 beschriebenen Arbeitsvorschrift angewendet werden.
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1 Anwendungsbereich

Diese Internationale Norm legt ein Verfahren fest zum Nachweis und zur Zahlung von
Cryptosporidium-Oozysten und Giardia-Zysten auf oder in Lebensmitteln, die hier als frisches griines
BlattgemUse und Beeren beschrieben werden. Mit geeigneten Kontrollen ist es moglicherweise auch fur die
Untersuchung anderer Frischwaren geeignet.

Die Beschreibungen fur die Mikroskopie sind fir Oozysten von Cryptosporidium spp. und Zysten von Giardia
duodenalis in den Grdélenbereichen, die die Arten oder Genogruppen einschliel3en, die als pathogen fir den
Menschen bekannt sind.

Dieses Verfahren ist nicht anwendbar zur Bestimmung der Arten oder Genotypen/Genogruppen von
Cryptosporidium-Oozysten und  Giardia-Zysten. Mit dem Verfahren werden alle Arten und
Genotypen/Genogruppen nachgewiesen, die als pathogen fir den Menschen bekannt sind, und auch andere,
die das nicht sind. Zur weiteren Identifizierung sind molekulare Typisierungstests erforderlich, die jedoch
moglicherweise nicht anwendbar sind, wenn die Proben mit positiven Prozesskontrollen beimpft (en: spiked)
wurden.

Dieses Verfahren ermoglicht keine Bestimmung der Lebensfahigkeit oder Infektiositat beliebiger
Cryptosporidium-Oozysten und Giardia-Zysten.

2 Normative Verweisungen

Die folgenden Dokumente, die in diesem Dokument teilweise oder als Ganzes zitiert werden, sind fur die
Anwendung dieses Dokuments erforderlich. Bei datierten Verweisungen gilt nur die in Bezug genommene
Ausgabe. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte Ausgabe des in Bezug genommenen Dokuments
(einschlieBlich aller Anderungen).

ISO 7218:2007, Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance for
microbiological examinations.

ISO 16140, Microbiology of food and animal feeding stuffs — Protocol for the validation of alternative methods

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

31

Cryptosporidium-Oozysten

Ubertragungsstadien von Cryptosporidium spp.; ihr Nachweis beruht auf der Reaktion mit spezifischen
Anti-Cryptosporidium-Antikérpern und auf typischen morphologischen Merkmalen, wie in Abschnitt 11 der
vorliegenden Internationalen Norm beschrieben

3.2

Giardia-Zysten

Ubertragungsstadien von Giardia spp.; ihr Nachweis beruht auf der Reaktion mit spezifischen
Anti-Giardia-Antikdrpern und auf typischen morphologischen Merkmalen, wie in Abschnitt 11 der vorliegenden
Internationalen Norm beschrieben

3.3

frisches griines Blattgemiise

Pflanzenblatter, die als Gemise gegessen werden und die mit Ausnahme von Schneiden und Waschen
keinem Aufbereitungsprozess unterzogen wurden

3.4

frische Beeren

stammen von einer Vielzahl von Pflanzen mit kleinen Friichten, die ein hohes Verhaltnis von Oberflache zu
Masse aufweisen, und die mit Ausnahme von Waschen keinem Aufbereitungsprozess unterzogen wurden
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3.5

verfahrenstechnische Kontrolle der Probe

probenbezogene Prozesskontrolle

mit spezifischen fluorogenen Reporterfarbstoffen markierte (Oo)Zysten, die vor der Aufbereitung in einer
bestimmten Anzahl zu der Probe hinzugefligt werden dirfen, um nachzuweisen, dass das Verfahren nach
dem Elutionsschritt wirksam funktioniert

3.6

positive Prozesskontrolle

Probe, zu der vor der Extraktion eine bestimmte Anzahl an (Oo)Zysten hinzugefligt wurde, um nachzuweisen,
dass das Verfahren nach dem Elutionsschritt wirksam funktioniert

3.7

negative Prozesskontrolle

eine der Probe gleichwertige Menge an Material, die als frei von (Oo)Zysten angesehen und auf die gleiche
Weise aufbereitet wird wie die untersuchte Probe

4 Kurzbeschreibung

Das Prinzip des Verfahrens beruht auf dem Entfernen der (Oo)Zysten von der Probe mit Hilfe von Elutions-
verfahren, gefolgt von der Konzentrierung aus dem Eluat durch Zentrifugieren und Isolierung durch
immunomagnetische Trennung (en: immunomagnetic separation, IMS). Der Nachweis der (Oo)Zysten erfolgt
durch Mikroskopie nach der Markierung mit monoklonalen Antikdrpern (mAb), die mit einem Fluorochrom
konjugiert sind.

5 Reagenzien

5.1 Reagenzien, die fiir das Eluieren der (Oo)Zysten von griinem Blattgemiise und von Beeren
erforderlich sind

5.1.1 Glycin-Puffer, pH-Wert 5,5 fiir griines Blattgemise, (A.2.1)
5.1.2 Glycin-Puffer, pH-Wert 3,5 flr Beeren (A.2.2)

5.2 Reagenzien, die beim Konzentrieren, Fixieren, Farben, Nachweis und bei der Qualitatskontrolle
verwendet werden

5.2.1 Methanol, analysenrein

5.2.2 Paramagnetische Kiigelchen (Beads), zur Isolierung von Cryptosporidium-Oozysten und
Giardia-Zysten

5.2.3 Salzsdure, 0,1 M (A.3.1)
5.2.4 Natriumhydroxid, 1 M (A.3.2)

5.2.5 Fluoroschrommarkierte monoklonale Antikorper (mAb) gegen Cryptosporidium-Oozysten und
Giardia-Zysten

5.2.6 Immunofluoreszenz-Einbettungsmedium (A.3.3)

5.2.7 4’,6’-Diamidin-2-phenylindol-Dihydrochlorid-Dihydrat (DAPI), gefriergetrocknetes Reagens
5.2.8 DAPI-Stammldésung (A.3.4)

5.2.9 DAPI-Arbeitslosung (A.3.5)

5.2.10 Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS) (A.1.1)
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5.2.11 Nicht fluoreszierendes Immersionsol
5.2.12 Stammsuspensionen von Cryptosporidium-Oozysten und Giardia-Zysten (Anhang B)

5.2.13 Suspensionen von vorab markierten und gezahlten lebensunfahigen
Cryptosporidium-Oozysten und Giardia-Zysten

Der Fluorochrommarker muss sich von dem unterscheiden, der fir den Nachweis des Zielorganismus
verwendet wird.

5.2.14 Parasiten-Aufbewahrungsmedium (A.3.6, A.3.7)
5.2.15 Vollentsalztes Wasser

5.2.16 Fingernagellack (zum Abdichten der Deckglaschen auf den Objekttragern, falls erforderlich)

6 Gerate

Das Verfahren erfordert die Ubliche mikrobiologische Laborausristung (siehe 1SO 7218) und insbesondere
Folgendes:

6.1  Pinzette (zur Handhabung von Frischwaren, falls erforderlich)

6.2 Objekttrager mit Vertiefung und hydrophober Beschichtung, die Vertiefungen sind in der Lage, ein
Volumen von 50 ul aufzunehmen, und Deckglaschen von geeigneter GréRe

6.3 Blattmischer (Beutel-Walkmischer) und passende Filterbeutel

6.4 Ausschwingzentrifuge (zur Aufnahme von mindestens 4 konischen 50-ml-Zentrifugenréhrchen je Lauf)
6.5 Glasrohrchen nach Leighton

6.6 Rotationsmischer, kompatibel mit den Leighton-Rdhrchen

6.7 Magnetischer Klemmstander, kompatibel mit den Leighton-Réhrchen

6.8 Magnetischer Klemmstander fiir Mikrozentrifugenréhrchen

6.9 Warmplatte fir Objekttrager, Brutschrank mit einer Temperatur von 37 °C bis 42 °C oder gleichwertige
Vorrichtung zum Trocknen von Objekttragern

6.10 Feuchtekammer (mit einem Deckel verschlossener Behalter, der ein Feuchtigkeit absorbierendes
Material enthalt, abgedunkelt aufbewahrt und bei einer Temperatur gehalten werden kann, die fiir das
Immunofluoreszenz-Reagens geeignet ist).

6.11 Ansaugvorrichtung — Vakuumquelle, die mit einem Flissigkeitsabscheider und einer Pipette
ausgerustet ist, oder eine gleichwertige Vorrichtung.

6.12 Auflichtfluoreszenzmikroskop mit 20fach-, 40fach-Objektiven und 100fach-Objektiv mit Immersionslinse
sowie einem Kkalibrierten Okularraster (Gitternetz). Muss einen FITC-Filtersatz (blau, Filter fir 480 nm
Anregung, 520 nm Emission) und einen DAPI-Filtersatz (UV, 375 nm Anregung, >420 nm Emission)
einschlieRen. Wenn fluorochrommarkierte verfahrenstechnische Kontrollen der Probe verwendet werden, ist
ein zusatzlicher Filtersatz erforderlich, der fur das Fluorochrom geeignet ist. ZweckmaRig sind Gerate mit
differentieller Interferenzkontrastoptik (DIC). Ein an das Mikroskop angeschlossenes photographisches
Aufzeichnungssystem kann mdglicherweise zur Aufzeichnung positiver oder mutmallicher Falle angemessen
sein.

6.13 FITC-Kontrollobjekttrager zur Bewertung der Fluoreszenzintensitat und Verifizierung der
ordnungsgemalen Leistung des optischen Systems des Fluoreszenzmikroskops.
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