DIN EN ISO 15216-2:2019-12 (D)

Mikrobiologie der Lebensmittelkette - Horizontales Verfahren zur Bestimmung von
Hepatitis-A-Virus und Norovirus in Lebensmitteln mittels Real-time-RT-PCR - Teil 2:
Nachweisverfahren (ISO 15216-2:2019); Deutsche Fassung EN ISO 15216-2:2019

Inhalt Seite

EUTOPAiSCRES VOIWOT T .coiiuiiinsmiaisssnssissssssssssssssssssssnsssassssssssasssssssssssssssassssssssas sess sasassesssas sess sasas sess sas nss sasas ssssas snsssassnsssasasss 5
20 a0 ) o 6
20 0 101 8
1 Anwendungsbereich. ... ———————————————————_—————T—————_— 9
2 NOIrmative VEIrWeISUNZEI ..uuiiimisisnsssssssssssssssssssssssssss s sssssss s s s s s s s s s s s 9
3 BEGIIff@ o A 9
4 KUurzbeSchreibUung......coummimmmsmsmsssssssssssssssssssssssss s s sssssssssssssssssssssssasssassass 11
4.1 R0 T ey 1D LD 0 11
4.2 RN A-EXETAKUIOI coueciiiseismssssnsssssssnssssssssssssssssssssnsssssssssssssssssssasssssssnsssssssnsssasssessssssseass sessessssssss s ssnsansnsansssansassnsassans 11
4.3 Real-time-RT-PCR (Real-time-Reverse-Transkription-Polymerase-Kettenreaktion) .......c.cu.cu.. 12
4.4 Kontrollmaterialien. ... 12
4.4.1 ProzeSSKONIIOIIVITUS. ..o s s 12
T N DX 00 20\ ) 1) 11 0 | 12
4.5 UntersuchungsergebniSSe ... ..o s s sns 13
5 T V=5 114 ) 1 13
5.1 AlIZEIMEINES ... s 13
5.2 Reagenzien, die im Lieferzustand verwendet Werden ... 13
5.3 Herzustellende ReAGENZIEN .....ccuuvcsmsssmsmsmssmsmsmsmssmsssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssnsssns 14
6 Ausriistung und Verbrauchsmaterialien. ..., 15
7 PrODENaNIME. ... 17
8 1D 100 ar o 18 10 0 0 17
8.1 Allgemeine Anforderungen an Laboratorien ... 17
8.2 VIFUSZEWINIUIIG cc.ciuiaiaiaisisismssmssssisssisssssss s s s s s s A A SRR RS SRR SRR AR SRR AR AR AR R R RS RS R RS 17
o /0 L 1 1 =5 T 0 ¢ LT 17
8.2.2 Virusmaterial fiir die ProzessKontrolle ... 17
8.2.3 Negative Prozesskontrolle ... 17
8.2.4  ODerflACheN ...t —————— 17
8.2.5 Weiches Obst, Blatt-, Stingel- und Zwiebelgemiise............cccvsmrmminmsmsmnsmsmsmsss———— 18
8.2.6 In Flaschen abgefiilltes TriNKWaSSer ... s sses 19
8.2.7 Zweischalige Weichtiere ... 19
8.3 LA 2 0 D0 L (1) 20
8.4 LT 1 B D 10 L 2 T 00 L 20
8.4.1 Allgemeine ANfOrderungen ... 20
8.4.2 Analyse mit Real-time-RT-PCRu.ciiismminssmsisssssssssssssssssssssss s sssssssssssssssssssssssssssssssssssssesns 21
9 Auswertung der ErgebniSSe ... sssssssssssssssssssasssssssssssssssassssssassssssssassnns 23
9.1 ALLGEIMEINES ...ucucucrsrirsisisisiss s e E AR R AR AR R AR AR AR E R RS RS RS E AR AR AR AR AR AR R 23
9.2 Erstellen der Standardkurve fiir die Prozesskontrollvirus-RNA ... 23
9.3 Kontrolle auf Inhibition der RT-PCRu.... s 24
9.4 Berechnung der EXtraktionSeffiZienz ... 24
10 Angabe der ErgebRiSSe ..o s s ssssssessssssssesssas s sassssssssassens 25



11 Leistungsmerkmale des Verfahrens ... 26

11.1  ValidierungsStudie......usss s 26
B 1 7 091103 0 0L el 03 26
T T4 i L 1 26
0 10 ) S 26
12 UntersuchungsberiCht ... ————————————— 26
Anhang A (normativ) Schematische Darstellung des Verfahrens.......... 27
Anhang B (normativ) Zusammensetzung und Herstellung von Reagenzien und Pufferlésungen ........ 28
B.1 5-fach konzentrierte PEG/NaCl-Lésung (500 g/1 PEG 8 000, 1,5 mol/1 NaCl)......c.cocuusesessnsnsesassnans 28
B.1.1  ZUSAIMINEINSEEZUIG cutvururrsessrsessssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss s sasmssssesssnsnsasnsassases 28
3300 I 5 () 1 ] 1 L1 o, 28
B.2 Chloroform/Butanol-Gemisch (Volumenanteile 1 : 1)....mmmsmmmmmsmsmsmsssssssssssssssssssssssasanss 28
3 307/ S A0 L= U104 4 ] 7D 28
33727 2 & () 1 ] 1 L1 o, 28
B.3 Proteinase-K-LOsung (3 000 U/1) ...cicrmmmsmsmmsmmsmsmssmssmssssssssssssssssssssssssssssssassssssssasssssssssssssssassssssssassssssasas 28
370 00 S A0 1= 0404 4 ] 7D 28
330 2072 & () 3 ] 1 L1 o, 28
B.4 Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS, en: Phosphate-buffered saline).......ccooiniiinicinininnnns 29
B.4.1  ZUSQAIMIMENSEEZUING ....eeiururrrressrsessssssssssssssssssssssssssssssssasssea s sssseas e s e £ SRR R SR AR R AR AR R RA SRR ERE R R R AR R R R R RN R R R R AR R R R SRR AR R RS 29
330 2 & () ] ] 1 L1 o, 29
B.5 TRIS/Glycin/Rindfleischextrakt-Puffer (TGBE-Puffer; en: Tris/glycine/beef extract

010§ (=) o 29
B.5.1  ZUSAIMINEIISEEZUIIE cuvvururrsrssrsmssssssmsmsssssssssasssssssssssasssasssssssssssssssassssssssssssssssssssssssass sessssssssessssssssessssssesssnssssssasssseses 29
32 5 () ] ] 1 L1 o, 29
B.6 TRIS-LOSUNG (1 MOL/L) e s s 30
B.6.1 ZUSQAIMIMENSEEZUING ..ceiiusursrsessrssssmssssssssssssssssssssssssssssssasssessssssseass e s e e S a A S e SR E R R AR AR R EEA SRR R R SRR R R R AR R AR AR R R R SRR R SRR AR R R RS 30
3T & () ] =] 1 L1 o, 30
B.7 EDTA-LOsung (0,5 MOL/1) .o ssssssssssssssssssssssssssans 30
B.7.1  ZUSQIMIMENSEEZUIG ....erirrurrrsessrsssssssssssssssssssssssssssssssssassses s sas s s s se s e £ e A A £ e SR AR R AR R AR R RAE R ER SRR R R AR R R AR R R R R R AR R R R SRR AR R R RS 30
30 s () o] ] L1 30
B.8 TRIS-EDTA-Puffer (TE-Puffer) (10 mmol/1 TRIS, 1 mmol/l EDTA)....cccommmmmsmsmmsmsmsmssssssssesssssassenss 30
B.8.1  ZUSQAIMIMENSEEZUING ....ecorrurrrressrsessrssssssmsssssssssssmssssssssssass e se s s s e s e SRR R SR AR RS AR R R RAE R R AR R R AR AR R R R AR AR R R R AR R R R SRR AR R R RS 30
3RS 0 5 () or ] ] L1 30
Anhang C (informativ) Real-time-RT-PCR-Mastermixe und Parameter fiir die Durchfithrung der

S O . 31
Anhang D (informativ) Real-time-RT-PCR-Primer und -Hydrolysesonden fiir den Nachweis des

HAV, Norovirus GI und GII sowie Mengovirus (Prozesskontrolle)........ccummmn. 32
D.1 5 L, 32
D.2 NOTOVIIUS Gl s s s s AR 32
D.3 NOTOVITUS GIL cociiiiisinnissmssismssmsisssssisss s s eSS 33
D.4 117 23 0701 D o 1 . 33
Anhang E (informativ) Vermehrung des Mengovirus-Stamms MCg zur Verwendung als

o 0y T 10 110 0] | 35
E.1 B 1) 10 1= 10 T 35
E.2 Reagenzien UNA GEIAte......umimmsmmsmssmsissssssssssssss s sssssasssssssssssssssassssssssassssssassssssssasassesssassssssasassesssasas 35
E.3 1D 11D ol 100 35
Anhang F (informativ) RNA-Extraktion unter Anwendung des BioMerieux NucliSens®-Systems ....... 36
F.1 T ¥ L) 1 174 L) | S 36
F.2 ) 36
F.3 DUICHUINTUNG .t R AR A AR AR AR R AR AR R R R AR AR SRR R AR R R R SRR SRR RS 36
Anhang G (informativ) Herstellung von RNA-Stammlésungen fiir die Verwendung als externe

KONtrolle (EC-RNA) .ot s ssss s s sas s s asasssas s ssssssssassmsssssssass s snsssnsnnsnans 38
G.1 B 1) 10 1= 10 T 38

-2-



G.2 T Ve 1A LD T =) i L 39
G.3 Linearisierung von Plasmid-DNA ... 39
G4 In-vitro-TransKription VON RNA......imismnssssssssssssssssssss s sssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssseseses 39
G.5 Uberpriifung auf Kontamination mit DNA........ccummessssssssssssssessessssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssss 40
G.6 Quantitative Bestimmung der EC-RNA ... 40
Anhang H (informativ) Beispielhafte Plattenbelegung ... 41
Anhang I (informativ) Studien zur Validierung von Verfahren und Leistungsmerkmalen ........c..ccceuseues 42
LTS L LD 00 54



		2026-06-20T16:07:16+0000
	DIN Deutsches Institut fuer Normung e. V.
	Dokument ist zertifiziert




