DIN EN 17711:2025-03 (D)

Pflanzen-Biostimulanzien - Nachweis von Vibrio spp.; Deutsche Fassung EN

17711:2024
Inhalt Seite
| 000 0 0BT LT Y0 o) o o 9
00 1T L3 U D, 11
1 ANWendungsbereiCh..... s ————————————————————— 12
2 NOTrmMative VEIWeISUNZEIN ..uuuicirireiscsmssssssssssssssssssssssssssssassssssssss e s sasssssssssssess sas s e sasas e sassssesssassssesssassssssasasss 12
3 3 o 12
4 Kurzbeschreibung......oniss s ssasaes 13
4.1 BN 1) 14 =) 10 T 13
4.2 Primire Anreicherung in einem fliissigen Selektivmedium ..., 13
4.3 Sekundire Anreicherung in einem fliissigen Selektivmedium ... 14
4.4 Isolierung und IdentifiZierung........ooinnmnn s ——————————————————————— 14
4.5 L2y D o . 14
5 Ndhrmedien und REAGENZIEN .....c.ccvcrmrermsmsmssmssmssssmsmsmssssssmssssssssssssssssssssssssssssas s ssssssssssassssssassssssssssasssssasasss 14
51 Anreicherungsmedium: alkalisches Peptonwasser (APW) [en: alkaline saline peptone

R L) ol (7 ) T P 14
5.2 Feste selektive IsolierungsSmedien ... 14
5.2.1 Erstes Medium: Thiosulfat-, Citrat-, Galle- und Saccharose-Agar-Medium (TCBS,

en: thiosulfate citrate bile and SACrose agar) ... —————— 14
L2072 A T ) 1230 (=0 L o 15
5.3 Kochsalz-Nahragar (SNA, en: saline nutrient agar) ... 15
5.4 Reagenz fiir den Nachweis von OXidase ... ssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 15
5.5 Reagenzien fiir biochemische Untersuchungen ..., 15
5.5.1 L-Lysin-Decarboxylase-Salzmedium (LD C)...c.covsmmmmmsmsmssssmsmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssassssssssasss 15
5.5.2 Arginin-Dihydroxylase-Salzmedium (ADH) ......cccoumsmmsmmmmsmsmssmssmsmssmssssmsssssssssssssssssssssssssssssssasasss 15
5.5.3 Reagenz fiir den Nachweis von 3-Galactosidase........cuummmmmmsmsmsmsmsmsssssmsssmsssssssssssssssssssses 15
5.5.4 Salzmedium fiir den Nachweis von INdOL.........cominnmmnmnssssssss 15
5.5.5 Salzhaltiges PePtONWaSSET ....cuuiimsmssismsmssssssssssssssssssssssssssssssassssssssasssssssssssssssassssssssassssssasassssssasassssssassssssasasss 16
5.5.6 NatriumchloridlOSUNG ... s s s s e 16
5.5.7 Toluol, analySenreiN.....sss 16
5.5.8 Steriles Mineraldl, analySeNIein..... s sasasss 16
6 Ausriistung und Verbrauchsmaterialien ... 16
7 50 Q0] 0 =3 1T 11 1 U, 16
8 Vorbereitung der Untersuchungsprobe........ssssssssssssssssssss 17
9 Durchfiihrung (siehe Bild A.1) ..o ssssssssssssssssssassssssasasss 17
9.1 Priifmenge und ErstverdilnnUINEG.......c.oummmmsmsmsssssssssssssssssssssssssssssssssss s sssssssssssssssssessssssssssses 17
9.2 Primire selektive ANreiCherung ... sssss—————————, 18
9.3 Sekundire selektive ANreiCheruNg ... sssasss 18
9.4 Isolierung und IdentifiZierung.........couinnnnn s ——————————————————————— 18
9.5 BeStAtIGUNG ... AR AR RS 19
O0.5.1  AllGEIMEINES ..ucurierurresessrscsissssrsmssssssssessssssssesssss s s E e SRR R R AR R AR AR R R R AR R EARR R RRR AR R ER AR SRR AR R SRS 19
9.5.2 Auswahl der Kolonien fiir die Bestitigung und Herstellung von Reinkulturen .........cousssssness 20
9.5.3 Untersuchungen zur prasumtiven Identifizierung........——————— 20
9.5.4 Biochemische BeStatiGUNG.........ccuiiiisssssss s 20



10 Angabe der ErgebniSSe ... s st 23

11 Leistungsmerkmale des Verfahrens ... 23
1 0 I 091103 0 0L el 1= 23
O T 4 i L | 23
00 110 ) 1 1, 23
0 O o 4 1) ) 23
12 UntersuchungsberiCht ... ————————————————— 23
Anhang A (normativ) Fliefdschema des Verfahrens.........sssssss 25
Anhang B (normativ) Zusammensetzung und Herstellung der Ndhrmedien und Reagenzien.............. 26
B.1 BN 1o 14 1= 10 T, 26
B.2 R L S 26
B.3 Alkalisches PeptonwWasSer (APW) ....omimmmmismssmsmsssssmssssssssssssssssssssssssssssssassssssasassssssassssssssassssssasassnss 26
3286 200 YA ) E5F 1018 00T 4o T 11 ) 1 26
330 20 5 () or] ] L1 26
B.4 Thiosulfat-Citrat-Galle- und Saccharose-Agar (TCBS) ... 27
320 0 YA D ESF 1018 40T 4T T 11 ) 1 27
330 3 5 () o] ] 11 27
B.4.3 Herstellung der Agarplatten......immimmsssssssss s s s sssns 27
B.5 KochsalzZ-NAhragar (SNA) ...t st sssssssssssasssasssssssssassssssesssesssessssssssssssssssasssas 28
B.5.1  ZUSAIMINEIISETZUIE currrursesessrsrsmssssssesssssssssssssssssssssassssssssassesssassssssssassess sassssesssassess sassssesssassssesssassessssssssesssassssssnsss 28
3 ST 5 () or] ] L 28
B.5.3 Herstellung der Agarplatien..... s nns 28
B.5.4 Herstellung der Schriagagarrohrchen mit Kochsalz-Nahragar........onnn, 28
B.6 Reagenz fiir den Nachweis vOn OXidase......coummsmsmmsmsmsmssmmsmsmssssssmssssssssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssas 28
B.6.1 ZUSQAIMIMENSEEZUING ..cueiiururrrrsmssrssssrsssssssssssnsssssssssssassssssessssessssessssss s se e sa e e S e AR SRR SRS R R SRS AR SRR AR SRR AR AR R R AR SRR R AR R R AR R R AR RS 28
ST 2 5 () 1 ) 1 Ll o 29
B.7 L-Lysin-Decarboxylase-Salzmedium (LD C).....cocosmmsmsmsmssmsmsmssssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesesns 29
3 T S A0 1= 01040 4 ] 700 29
330 2 & () ] =] 1 L1 o 29
B.8 Arginin-Dihydroxylase-Salzmedium (ADH) ... 29
B.8.1  ZUSQAIMIMENSEEZUING ....eeiiiurrersrrsrsessrssssssmssssssssssssssssss s sss s ss e s s s e S A e R R £ AR R R AR SRR R AR R AR R AR SRR AR R R R R AR RE AR AR R RER SRR R SR RS 29
23S T & () ] =] 1 L1 o 29
B.9 Nachweis von B-GalactoSidase ... ———————— 30
330 B0 R 0\ 6 1] 1 o 30
L300 T )i =) ) (01] 1 ¢ 30
B.9.3  VOlIStANdiges REAZENZ ......cccccvcimcsmsmsmsmsismsisssssssssssssssssssssssssssssssssssss s s s ss s sttt st sissmsssssssasssssassnasssssnss 30
B.10 Salzmedium fiir den Nachweis von INAOl ... 31
B.10.1 Tryptophan-SalZmedilm ... s s s ssans 31
3300 2 L0 T R ¥ o) /P 31
B.11 Salzhaltiges PeptonWasSer ... s 31
B.11.1 ZUSQAIMIMENSEEZUIG ..cueriururrersnssressrssssessssssnsssssssssssassssssessssesss e s sss s s sesa e e £ e AR AR AR SRR R AR R AR R R AR SRR AR R R R R AR RE AR AR R RER SRR R RERS 31
3300 T O () o] ] L 32
B.12  NatriumchloridlOSUNG ... s s s s 32
B.12.1 ZUSQAIMIMENSEEZUIIG ..cuerierurrersnssrmssrssssesmsssnsssssssssssasssssssssssesss e s s sss e sss e sas e e e s R e R R SRS AR R AR R AR R R AR R R AR R R R R R AR R R AR AR R EER SRR R RE RS 32
3300 0 20 5 () o] ] L 32
B.13  Tris-Acetat-EDTA-(TAE-)PULfer ...c.cconmnmminmmmmimmsmssisssnssissssssssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssns 32
B.13.1 ZuSamMMENSETZUIEG .ccouiuisisississssssismssssssiasssssssssssss st ss st ss s sa s s s E A SRR RS RS EER RS AR R RS SR RR RS RER AR R RR R 32
3300 S T 5 () o] ] 0 32

Anhang C (informativ) Konventionelle PCR fiir den Nachweis von Vibrio parahaemolyticus,
Genen des thermostabilen direkten Himolysins (tdh) und des thermostabilen direkten

verwandten Hdmolysins (trh), Vibrio cholerae und Vibrio VUINIfiCUS.......ccouousessessssssesssssssssssssssssasas 33
C1 FL 0 10T 0 0 LT, 33
C.2 Gerdte UNd Materialien ... s s 33
C.2.1 Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE) (oder ein Puffer mit fiir den Zweck vergleichbarer

=5 1] 11D . 33



O ' B 13 - o 1 1 D
C3 LD 20 D0 1 (o 0
C4 Durchfithrung der konventionellen PCR ...
C.5 Primer Und SONAEN ... s s
O T 1 1 72 1 1 1 T,
C.5.2 Vibrio-parahaemolyticus-Primer (konventionelle PCR).......ccocummmns
C.5.3 Vibrio-parahaemolyticus-Primer fiir Gene des thermostabilen direkten Himolysins (tdh)

und des thermostabilen direkten verwandten Himolysins (trh) (konventionelle PCR) ..........
C.5.4 Vibrio-cholerae-Primer (konventionelle PCR) ...
C.5.5 Vibrio-vulnificus-Primer (konventionelle PCR)........ccocummmsmmmmmsmmmmsmmsmsmssssssssssssssssssssssssssssas
C.5.6 PCR-Bedingungen — VPLOXR UNA VVH ......cccoumsmsmsmmsmsmssmsssmsmssssssmsssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass
C.5.7 PCR-BediNGUNEEN — PIVC ..iisirisisnsissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssasssass
C.5.8 PCR-Bedingungen — £dh UNd trH.... s
C.6 Kontrollmaterial — konventionelle PCR ...
Anhang D (informativ) Real-Time-PCR fiir den Nachweis von Vibrio parahaemolyticus, dem Gen

des thermostabilen direkten Hamolysins (tdh) und Vibrio vulnificus ...,
D.1 B 1o 14 1= 10 T
D.2 Gerdte Und Materialien....o i ————————————————
D.2.1 Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE) (oder ein Puffer mit fiir den Zweck vergleichbarer

=5 1] 11D .
D 207207200\ B T3 1 o 1 1 . G,
D.2.3 ZusammensetzZung des MasteIMX. .. sssssssssssasssasssssasssassnssssssss
D.3 1D 0\ 172 Y3 201 i 1« 1) o
D.4 2T 1 B D1 Lo o O 2
D.5 Vibrio parahaemolyticus — Primer und Hydrolyse-Sonden.........ummmmmsmmsmsmsssmsss
D.6 Vibrio parahaemolyticus — Primer und Hydrolyse-Sonden fiir das Gen des

thermostabilen direkten HAmolySins (£dh) ...
D.7 Vibrio vulnificus — Primer und Hydrolyse-SoOnden ...
D.8 PCR-BEAINGUINZEIL....c.cicimnrsississsisssssssssssssssssssssasssas s ssss s E SRS R R SRR R AR AR AR SRR AR SRR ERERERRR R R RS R AR R AR R R R RS
D.9 Kontrollmaterial — Real-TIMe-PCR ... ssssssssssssssss s
Anhang E (informativ) Wiederholprizision und Vergleichprazision ...
E.l AlLGEIMEINES ...ucururrsiiisssisssmssssssss s E e SR E AR AR AR A AR AR R R R R R SRR ERERERRAA SRR RS R AR ReS
E.2 g (0] 0 =) T
E.3 DUFChfUINIUNG .t e e e e e R R e S
E.4 WiederholUnGen ... s s e n RS
E.5 00 ] 1) 1T,

Anhang ZA (informativ) Zusammenhang zwischen dieser Europdischen Norm und den

grundlegenden Anforderungen der abzudeckenden Verordnung (EU) 2019/1009 zur
Bereitstellung von EU-Diingeprodukten auf dem MarKt.......c.csss

I LT 0 100 g 410 0 ) Y <

Bilder

Bild A.1 —Flie3schema des Verfahrens fiir den Nachweis von enteropathogenen
V. parahaemolyticus, V. cholerae und V. VUINIfICUS ...

Tabellen

Tabellel — Leistungspriifung des Thiosulfat-, Citrat-, Galle- und Saccharose-Agar-

MEdIUIMS [TCBS) uiuiursmrmrerarsmssssmsessssssssssssssasssssssssssssssassssssssassesssassssssssassesssassssesssas e s s a s s SE e SRR AR SRR SR EE R R AR R ERRR RS EE

Tabelle 2 — Primire Bebriitung und Zielspezies/ProduKktzustand...........cummmmmmmmsmssmssssssn



Tabelle 3 — Sekundire Bebriitung und Zielspezies/Produktzustand ... 18

Tabelle 4 — Interpretation der biochemischen Untersuchungen. ..., 22
Tabelle C.1 — Zusammensetzung des MaSteIMIX ......umsmsmssmsmsmssssssssmssssssssmssssssssssssssssssssssssssssassssssssassssssssassess 34
Tabelle C.2 — PCR-Bedingungen — VPtoXR UNA VVH ......ccccussmmsmsmsmssmsssmssssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 37
Tabelle C.3 — PCR-BedingUnEEn — Prl( ... sssssssssssssssssssssasssassssssssass 37
Tabelle C.4 — PCR-Bedingungen — tdh und trh ... 37
Tabelle C.5 — RefereNZstamMe......c.cuiiiisiismmsmmmmsssss s s s s 38
Tabelle D.1 — Zusammensetzung des MaSterMiX.....mssismsssmssssssss s ssssssssss 39
Tabelle D.2 — PCR-BediNGUNZEN ... s sssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssnsssnns 41
Tabelle D.3 — ReferenzZstimIne. ... s s s s neas 42
Tabelle E.1 — Im Ringversuch untersuchte Materialien.........ummmmsssssmn. 43
Tabelle E.2 — Ergebnisse des RINGVETrSUCKS ... ssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 45
Tabelle E.3 — Kontingenztabelle fiir die Proben ML, MS, BL und PS ... 45

Tabelle ZA.1 — Zusammenhang zwischen dieser Europiischen Norm und der Verordnung (EU)
00 0 3 L)L 46



		2026-06-25T22:35:51+0000
	DIN Deutsches Institut fuer Normung e. V.
	Dokument ist zertifiziert




