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Nationales Vorwort

Der Textvon ISO 10705-3:2003 wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 147 ,,Water quality“ der Internationa-
len Organisation fiir Normung (ISO) erarbeitet und als prEN ISO 10705-3:2024 durch das Technische Komitee
CEN/TC 230 ,Wasseranalytik“ iibernommen, dessen Sekretariat von DIN (Deutschland) gehalten wird.

Das zustdndige deutsche Normungsgremium ist der Unterausschuss NA 119-01-03-03 UA , Mikrobiologie“ des
Arbeitsausschusses NA 119-01-03 AA ,Wasseruntersuchung (CEN/TC 230, ISO/TC 147)“ im DIN-Normenaus-
schuss Wasserwesen (NAW).

Um Zweifelsfille in der Ubersetzung auszuschliefRen, ist die englische Originalfassung beigefiigt. Die Nutzungs-
bedingungen fiir den deutschen Text des Norm-Entwurfes gelten gleichermafden auch fiir den englischen Text.

Fiir die in diesem Dokument zitierten Dokumente wird im Folgenden auf die entsprechenden deutschen Doku-
mente hingewiesen:

1SO 6887-1 siche  DINENISO 6887-1
1SO 8199 sieche  DINENISO8199
1S0 10705-1 siche  DINENISO10705-1
1SO 10705-2 siche  DINENISO10705-2
ISO/TR 13843 siche  DINENISO 13843
ISO 19458 siche  DINENISO 19458

[SO 10705 besteht unter dem allgemeinen Titel Water quality — Detection and enumeration of bacteriophages
aus den folgenden Teilen:

— Part 1: Enumeration of F-specific RNA bacteriophages

— Part2: Enumeration of somatic coliphages

— Part 3: Validation of methods for concentration of bacteriophages from water

— Part4: Enumeration of bacteriophages infecting Bacteroides fragilis

Bezeichnung des Verfahrens:

Validierung von Verfahren fiir die Konzentration von Bakteriophagen in Wasser (K 21)

Verfahren DINENISO 10705-3-K21
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Esisterforderlich, bei den Untersuchungen nach dieser Norm Fachleute oder Facheinrichtungen einzuschalten
und bestehende Sicherheitsvorschriften zu beachten.

Bei Anwendung der Norm ist im Einzelfall je nach Aufgabenstellung zu priifen, ob und inwieweit die Festlegung
von zusatzlichen Randbedingungen erforderlich ist.

Die vorliegende Norm enthalt das vom DIN-Normenausschuss Wasserwesen (NAW) und von der Wasserche-
mischen Gesellschaft - Fachgruppe in der Gesellschaft Deutscher Chemiker (GDCh) - gemeinsam erarbeitete
Deutsche Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und Schlammuntersuchung:

Validierung von Verfahren fiir die Konzentration von Bakteriophagen in Wasser (K 21).
Die als DIN-Normen veroffentlichten Deutschen Einheitsverfahren sind bei der DIN Media GmbH einzeln oder
zusammengefasst erhéltlich. AufRerdem werden die genormten Deutschen Einheitsverfahren in der Loseblatt-
sammlung ,Deutsche Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und Schlammuntersuchung” gemeinsam von

der DIN Media GmbH und der Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA publiziert.

Normen oder Norm-Entwtirfe mit dem Gruppentitel ,Deutsche Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und
Schlammuntersuchung" sind in folgende Gebiete (Haupttitel) aufgeteilt:

Allgemeine Angaben (Gruppe A)

Sensorische Verfahren (Gruppe B)

Physikalische und physikalisch-chemische Kenngréfden (Gruppe C)
Anionen (Gruppe D)

Kationen (Gruppe E)

Gemeinsam erfassbare Stoffgruppen (Gruppe F)
Gasformige Bestandteile (Gruppe G)

Summarische Wirkungs- und Stoffkenngréfden (Gruppe H)
Mikrobiologische Verfahren (Gruppe K)

Testverfahren mit Wasserorganismen (Gruppe L)
Biologisch-okologische Gewasseruntersuchung (Gruppe M)
Einzelkomponenten (Gruppe P)

Schlamm und Sedimente (Gruppe S)

Suborganismische Testverfahren (Gruppe T)

Aktuelle Informationen zu diesem Dokument konnen {iber die Internetseiten von DIN (www.din.de) durch eine
Suche nach der Dokumentennummer aufgerufen werden.
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Nationaler Anhang NA
(informativ)

Literaturhinweise

DIN EN ISO 6887-1, Mikrobiologie der Lebensmittelkette — Vorbereitung von Untersuchungsproben und
Herstellung von Erstverdiinnungen und von Dezimalverdiinnungen fiir mikrobiologische Untersuchungen —
Teil 1: Allgemeine Regeln fiir die Herstellung von Erstverdiinnungen und Dezimalverdiinnungen

DIN EN ISO 8199, Wasserbeschaffenheit — Allgemeine Anforderungen und Anleitung fiir mikrobiologische
Untersuchungen mittels Kulturverfahren

DIN EN ISO 10705-1, Wasserbeschaffenheit — Nachweis und Zdhlung von Bakteriophagen — Teil 1: Zdhlung
von F-spezifischen RNA-Bakteriophagen

DIN EN ISO 10705-2, Wasserbeschaffenheit — Nachweis und Zdhlung von Bakteriophagen — Teil 2: Zdhlung
von somatischen Coliphagen

DIN EN ISO 13843, Wasserbeschaffenheit — Anforderungen zur Bestimmung von Leistungsmerkmalen von
quantitativen mikrobiologischen Verfahren

DIN EN ISO 19458, Wasserbeschaffenheit — Probenahme fiir mikrobiologische Untersuchungen
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April 2024
prEN ISO 10705-3

Wasserbeschaffenheit - Nachweis und Zahlung von Bakteriophagen - Teil 3:
Validierung von Verfahren fiir die Konzentration von Bakteriophagen in Wasser
(IS0 10705-3:2003)

Water quality - Detection and enumeration of bacteriophages - Part 3: Validation of methods for concentration
of bacteriophages from water (ISO 10705-3:2003)

Qualité de I'eau - Détection et dénombrement des bactériophages - Partie 3: Validation des méthodes de con-
centration des bactériophages dans I’eau (ISO 10705-3:2003)
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Europaisches Vorwort

Der Text von ISO 10705-3:2003 wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 147 ,Water quality” der Internatio-
nalen Organisation fiir Normung (ISO) erarbeitet und vom Technischen Komitee CEN/TC 230 ,,Wasseranalytik“
als prENISO 10705-3:2024 iibernommen, dessen Sekretariat von DIN gehalten wird.

Dieses Dokument ist derzeit zur CEN-Umfrage vorgelegt.

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 10705-3:2003 wurde von CEN als prENISO 10705-3:2024 ohne irgendeine Abanderung
genehmigt.
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Vorwort

ISO (die Internationale Organisation fiir Normung) ist eine weltweite Vereinigung von Nationalen
Normungsorganisationen (ISO-Mitgliedsorganisationen). Die Erstellung von Internationalen Normen wird
normalerweise von ISO Technischen Komitees 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. Internationale Organisationen, staatlich und nicht-staatlich, in Liaison mit ISO, nehmen
ebenfalls an der Arbeit teil. ISO arbeitet eng mit der Internationalen Elektrotechnischen Kommission (IEC)
bei allen elektrotechnischen Themen zusammen.

Internationale Normen werden in Ubereinstimmung mit den Gestaltungsregeln der ISO/IEC-Direktiven, Teil 2
erarbeitet.

Die Hauptaufgabe der Technischen Komitees besteht in dem Erarbeiten von Internationalen Normen. Die von
den Technischen Komitees angenommenen Norm-Entwiirfe werden den Mitgliedsorganisationen zur Umfrage
zur Verfiigung gestellt. Fiir eine Veroffentlichung als Internationale Norm wird eine Zustimmung von mindes-
tens 75 % der Mitgliedslander, die abgestimmt haben, benotigt.

Es wird auf die Moglichkeit hingewiesen, dass einige Elemente dieses Dokuments Patentrechte beriihren kon-
nen. [SO ist nicht dafiir verantwortlich, einige oder alle diesbeziiglichen Patentrechte zu identifizieren.

[SO 10705-3 wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 147, Water quality, Unterkomitee SC 4, Microbiological
methods, erarbeitet.

ISO 10705 besteht unter dem allgemeinen Titel Water quality — Detection and enumeration of bacteriophages
aus den folgenden Teilen:

— Part 1: Enumeration of F-specific RNA bacteriophages
— Part2: Enumeration of somatic coliphages
— Part 3: Validation of methods for concentration of bacteriophages from water

— Part4: Enumeration of bacteriophages infecting Bacteroides fragilis
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1 Anwendungsbereich

Dieser Teil von ISO 10705 legt die allgemeinen Grundsatze fiir die Bewertung der Leistungsfahigkeit von Ver-
fahren fiir die Aufkonzentrierung von Bakteriophagen aus Wasser fest. Eine Aufkonzentrierung wird fiir Was-
serproben empfohlen, die voraussichtlich < 3 pfp (Plaque formende Partikel) je Milliliter enthalten. Aufkonzen-
trierungsverfahren konnen bei allen Arten von Wasser angewendet werden, sofern die Menge und Beschaffen-
heit der suspendierten und/oder gelosten Stoffe das Aufkonzentrierungsverfahren nicht beeintrachtigen.

Dieser Teil von ISO 10705 enthalt keine detaillierten Angaben zu Aufkonzentrierungsverfahren, sondern
umreifdt die grundlegenden Prinzipien zur Bewertung der Eignung eines bestimmten Verfahrens fiir eine
bestimmte Art und Menge von Wasser. Anhang A enthalt Beispiele fiir Verfahren, die sich als zufriedenstellend
erwiesen haben, und deren Anwendungsbereiche.

WARNHINWEIS — Anwender dieses Teils von ISO 10705 sollten mit der iiblichen Laborpraxis vertraut
sein. In diesem Teil von ISO 10705 wird nicht der Anspruch erhoben, alle bei seiner Anwendung
moglicherweise auftretenden Sicherheitsprobleme zu behandeln. Es liegt in der Verantwortung des
Arbeitsgebers, geeignete Sicherheits- und Gesundheitspraktiken vorzusehen und die Einhaltung
etwaiger nationaler Bestimmungen sicherzustellen.

WICHTIG — Das mit der Validierung von Verfahren fiir die Aufkonzentrierung von Bakteriophagen aus

Wasser befasste Laborpersonal muss unbedingt iiber einschligige Erfahrungen mit den Verfahren zur
Zahlung von Bakteriophagen verfiigen (siehe ISO/TR 13843 [1]).

2 Normative Verweisungen

Die folgenden zitierten Dokumente sind fiir die Anwendung dieses Dokuments erforderlich. Bei datierten Ver-
weisungen gilt nur die in Bezug genommene Ausgabe. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte Ausgabe
des in Bezug genommenen Dokuments (einschliefdlich aller Anderungen).

IS0 3696:1987, Water for analytical laboratory use — Specification and test methods

[SO 6887-1, Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension and
decimal dilutions for microbiological examination — Part 1: General rules for the preparation of the initial
suspension and decimal dilutions

[SO 8199, Water quality — General guide to the enumeration of micro-organisms by culture

IS0 10705-1, Water quality — Detection and enumeration of bacteriophages — Part 1: Enumeration of
F-specific RNA bacteriophages

[SO 10705-2, Water quality — Detection and enumeration of bacteriophages — Part 2: Enumeration of somatic
coliphages

[SO 10705-4, Water quality — Detection and enumeration of bacteriophages — Part4: Enumeration of
bacteriophages infecting Bacteroides fragilis

ISO/IEC Guide 2, Standardization and related activities — General vocabulary

3 Begriffe

Fiir die Anwendung dieses Dokuments gelten die Begriffe nach ISO/IEC Guide 2 und die folgenden Begriffe:
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3.1
Bakteriophagen
bakterielle Viren, die in der Lage sind, ausgewdahlte Wirtsstimme zu infizieren

ANMERKUNG  Bakteriophagen erzeugen sichtbare Plaques (Freisetzungszonen) in einem konfluenten Rasen des Wirts-
stamms, der unter geeigneten Ndhrbedingungen gewachsen ist.

4 Grundlage des Verfahrens

Die Probe wird nach einem Verfahren der Wahl behandelt, wobei die Bakteriophagen von einem relativ gro-
3en Probenvolumen (100 ml bis zu mehreren Litern) zu einem kleineren Volumen (typischerweise wenige bis
20 ml) aufkonzentriert werden. Die aufkonzentrierte Probe wird dann nach einem Verfahren aus einer inter-
nationalen Norm oder einer anderen geeigneten Arbeitsvorschrift auf Bakteriophagen untersucht.

Das zu bewertende Aufkonzentrierungsverfahren sollte ausfiihrlich in einer Arbeitsvorschrift beschrieben
sein, die so weit wie moglich dem Aufbau von ISO-Normen folgt. Die Beschreibung sollte die Zielgruppe(n)
der Bakteriophagen und die Verfahren zu ihrem Nachweis, die zu analysierenden Wasserarten und
Volumenbereiche sowie Ausnahmen vom Anwendungsbereich, z. B. Triibung, enthalten.

Das Verfahren wird nach den in diesem Teil von ISO 10705 festgelegten Grundsatzen validiert. Das Validie-
rungsverfahren besteht darin, die Wiederfindung von Bakteriophagen in einer Reihe von Proben zu bestim-
men, die mit auf natiirlichem Wege verschmutztem Wasser (Roh- oder behandeltem Abwasser) beimpft wur-
den. Die Wiederfindung wird in einer Reihe von Volumen untersucht und dabei besonders auf die Vergleich-
prazision geachtet.

5 Reagenzien

Fir die Herstellung der Nahrmedien werden Zugabestoffe von einheitlicher Qualitdt und Chemikalien von
anerkannter Analysenreinheit verwendet. Fiir Informationen zur Lagerung siehe ISO 8199, aufer bei entspre-
chenden Angaben in diesem Teil von ISO 10705. Als Alternative werden getrocknete Vollndhrmedien verwen-
det und dabei die Anweisungen des Herstellers genau befolgt.

Chemikalien anderer Reinheitsgrade diirfen verwendet werden, wenn sie nachweislich zu den gleichen Ergeb-
nissen fithren.

5.1 Wasser fiir die Herstellung von Medien, in Glas destilliertes Wasser oder deionisiertes Wasser, das frei
von Stoffen ist, die das Bakterienwachstum unter den Priifbedingungen hemmen kénnten, und mindestens der
Qualitat 3 nach ISO 3696 entspricht.

5.2 Verdiinnungsmittel zur Herstellung von Verdiinnungen, Pepton-Salzlosung oder ein anderes geeigne-
tes Verdiinnungsmittel nach ISO 6887-1 oder ISO 8199.

5.3 Ndhrmedien und Referenzkulturen, wie im entsprechenden Standardverfahren in ISO 10705-1,
[SO 10705-2 und ISO 10705-4 fiir die Phagenuntersuchung festgelegt.

5.4 Glycerol (p=870g/1), 15 min lang bei (121 + 3) °C autoklaviert und im Dunkeln bei Raumtemperatur
hochstens 1 Jahr lang gelagert.

6 Geraite und Glasgerate

SICHERHEITSVORKEHRUNGEN — Gerite fiir den Einsatz vor Ort sollten vor ihrer Verwendung desinfi-
ziert werden. Es sind Sicherheitsvorkehrungen zu treffen, die fiir die eingesetzte Desinfektionslosung
geeignet sind. Bei einigen Schritten der Aufkonzentrierung ist gegebenenfalls das Anlegen von hydro-
statischem oder pneumatischem Druck erforderlich. Die einschléigigen Sicherheitsvorkehrungen sind
zu beachten.
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Es wird tibliche mikrobiologische Laborausriistung verwendet, wie im Verfahren fiir die Phagenuntersuchung
(Abschnitt 8) und in der Arbeitsvorschrift fiir das Aufkonzentrierungsverfahren festgelegt.

7 Probennahme

Proben bis zu 101 kdnnen problemlos ins Labor transportiert werden. Die Proben werden entnommen, wie
in ISO 8199 (siehe auch ISO 19458 [2]) festgelegt, und ins Labor gebracht. Bei grofieren Proben ist es ratsam,
den ersten Schritt des Aufkonzentrierungsverfahrens am Entnahmeort durchzufiihren. Dieser Prozess kann
mehrere Stunden dauern. Wenn gleichzeitig auf Indikatorbakterien oder andere Mikroorganismen untersucht
wird, wird fir diese Untersuchungen eine zeitproportionale Probe entnommen, vorzugsweise durch Befiil-
len einer Probenflasche aus einem Seitenstrom des zur Aufkonzentrierung verwendeten Gerats. Filter, Fall-
schldimme oder andere Produkte aus dem ersten Aufkonzentrierungsschritt diirfen vor Ort weiterbehandelt
oder ins Labor gebracht werden. Die Transport- und Lagerbedingungen bei Zwischenstufen des Prozesses wer-
den in das Validierungsverfahren einbezogen.

8 Vorbereitung von Abwasserproben fiir das Aufstocken

Eine Abwasserprobe wird aus der Vorkldrung oder der zweiten Reinigungsstufe (biologische Behandlung) ent-
nommen und 20 min lang bei 1 000 g zentrifugiert oder durch ein Membranfilter mit einer Porengrofie von
8 um bis 12 pm filtriert. Der Uberstand oder das Filtrat wird auf Schmelzeis gelagert. Die Zielbakteriophagen
in einem Volumen von 1 ml werden nach dem gewahlten Verfahren gezahlt. Falls erforderlich wird die Probe so
weit verdiinnt, dass eine Konzentration von 60 pfp bis 200 pfp (Plaque formende Partikel) je Milliliter erhalten
wird. Glycerol wird in solcher Menge hinzugefiigt, dass ein endgiiltiger Volumenanteil von 5 % erhalten wird;
es wird gut gemischt. Aliquote von jeweils 10 ml werden auf Glas- oder Kunststoffflaschen (oder -rohrchen
oder -flaschchen) verteilt und bei (-20 + 5) °C oder (-70 = 10) °C tiefgekiihlt. Zwei Flaschen werden bei Raum-
temperatur aufgetaut. Aus jeder Flasche werden zwei Aliquote von jeweils 0,5 ml auf die Zielbakteriophagen
untersucht. Die durchschnittlichen Zahlwerte sollten innerhalb der oben genannten Grenzen liegen (d. h. 30 pfp
bis 100 pfp je Platte). Die Zahlwerte werden auf Homogenitat innerhalb einer Flasche und zwischen Flaschen
wie folgt untersucht:

=3 S o) (%)

Dabei ist

T1 der statistische Wert des Cochran-Dispersionstests zur Bestimmung der Varianz bei den pfp innerhalb
eines Flaschchens des Referenzmaterials;

z;+ die Gesamtzahl der Plaques in den Doppelproben eines Flaschchens.

J
Ziy = Z Zij
j=1
I die Anzahl der Flaschchen (in diesem Fall 2);
J die Anzahl der Doppelproben (in diesem Fall 2).
Die Anzahl der Freiheitsgrade fiir T ist gleich I(J-1) und

= [l -5 552)]

Dabei ist
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T, der statistische Wert des Cochran-Dispersionstests zur Bestimmung der Varianz bei den pfp in unter-
schiedlichen Flaschchen einer Charge des Referenzmaterials;

1
7., die Gesamtzahl der Plaques fiir alle Flaschchen und Doppelproben z, , = ‘21 (Z zij).
L=

Die Anzahl der Freiheitsgrade fiir T ist gleich I-1.

Wenn die Phagen innerhalb eines Flaschchens und im Vergleich der Flaschchen untereinander zufallig verteilt
sind, folgen T und T ungefihr einer X2-Verteilung mit 2 bzw. 1 Freiheitsgrad(en). Wenn 0,01 < T < 5,99 und
T, < 3,84, werden die Proben angenommen.

ANMERKUNG  Somatische Coliphagen, F-spezifische RNA-Bakteriophagen und Bacteroides fragilis infizierende Bakte-
riophagen, die in Rohabwasser, das wie oben beschrieben teilweise gereinigt wurde, natiirlich vorkommen, erfahren keine
signifikante Inaktivierung, wenn sie mit einem Volumenanteil von 5 % Glycerol tiefgekiihlt werden, und sie kdnnen tief-
gekiihlt bei Temperaturen unter (-20 £ 5) °C, vorzugsweise bei (-70 = 10) °C, ohne nennenswerte Abnahme der Anzahl
mindestens ein Jahr lang gelagert werden.

9 Durchfiihrung
9.1 Herstellung von aufgestockten Proben
9.1.1 Chargenverfahren

Von allen im Anwendungsbereich des Aufkonzentrierungsverfahrens genannten Wasserarten werden Proben
genommen. Die Proben werden an verschiedenen Tagen entnommen, sodass vorzugsweise unterschiedliche
Jahreszeiten und klimatische Bedingungen reprasentiert sind. Es werden mindestens fiinf Proben jeder Pro-
benwasserart untersucht. V¢ wird als das grofdte Probenvolumen angenommen, das mit dem zu bewerten-
den Aufkonzentrierungsverfahren behandelt werden soll. Das fiir das Validierungsverfahren benéotigte Proben-
volumen muss dann mindestens 3 x V. betragen. Gefafde mit den folgenden Probenvolumen werden vorbe-
reitet:

— 0,125 x Vipay;
— 0,250 x Vipay;

— 0,500 x Vipay;

- Vmax-
Jedem Gefafd wird 1 ml des auf Raumtemperatur vorgewarmten Aufstockmittels (siehe Abschnitt 8) zugegeben.
Der Rest des Aufstockmittels wird auf Schmelzeis aufbewahrt.

9.1.2 Inline-Aufkonzentrierungsverfahren

Fiir alle im Anwendungsbereich des Aufkonzentrierungsverfahrens genannten Wasserarten werden Feldstu-
dien durchgefiihrt. Die Untersuchungen werden an verschiedenen Tagen durchgefiihrt, sodass vorzugsweise
unterschiedliche Jahreszeiten und klimatische Bedingungen reprasentiert sind. Fiir jede Wasserart werden
mindestens fiinf Proben untersucht. Vy,,, wird als das grofdte Probenvolumen angenommen, das mit dem
Aufkonzentrierungsverfahren behandelt werden soll. Feldstudien werden mit den folgenden Probenvolumen
durchgefiihrt:

— 0,125 % Vipax
— 0,250 x Vipaxs
— 0,500 x Vipaxs
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