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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (FprENISO 7704:2022) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 147 ,Water quality” in
Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee CEN/TC 230 ,Wasseranalytik“ erarbeitet, 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-Normen-
ausschuss Wasserwesen (NAW).

Um Zweifelsfille in der Ubersetzung auszuschlieflen, 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:

[SO 2859 (all parts) siehe  DINISO 2859 (alle Teile)
IS0 6461-2 siche  DINEN 26461-2

IS0 6887-1:2017 sieche  DINENISO 6887-1:2017-07
1S07218 sieche  DINENISO 7218

IS0 7899-2 siehe  DINENISO 7899-2
1S08199:2018 sieche  DINENIS08199:2021-12
[S09308-1 siehe  DINENIS09308-1
[S09308-1:2014/Amd1:2016 siehe  DINENIS09308-1:2017-09
[SO11133:2014 siehe  DINENISO11133:2020-10
[SO11133:2014/Amd1:2018 sieche DINENISO011133:2020-10
[S011731:2017 siehe DINENIS011731:2019-03
IS0 13843:2017 siche  DINENISO 13843:2018-03
1SO 14189 siehe  DINENISO 14189

IS0 16266 sieche  DINENISO 16266

IS0 17034 sieche  DINENISO 17034

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

Dieses Dokument (FprENISO 7704:2022) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 147 ,Water quality” in
Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee CEN/TC 230 ,Wasseranalytik“ erarbeitet, dessen Sekretariat
von DIN gehalten wird.

Dieses Dokument ist derzeit zur parallelen formellen Abstimmung vorgelegt.

Anerkennungsnotiz

Der Text von ISO/FDIS 7704:2022 wurde von CEN als FprENISO 7704:2022 ohne irgendeine Abdnderung
genehmigt.
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Vorwort

ISO (die Internationale Organisation fiir 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-Direktiven, Teil 1 beschrieben. Es sollten insbesondere die unter-
schiedlichen AnnahmekKriterien fiir die verschiedenen ISO-Dokumentenarten beachtet werden. Dieses Doku-
ment wurde in Ubereinstimmung mit den Gestaltungsregeln der 1SO/IEC-Direktiven, Teil 2 erarbeitet (siehe
www.iso.org/directives).

Es wird auf die Moglichkeit hingewiesen, dass einige Elemente dieses Dokuments Patentrechte beriihren kon-
nen. ISO ist nicht dafiir verantwortlich, einige oder alle diesbeziiglichen Patentrechte zu identifizieren. Details
zu allen wahrend der Entwicklung des Dokuments identifizierten Patentrechten finden sich in der Einleitung
und/oder in der ISO-Liste der erhaltenen Patenterklarungen (siehe www.iso.org/patents).

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

Fiir eine Erlduterung des freiwilligen Charakters von Normen, der Bedeutung [SO-spezifischer Begriffe und
Ausdriicke in Bezug auf Konformitatsbewertungen sowie Informationen dariiber, wie I1SO die Grundséatze der
Welthandelsorganisation (WTO, en: World Trade Organization) hinsichtlich technischer Handelshemmnisse
(TBT, en: Technical Barriers to Trade) berticksichtigt, sieche www.iso.org/iso/foreword.html.

Dieses Dokument wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 147, Water quality, Unterkomitee SC 4, Micro-
biological methods, in Zusammenarbeit mit dem Europdischen Komitee fur Normung (CEN), Technisches
Komitee CEN/TC 230, Wasseranalytik, in Ubereinstimmung mit der Vereinbarung zur technischen Zusam-
menarbeit zwischen ISO und CEN (Wiener Vereinbarung) erarbeitet.

Diese zweite Ausgabe ersetzt die erste Ausgabe (ISO 7704:1985), die technisch iiberarbeitet wurde.

Die wesentlichen Anderungen sind folgende:

— der Anwendungsbereich wurde gedndert und deckt jetzt die Anforderungen an die Leistungspriifung von
Membranfiltern ab, die zur Riickhaltung und direkten Zdhlung verwendet werden;

— Abschnitte zu Begriffen, Mikroorganismen, Probenahme und Replikaten, Durchfiihrung, Beimpfung und
Bebriitung, Zdhlung, Berechnung und Dokumentation wurden hinzugefiigt;

— die Abschnitte liber Ndhrmedien und Verdiinnungslésungen, die Vorbereitung der Priifstimme, die Leis-
tungspriifung und die Durchfithrung wurden tiberarbeitet, um sie an ISO 8199 und ISO 11133 anzupassen;

— Anhang A mit einem Ablaufschema der Chargenpriifung wurde hinzugefiigt;

— Anhang B wurde hinzugefiigt, um ein Beispiel fiir eine Karte zum Aufzeichnen von Priifergebnissen aus
Chargenpriifungen und zusétzlichen Priifungen von Membranfiltern anzugeben;
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— Anhang C wurde hinzugefiigt, um die zusatzliche quantitative Priifung von Membranfiltern zu beschreiben,
einschliefllich eines Ablaufschemas zum Verfahren;

— Anhang D wurde hinzugefiigt, um die zusatzliche qualitative Priifung von Membranfiltern zu beschreiben;

— Anhang E wurde hinzugefiigt, um ein praktisches Beispiel fiir die Chargenpriifung und die zusatzliche
quantitative Prifung durch den Endanwender anzugeben, einschlieflich eines Ablaufschemas zum
Verfahren;

— Literaturhinweise wurden hinzugefiigt.

Riickmeldungen oder Fragen zu diesem Dokument sollten an das jeweilige nationale Normungsinstitut des

Anwenders gerichtet werden. Eine vollstindige Auflistung dieser Institute ist unter www.iso.org/mem-
bers.html zu finden.
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Einleitung

In Laboratorien, die mikrobiologische Untersuchungen durchfiihren, sind die Hauptziele die Abscheidung,
Wiederbelebung, Anzucht, der Nachweis und/oder die Zahlung einer grofden Vielfalt von Mikroorganismen.
Membranfilter werden bei zahlreichen traditionellen Verfahren zur Kultivierung verwendet, und im Handel
sind diverse Typen verschiedener Marken erhéltlich. Viele Vergleichsstudien zu Membranfiltern, tiber die
in der Fachliteratur berichtet wurde, zeigen Unterschiede beziiglich deren Fahigkeit auf, Bakterien aus
Wasserproben zu gewinnen (siehe Literaturhinweise [22] [23] [28] [30] [31] [32] [33] und [34]). Aufgrund
des komplexen Herstellungsprozesses konnen die chemische Zusammensetzung, die Porengrofie und die
Porenstruktur je nach Marke und sogar je nach Materialcharge variieren. Dariiber hinaus kann der Her-
stellungsprozess auch herauslosbare Bestandteile freisetzen, die die Wiederfindung von Mikroorganismen
beeintrachtigen kdnnen.

Daher ist es sehr wichtig, die Leistungspriifung von Membranfiltern so weit wie moglich zu standardisieren,

nicht nur um einheitliche Ergebnisse zu erzielen, sondern auch um die Entwicklung standardisierter Verfahren
fiir die Zahlung bestimmter Mikroorganismen zu ermaoglichen.
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1 Anwendungsbereich

Dieses Dokument legt die Anforderungen an die Leistungspriifung von Membranfiltern fest, die fiir die Riick-
haltung und die anschliefRende direkte Zahlung von Mikroorganismen durch Verfahren zur Kultivierung ver-
wendet werden.

Dieses Dokument gilt fiir Membranfilter, die fiir die Riickhaltung und anschlief3ende direkte Zahlung bestimm-
ter Mikroorganismen auf festen Medien oder auf anderen Vorrichtungen, die Medien enthalten, wie absorbie-

rendes Tragermaterial, verwendet werden [19].

Dieses Dokument gilt nicht fiir Membranfilter, die zur Aufkonzentrierung und Elution oder fiir qualitative Ver-
fahren verwendet werden.

Die Priifungen gelten fiir Membranfilter, die fiir die mikrobiologische Analyse verschiedener Arten von Wasser
bestimmt sind, wie:

— Trinkwasser, in Flaschen abgefiilltes Wasser und andere Arten von Wasser mit voraussichtlich geringer
Anzahl von Mikroorganismen;

— Wasser mit einer erwarteten hoheren Anzahl von Mikroorganismen, z. B. Oberflaichenwasser und Prozess-
wasser.

Die Prifungen sollen die Eignung des gesamten Systems (Membranfilter zusammen mit dem Nahrmedium
einschliefllich der Filtrationsstufe) nachweisen, die fiir die in den Literaturhinweisen [3] [6] [8] [10] [12] und
[13] beschriebenen spezifischen Priifungen erforderlich ist.

Dieses Dokument gilt fiir:

— Hersteller, die Membranfilter produzieren;

— Laboratorien fiir Mikrobiologie, die Membranfilter fiir ihre eigenen Priifungen verwenden oder diese an
andere Endanwender liefern.

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. Bei datierten Verweisungen gilt
nur die in Bezug genommene Ausgabe. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte Ausgabe des in Bezug
genommenen Dokuments (einschlief3lich aller Anderungen).

[S0 8199:2018, Water quality — General requirements and guidance for microbiological examinations by
culture

ISO 11133:2014, Microbiology of food, animal feed and water — Preparation, production, storage and
performance testing of culture media

[SO011133:2014/Amd1:2018, Microbiology of food, animal feed and water — Preparation, production, storage
and performance testing of culture media

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

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

— ISO Online Browsing Platform: verfiigbar unter https://www.iso.org/obp
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— IEC Electropedia: verfiigbar unter https://www.electropedia.org/
3.1 Allgemeine Begriffe

3.1.1

Membranfilter

pordse hydrophile Filtrationsmatrix, die aus verschiedenen Polymeren mit Filtrationseigenschaften, die dqui-
valent zu deren Nennporengrofie typischerweise im Bereich von 0,1 pm bis 1,2 pm liegen, besteht und fiir die
Riickhaltung von Mikroorganismen bestimmt ist

Anmerkung 1 zum Begriff:  Das Membranfilter stellt die effektive Riickhaltung von Mikroorganismen in Abhdngigkeit
von der Porengréfie der Membran sicher, wenn ein Differenzdruck (Uber- oder Unterdruck) aufgebracht wird.

Anmerkung 2 zum Begriff: ~ Der Membranfiltertyp, der fiir ein bestimmtes mikrobiologisches Verfahren zu verwenden
ist, wird in der entsprechenden spezifischen Norm (3.1.7) beschrieben.

3.1.2

Nahrmedium

Formulierung von Substanzen in fliissiger, halbfester oder fester Form, die natiirliche und/oder synthetische
Bestandteile zur Unterstlitzung der Vermehrung (mit Bestandteilen oder ohne Bestandteile zur Hemmung
bestimmter Mikroorganismen), Identifizierung oder Konservierung der Lebensfahigkeit von Mikroorganismen
enthalt

Anmerkung 1 zum Begriff: ~ Das fiir ein bestimmtes mikrobiologisches Verfahren zu verwendende Nahrmedium wird in
der entsprechenden spezifischen Norm (3.1.7) beschrieben, siehe spezifisches Ndhrmedium (3.1.3).

[QUELLE:1SO 11133:2014, 3.3.1, modifiziert - ,Bestandteilen” und ,,ohne Bestandteile zur“ wurde hinzugefiigt
und Anmerkung 1 zum Begriff wurde ersetzt.]

3.1.3

spezifisches Nahrmedium

in der Regel selektives Ndhrmedium (3.1.2), wie in einer spezifischen Norm (3.1.7) fiir die Verwendung mit
Membranfiltern (3.1.1) angegeben

BEISPIEL1  Mit Membranfiltern nach ISO 9308-1 [8] verwendeter chromogener Coliformen-Agar (CCA).

BEISPIEL2  Mit Membranfiltern nach ISO 7899-2 [6] verwendetes Slanetz-Bartley-Medium.

3.14

Referenzmedium

Ndhrmedium (3.1.2), in der Regel nicht selektiv, fiir die Bestimmung des Referenzzdihlwerts (3.3.8) und die
zusdtzliche quantitative Priifung (3.2.2)

Anmerkung 1 zum Begriff:  Das Referenzmedium ist ein in der Regel nicht selektives Ndhrmedium (3.1.2), das sich von
dem zu priifenden Nahrmedium unterscheidet und dessen Eignung fiir die Leistungspriifung nachgewiesen wurde.

BEISPIEL  Trypton-Soja-Agar (TSA) nach ISO 11133.

[QUELLE: ISO 11133:2014, 3.3.4.13, modifiziert- Anmerkung1 zum Begriff wurde hinzugefiigt und ,nach
[SO 11133“ wurde im Beispiel erginzt.]

3.15

Charge von Membranfiltern

Los von Membranfiltern

homogene und vollstindig riickverfolgbare Einheit von Membranfiltern (3.1.1), die sich auf eine definierte
Menge eines Halbzeugs oder Endprodukts bezieht, die in Art und Qualitat einheitlich ist und innerhalb einer
definierten Produktionsdauer unter Zuordnung derselben Chargennummer (oder Losnummer) hergestellt
wurde
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3.1.6

Charge eines Nahrmediums

Los eines Nahrmediums

homogene und vollstidndig riickverfolgbare Einheit eines Ndhrmediums (3.1.2), die sich auf eine definierte
Menge eines Halbfertigmediums oder Endprodukts bezieht, die in Art und Qualitit einheitlich ist und inner-
halb einer definierten Produktionsdauer unter Zuordnung derselben Chargennummer (oder Losnummer) her-
gestellt wurde

Anmerkung 1 zum Begriff: =~ Wenn der Anwender die Charge oder das Los des Nahrmediums, das fiir die Leistungs-
prifung von Membranfiltern verwendet wird, nicht als , Endprodukt” definiert, ist es wichtig nachzuweisen, dass der Pro-
duktionsprozess ausreichend kontrolliert wird, um Nahrmedien von gleichbleibender Qualitat herzustellen (z. B. durch
Uberwachung der Ergebnisse von Leistungspriifungen der Nihrmedien).

[QUELLE:ISO 11133:2014, 3.1.2, modifiziert - ,Medium“ wurde zu ,Nahrmedium"“ gedndert und Anmerkung 1
zum Begriff wurde hinzugefigt.]

3.1.7

spezifische Norm

Internationale Norm oder Leitlinie, die die mikrobiologische Analyse verschiedener Arten von Wasser fiir
den Nachweis oder die Zahlung eines bestimmten Mikroorganismus (oder Gruppe von Mikroorganismen)
beschreibt

3.2 Terminologie zur Leistungspriifung

3.2.1

Chargenpriifung

Priifung von Einheiten von Membranfiltern (3.1.1) aus einer Charge von Membranfiltern (3.1.5) mit dem spezi-
fischen Ndhrmedium (3.1.3) hinsichtlich ihrer vorgesehenen Verwendung und Bestimmung des Referenzzdhl-
werts (3.3.6)

3.2.2

zusatzliche quantitative Priifung

Priifung von Einheiten von Membranfiltern (3.1.1) aus einer Charge von Membranfiltern (3.1.5) mit dem spe-
zifischen Ndhrmedium (3.1.3) hinsichtlich ihrer vorgesehenen Verwendung und Bestimmung des Referenz-
zdhlwerts (3.3.6), Priifung der Membranfilter auf einem nicht selektiven Nahrmedium und Priifung des Nahr-
mediums ohne Membranfilter

Anmerkung 1 zum Begriff:  In Anhang C ist eine detaillierte Beschreibung der zusatzlichen quantitativen Priifung ange-
geben.

Anmerkung 2 zum Begriff:  Die zusatzliche quantitative Priifung wird durchgefiihrt, wenn ein neuer Typ von Membran-
filtern (3.1.1) oder ein neuer Hersteller erstmals gepriift wird oder wenn bei der alltdglichen Verwendung oder der
Chargenpriifung (3.2.1) von Membranfiltern ein Problem festgestellt wird.

3.2.3

Leistung des Membranfilters

Reaktion eines Membranfilters (3.1.1) auf die Beanspruchung durch Priiforganismen (3.3.3) unter definierten
Bedingungen

Anmerkung 1 zum Begriff:  Die definierten Bedingungen sind in der spezifischen Norm (3.1.7) fiir die vorgesehene Ver-
wendung des Membranfilters (3.1.1) beschrieben und schlief3en u.a. Folgendes ein: Priiforganismen (3.3.3), spezifisches
Nédhrmedium (3.1.3), Referenzmedium (3.1.4), Produktivitdt(3.2.5), Selektivitit (3.2.6), Spezifitdt (3.3.7), Bebriitungszeit
und Temperatur.
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3.24

Leistung des Nihrmediums

Reaktion eines Ndhrmediums (3.1.2) auf die Beanspruchung durch Priiforganismen (3.3.3) unter definierten
Bedingungen

[QUELLE: ISO 11133:2014, 3.2.1]

3.2.5

Produktivitit

Wiederfindungsgrad eines Zielmikroorganismus (3.3.1) auf dem Ndhrmedium (3.1.2) unter fliir das Membran-
filter (3.1.1) definierten Bedingungen

[QUELLE: ISO 11133:2014, 3.2.4, modifiziert - ,fiir das Membranfilter” wurde dem Begriff und der Definition
hinzugefiigt.]

3.2.6

Selektivitit

Grad der Hemmung eines Nicht-Zielmikroorganismus (3.3.2) auf oder in einem selektiven Ndhrmedium (3.1.2)
unter flir das Membranfilter (3.1.1) definierten Bedingungen

[QUELLE: I1SO 11133:2014, 3.2.5, modifiziert - ,fiir das Membranfilter” wurde dem Begriff und der Definition
hinzugefiigt.]

3.2.7

Spezifitit

Nachweis unter definierten Bedingungen, dass Nicht-Zielmikroorganismen (3.3.2), wenn sie auf dem Medium
wachsen konnen, nicht dieselben visuellen Merkmale wie die Zielmikroorganismen (3.3.1) auf dem Ndhrme-
dium (3.1.2) aufweisen, unter fiir das Membranfilter (3.1.1) definierten Bedingungen

3.3 Terminologie zu Priifmikroorganismen

3.3.1

Zielmikroorganismus

Mikroorganismus oder Gruppe von Mikroorganismen, der/die nachzuweisen oder zu zdhlen ist und der/die
unter definierten Bedingungen erwartungsgemafd wachsen kann

[QUELLE: ISO 11133:2014, 3.2.2, modifiziert - ,und der/die unter definierten Bedingungen erwartungsgemaéf3
wachsen kann“ wurde der Definition hinzugefiigt.]

3.3.2

Nicht-Zielmikroorganismus

Mikroorganismus, der durch das Medium und/oder die Bebriitungsbedingungen unterdriickt (gehemmt) wird
oder nicht die erwarteten Merkmale des Zielmikroorganismus aufweist

[QUELLE: ISO 11133:2014, 3.2.3]

3.3.3

Priifmikroorganismus

Kontrollstamm

Mikroorganismus, der im Allgemeinen zur Leistungspriifung von Membranfiltern (3.1.1) und/oder Ndhrmedien
(3.1.2) verwendet wird

Anmerkung 1 zum Begriff: Priiforganismen/Kontrollstimme werden weiterfiihrend entsprechend ihrer Herkunft definiert
(siehe 3.3.4 bis 3.3.10).
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3.34

Referenzstamm

Mikroorganismus, der direkt von einer Referenzkultursammlung erhalten wird und mindestens bis zur Ebene
der Art definiert ist

Anmerkung 1 zum Begriff:  Eine Referenzkultursammlung ist eine Kultursammlung, die Mitglied des Weltverbandes fiir
Kultursammlungen (WFCC, en: World Federation of Culture Collections) oder der Europaischen Organisation fiir Kultur-
sammlungen (ECCO, en: European Culture Collections Organisation) ist.

Anmerkung 2 zum Begriff:  Ein Referenzstamm wird nach seinen Merkmalen katalogisiert und beschrieben und stammt
vorzugsweise aus Wasser, sofern zutreffend.

3.3.5

Referenz-Stammkultur

Satz von separaten identischen Kulturen, der entweder im Laboratorium oder von einem Lieferanten durch
Anlegen einer einzigen Subkultur vom Referenzstamm (3.3.4) gewonnen wurde

[QUELLE: ISO 11133:2014, 3.4.3]

3.3.6
Stammkultur
primére Subkultur von einer Referenz-Stammkultur (3.3.5)

[QUELLE: ISO 11133:2014, 3.4.4]

3.3.7

Gebrauchskultur

Subkultur von einer Referenz-Stammbkultur (3.3.5) oder einer Stammbkultur (3.3.6) oder von einem Referenz-
material (3.3.9) oder einem zertifizierten Referenzmaterial (3.3.10)

Anmerkung1 zum Begriff: Mehrstimmiges Referenzmaterial (3.3.9) und mehrstimmiges zertifiziertes Referenz-
material (3.3.10) kénnen ebenfalls fiir die Herstellung von Gebrauchskulturen verwendet werden.

[QUELLE: 1SO11133:2014, 3.4.4, modifiziert- ,zertifizierten oder nicht zertifizierten Referenzmaterial”
wurde ersetzt durch ,Referenzmaterial oder einem zertifizierten Referenzmaterial“ und Anmerkung 1 zum
Begriff wurde hinzugefiigt.]

3.3.8

Referenzzihlwert

Gesamtzahl der Kolonien auf einem Referenzmedium (3.1.4), die ohne Verwendung eines Membranfilters (3.1.1)
erhalten wurde

Anmerkung 1 zum Begriff:  Fiir den Begriff ,Referenzzdhlwert” wird oft die Bezeichnung , Inokulum-Gehalt” verwendet.

3.3.9

Referenzmaterial

RM

mikrobiologisches Material, das eine bestimmte Anzahl an wiederbelebbaren Mikroorganismen enthalt und
das in Bezug auf die Anzahl an wiederbelebbaren Mikroorganismen ausreichend homogen und stabil ist und
sich fiir die vorgesehene Verwendung in einem Messprozess als geeignet erwiesen hat

Anmerkung 1 zum Begriff:  Siehe ISO Guide 30 [15].
Anmerkung 2 zum Begriff:  Intern hergestellte, zur Qualitdtskontrolle verwendete Referenzmaterialien (QRM) werden

haufigauch als ,interne Referenzmaterialien“ oder ,interne RM“ bezeichnet, siehe ISO Guide 80 [18] und Literaturhinweise
[23]1[25][27] und [28].
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[QUELLE: ISO 11133:2014, 3.4.6, modifiziert - Der Literaturhinweis in Anmerkung 1 zum Begriff wurde aktua-
lisiert und Anmerkung 2 zum Begriff wurde hinzugefiigt.]

3.3.10

zertifiziertes Referenzmaterial

ZRM

mikrobiologisches Referenzmaterial (3.3.9), das durch ein messtechnisch giiltiges Verfahren in Bezug auf die
Anzahl an wiederbelebbaren Mikroorganismen charakterisiert ist

Anmerkung 1 zum Begriff:  Siehe ISO Guide 30 [15].

Anmerkung 2 zum Begriff: = Messtechnisch giiltige Verfahren zur Herstellung und Zertifizierung von RM sind u.a. in
[SO 17034 [14], im ISO Guide 31 [16] sowie im ISO Guide 35 [17] angegeben.

Anmerkung 3 zum Begriff: ~ Ein mikrobiologisches ZRM wird durch ein Zertifikat begleitet, in dem der Wert der festgeleg-
ten Anzahl an wiederbelebbaren Mikroorganismen, die zugehorige Unsicherheit und eine Erklarung der metrologischen
Riickverfolgbarkeit angegeben werden. Ein ZRM ist nur fiir die Verfahren und Medien zertifiziert, die in den Zertifizie-
rungsprozess eingeschlossen wurden. Andernfalls entspricht es einem (gew6hnlichen) Referenzmaterial (3.3.9).

4 Kurzbeschreibung
4.1 Allgemeines
4.1.1 Einleitung

Membranfilter werden fiir die Riickhaltung und anschliefende direkte Zahlung von Mikroorganismen in
Wasserproben verwendet. Es sind zahlreiche Materialien, Porengréfen und Marken fiir spezielle Wachstums-
anforderungen im Handel erhaltlich. In Laboratorien, die mikrobiologische Untersuchungen von Wasser
durchfiihren, sind die Hauptziele die Abscheidung und Riickhaltung, die Wiederbelebung, die Anzucht,
der Nachweis und/oder die Zahlung einer grofden Vielfalt von Mikroorganismen. Membranfilter, die den
erforderlichen Leistungskriterien entsprechen, sind deshalb eine Voraussetzung fiir jegliches zuverlassiges
Arbeiten im Bereich der Mikrobiologie.

Die direkte Zahlung umfasst alle Verfahren zum Zahlen von Kolonien nach der Riickhaltung von Mikroorga-
nismen auf den Membranfiltern und Platzierung der Membranfilter auf festen Medien oder auf anderen Vor-
richtungen, die Nahrmedien enthalten, siehe ISO 6461-2 [3], ISO 7899-2 [6], ISO9308-1 [8], ISO 11731 [10],
[SO 14189 [12],ISO 16266 [13] und Literaturhinweis [19]. Die direkte Zahlung ist ein quantitatives Verfahren.

Es sollten ausreichende Leistungspriifungen durchgefiihrt werden, um nachzuweisen, dass eine Charge
gebrauchstauglich ist und dass das Filter fiir die spezifische Analyse konsistente Ergebnisse liefern kann.
Die Qualitdt der Membranfilter muss zusammen mit dem vorgesehenen spezifischen Nahrmedium geprift
werden, um ihre Eignung fiir die Verwendung in einer sogenannten ,mikrobiologischen Funktionspriifung”
nachzuweisen.

Dies bedeutet, dass die Chargenpriifung die Eignung im Gesamtsystem (Membranfilter in Kombination mit dem
spezifischen Nahrmedium) nachweisen sollte, einschliefdlich des Filtrationsschritts. Es ist nicht erforderlich,
die Leistung des Membranfilters getrennt von der Leistung des Nahrmediums zu bewerten.

Es wird erwartet, dass fiir die spezifischen Anwendungen geeignete Medien, eine geeignete Bebriitungstem-
peratur, -dauer und -atmosphdre sowie geeignete Kontrollen verwendet werden. Ergebnisse, die mit einer Art
oder Gruppe von Mikroorganismen erzielt werden, sind fiir andere Gruppen moéglicherweise nicht giiltig.

Geeignete Spezifikations- und Annahmekriterien sind in der entsprechenden spezifischen Norm oder in
[SO11133:2014, AnhangF, und IS0 11133:2014/AMD1:2018, Anhang F, angegeben.

Die Priifung der Erfiillung von Leistungskriterien ist ein wesentlicher Bestandteil des Qualitatssicherungsver-
fahrens und muss hinreichend dokumentiert werden.
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Es liegt in der Verantwortung des Endanwenders sicherzustellen, dass alle erforderlichen Kombinationen von
Priifstimmen, mikrobiologischen Ndhrmedien und Membranfiltern vor der Verwendung gepriift wurden. Ist
eine Priifung vor der Verwendung aufgrund der Labilitdt des Ndhrmediums nicht mdglich, miissen parallel zur
Stichprobenprifung Leistungspriifungen durchgefiihrt werden.

ANMERKUNG  InAnhang Eistein praktisches Beispiel fiir die Priifung der Membranfilter durch den Endanwender ange-
geben.

4.1.2 Chargenpriifung

Die Chargenpriifung ist erforderlich, wenn eine andere Charge oder ein anderes Los eines Membranfilters
gepriift wird.

Die Chargenpriifung muss fiir jede Charge von Membranfiltern mit jeder Charge von Nahrmedien durchgefiihrt
werden, die in der quantitativen Analyse im Rahmen des erforderlichen Zahlverfahrens verwendet wird. Sie
muss vor der Verwendung der Kombination aus Membranfilter und Nahrmedium durch den Hersteller oder
den Anwender durchgefiihrt werden.

Daher muss die Chargenpriifung hinsichtlich der Nahrmedien, der Bebriitungstemperatur, der Bebriitungs-
dauer sowie der geeigneten Priifmikroorganismen an das Verfahren der geltenden Norm angepasst werden.
Das Verfahren fiir die Chargenpriifung wird in Abschnitt 9 beschrieben.

Wenn die Kriterien fiir die Chargenpriifung von Membranfiltern (die in der entsprechenden spezifischen Norm
oder in [SO 11133:2014, Anhang F, und ISO 11133:2014/AMD1:2018, Anhang F, angegeben sind) nicht erfiillt
werden, sollte das Laboratorium die Abweichungen zwischen den Ergebnissen durch zusatzliche Priifungen
nach 4.1.3 bewerten.

4.1.3 Zusdtzliche Priifung

Die zusatzliche quantitative Priifung kann durchgefiihrt werden, wenn ein neuer Typ von Membranfiltern oder
ein neuer Hersteller erstmals gepriift wird oder wenn bei der alltdglichen Verwendung oder der Chargen-
priifung ein Problem festgestellt wird. Das Verfahren fiir die zusatzliche quantitative Priifung wird in Anhang C
beschrieben. Eine zusatzliche qualitative Priifung eines Membranfilters ist angebracht, wenn zwischen ver-
schiedenen Marken, Typen oder Chargen von Membranfiltern Abweichungen beim Erscheinungsbild der Kolo-
nien vorhanden sind. Einige qualitative Aspekte eines in Kombination mit dem Nihrmedium verwendeten
Membranfilters (z. B. Merkmale und Morphologie von Kolonien) und die Art und Weise, wie sie mithilfe einer
Punktewertung Uberpriift werden konnen, sind in Anhang D beschrieben.

ANMERKUNG  Informationen zur zusatzlichen Priifung der Homogenitit auf der Grundlage eines mikrobiologischen
Kultivierungsverfahrens sind in Literaturhinweis [29] angegeben.

4.2 Leistungspriifung
4.2.1 Module fiir die Chargenpriifung und die zusitzliche Priifung

Das Verfahren zur quantitativen Priifung von Membranfiltern besteht aus vier verschiedenen Modulen, siehe
Tabelle 1. Je nach Zweck der Priifung sind unterschiedliche Module erforderlich:

— Dbei der Chargenpriifung von Membranfiltern miissen die Module 1 und 2 gleichzeitig gepriift werden;

— fiir die zuséatzliche quantitative Priifung von Membranfiltern miissen die Module 1, 2, 3 und 4 gleichzeitig
gepriift werden.

Aus den Zahlungen, die in den Modulen 1 und 2 ermittelt werden, kann das Produktivitatsverhaltnis fiir das
Membranfilter in Kombination mit dem spezifischen Nahrmedium berechnet werden. Die Produktivitdat muss
einen bestimmten Mindestwert in Ubereinstimmung mit der entsprechenden Norm oder mit 1SO 11133:2014,
AnhangF und ISO 11133:2014/AMD1:2018, Anhang F, erreichen.
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Informationen zur Probenahme von Membranfiltern fiir die Priifung sind in Abschnitt 8 angegeben.

Tabelle 1 — Module fiir die Chargenpriifung und die zusitzliche quantitative Priifung

Erforderlich fiir

Modul Priifzweck Priifverfahren Chargen- Zusitzliche
Nr. priifung quantitative
Priifung
Zahlung auf einem nicht selektiven
1 Bestimmung des Referenzndhrmedium unter . X
Referenzzahlwerts Verwendung des Spatelverfahrens
ohne Membranfilter
Produl;g\enztie;ité;tilzlétslwtat " | Membranfiltrationsverfahren unter
2 Verwendung des Membranfilters X X

Membranfilters bei der

mit dem spezifischen Nahrmedium
vorgesehenen Verwendung

Membranfiltrationsverfahren unter

Nachweis der H
achwels der tiemmung Verwendung des Membranfilters

3 von Zielorganismen durch o : . - X
das Membranfilter mit einem nicht selektiven
Nahrmedium
Nachweis der Hemmung
4 von Zielorganismen durch Spatelverfahren mit spezifischem . <
das spezifische (selektive) Nahrmedium ohne Membranfilter

Nahrmedium
Sofern zutreffend.

a

4.2.2 Abwesenheit mikrobieller Kontamination

Zur Priifung der Abwesenheit mikrobieller Kontamination muss eine angemessene Menge von Membranfiltern
durch Bebriiten unter geeigneten Bedingungen gepriift werden.

Wenn der Lieferant fiir eine Charge von Membranfiltern angibt, dass sie in einem validierten Sterilisations-
zyklus sterilisiert wurden, ist keine Priifung auf Abwesenheit mikrobieller Kontamination durch den Endan-
wender erforderlich.

5 Gerdte und Glasgerite

Geeignete Gerate und Glasgerate sind in den entsprechenden spezifischen Normen oder in ISO 8199 ange-
geben.

6 Nihrmedien und Verdiinnungslésungen

Geeignete Nahrmedien und Verdiinnungsldsungen sind in den entsprechenden spezifischen Normen oder in
ISO 8199 angegeben.

Fiir die Herstellung, Lagerung und Leistungspriifung von Nahrmedien und Verdiinnungslésungen werden die
Verfahren nach den entsprechenden spezifischen Normen oder nach ISO 11133 oder ISO 8199 befolgt. Vor der
Verwendung werden die Agarplatten an die Raumtemperatur angepasst, wenn sie bei einer niedrigeren Tem-
peratur gelagert wurden.

Geeignete Nahrmedien fiir die Schatzung des Referenzzahlwerts sind in den entsprechenden spezifischen Nor-
men oder in ISO 11133:2014, Anhang F, und ISO 11133:2014/AMD1:2018, Anhang F, angegeben.
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Um die Zuverldssigkeit der Ergebnisse der Leistungspriifung sicherzustellen, muss das verwendete Referenz-
medium von gleichbleibend hoher Qualitit sein. Beispiele fiir Aspekte, die vom Anwender zu beriicksichtigen
sind, sind in IS0 11133:2014, 6.3.2, angegeben.

7 Herstellung von Mikroorganismen fiir die Leistungspriifung
7.1 Allgemeines

Diese Arbeitsvorschrift erfordert die Verwendung einer quantitativ bestimmten Bakteriensuspension (das
kann ein quantitatives Referenzmaterial sein) mit einer geeigneten Koloniezahl eines Zielstamm:s.

Leitlinien fiir geeignete Verfahren zur Konservierung und Erhaltung von Mikroorganismen sind in ISO 11133
angegeben.

Geeignete Mikroorganismen fiir Leistungspriifungen sind in den entsprechenden Normen oder in
[SO11133:2014, AnhangF, und 1SO11133:2014/AMD1:2018, AnhangF, angegeben. Wenn in den Normen
mehr als ein Kontrollstamm fiir jeden Aspekt der Leistungspriifung (z. B. Produktivitat, Selektivitat, Spezifitit)
aufgefiihrt ist, wird die Mindestanzahl der zu verwendenden Stamme angegeben. In der Regel werden bei der
Leistungspriifung mindestens ein oder zwei Stimme verwendet, die als typische Zielmikroorganismen oder
Nicht-Zielmikroorganismen gelten.

Eine vollstandige Liste der Nahrmedien und Reagenzien, die im Technischen Komitee ISO/TC 147, Water qua-
lity, Unterkomitee SC 4, Microbiological methods, verwendet werden, einschlief3lich der Namen der Kontroll-
stimme und der Sammlungsnummern des World Data Centre for Microorganisms (WDCM), die fiir die Priifung
der Leistungsfahigkeit von Nahrmedien und Reagenzien verwendet werden sollten, ist in Literaturhinweis [35]
angegeben.

ANMERKUNG1  Vom Laboratorium isolierte, gut charakterisierte Stimme konnen zusatzlich einbezogen werden.

ANMERKUNG2 1SO11133:2014, Anhang],undISO 11133:2014/AMD1:2018, Anhang], enthalten Anweisungen fiir die
Erstellung neuer mikrobiologischer Leistungskriterien, Verfahren und Kontrollstimme, wenn diese nicht in einer spezifi-
schen Norm oder in ISO 11133:2014, Anhang F, und I1SO 11133:2014/AMD1:2018, Anhang F, angegeben sind.

7.2 Referenzzihlwert
7.2.1 Quantitative Priifung der Produktivitit

Fiir alle quantitativen Priifungen ist die Verwendung eines quantifizierten Inokulums der spezifi-
zierten Mikroorganismen erforderlich. Es werden die Verfahren nach 1SO011133:2014, 5.4.2.5, und
[SO11133:2014/AMD1:2018, 5.4.2.5, befolgt. Das Inokulum kann vom Laboratorium oder aus einem
Referenzmaterial (RM) oder zertifizierten Referenzmaterial (ZRM) hergestellt werden.

ANMERKUNG1  Fiir das im Laboratorium hergestellte Inokulum sind im ISO Guide 80 [17] zuséatzliche Informationen
zu Qualitatskontrollmaterialien angegeben, die fiir spezifische interne Qualitdtskontrollanwendungen verwendet werden.

Der Referenzzdhlwert des vom Laboratorium hergestellten Inokulums oder desRM wird in Bezug auf die
Wiederfindung auf einem nicht selektiven Referenzndhrmedium bestimmt. Es werden die Verfahren nach
[SO11133:2014, 7.2.2, befolgt. Geeignete Referenzmedien sind in der entsprechenden spezifischen Norm
oder in ISO 11133 angegeben.

Das quantitative Zahlverfahren mit Membranfiltern zur Priifung der Produktivitdt erfordert einen Gehalt
von etwa 100 koloniebildenden Einheiten (KBE), um eine ausreichende Prazision zu erreichen, siehe
[SO11133:2014, Tabelle 1. Ein Bereich von 80 KBE bis 120 KBE gilt als praktikabel. Wenn mehr Kolonien
gezahlt werden, erhoht sich die Prazision.
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ANMERKUNG2  Unter der Annahme einer Poisson-Verteilung in einer Probe, die in der Regel relevant ist, konnen
die Koloniezahlen auf Membranfiltern aus mehreren Aliquoten der Probe addiert werden, siehe 1SO 13843:2017,
AbschnittA.2, [11].

ANMERKUNG3 InISO11133:2014, Tabelle 1, sind die mit den Koloniezahlen verbundenen 95-%-Vertrauensbereiche
dargestellt.

Als Richtwert kann eine allgemeine Obergrenze von 80 KBE fiir die Zdhlung auf Membranfiltern mit einem
Durchmesser von 47 mm bis 50 mm gelten, siehe ISO 8199:2018, 9.1.4.2.

Fiir bestimmte Parameter sind jedoch niedrigere oder sogar héhere Obergrenzen geeigneter, siehe die spezifi-
schen Normen und Anmerkung 4.

Daher kann mehr als ein Membranfilter erforderlich sein, um insgesamt etwa 100 KBE fiir die Zahlung zu er-
reichen. Zwei Membranfilter mit jeweils etwa 50 Zielkolonien sind ausreichend. Drei und vier Membranfilter
sind erforderlich, wenn auf jedem Membranfilter etwa 35 bzw. 25 Zielkolonien vorhanden sind.

ANMERKUNG4  Bei Bakterien, die grofie Kolonien bilden, wie Pseudomonas aeruginosa, kann es schwierig sein, ein
Minimum von 50 KBE je Membranfilter zu zdhlen. In diesem Fall sind Leistungspriifungen leichter auszuwerten, wenn
drei Platten mit etwa 30 KBE je Membranfilter oder vier Platten mit etwa 25 KBE je Membranfilter verwendet werden,
um eine Gesamtzahl von etwa 100 KBE zu erreichen. Das Gegenteil gilt fiir Enterokokken: Aufgrund ihrer kleinen und
gut abgegrenzten Kolonien konnen diese oft leicht gezdhlt werden, wenn etwa 100 KBE oder mehr auf einem einzigen
Membranfilter vorhanden sind.

7.2.2 Qualitative Priifung der Selektivitit

Fiir die qualitative Priifung der Selektivitit unter Verwendung von Membranfiltern in Kombination mit
dem spezifischen Ndhrmedium wird eine Suspension des Nicht-Zielmikroorganismus mit mindestens
10* KBE durch Membranfiltration beimpft. Es werden die Verfahren nach [SO11133:2014, 5.4.2.5.1.2, und
[SO11133:2014/AMD1:2018, 5.4.2.5.1.2, befolgt.

7.2.3 Qualitative Priifung der Spezifitit

Fiir die qualitative Priifung der Spezifitit unter Verwendung von Membranfiltern in Kombination mit dem
spezifischen Niahrmedium wird eine Suspension des Nicht-Zielmikroorganismus mit mindestens 103 KBE
durch Membranfiltration beimpft. Es werden die Verfahren nach 1SO 11133:2014, 5.4.2.5.1.3, befolgt.

7.3 Herstellung einer standardisierten Priifsuspension anhand einer Gebrauchskultur
7.3.1 Allgemeines

Der folgende Leitfaden ist als Beispiel fiir ein geeignetes Verfahren zur Herstellung von standardisierten
Priifsuspensionen fiir die Leistungspriifung von Membranfiltern angefiihrt. Diese Verfahren sind allgemein
anwendbar, aber einige Mikroorganismen kdnnen besondere Bedingungen erfordern. Beispielsweise erfor-
dert die Kultivierung von Anaerobiern moglicherweise besondere Bedingungen (z. B. anaerobe Atmosphire,
Nahrstoffanforderungen) [10].

7.3.2 Herstellung der Gebrauchskultur

Der Priifmikroorganismus wird als Referenzstamm gewonnen und als Referenz-Stammkultur gelagert. Aus der
Referenz-Stammkultur wird unter Verwendung eines festen Mediums eine Stammkultur hergestellt, die flr die
Herstellung einer Gebrauchskultur verwendet wird. Eine Gebrauchskultur muss als Reinkultur in der statio-
ndren Phase in einer nicht selektiven Bouillon von der Referenz-Stammbkultur oder von der Stammkultur her-
gestellt werden.

Die Schritte zur Herstellung und Erhaltung der Priiffmikroorganismen mit unterschiedlichen Verfahren sind
in ISO11133:2014, 5.4.2 und AnhangB, sowie in 1SO11133:2014/AMD1:2018, 5.4.2, in allen Einzelheiten
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beschrieben. Fiir Legionella spp. als Gebrauchskultur und Priifsuspension werden die Verfahren nach
1SO011731:2017, 11.3, [10] befolgt.

Obwohl verschiedene Techniken verwendet werden kénnen, miissen sie auf standardisierte Weise angewendet
werden, um sowohl die Reinheit als auch den bekannten Inokulum-Gehalt sicherzustellen.

ANMERKUNG In AnhangE ist ein Beispiel fiir die Herstellung von Gebrauchskulturen fiir die Leistungspriifung nach
[SO9308-1 [8] angegeben.

Informationen zur Herstellung einer Priifsuspension unter Verwendung von Referenzmaterial sind in 7.4 ange-
geben.

7.3.3 Herstellung der standardisierten Priifsuspension (Inokulum) fiir die Priifung

Aus der Gebrauchskultur werden in einer geeigneten Verdiinnungslésung, z.B. viertelstarke Ringerldsung,
Pepton-Salz-Losung, siehe ISO 8199:2018, Anhang D, Reihenverdiinnungen hergestellt. Es wird die fiir den Soll-
gehalt an Mikroorganismen (in KBE) in einem festgelegten Volumen geeignetste Verdiinnungsstufe verwendet,
oder es werden die Herstellerangaben befolgt.

Fiir jeden Priifmikroorganismus sollte die geeignete Verdiinnung, die als Priifsuspension (Inokulum) verwen-
det wird, in Vorversuchen bestimmt werden, die flir alle Schritte unter streng standardisierten Bedingungen
durchgefiihrt werden.

Die Priifsuspensionen (Inokulum) werden innerhalb einer festgelegten Zeitdauer verwendet, z. B. bei Raum-
temperatur bis zu 2 h oder bei Lagerung bei (5 * 3) °C innerhalb von 24 h. Langere Lagerungsdauern kénnen

annehmbar sein, wenn die Stabilitdt der gelagerten Kultur verifiziert wurde [24].

Eingefrorene Inokula kdnnen verwendet werden, wenn nachgewiesen werden kann, dass der Mikroorganis-
mus die gewdahlte Dauer iiberleben kann.

ANMERKUNG  In AnhangE ist ein Beispiel fiir die Herstellung von Priifsuspensionen (Inokula) fiir die Leistungspriifung
nach ISO 9308-1 [8] angegeben.

7.4 Herstellung einer Priifsuspension anhand von Referenzmaterial

Bei dieser Arbeitsvorschrift werden RM oder ZRM verwendet, um eine stabile Bakteriensuspension mit einer
bekannten Anzahl von KBE des Zielstamms oder des Nicht-Zielstamms zu erhalten.

Die Wiederfindung bei einer neuen Charge von Membranfiltern, die zusammen mit dem spezifischen Nahr-
medium verwendet werden, wird mit der erwarteten Anzahl von KBE vom RM oder ZRM verglichen.

Die Qualitat des RM (einschliefdlich der Quantitit der KBE) muss anhand des Referenzmediums verifiziert wer-
den.

ANMERKUNG  Die Verifizierung des Referenzmaterials erfolgt vorzugsweise durch den Hersteller.

8 Probenahme von Membranfiltern fiir die Priifung

Eine angemessene Menge von Membranfiltern muss unter den in der spezifischen Norm beschriebenen Bedin-
gungen gepriift werden.

Die Hersteller von Membranfiltern miissen Spezifikationen anhand von geeigneten annehmbaren Qualitats-
grenzen fiir die Chargenkontrolle festlegen.

ANMERKUNG1 Informationen tiber die Probenahme sind in der Normenreihe ISO 2859 [1] sowie in der Normen-
reihe ISO/TR8550 [7] oder in anderen spezifischen Normen angegeben. ISO 2859-1 enthdlt eine Einflihrung in das
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attributbasierte Probenahmesystem nach der Normenreihe ISO 2859 [1] sowie eine kurze Zusammenfassung der in den
verschiedenen Teilen der Normenreihe ISO 2859 [1] verwendeten attributbasierten Stichprobenpléne.

Laboratorien (entweder solche, die Membranfilter fiir ihre eigenen Priifungen verwenden, oder solche, die
diese Filter an andere Endanwender liefern) miissen die quantitative Priifung der Produktivitit (und ggf.
entweder die qualitative Priifung der Selektivitit oder der Spezifitit oder beides) bei jedem Wechsel der
Membranfiltercharge durchfiihren. Fiir jede vorgesehene Verwendung muss die Charge der Membranfilter
mit der spezifischen Charge eines Nahrmediums gepriift werden.

ANMERKUNG2  Die Normenreihe ISO 2859 [1] legt Stichprobenplidne mit einer kontrollierten statistischen Aussage-
kraft entsprechend der Grofde der Charge fest. Das Risiko des Herstellers, dass ein giiltiges Los nach dessen Konformitats-
kriterien abgelehnt wird, sowie das Risiko des Laboratoriums, ein gelegentliches schlechtes Los anzunehmen, werden in
der Norm bewertet.

Die Mindestanzahl der zu priifenden Membranfilter wird durch die Anforderungen an die Leistungsprifung
zusammen mit dem spezifischen Nahrmedium in Ubereinstimmung mit den entsprechenden spezifischen Nor-
men oder mit ISO 11133:2014, Anhang F, und ISO 11133:2014/AMD1:2018, Anhang F, bestimmt.

ANMERKUNG3  In AnhangE ist ein praktisches Beispiel fiir die Priifung der Membranfilter durch den Endanwender
angegeben.

9 Durchfiihrung
9.1 Allgemeines
Die Chargenpriifung von Membranfiltern muss wie in Anhang A festgelegt durchgefiihrt werden.

Fiir die quantitative Prifung der Produktivitit wahrend der Chargenpriifung miissen die Module 1 und 2
gleichzeitig gepriift werden, siehe 4.2 und Tabelle 1.

Fiir die quantitative Priifung der Produktivitat ist eine Priifsuspension (Inokulum) nach 7.2.1 erforderlich. Es
sollte vorzugsweise dasselbe Volumen verwendet werden wie bei der Bestimmung des Referenzzahlwerts mit
dem Spatelverfahren (siehe 9.2) und beim Beimpfen durch Membranfiltration (siehe 9.3). Die Chargenpriifung
muss eine qualitative Priifung der Selektivitit und eine qualitative Priifung der Spezifitit, nach Bedarf in Uber-
einstimmung mit den Anforderungen an die Leistungspriifung umfassen, die in der entsprechenden spezifi-
schen Norm oder in ISO 11133 angegeben sind.

ANMERKUNG  Beispiele fiir geeignete Referenzmedien sind in der entsprechenden spezifischen Norm oder in
[SO11133:2014, Anhang F, und 1SO 11133:2014/AMD1:2018, Anhang F, angegeben.

Modul 1 ist nicht erforderlich, wenn ein ZRM verwendet wird, das fiir seine Anzahl an KBE fiir das angegebene
Verfahren und das angegebene Nahrmedium zertifiziert ist, siehe 3.3.10, Anmerkung 3 zum Begriff.

Fiir die qualitative Priifung der Selektivitat und Spezifitit wihrend der Chargenpriifung wird Modul 2 gepriift.
Modul 1 ist nicht erforderlich, da es sich um qualitative Priifungen handelt. Fiir die qualitativen Priifungen der
Selektivitat und Spezifitat sind Priifsuspensionen (Inokula) nach 7.2.2 bzw. 7.2.3 erforderlich.

Informationen zur Priifung auf Abwesenheit mikrobieller Kontamination sind in 9.5 enthalten.

9.2 Beimpfung mithilfe des Spatelverfahrens

9.2.1 Allgemeines

Die Priifmenge (Inokulum), die den Referenzzdahlwert enthalt und nach 7.3 oder 7.4 gewonnen wurde, wird

mit einem sterilen Arbeitsgerat liber die trockene Oberflache eines festen Mediums verteilt. Die Kolonien, die
sich nach der Bebriitung auf der Oberfldche entwickeln, werden gezahlt.
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Das Spatelverfahren wird fiir die Module 1 und 4 verwendet, siehe Tabelle 1.

Jede mechanische Schadigung der Bakterien ist durch Oberflaichenausplattieren mithilfe des Spatelverfahrens
mit Drigalski-Spatel zu vermeiden, siehe Literaturhinweis [26].

Die Priiffmenge mit dem Referenzzdhlwert sollte so gewdhlt werden, dass die erwartete Koloniezahl erreicht
wird, siehe 7.2.

In einer Petrischale mit einem Durchmesser von 90 mm sollte das Volumen der Priifmenge (Inokulum) mit
dem Referenzzahlwert von 0,1 ml bis hochstens 0,5 ml betragen.

Spiralplater nutzen kleinere Volumina und die Bestimmungsgrenze wird demzufolge erh6ht. Beziiglich der
Anwendung von Spiralplatern sind die Angaben der Hersteller zu befolgen. Spiralplater sind fiir Pilze mog-
licherweise ungeeignet. Weitere Informationen sind in ISO 72 181 [5] enthalten.

9.2.2 Beimpfung

Die erforderlichen Platten werden mit jeweils (18 + 2) ml Nahrmedium fiir 90-mm-Petrischalen vorbereitet
und beschriftet. Bei langeren Bebriitungszeiten konnen grofiere Volumina an Nahrmedien erforderlich sein. In
diesem Fall siehe ISO 11133 zu Richtwerten beziiglich Volumina von Nahrmedien.

Wenn notwendig, wird die Oberflache des Mediums vor der Verwendung, wie in ISO 11133:2014, 4.5.5, und
[S08199:2018, 9.1.3.3, beschrieben, getrocknet.

Die Priifmenge wird auf die Oberfliche des Nahrmediums pipettiert und mit einem sterilen Arbeitsgerat oder
einem mechanischen Gerét, z. B. Spiralplater, auf der Oberflache verteilt, wobei die Agar-Rander ausgelassen
werden. Die Platten werden bis zur Absorption des Inokulums (Hochstdauer betragt 15 min) auf dem Labor-
tisch belassen und anschlief3end nach 9.4 inkubiert.

9.3 Beimpfung mithilfe des Membranfiltrationsverfahrens

9.3.1 Allgemeines

Fiir die Priifung der Produktivitat, Selektivitdt und Spezifitat (sofern zutreffend) wird die Priifmenge (Ino-
kulum), die den Referenzzahlwert enthalt und nach 7.3 oder 7.4 gewonnen wurde, nach den Anforderungen
der spezifischen Norm unter Verwendung standardisierter Verfahren, wie in der spezifischen Norm oder in

ISO 8199 beschrieben, filtriert.

Es wird Ausriistung fiir die Membranfiltration verwendet, und die Filtration sowie die Platzierung des
Membranfilters erfolgen wie in der entsprechenden spezifischen Norm oder in ISO 8199 beschrieben.

Das Membranfiltrationsverfahren wird fiir die Module 2 und 3 verwendet, siehe Tabelle 1.
9.3.2 Beimpfung

Die Priifmenge mit dem Referenzzdhlwert sollte so gewahlt werden, dass die erwartete Koloniezahl erreicht
wird, siehe 7.2.

Nach dem Platzieren des zu priifenden Membranfilters und dem Positionieren des Filtrationsaufsatzes auf der
Filterhalterung wird Folgendes nacheinander in drei aufeinanderfolgenden Schritten in den Filtrationsaufsatz
(bei geschlossenem Vakuum-Absperrhahn) pipettiert oder gegossen:

a) ein Volumen von mindestens 10 ml des sterilen Wassers oder einer geeigneten sterilen Verdiinnungs-
16sung;

1 In Vorbereitung. Stand zum Zeitpunkt der Veréffentlichung: ISO/FDIS 7218:2022. DOC u ments
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b) die Priifsuspension mit dem Referenzzahlwert; vorzugsweise das gleiche Volumen, das fiir die Bestimmung
des Referenzzahlwerts durch Ausplattieren verwendet wurde;

c) etwa 10 ml steriles Wasser oder sterile Verdiinnungslosung.

Der Absperrhahn wird ge6ffnet und es wird Unterdruck angelegt, um das Wasser durch das Membranfilter
zu filtrieren. Der Absperrhahn wird geschlossen, sobald die Probe filtriert ist. Der Filtrationsaufsatz sollte
durch die ein- bis dreimalige Filtration von je 10 ml bis 30 ml sterilem Wasser oder steriler Verdiinnungslésung
gesplilt werden, wahrend das Filter noch in der Halterung liegt, um am Aufsatz haftende Organismen zu ent-
fernen.

Alternativ dazu kann das Inokulum mit einem Volumen von mindestens 20 ml des sterilen Wassers oder einer
geeigneten sterilen Verdiinnungslésung zugegeben werden. Das oben beschriebene Gesamtvolumen wird gut

gemischt und filtriert.

Nach der Filtration wird das Membranfilter auf das Nahrmedium gelegt, wobei sichergestellt wird, dass keine
Luft darunter eingeschlossen ist. AnschliefSend wird die Petrischale umgedreht.

Informationen zu Techniken der Membraniibertragung unter Verwendung fliissiger Medien oder Verdiin-
nungslésungen sind in der entsprechenden spezifischen Norm oder in ISO 8199:2018, 9.1.4.6, angegeben.

9.4 Bebriitung und Zahlung

Je nach Verfahren werden Dauer, Temperatur und die besonderen Bedingungen (sofern erforderlich) der
Bebriitung fiir die Platten mit und ohne Membranfilter, wie in der entsprechenden spezifischen Norm oder in
[SO 8199 angegeben, gewahlt.

Die Zahlung sollte wie in der entsprechenden spezifischen Norm oder in ISO 8199 angegeben erfolgen.

9.5 Priifung auf Abwesenheit mikrobieller Kontamination

Abhdngig vom Umfang der Membranfiltercharge muss eine geeignete Menge der Charge durch Bebriitung
unter geeigneten Bedingungen auf die Abwesenheit mikrobieller Kontamination (Sterilitdt) gepriift werden.
Dies kann durch Platzieren des Membranfilters auf das spezifische Ndhrmedium erfolgen. Dabei darf es sich
um das flr die Prifung verwendete selektive Ndhrmedium oder um ein nicht selektives Nadhrmedium handeln.

ANMERKUNG  Weitere Informationen sind in Literaturhinweis [20] enthalten.

Informationen zur Probenahme von Membranfiltern fiir die Priifung sind in Abschnitt 8 angegeben.

10 Berechnung, Angabe und Auswertung der Ergebnisse
10.1 Allgemeines

In den folgenden Unterabschnitten werden die Berechnung, Angabe und Auswertung der Ergebnisse beschrie-
ben, siehe Abschnitte zur Prifung der Produktivitat (in 10.2), Selektivitat (in 10.3) und Spezifitdt (in 10.4).

Eine Charge von Membranfiltern zeigt eine zufriedenstellende Leistung, wenn alle verwendeten Priifmikro-
organismen eine Wachstumsleistung nach den gegebenen Festlegungen erbringen. Die Charge muss angenom-

men werden, wenn sowohl die allgemeinen als auch die mikrobiologischen Qualitéatskriterien erfiillt sind.

Annahmekriterien sind in der entsprechenden spezifischen Norm oder in 1SO11133:2014, AnhangF, und
[SO11133:2014/AMD1:2018, Anhang F, angegeben.

Zusatzliche quantitative und/oder qualitative Priifungen kénnen durchgefiihrt werden, wenn bei den Priifun-
gen Auffalligkeiten festgestellt werden, siehe 4.1.2.
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ANMERKUNG  Das Verfahren fiir die zusatzliche quantitative Priifung wird in Anhang C beschrieben. Das Verfahren fiir
die zusatzliche qualitative Priifung wird in Anhang D beschrieben.

10.2 Priifung der Produktivitit
Anhand des Ergebnisses dieser quantitativen Priifung wird das Produktivitatsverhaltnis Pg bestimmt.

PR muss einen bestimmten Mindestwert erreichen, siehe die entsprechende spezifische Norm oder
[SO11133:2014, Anhang F, und 1SO 11133:2014/AMD1:2018, AnhangF.

Das Produktivitatsverhaltnis Pg [24] wird nach folgender Gleichung (1) bestimmt:

N

Dabei ist
Ny die Gesamtzahl der Kolonien, die von einem (oder mehreren) Membranfilter(n) bei der vorgesehe-
nen Verwendung mit dem spezifischen Nahrmedium erhalten wurde (siehe Modul 2, Produktivitat
des Membranfilters, in Tabelle 1);
N, die Gesamtzahl der Kolonien, die aus einer (oder mehreren) Platte(n) mit nicht selektivem Referenz-
Nahrmedium durch direkte Beimpfung ohne Membranfilter erhalten wurde (siehe Modul 1, Bestim-
mung des Referenzzdhlwerts, in Tabelle 1).

Die Ergebnisse werden als giiltig angenommen, wenn die folgenden Bedingungen erfiillt sind:

— jede Wiederholung muss zu einem positiven quantitativen Ergebnis (angestrebtes Bakterienwachstum)
fihren;

— jedes einzelne im Priifbericht angefiihrte Ergebnis wird in den praktikablen Analysenbereich einbezogen,
siehe 7.2.

Wenn PR grofier ist als 1,4, muss der Grund dafiir ermittelt werden.

Bei der Verwendung der Wiederfindung aus ZRM kann die kritische Differenz fiir die Berechnung der Tole-
ranzgrenzen verwendet werden, siehe 1ISO 5725-6 [2] und ISO 11133:2014, Tabelle 1.

10.3 Priifung der Selektivitit

Zur Auswertung der Ergebnisse, die bei der Priifung der Selektivitit von Membranfiltern zusammen mit dem
spezifischen Nahrmedium erhalten wurden, wird das Wachstum von Nicht-Zielmikroorganismen nach der
Bebriitung wie folgt bewertet:

— 0 entspricht keinem Wachstum;

— 1entspricht einem schwachen Wachstum (entweder Verringerung des Zuwachses oder der Koloniegrofie);
— 2 entspricht einem hohen Wachstum.

Bei Selektivitatspriifungen hangt der Grad der Hemmung von der Art des Mediums ab. Das Wachstum von

Nicht-Zielmikroorganismen muss teilweise oder vollstdndig gehemmt werden, siehe die entsprechende spezi-
fische Norm oder ISO 11133:2014, AnhangF, und ISO 11133:2014/AMD1:2018, AnhangF.
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10.4 Priifung der Spezifitit

Die Spezifitat der Verwendung von Membranfiltern zusammen mit dem spezifischen Ndhrmedium wird durch
grundlegende physiologische Merkmale zur Unterscheidung der betreffenden Organismen nach Vorhanden-
sein, Fehlen und/oder Grad der Auspragung von biochemischen Reaktionen, nach Grofse der Kolonien und

nach der Morphologie angegeben, siehe die entsprechende spezifische Norm oder ISO 11133:2014, AnhangF,
und IS0 11133:2014/AMD1:2018, Anhang F.

11 Dokumentation der Priifergebnisse
11.1 Priifbericht

Der Priifbericht iiber die Leistungspriifung von Membranfiltern muss mindestens die folgenden Angaben ent-
halten:

a) das verwendete Priifverfahren mit einer Verweisung auf dieses Dokument, d. h. ISO 7704:—;
b) Produktname, -nummer und -chargennummer, Hersteller, Material und Porengrofie;

c) Produktname, -nummer und -chargennummer sowie Hersteller aller verwendeten Medien einschliefilich
der Verdiinnungslésungen;

d) Datum der Priifung;

e) Priiforganismen mit Identifizierungscode, z. B. Kultursammlungsnummer oder interner Identifizierungs-
code der Prifstdimme im Laboratorium;

f) alle besonderen Vorkommnisse, die wahrend der zusatzlichen Priifungen beobachtet wurden, und alle in
diesem Dokument nicht festgelegten Vorgdnge, die einen Einfluss auf die Ergebnisse haben kénnen;

g) die Ergebnisse der quantitativen und gegebenenfalls der qualitativen Priifung (Selektivitdt und Spezifitat)
sowie der zusétzlichen Priifungen, siehe Anhang C und Anhang D;

h) Referenznormen und Spezifikationen/Grenzwerte.

11.2 Durch den Hersteller bereitzustellende Informationen

Der Hersteller oder Lieferant der Membranfilter muss auf Anforderung die mikrobiologischen Wachstums-
merkmale von spezifischen Mikroorganismen sowie allgemeine Angaben liber die verwendete spezifische
Charge des Nahrmediums mitteilen. Dariiber hinaus miissen auf Anforderung Informationen zur Sicher-

stellung der Homogenitat der Charge bereitgestellt werden.

Hersteller miissen nachweisen, dass die Membranfilter die in den entsprechenden spezifischen Normen fest-
gelegten Anforderungen fiir die Verwendung zur quantitativen Zdahlung erfiillen.

11.3 Riickverfolgbarkeit
Alle Daten aus der Leistungspriifung sollten auf geeignete Weise dokumentiert und in Ubereinstimmung mit
dem angewandten Qualitdtssicherungssystem iiber einen ausreichenden Zeitraum aufbewahrt werden. Die

Verwendung von Priifkarten zur Dokumentation und Bewertung der Priifergebnisse wird empfohlen, siehe
Anhang B.
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Anhang A
(normativ)

Ablaufschema des Verfahrens der Chargenpriifung

Bild A.1 zeigt das Ablaufschema des Verfahrens der Chargenpriifung von Membranfiltern.

Herstellung der Suspension (Inokulum) fiir die Priifung
unter Verwendung einer Gebrauchskultur (7.3), RM oder ZRM (7.4)

Modul 1

Bestimmung des Referenzzihlwerts
mithilfe des Spatelverfahrens
auf einem nicht selektiven Nahrmedium

ANMERKUNG: Modul 1 ist nicht erforderlich, wenn ein
anhand eines ZRM (7.4} hergestelltes Inokulum
verwendet wird, oder fir die qualitative Prifung
der Selektivitdt und Spezifitat

Modul 2

Produktivitit, Selektivitit* und Spezifitat*
des Membranfilters
unter Verwendung der Membranfiltration mit
dem Membranfilter in Kombination mit dem

spezifischen Ndhrme

* sofern zutreffend

dium

Bebriitung (9.4)

Zihlung und Angabe der Ergebnisse (9.4 und 10)

Ist konform

JA

NEIN

\

/

<Freigabe der Charge>

Zusitzliche quantitative
Priifung (Anhang C) und/oder
qualitative Priifung (Anhang D)

Bild A.1 — Ablaufschema des Verfahrens der Chargenpriifung
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