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Untersuchungsmethode 333.1
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| Zusammenfassung

Titel Bestimmung der Totalzellzahl und des quantitativen Verhaltnisses
der Zellen niedrigen bzw. hohen Nukleinsduregehaltes in Siisswas-
ser mittels Durchflusszytometrie

Messprinzip Durchflusszytometrie

Methodennummer 333.1

Analyt Totalzellzahl und mikrobiologische Grundstruktur einer Wasserprobe

Matrix Susswasser (z.B. Grundwasser, Quellwasser, Trinkwasser, Mineral-
wasser, Oberflaichengewasser, etc.)

Kurzfassung Der Wasserprobe wird ein Fluoreszenzfarbstoff zugegeben, der

Messbereich

Nachweisgrenze

Bestimmungsgrenze

Validierungsangaben

Validierungskommentar

Methodenstatus

Letzte Aktualisierung

Basismethode

Bemerkungen
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wahrend einer kurzen Inkubationszeit in alle Zellen eindringt und
sich an deren DNA und RNA bindet.

Die so vorbereitete Wasserprobe wird dem Durchflusszytometer
zugefuhrt. Hier erfolgt die quantitative Erfassung der Totalzellzahl
durch Aufnahme der Fluoreszenzsignale und die Analyse der mikro-
biologischen Struktur der Probe durch Aufnahme der Fluoreszenzin-
tensitat und der Streulichtsignale kleiner (low nucleic acid, LNA) und
grosser (high nucleic acid, HNA) mikrobieller Zellen (v. a. Bakterien).

1.0 x 10° — 2.0 x 10° Zellen/ml (Proben mit héheren Zellkonzentrati-
onen sind mittels der unter 4.3 erwdhnten Medien zu verdiinnen)

1.0 x 10° Zellen/ml [1;2]

1.0 x 10° Zellen/ml [1;2]

Ja

Externer und interner Vergleichstest
Empfohlen

2012

Methode: Eawag, Abt. Umweltmikrobiologie, Dubendorf
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I Methodenbeschreibung

1 Zweck

Die Durchflusszytometrie erlaubt die quantitativ prazise und schnelle Detektion der Totalzellzahl einer
Wasserprobe nach Anfarbung der Zellen mit einem Nukleinsdure-bindenden Fluoreszenzfarbstoff,
sowie die Unterscheidung in kleine, schwach fluoreszierende (low nucleic acid, LNA) und grosse, stark
fluoreszierende (high nucleic acid, HNA) Bakterienzellen, die im Bereich der nattrlichen Wasser als
auch im Bereich der Trinkwésser vorkommen kénnen [5; 6; 7; 8; 9; 10; 11].

Der Haupteinsatzbereich der Methode erstreckt sich von der Trinkwasseraufbereitung, iber Hauptver-
teilsysteme, bis hin zu Hausinstallationen [8; 12; 13; 14, 15; 16; 17; 18].

Die Methode dient der Erlangung mikrobiologischer Summenparameter und liefert detaillierte Informa-
tionen Uber den allgemeinen mikrobiologischen Zustand und zu eventuell vorliegenden Stérungen, die
durch weiterfihrende Untersuchungen genauer verifiziert werden kénnen.

2 Symbole und Abklrzungen
Dz Durchflusszytometrie, Durchflusszytometer
DMSO Dimethylsulfoxid

G-FL Grinfluoreszenz

R-FL Rotfluoreszenz

SSC Sidescatter (Seitwartsstreulicht)
TZZ Totalzellzahl

LNA Low Nucleic Acid

HNA High Nucleic Acid

{G1} Gate 1

{G2} Gate 2

{G3} Gate 3

3 Prinzip

Die fur die Anfarbung der Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoffaliquot SYBR Green | versetzte, bei
37°C (x 2 °C) fur mindestens 13 Minuten in Dunkelheit inkubierte Probe wird dem DZ zugefihrt. Die
Zellen werden wahrend der Messung mittels hydrodynamischer Fokussierung vereinzelt durch eine
von einem Laser (488 nm) durchstrahlte Glaskapillare geschleust. Jede den Laserstrahl passierende
Zelle fuhrt zu einer Lichtstreuung und zu einer Fluoreszenzlichtemission abhangig vom eingesetzten
Fluoreszenzfarbstoff. Das entstehende Streulicht- bzw. Fluoreszenzlichtsignal wird tber Filter zu De-
tektoren geleitet und dort erfasst. Durch die an das DZ gekoppelte Analysesoftware kann so jedem
einzelnen Partikel, respektive jeder einzelnen Zelle, ein spezifisches Streulicht- und Fluoreszenzsignal
zugeordnet werden. Dabei kénnen kleinere, wenig Nukleinsduren enthaltende (LNA) Zellen, bedingt
durch die geringere Menge des in den Zellen an deren DNA/RNA bindenden Fluoreszenzfarbstoffs
SYBR Green |, hinsichtlich der Intensitat ihrer Grinfluoreszenz-Signale deutlich von grosseren (HNA)
Zellen unterschieden werden. [19; 20]. Die durchflusszytometrische Analysemethode erlaubt die De-
tektion mehrerer Hundert Partikel bzw. Zellen pro Sekunde. Fur die Analyse wird in der Regel ein sehr
niedriges Probenvolumen bendétigt, oftmals im Rahmen von weniger als einem Milliliter.
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4 Chemikalien
Anmerkung: Die hier verwendeten Chemikalien kdnnen alternativ von anderen Herstellern/Anbietern
bezogen werden, sofern sie die Kriterien der hier erwahnten Stoffe erftllen.

4.1 Fluoreszenzfarbstoff

- SYBR® Green | Nucleic Acid Gel Stain, 10.000x konzentriert in DMSO
Invitrogen/Molecular Probes, Kat. Nr.: S7563

4.2 Verdinnungsmedium fur Fluoreszenzfarbstoff

— Dimethylsulfoxid (DMSO) 500 ml, CAS-Nr. 67-68-5
Fluka, Kat.Nr.: 41644

4.3 Verdinnungsmedien fur Wasserproben

- Evian® Mineralwasser

—  Vittel® Mineralwasser

Anmerkung: Es ist entweder Evian® oder Vittel® zu verwenden, das zuvor filtriert wurde. Die dafir
notwendige Porengrdsse der Filter betragt 0,22 pm.

— Ultra-Reinstwasser (z.B. NANOpure®)

4.4 Hullflussigkeiten fur den Probenstrom (Sheath Fluids)
Die vom jeweiligen DZ-Hersteller gelieferten Sheath Fluids
— alternativ: Ultra-Reinstwasser (z.B. NANOpure®)

— alternativ: Ultra-Reinstwasser (z.B. NANOpure®) mit 0.05% Tween80® (Polysorbat 80, CAS-Nr.
9005-65-6)

Anmerkung: Bei unzureichender Pflege der Reinstwasseranlage kann das produzierte Reinstwasser
eine fur diese Methode ungeniigende Qualitat aufweisen.

5 Gerate und Hilfsmittel

Anmerkung: Die zur Validierung dieser Methode genutzten und benannten Durchflusszytometer und
Hilfsmittel (Filter, Behaltnisse, etc.) bzw. deren Hersteller/Anbieter sind nicht bindend. Es
kénnen alternative DZ-Gerate und Hilfsmittel genutzt werden, jedoch ist zu beachten,
dass diese in ihren Spezifikationen den zur Durchfiihrung der hier beschriebenen Metho-
de bendtigten Anforderungen entsprechen (siehe auch 5.1.1: Informationen zu den Gera-
teanforderungen).

51 Durchflusszytometer

(Auflistung der zur Validierung der Methode eingesetzten Gerate)

— Partec PASII Partec GmbH, Minster (D)

— Partec Cyflow-Serie Partec GmbH, Minster (D)

— Accuri C6 BD Biosciences, 2350 Qume Drive, San Jose, California
USA, 95131

5.1.1 Gerateanforderungen
— Anregungslaser: 488 nm, mindestens 20 mW
— Streulicht-Detektion: Vorwartsstreulicht (FSC) & Seitwartsstreulicht (SSC)

— Fluoreszenzempfindlichkeit: <100 MESF Fluoresceinisothiocyanat; <50 MESF Phycoerythrin
(MESF: Molecules of Equivalent Soluble Fluorchrom)

Schweizerisches Lebensmittelbuch 5/30
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— Emissionsfilter: 520 — 530 nm (Grunfluoreszenz); 610 — 670 nm (Rotfluoreszenz)

—  Minimum Partikelgrosse fir SSC: 0,2 um — 0,5 ym

5.1.2 Autoloader

Anmerkung: Die Nutzung von automatischen Probegebern fir die jeweiligen Durchflusszytometer ist
fur diese Methode mdéglich.

— Robby (PAS 1) Partec GmbH, Minster (D)
— Robby Well (Cyflow-Serie) Partec GmbH, Munster (D)
— CSampler BD Biosciences, 2350 Qume Drive, San Jose,

California, USA, 95131

5.2 Filter fur DMSO
— IC Millex — 1G 0,2 pm Millipore, Kat.-Nr.: SLLGC25NS

5.3 Filter fur Verdinnungsmedium Mineralwasser
— Millex GV 0,22 pm (niedriger Durchsatz) Millipore, Kat.-Nr.: SLGV033RB
— Millex GP 0,22 um (hoher Durchsatz) Millipore, Kat.-Nr.: SLGP033RB

5.4 Aufbewahrung der Farbstoffaliquote

— Glasflaschchen 2 ml Supelco, Kat.-Nr.: 27267-U
—  Septum 10mm, PTFE/Silicon Supelco, Kat.-Nr.: 27277

— Polypropylen-Schraubverschluss Supelco, Kat.-Nr.: 27271
55 Behaltnisse fur die Analyse an Partec-Geréten

— Rohrchen, 3,5 ml Sarstedt, Ref.-Nr.: 55.484

6 Ausfihrung

6.1 Vorbereitung des Fluoreszenzfarbstoffes

— Der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green | (10.000x) wird im Verhaltnis 1:100 in 0,2 pm filtriertem
DMSO verdunnt.

Anmerkung: Die vorbereiteten Farbstoffaliquote kénnen bei -20°C Uber einen langeren Zeitraum in
Glasflaschchen (siehe 5.4, bspw.) aufbewahrt werden. Beim Umgang mit dem Fluores-
zenzfarbstoff sind Handschuhe zu tragen.

6.2 Anfarben (Staining) der Proben

— Der Probe wird das Farbstoffaliquot im Verhdltnis 1:100 zugegeben (z.B.: 10 ul SYBR Green |
100x in DMSO (6.1) auf 1000 pl Probe).

— Die Probe mittels Vortex fir 5 Sekunden mischen.

— Die angefarbte Probe wird mittels eines Heizblocks fur mindestens 13 Minuten bei 37 °C (x 2 °C)
in Dunkelheit inkubiert.

— Auf diese Weise kdnnen mehrere Proben gleichzeitig vorbereitet und nach erfolgter Inkubation im
Dunkeln aufbewahrt werden.

Anmerkung: In Laboren werden Proben normalerweise bei 4 °C gelagert. Bei einem Probenvolumen
von 1 ml werden durchschnittlich 3 Minuten benétigt, um die Kerntemperatur der Probe
von 4 °C auf 37 °C zu erhdhen. Daraus setzt sich die Inkubationszeit von 13 Minuten zu-
sammen (3 Minuten bis zum Erreichen der Kerntemperatur, 10 Minuten Inkubationszeit).

Schweizerisches Lebensmittelbuch
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6.3 Probenverdinnung und Messbereiche

— Wahrend des Messvorgangs darf die Obergrenze von ungeféahr 1.000 counts/Sekunde (An-
zahl/Sekunde) nicht Uberschritten werden. Der Wert ist von den jeweiligen Geratespezifikationen
abhangig. Dies entspricht einer Zellzahl in der zu messenden Probe — je nach spezifischem Pro-
benhintergrundsignal — von ungefahr 1.0 x 10° — 2.0 x 10° Zellen/ml. Andernfalls ist die Probe mit
einem der unter 4.3 aufgefiihrten Medien fiir Wasserproben zu verdiinnen, bis die Obergrenze
von 1.000 counts/Sekunde erreicht oder unterschritten wird.

Anmerkung: Es wird empfohlen, die Proben bei zu hohen Konzentrationen (Zellzahl/ml) vor Anfarbung
und Inkubation zu verdunnen. Der Farbstoff bindet nicht irreversibel an der Zell-DNA und
kann bei Verdinnung nach Anfarbung wieder aus der Zelle diffundieren, was eine Ver-
schlechterung des Signals zur Folge hat.

6.4 Probenanalyse

6.4.1 Kontrollen

— Bei jeder Inbetriebnahme sollte die Funktionstiichtigkeit des Durchflusszytometers mittels der vom
jeweiligen Hersteller zu diesem Zweck ausgewiesen Kalibrationsbeads Uberprift werden. Das
durchfitlhrende Labor kann diese Uberpriifung bei Bedarf verandern/erweitern.

— Es wird empfohlen, das jeweils verwendete Verdinnungsmedium (Punkt 4.3) als Blindprobe zu
analysieren. Der Blindprobe ist das Farbstoffaliquot (siehe 6.1) zuzugeben und sie ist wie unter
6.2 beschrieben zu behandeln.

6.4.2 Messung

— Die in der Analysesoftware der in dieser Methodenschrift erwahnten DZ-Geréte , Trigger* genann-
te Funktion muss auf den Parameter Grunfluoreszenz (G-FL) gesetzt werden.

— Die optimalen ,Gain“-Einstellungen fiir Partec-Gerate mussen individuell fir das zur Analyse ver-
wendete Gerat ermittelt werden. Sind die optimalen Einstellungen gefunden, dirfen (und missen)
diese nicht mehr verandert werden.

— Die ,log“-Einstellungen fur Partec-Geréte sollten wie folgt gewahlt werden:

Moglichkeit 1 Mdglichkeit 2
(empfohlen)
SSC log 3 log 3
G-FL log 3 log 4
R-FL log 3 log 4

— Fur Partec-Gerate (PAS Ill & Cyflow-Serie) sollte eine nominale Fliessrate (,Speed“) von <5 (ent-
sprechend < 5 pl/s) gewahlt werden.

— Fir Accuri C6 Gerate sollte eine nominale Fliessrate (,Speed“) von 35 pl/min (entsprechend d.
Stufe ,Medium“ i. d. CFlow-Software) gewahlt werden.

Anmerkung: Innerhalb der Software anderer als der hier erwadhnten DZ-Hersteller kénnten Funktionen
wie ,Gain" ,Trigger", ,log" oder ,Speed” eventuell eine andere Bezeichnung tragen.

Schweizerisches Lebensmittelbuch
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7 Auswertung

Fur die Auswertung der Messungen werden folgende Signalkombinationen benétigt:
—  G-FL/R-FL Densityplot
—  G-FL/SSC Densityplot
— G-FL Histogramm

7.1 Bestimmung der TZZ

Die Bestimmung TZZ {G1} erfolgt unter Nutzung der Gating-Option im G-FL/R-FL Densityplot.

Die Software zeigt die jeweiligen Konzentrationsverhaltnisse fur {G1} in counts/Volumeneinheit
(counts/ml oder counts/ul) an (Abb. 1).

7.2 Bestimmung des LNA/HNA Verhéltnisses

Option 1:

Die Bestimmung der LNA {G2} und HNA {G3} erfolgt unter Nutzung der Gating-Option im G-FL/SSC
Densityplot. Dabei wird wie folgt vorgegangen:

Es wird ein Gate-Transfer der TZZ {G1} auf den G-FL/SSC Densityplot durchgefiuhrt.
- Im G-FL/SSC Densityplot werden die Gates 2 {G2} und 3 {G3} definiert.

Durch die Software erfolgt die jeweilige Konzentrationsauswertung von {G2} und {G3} in
counts/Volumeneinheit (counts/ml oder counts/pl). Die Gates {G2} und {G3} werden anschliessend
prozentual berechnet (Abb. 1).

Option 2:

Die Bestimmung der LNA {G2} und HNA {G3} erfolgt unter Nutzung der Gating-Option im G-FL
Histogramm. Dabei wird wie folgt vorgegangen:

Es wird ein Gate-Transfer der TZZ {G1} auf das G-FL Histogramm durchgefiihrt.
- Im G-FL Histogramm werden die Gates 2 {G2} und 3 {G3} definiert.

Durch die Software erfolgt die jeweilige Konzentrationsauswertung von G2 und G3 in
counts/Volumeneinheit (counts/ml oder counts/pl). Die Gates {G2} und {G3} werden anschliessend
prozentual berechnet (Abb. 1).

Anmerkung 1: Fur Gerate von Accuri wird empfohlen, die LNA/HNA-Bestimmung mittels Option 2
durchzufihren.

Anmerkung 2: Fir detaillierte Informationen beziiglich der Bestimmung der TZZ und des LNA/HNA-
Verhéltnisses siehe Methodenhandbuch.

Beispiel (Option 1 und Option 2 werden identisch berechnet. Die Ergebnisse variieren nur minimal.):
LNA {G2} = 5.05 x 10" Zellen/m|
HNA {G3} = 3.65 x 10" Zellen/m|

Prozentual:
LNA (G2} _ o) T 0
(LNA (G2} +HNA (G3]) X 100 = LNA in %, hier 58% LNA
HNA {G3} _ o 1 o
(LNA (G2)+HINA (G3]) X 100 = HNA in %, hier 42% HNA
Schweizerisches Lebensmittelbuch 8/30
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Abbildung 1: Beispiel zur Bestimmung der TZZ {G1} im G-FL/R-FL Densityplot. Option 1: Gate-
Transfer vom G-FL/R-FL Densityplot {G1} auf den G-FL/SSC Densityplot. Option 2: Gate-Transfer
vom G-FL/R-FL Densityplot {G1} auf das G-FL Histogramm. Beide Optionen dienen der Ermittlung der
LNA {G2}- und HNA {G3}-Zahlen.

8 Validierung
Die Validierung erfolgte nach den Vorgaben des BAG [21].

Angaben zum Messbereich, zur Nachweis- und Bestimmungsgrenze sowie zur Richtigkeit finden sich
in der Zusammenfassung zur Methode. Die nachfolgend im Detail dargestellte Validierung hatte zum
Ziel nachzuweisen, dass das Verfahren bei Anwendung in verschiedenen Laboratorien zu vergleich-
baren Ergebnissen fuihrt. Zu diesem Zweck wurde ein externer Vergleichstest unter aktiver Teilnahme
und Anleitung der Eawag, Abteilung Umweltmikrobiologie, Dubendorf, durchgefihrt und die Ver-
gleichsprazision (R), die Wiederholprazision (r) sowie die Messunsicherheit (R-STABW) ermittelt.

Die Finanzierung des Validierungsprojektes erfolgte durch die Kommission fur Technologie und Inno-
vation (KTI), Projektnummer 12121.1 PFIW-IW. Die Finanzierung des Projektes zur Ausarbeitung der
Methode fir das SLMB erfolgte durch den Forschungsfond Wasser (FOWA) des Schweizerischen
Vereins des Gas- und Wasserfaches (SVGW), Projektnummer 5221.00532.

Gruppe 1
Probanden: 7 externe, 4 interne

Parameter: Analyse der Bead-Zahl, der Totalzellzahl und des LNA/HNA-Verhaltnisses in Triplika-
ten von Wasserproben

Probenbehandlung:
— Speziell fur den Vergleichstest wurden die Proben mittels Glutaraldehyd (5.6 M, 50 %) fixiert.

— Verdinnung 1:1000 (1 ml Glutaraldehyd auf 1000 ml Probe). Die auf diese Weise stabilisierten
Wasserproben kénnen ohne Kihlung versendet werden.

— Alle 45 Proben wurden direkt nach der Probennahme zur Kontrolle analysiert, um den unbehan-
delten Ist-Zustand zu erfassen. Eine Kontroll-Messung der mittels Glutaraldehyd fixierten Proben
ergab, dass die Fixierung keinen Einfluss auf die TZZ bzw. auf das LNA/HNA-Verhaltnis hat.

Schweizerisches Lebensmittelbuch
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— Die Proben wurden in 40 ml-Glaser mit Teflon-Dichtung abgefillt und an die (in Tab. 2 aufgefihr-
ten) externen Probanden versendet.

— Die 40 ml-Glaser wurden zuvor bei 500 °C fir 3 Stunden ausgebrannt. Wahrend der Lieferzeit
wurden die Referenzproben im Eawag-Labor bei Raumtemperatur gelagert, um fur alle Proben
maoglichst identische Versuchsbedingungen zu schaffen.

Gruppe 2
Probanden: 2 externe, 2 interne

Parameter: Analyse der Bead-Zahl, der Totalzellzahl und des LNA/HNA-Verhaltnisses in Triplika-
ten

Probenbehandlung:
— Es erfolgte eine Kiihlung der Proben auf 8 °C.

— Alle 20 Proben wurden zur Kontrolle direkt nach der Probennahme analysiert, um den Ist-Zustand
zu erfassen.

— Die Proben wurden anschliessend in 40 ml-Glaser mit Teflon-Dichtung abgefillt und zusammen
mit Kiihlakkus an die (in Tab. 2 aufgefiihrten) externen Probanden versendet.

— Die 40 ml-Glaser wurden zuvor bei 500 °C fur 3 Stunden ausgebrannt.

— Wabhrend der Lieferzeit wurden die Referenzproben im Eawag-Labor ebenfalls bei 8 °C gelagert,
um fir alle Proben moglichst identische Versuchsbedingungen zu schaffen.

Tabelle 1: Auflistung aller im Vergleichstest versendeten Proben beziglich ihrer Herkunft, Totalzell-
zahlen und LNA/HNA-Verhéltnisse. MW = Mittelwert; n = Anzahl der Messungen.

Probenherkunft Bezeich- MW Bead-Zahl & MW MW LNA in % | MW HNA in %
nung TZZ in Counts/ml (n=3) (n=3) (n=3)

Kalibrations-Beads Partec Beads 4

(d = 3 um) REF: 05-4018 3 um) 1.08x 10 - -

Grundwasser Probe 1 3.43x 10 61 39

Hardhof Zirich )

Quellwasser 4

Hardhof Zirich Probe 2 6.60 x 10 51 49

Trlnkwa§§_er nach Aufbereitung Probe 3 1.13 x 10° 48 52

Lengg Zrich

Trinkwasser Oetwil a. See Probe 4 1.35x 10° 36 64

(Hausinstallation nach Spiilung)

Anmerkung: Die Kalibrations-Beads wurden fur den Vergleichstest verdinnt, gut gemischt und aus
dieser Referenzlésung auf die einzelnen Probenglaser verteilt. Die Beads dienten dem
Vergleich und der Absicherung der Geratetauglichkeit. Keine der im Vergleichstest aus-
gewahlten Wasserproben enthielt einen Netzschutz (z.B. Chlor), noch wurden die Proben
nach ihrer Aufbereitung anderen Desinfektionsschritten (z.B. UV) unterzogen. Des Weite-
ren musste fur die Analyse keine Verdinnung des Probenmaterials durchgefiihrt werden.
Den Probanden wurden Aliquote der Originalprobe abgefullt, um sicher zu stellen, dass
die Zellzahl in allen Proben weitestgehend identisch ist.
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Bestimmung der Totalzellzahl und des quantitativen Verhéltnisses der Zellen
niedrigen bzw. hohen Nukleinséuregehaltes in Stisswasser mittels Durchfluss-
zytometrie

Untersuchungsmethode 333.1
Dezember 2012

Tabelle 2: Auflistung der am Vergleichstest teilnehmenden Institutionen, der Anzahl der aktiven Pro-
banden und der verwendeten Geréte. Die einzelnen Gerate sind zwecks eindeutiger Zuordnung der

Daten nummeriert (in Klammern).

. S " Anzahl x

Teilnehmende Institutionen Gruppe 1 Abklrzung Probanden Gerate

. . . Partec SL (1)
Eldgenosss_che Anstalt fur Wgsserversorgung, Eawag 4 Partec Space (2)
Abwasserreinigung und Gewasserschutz

Partec Space (3)

Kantonales Labor Zirich KLz 1 Accuri C6 (4)
Wasserversorgung Ziirich wvz 1 Partec Space (5)
Bundesamt fiir Gesundheit BAG 1 Partec ML (6)
Labor Spiez - 1 Partec SL (7)
Technische Universitat Hamburg-Harburg / DVGW TUHH-DVGW 1 Partec SL (8)
Forschungsstelle
Europegn Aeronautic Defense and Space Company / EADS / IW 1 Partec SL (9)
Innovation Works
Technische Universitat Dresden / TU Dresden 1 Accuri C6 (10)
Professur Wasserversorgung
Teilnehmende Institutionen Gruppe 2
Eidgenossische Anstalt fir Wasserversorgung, Eawa 2 Partec SL (1)
Abwasserreinigung und Gewasserschutz 9 Partec PAS 1l (11)
Industrielle Werke Basel IWB 1 Partec SL (12)
Bachema AG - 1 Partec SL (13)

8.1 Anmerkungen zur Validierung

Die Werte des im Zuge der Validierung durchgefiihrten Vergleichstests beweisen, dass die Durch-
flusszytometrie eine robuste Methode darstellt, um den mikrobiologischen Zustand in Siiss- und somit
auch im Trinkwasser zu erfassen und abzubilden. Die Durchflusszytometrie liefert dieses Zustandsbild
detailliert und schnell, basierend auf einem mikrobiologischen Summenparameter.

Der Vergleichstest erfolgte unter Anleitung und aktiver Teilnahme der Eidgendssischen Anstalt fir
Wasserversorgung, Abwasserreinigung und Gewasserschutz (Eawag), Abteilung Umwelt-
mikrobiologie, Dubendorf. Das zustandige Eawag-Labor zeichnete ausserdem fir die Probennahme,
die Probenaufbereitung und den Versand des Probenmaterials an die Versuchsteilnehmer verantwort-
lich. Die Zahl der insgesamt 15 Probanden verteilte sich auf zehn unterschiedliche Institutionen; an-
sassig sowohl in der Schweiz, als auch in Deutschland.

Es kamen 13 Durchflusszytometer zum Einsatz. Im Verlauf des Vergleichstests wurden die Probanden
in zwei Gruppen aufgeteilt.

Gruppe 1 erhielt mittels Glutaraldehyd fixierte Proben, Gruppe 2 erhielt Proben ohne Fixierung, die
gekdhlt (~ 8 °C) versendet wurden.

Die zu ermittelnden Parameter fur beide Gruppen waren die Bead-Zahl, die TZZ und das LNA/HNA-
Verhéltnis.

Bei einer Gesamtmenge von 655 generierten Datenpunkten (inkl. der LNA/HNA-Werte) wiesen die im
Vergleichstest gewonnenen Werte sehr geringe Varianzen auf.

Die relative Standardabweichung der Probe ,Beads” lag in Gruppe 1 bei 6.74 % (Abb. 2) und bei
Gruppe 2 bei 3.33 % (Abb. 4) Fir die Wasserproben lag der Mittelwert der relativen Standardabwei-
chungen bezuglich der TZZ in Gruppe 1 (Abb. 2) bei 6.88 % und in Gruppe 2 (Abb. 4) bei 5.72 %.

Schweizerisches Lebensmittelbuch
© Bundesamt fir Gesundheit

11/30



Bestimmung der Totalzellzahl und des quantitativen Verhéltnisses der Zellen Untersuchungsmethode 333.1
niedrigen bzw. hohen Nukleinséuregehaltes in Stisswasser mittels Durchfluss- Dezember 2012
zytometrie

Hier die Werte der relativen Standardabweichung im Einzelnen:

Gruppe 1, TZZ (siehe Abb. 2):

.Probe 1* = 4.56 %, ,Probe 2 =7.97 %, ,Probe 3" = 6.92 % und ,Probe 4“ = 8.08 %
Gruppe 2, TZZ (siehe Abb. 4):

,Probe 1“=4.76 %, ,Probe 2" = 11.43 %, ,Probe 3“ = 3.37 % und ,Probe 4“ = 3.33 %

Fur die Bestimmung der LNA- und HNA-Zahlen in Gruppe 1 ergab sich aus den Datenpunkten eine
mittlere relative Standardabweichung von 12.53 % beziglich der LNA-Zellzahlen und eine mittlere
relative Standardabweichung von 16.16 % fir die Zahl der HNA-Zellen.

Hier die Werte der relativen Standardabweichung im Einzelnen (siehe Abb. 3):

Gruppe 1, LNA-Zahlen:

.Probe 1* =7.81 %, ,Probe 2" = 13.68 %, ,Probe 3" = 15.22 % und ,Probe 4" = 13.42 %
Gruppe 1, HNA-Zahlen:

.Probe 1“=17.73 %, ,Probe 2 = 14.44 %, ,Probe 3“ = 15.86 % und ,Probe 4“ = 16.85 %

In Gruppe 2 wurden dhnliche Werte generiert. So betrug der Mittelwert der relativen Standardabwei-
chungen fir die Ermittlung der LNA-Zahlen 9.79 % und 12.53 % fir die Ermittlung der HNA-Zahlen.

Hier die Werte der relativen Standardabweichung im Einzelnen (siehe Abb. 5):

Gruppe 2, LNA-Zahlen:

.Probe 1“=8.70 %, ,Probe 2“ = 10.17 %, ,Probe 3“=10.15 % und ,Probe 4“ = 10.14 %
Gruppe 2, HNA-Zahlen:

,Probe 1“=10.00 %, ,Probe 2" = 23.15 %, ,Probe 3“ = 5.56 % und ,Probe 4“ = 11.40 %

1.E+06

f 1
O Probe 4 = 8.08 % R-STABW

05 RRRRRRAR RRRARARLL R
LEOS ooogoo0§§§§gg%g%%gggggg%oooooowo . A\ Probe 3 = 6,92 % R-STABW

] ] Dooopoo®em
O0oo0o0o00po0o00nooo000oon oo & Probe 2 = 7,97 % R-STABW

Counts/ml

1
LE+04 K KK g s 3k KKK s 3 3K KKK KKK KKK e 3 3K 3% K K KKK O Probe 1= 4,56 % R-STABW

K Beads = 6,74 % R-STABW

1.E+03
4] 5 10 15 20 25 30 35
Probenpunkte

Abbildung 2: Ubersicht der im Vergleichstest produzierten Resultate der Gruppe 1 (fixierte Proben) zu
den Bead-Zahlen bzw. Totalzellzahlen und deren relative Standardabweichungen (R-STABW).
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Bestimmung der Totalzellzahl und des quantitativen Verhéltnisses der Zellen Untersuchungsmethode 333.1
niedrigen bzw. hohen Nukleinséuregehaltes in Stisswasser mittels Durchfluss- Dezember 2012
zytometrie
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Abbildung 3: Ubersicht der im Vergleichstest produzierten Resultate der Gruppe 1 (fixierte Proben) zu
den LNA- und HNA-Zahlen und deren relative Standardabweichungen (R-STABW), aufgetragen als
prozentuales Verhaltnis zueinander (LNA/HNA in %).
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o o Probe 4 = 4,28 % R-STABW
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i * Beads = 3,33 % R-STABW
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Abbildung 4: Ubersicht der im Vergleichstest produzierten Resultate der Gruppe 2 (nicht fixierte Pro-
ben) zu den Bead-Zahlen bzw. Totalzellzahlen und deren relative Standardabweichungen (R-
STABW). Bei Probe 2 kam es in den internen Probenséatzen trotz Kilhlung zu einem geringen Anstieg
der Zellzahlen.
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Bestimmung der Totalzellzahl und des quantitativen Verhéltnisses der Zellen
niedrigen bzw. hohen Nukleinséuregehaltes in Stisswasser mittels Durchfluss-

zytometrie

Untersuchungsmethode 333.1
Dezember 2012
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Abbildung 5: Ubersicht der im Vergleichstest produzierten Resultate der Gruppe 2 (nicht fixierte Pro-
ben) zu den LNA- und HNA-Zahlen und deren relative Standardabweichungen (R-STABW), aufgetra-
gen als prozentuales Verhaltnis zueinander (LNA/HNA in %). Bei Probe 2 kam es in den internen Pro-
bensatzen trotz Kiihlung zu einer geringen Veranderung des LNA/HNA-Verhaltnisses.

Tabelle 3: Vergleichsresultate der Probe "Beads" (3 um), Gruppe 1 bzgl. der Bestimmung der Bead-

Zahl.

Proband / Gerat in Countsiml (123) | (1) Countaiml (n2d) | RSTABWn o6 (123)
*Proband 1 / Partec SL (1) 1.01E+04 1.48E+03 5.21
*Proband 2 / Partec Space (2) 8.85E+03 8.82E+02 3.56
*Proband 3 / Partec SL (1) 1.04E+04 1.04E+03 3.58
*Proband 4 / Partec Space (3) 1.02E+04 6.02E+02 2.12
Proband 5 / Accuri C6 (4) 9.22E+03 8.98E+02 3.48
Proband 6 / Partec Space (5) 1.04E+04 7.02E+02 2.4
Proband 7 / Partec ML (6) 1.00E+04 2.52E+02 0.9
Proband 8 / Partec SL (7) 9.58E+03 3.02E+02 1.13
Proband 9 / Partec SL (8) 1.00E+04 4.11E+02 1.46
Proband 10 / Partec SL (9) 8.94E+03 9.39E+02 3.75
Proband 11 / Accuri C6 (10) 1.19E+04 2.05E+03 6.15
Beads Vagehoradeion ()

Beads Messunsicherheit R-STABW 6.74

in % (n=33)

*=Eawag intern, MW = Mittelwert, n = Anzahl der Messungen, R-STABW = Relative Standardabweichung
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Bestimmung der Totalzellzahl und des quantitativen Verhéltnisses der Zellen

niedrigen bzw. hohen Nukleinséuregehaltes in Stisswasser mittels Durchfluss-

zytometrie

Untersuchungsmethode 333.1

Dezember 2012

Tabelle 4: Vergleichstestresultate der Probe "1", Gruppe 1 bzgl. der Bestimmung der Totalzellzahl.

Proband / Geréat MW TZZ in Counts/ml (n=3) Tﬁ? X]ngﬁmg/lr%a(ﬂign Té_zs_ll\{lﬁgwr?si;)hg:gt
*Proband 1 / Partec SL (1) 3.42E+04 2.70E+03 2.83
*Proband 2 / Partec Space (2) 3.38E+04 1.01E+03 1.07
*Proband 3 / Partec SL (1) 3.45E+04 1.31E+03 1.36
*Proband 4 / Partec Space (3) 3.81E+04 4.08E+03 3.82
Proband 5 / Accuri C6 (4) 3.60E+04 4.00E+03 3.97
Proband 6 / Partec Space (5) 3.47E+04 1.77E+03 1.82
Proband 7 / Partec ML (6) 3.22E+04 1.75E+03 1.94
Proband 8 / Partec SL (7) 3.64E+04 1.19E+03 117
Proband 9 / Partec SL (8) 3.28E+04 1.70E+03 1.86
Proband 10 / Partec SL (9) 3.14E+04 6.65E+02 0.76
Proband 11 / Accuri C6 (10) 3.64E+04 2.98E+03 2.92
T eecrsson (9

TZZ Messunsicherheit R-STABW 456

in % (n=33)

*=Eawag intern, MW = Mittelwert, n = Anzahl der Messungen, R-STABW = Relative Standardabweichung

Tabelle 5: Vergleichstestresultate der Probe "2", Gruppe 1 bzgl. der Bestimmung der Totalzellzahl.

Proband / Gerat

MW TZZ in Counts/ml (n=3)

TZZ Wiederholprazision
(r) in Counts/ml (n=3)

TZZ Messunsicherheit
R-STABW in % (n=3)

*Proband 1 / Partec SL (1) 6.35E+04 2.31E+03 1.3
*Proband 2 / Partec Space (2) 6.05E+04 1.01E+03 0.6
*Proband 3 / Partec SL (1) 6.16E+04 8.72E+03 5.06
*Proband 4 / Partec Space (3) 6.70E+04 2.56E+03 1.36
Proband 5 / Accuri C6 (4) 5.76E+04 6.71E+03 4.16
Proband 6 / Partec Space (5) 5.55E+04 5.01E+03 3.22
Proband 7 / Partec ML (6) 5.22E+04 3.62E+03 2.48
Proband 8 / Partec SL (7) 6.39E+04 1.91E+03 1.06
Proband 9 / Partec SL (8) 5.77E+04 2.46E+03 1.52
Proband 10 / Partec SL (9) 5.54E+04 1.90E+03 1.22
Proband 11 / Accuri C6 (10) 6.70E+04 3.19E+03 1.7
T eteprssin (9

TZZ Messunsicherheit R-STABW 797

in % (n=33)

*=Eawag intern, MW = Mittelwert, n = Anzahl der Messungen, R-STABW = Relative Standardabweichung
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Bestimmung der Totalzellzahl und des quantitativen Verhéltnisses der Zellen

niedrigen bzw. hohen Nukleinséuregehaltes in Stisswasser mittels Durchfluss-

zytometrie

Untersuchungsmethode 333.1
Dezember 2012

Tabelle 6: Vergleichstestresultate der Probe "3", Gruppe 1 bzgl. der Bestimmung der Totalzellzahl.

Proband / Gerat

MW TZZ in Counts/ml (n=3)

TZZ Wiederholprazision
(r) in Counts/ml (n=3)

TZZ Messunsicherheit
R-STABW in % (n=3)

*Proband 1 / Partec SL (1) 1.08E+05 1.95E+03 0.65
*Proband 2 / Partec Space (2) 1.03E+05 2.92E+03 1.02
*Proband 3 / Partec SL (1) 1.06E+05 3.06E+03 1.03
*Proband 4 / Partec Space (3) 1.14E+05 8.88E+02 0.28
Proband 5 / Accuri C6 (4) 1.01E+05 2.84E+03 1
Proband 6 / Partec Space (5) 9.43E+04 1.89E+03 0.72
Proband 7 / Partec ML (6) 9.80E+04 4.45E+03 1.62
Proband 8 / Partec SL (7) 1.08E+05 1.04E+03 0.34
Proband 9 / Partec SL (8) 9.42E+04 4.39E+02 0.17
Proband 10 / Partec SL (9) 9.31E+04 4.20E+03 1.61
Proband 11 / Accuri C6 (10) 1.16E+05 1.01E+04 3.11
122 vz ()1

TZZ Messunsicherheit R-STABW 6.92

in % (n=33)

*=Eawag intern, MW = Mittelwert, n = Anzahl der Messungen, R-STABW = Relative Standardabweichung

Tabelle 7: Vergleichstestresultate der Probe "4", Gruppe 1 bzgl. der Bestimmung der Totalzellzahl.

Proband / Gerat

MW TZZ in Counts/ml (n=3)

TZZ Wiederholprazision
(r) in Counts/ml (n=3)

TZZ Messunsicherheit
R-STABW in % (n=3)

*Proband 1 / Partec SL (1) 1.27E+05 3.88E+03 1.09
*Proband 2 / Partec Space (2) 1.27E+05 5.56E+03 1.56
*Proband 3 / Partec SL (1) 1.24E+05 1.91E+03 0.55
*Proband 4 / Partec Space (3) 1.37E+05 7.39E+03 1.93
Proband 5 / Accuri C6 (4) 1.13E+05 7.29E+03 2.3
Proband 6 / Partec Space (5) 1.05E+05 5.12E+03 1.73
Proband 7 / Partec ML (6) 1.08E+05 4.80E+03 1.58
Proband 8 / Partec SL (7) 1.26E+05 4.32E+03 1.23
Proband 9 / Partec SL (8) 1.17E+05 3.29E+03 1
Proband 10 / Partec SL (9) 1.09E+05 6.82E+03 2.23
Proband 11 / Accuri C6 (10) 1.36E+05 1.17E+04 3.08
122 Yok ()

TZZ Messunsicherheit R-STABW 8.08

in % (n=33)

*=Eawag intern, MW = Mittelwert, n = Anzahl der Messungen, R-STABW = Relative Standardabweichung
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Bestimmung der Totalzellzahl und des quantitativen Verhaltnisses der Zellen Untersuchungsmethode 333.1
niedrigen bzw. hohen Nukleinséuregehaltes in Stisswasser mittels Durchfluss- Dezember 2012
zytometrie

Tabelle 8: Vergleichstestresultate der Probe "1", Gruppe 1 beziglich der Bestimmung des LNA/HNA-Verhéltnisses.

N MW LNA in LNA Wiederholpréazision | LNA Messunsicherheit MW HNA in HNA Wiederholpréazision | HNA Messunsicherheit MW LNA * LNA. HN.A.

Proband / Gerat Counts/ml (r) in Counts/ml (n=3) R-STABW in % (n=3) Counts/ml (r) in Counts/ml (n=3) R-STABW in % (n=3) MW HNA in Anteil | Anteil in
(n=3) B o= (n=3) B o= Counts/ml in % %

*Proband 1/

Partec SL (1) 2.32E+04 2.24E+02 0.34 1.45E+04 4.53E+02 1.11 3.78E+04 61 39

P?Sgsgdpz C/ e 2.26E+04 5.83E+02 0.92 1.11E+04 8.08E+02 2.60 3.36E+04 67 33

PF;rr‘t’gfgdL:’El’) 2.31E+04 1.19E+03 1.84 1.22E+04 7.71E+02 2.25 3.51E+04 66 34

*|

Pjﬁgfgdpgcl @3 2.07E+04 8.88E+02 1.53 1.39E+04 1.19E+03 3.04 3.44E+04 61 39

Proband 5/

Aceuri C6 (4) 1.75E+04 8.54E+02 1.74 8.74E+03 1.46E+03 5.96 2.59E+04 67 33

Proband 6 /

Partec Space (5) 2.04E+04 1.39E+03 2.43 1.44E+04 1.45E+03 3.60 3.40E+04 59 a1

E;?tbei”sz ée) 2.16E+04 3.23E+01 0.05 1.05E+04 3.60E+02 1.22 3.23E+04 67 33

E;?tbei”gf (/7) 2.24E+04 1.49E+03 2.37 1.31E+04 2.03E+02 0.55 3.49E+04 62 38

ﬁ;?{’eacngf (/8) 2.04E+04 1.56E+03 2.74 9.11E+03 6.03E+02 2.36 2.99E+04 69 31

ﬁ;or:’eac”gl_l‘()gl) 2.22E+04 5.74E+02 0.92 8.60E+03 1.80E+03 7.47 3.14E+04 70 30

i;?:z%ngel(llg) 2.32E+04 3.02E+03 4.64 1.16E+04 2.28E+03 7.00 3.28E+04 67 33

Vergleichsprazision (R)

in Counts/ml (n=33) 4.68E+03 5.71E+03

Messunsicherheit

R-STABW in % (n=33) 781 17.73

*=Eawag intern, MW = Mittelwert, n = Anzahl der Messungen, R-STABW = Relative Standardabweichung
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Bestimmung der Totalzellzahl und des quantitativen Verhaltnisses der Zellen Untersuchungsmethode 333.1
niedrigen bzw. hohen Nukleinséuregehaltes in Stisswasser mittels Durchfluss- Dezember 2012
zytometrie

Tabelle 9: Vergleichstestresultate der Probe "2", Gruppe 1 beziglich der Bestimmung des LNA/HNA-Verhéltnisses.

N MW LNA in LNA Wiederholprézision | LNA Messunsicherheit MW HNA in HNA Wiederholprézision | HNA Messunsicherheit MW LNA * LNA. HN.A.

Proband / Gerat Counts/ml (r) in Counts/ml (n=3) R-STABW in % (n=3) Counts/ml (r) in Counts/ml (n=3) R-STABW in % (n=3) MW HNA in Anteil | Anteil in
(n=3) B o= (n=3) B o= Counts/ml in % %

*Proband 1/

Partec SL (1) 3.09E+04 1.09E+03 1.26 3.13E+04 1.80E+03 2.05 6.21E+04 51 49

PF;rr‘t’gsgdpz C/e @ 3.28E+04 2.10E+03 2.29 2.75E+04 1.01E+03 1.31 5.99E+04 53 47

PF;rr‘t’gfgdﬁll) 3.04E+04 3.17E+03 3.72 2.86E+04 5.32E+03 6.64 5.76E+04 52 48

*|

Pjﬁgfgdp: C/e @) 3.68E+04 5.28E+03 5.13 3.16E+04 3.06E+02 0.35 6.72E+04 53 47

Proband 5/

Aceur C6 (4) 2.51E+04 3.92E+03 5.57 1.95E+04 3.00E+03 5.49 4.51E+04 58 42

E;‘;tbei”gsaé ) 3.23E+04 1.13E+03 1.25 2.32E+04 471E+03 7.26 5.47E+04 60 40

E;‘;tbei”,‘\jﬂz 26) 2.46E+04 1.48E+03 2.15 2.76E+04 2.18E+03 2.82 5.32E+04 47 53

E;‘?tbeacngf (/7) 3.48E+04 1.22E+03 1.25 2.94E+04 9.19E+02 1.12 6.34E+04 54 46

ﬁ;or{’eac”gf (/8) 2.48E+04 1.23E+03 1.77 2.63E+04 7.33E+02 1.00 5.11E+04 49 51

ﬁ;or:’eac”gl_l?g’) 2.64E+04 9.26E+02 1.25 2.58E+04 6.97E+02 0.96 5.27E+04 51 49

f\i?;ﬂﬁngel(llﬁ) 3.59E+04 2.14E+03 2.13 2.21E+04 1.65E+03 2.67 5.92E+04 62 38

Vergleichsprazision (R)

in Counts/ml (n=33) 1.17E+04 1.07E+04

Messunsicherheit

R-STABW in % (n=33) 13.68 14.44

*=Eawag intern, MW = Mittelwert, n = Anzahl der Messungen, R-STABW = Relative Standardabweichung
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Bestimmung der Totalzellzahl und des quantitativen Verhaltnisses der Zellen Untersuchungsmethode 333.1
niedrigen bzw. hohen Nukleinséuregehaltes in Stisswasser mittels Durchfluss- Dezember 2012
zytometrie

Tabelle 10: Vergleichstestresultate der Probe "3", Gruppe 1 bezlglich der Bestimmung des LNA/HNA-Verhéltnisses.

MW LNA in ) — ) — | MW HNAIn ) — ) | MWLNA+ | LNA ANA

Proband / Gerat Counts/ml L’Zi?i\r?/ggfg?sllrmagl—sgn LSAS.’I\.AAE};\SA;' ?nsgﬁh(irfse)lt Counts/ml H’(\:,')A‘ixv'ggfrr]?;m{?rz"_sgn Hll?\lAS'IIZAAe;\j\;I inns;:h((re]r_iglt MW HNA in | Anteil in | Anteil in

(n=3) B o= (n=3) B o= Counts/ml % %
*Proband 1/
Partec SL (1) 4.92E+04 6.45E+02 0.47 5.34E+04 1.09E+03 0.73 1.02E+05 48 52
PF;rr‘t’gsgdpz C/e @ 5.04E+04 1.91E+03 1.35 5.19E+04 1.22E+03 0.84 1.04E+05 49 51
PF;rr‘t’gfgdﬁll) 4.89E+04 2.16E+03 1.58 5.24E+04 3.17E+03 2.16 1.01E+05 49 51
*|
Pjﬁgfgdp: C/e @) 5.45E+04 7.21E+02 0.47 5.92E+04 1.23E+03 0.74 1.14E+05 48 52
Proband 5 / 3.36E+04 1.90E+03 2.02 3.55E+04 2.19E+03 2.21 6.92E+04 50 50
Accuri C6 (4) S0+ D0EF : 20T AIEF : DT
Proband 6 /
Partec Space (5) 3.19E+04 2.00E+03 2.24 6.24E+04 1.82E+03 1.04 9.36E+04 34 66
E;‘;tbei”,‘\jﬂz ée) 4.41E+04 2.25E+03 1.82 5.39E+04 3.30E+03 2.19 9.62E+04 45 55
E;‘?tbeacngf (/7) 4.94E+04 1.14E+03 0.83 5.50E+04 6.58E+02 0.42 1.05E+05 47 53
ﬁ;or{’eac”gf (/8) 4.20E+04 1.85E+03 1.57 4.45E+04 9.75E+02 0.78 8.61E+04 48 52
ﬁ;or:’eac”gl_lc(’gl) 4.13E+04 2.89E+03 2.50 4.95E+04 2.17E+03 1.56 9.27E+04 46 54
f\i?;ﬂﬁngel(llﬁ) 4.46E+04 1.32E+03 1.05 4.11E+04 6.46E+03 5.62 8.29E+04 54 46
Vergleichsprazision (R)
in Counts/ml (n=33) 1.90E+04 2.24E+04
Messunsicherheit
R-STABW in % (n=33) 15.22 15.86
*=Eawag intern, MW = Mittelwert, n = Anzahl der Messungen, R-STABW = Relative Standardabweichung
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Bestimmung der Totalzellzahl und des quantitativen Verhaltnisses der Zellen Untersuchungsmethode 333.1
niedrigen bzw. hohen Nukleinséuregehaltes in Stisswasser mittels Durchfluss- Dezember 2012
zytometrie

Tabelle 11: Vergleichstestresultate der Probe "4", Gruppe 1 bezlglich der Bestimmung des LNA/HNA-Verhaltnisses.

x MW LNA in LNA Wiederholpréazision | LNA Messunsicherheit MW HNA in HNA Wiederholprézision | HNA Messunsicherheit MW LNA * LNA. HN.A.

Proband / Gerat Counts/ml (r) in Counts/ml (n=3) R-STABW in % (n=3) Counts/ml (r) in Counts/ml (n=3) R-STABW in % (n=3) MW HNA in Anteil | Anteil in
(n=3) B o= (n=3) B o= Counts/ml in % %

*Proband 1/

Partec SL (1) 4.69E+02 4.69E+02 0.38 7.71E+04 4.31E+03 2.00 1.21E+05 36 64

P?Sgsgdpz C/ e 2.38E+03 2.38E+03 1.51 7.05E+04 3.34E+03 1.60 1.25E+05 45 55

PF;rr‘t’gfgdL:’El’) 1.00E+03 1.00E+03 0.81 6.99E+04 2.24E+03 1.15 1.14E+05 39 61

*|

Pzrr?gfgdpgcl @3 2.53E+03 2.53E+03 1.95 8.46E+04 6.30E+03 2.66 1.30E+05 36 64

Proband 5/

Accuri C6 (4) 2.72E+03 2.72E+03 3.09 4.59E+04 1.05E+03 0.82 7.78E+04 41 59

Proband 6 /

Partec Space (5) 5.78E+03 5.78E+03 452 5.97E+04 6.61E+02 0.40 1.03E+05 42 58

E;?tbei”sz 26) 5.00E+02 5.09E+02 0.43 6.64E+04 4.57E+03 2.45 1.09E+05 38 62

E;?tbei”gf (/7) 2.42E+03 2.42E+03 1.80 7.38E+04 2.54E+03 1.23 1.20E+05 39 61

ﬁ;?{)eacngf (/8) 1.91E+03 1.91E+03 1.38 5.35E+04 1.74E+03 1.16 1.02E+05 48 52

ﬁ;or:’eac”gl_l‘()gl) 2.35E+03 2.35E+03 1.57 5.62E+04 4.57E+03 2.90 1.12E+05 48 52

2233%”361(116) 1.13E+03 1.13E+03 0.96 6.04E+04 7.57E+03 4.48 9.92E+04 42 58

Vergleichsprazision (R)

in Counts/ml (n=33) L71E+04 3.01E+04

Messunsicherheit

R-STABW in % (n=33) 13.42 16.58

*=Eawag intern, MW = Mittelwert, n = Anzahl der Messungen, R-STABW = Relative Standardabweichung
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Bestimmung der Totalzellzahl und des quantitativen Verhéltnisses der Zellen

niedrigen bzw. hohen Nukleinséuregehaltes in Stisswasser mittels Durchfluss-

zytometrie

Untersuchungsmethode 333.1

Dezember 2012

Tabelle 12: Vergleichsresultate der Probe "Beads" (3 um), Gruppe 2 bzgl. der Bestimmung der Bead-

Zahl.

i Beads ) | Wedetholprizeion ) | Messuncrether,
*Proband 12 / Partec SL (1) 9.57E+03 9.30E+02 3.47
*Proband 13 / Partec PAS 11l (11) 9.66E+03 8.19E+02 3.03
Proband 14 / Partec SL (12) 9.31E+03 9.11E+02 3.49
Proband 15 / Partec SL (13) 1.03E+04 6.86E+02 2.38

Beads Vergleichsprazision (R) in Counts/ml (n=12) 1.21E+03

Beads Messunsicherheit R-STABW in % (n=12) 4.28

*=Eawag intern, MW = Mittelwert, n = Anzahl der Messungen, R-STABW = Relative Standardabweichung

Tabelle 13: Vergleichstestresultate der Probe "1", Gruppe 2 bzgl. der Bestimmung der Totalzellzahl.

Proband / Gerit ' MW TZZ TZ2Z _Wiederholprézision )| 122 Messunsicherheit
in Counts/ml (n=3) in Counts/ml (n=3) R-STABW in % (n=3)

*Proband 12 / Partec SL (1) 3.23E+04 7.23E+02 0.80

*Proband 13 / Partec PAS Il (11) 3.24E+04 5.25E+02 0.58

Proband 14 / Partec SL (12) 2.98E+04 2.25E+03 2.70

Proband 15 / Partec SL (13) 3.38E+04 1.15E+03 1.21

TZZ Vergleichsprazision (R) in Counts/ml (n=12) 4.31E+03

TZZ Messunsicherheit R-STABW in % (n=12) 4.76

*=Eawag intern, MW = Mittelwert, n = Anzahl der Messungen, R-STABW = Relative Standardabweichung

Tabelle 14: Vergleichstestresultate der Probe "2", Gruppe 2 bzgl. der Bestimmung der Totalzellzahl.

Proband / Gerit ' MW TZZ TZ2Z _Wiederholprézision )| 122 Messunsicherheit
in Counts/ml (n=3) in Counts/ml (n=3) R-STABW in % (n=3)

*Proband 12 / Partec SL (1) 9.03E+04 3.17E+03 1.25

*Proband 13 / Partec PAS Il (11) 8.68E+04 8.62E+02 0.35

Proband 14 / Partec SL (12) 6.87E+04 1.48E+03 0.77

Proband 15 / Partec SL (13) 7.15E+04 1.54E+03 0.77

TZZ Vergleichsprazision (R) in Counts/ml (n=12) 2.42E+04

TZZ Messunsicherheit R-STABW in % (n=12) 11.43

*=Eawag intern, MW = Mittelwert, n = Anzahl der Messungen, R-STABW = Relative Standardabweichung
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Bestimmung der Totalzellzahl und des quantitativen Verhéltnisses der Zellen

niedrigen bzw. hohen Nukleinséuregehaltes in Stisswasser mittels Durchfluss-

zytometrie

Untersuchungsmethode 333.1
Dezember 2012

Tabelle 15: Vergleichstestresultate der Probe "3", Gruppe 2 bzgl. der Bestimmung der Totalzellzahl.

Proband / Gerat

MW TzZ
in Counts/ml (n=3)

TZZ Wiederholprazision (r)
in Counts/ml (n=3)

TZZ Messunsicherheit
R-STABW in % (n=3)

*Proband 12 / Partec SL (1) 1.08E+05 9.19E+03 3.03
*Proband 13 / Partec PAS Il (11) 1.08E+05 1.43E+04 4.73
Proband 14 / Partec SL (12) 1.03E+05 3.64E+03 1.26
Proband 15 / Partec SL (13) 1.07E+05 5.84E+03 1.95
TZZ Vergleichsprazision (R) in Counts/ml (n=12) 1.01E+04

TZZ Messunsicherheit R-STABW in % (n=12) 3.37

*=Eawag intern, MW = Mittelwert, n = Anzahl der Messungen, R-STABW = Relative Standardabweichung

Tabelle 16: Vergleichstestresultate der Probe "4", Gruppe 2 bzgl. der Bestimmung der Totalzellzahl.

*=Eawag intern, MW = Mittelwert, n = Anzahl der Messungen, R-STABW = Relative Standardabwei-

chung

Proband / Gerat

MW TZzZ
in Counts/ml (n=3)

TZZ Wiederholprazision (r)
in Counts/ml (n=3)

TZZ Messunsicherheit
R-STABW in % (n=3)

*Proband 12 / Partec SL (1) 1.50E+05 1.97E+04 4.68
*Proband 13 / Partec PAS Il (11) 1.37E+05 1.30E+04 3.40
Proband 14 / Partec SL (12) 1.27E+05 3.98E+02 0.11
Proband 15 / Partec SL (13) 1.36E+05 1.02E+04 2.69
TZZ Vergleichsprazision (R) in Counts/ml (n=12) 1.23E+04

TZZ Messunsicherheit R-STABW in % (n=12) 3.33

*=Eawag intern, MW = Mittelwert, n = Anzahl der Messungen, R-STABW = Relative Standardabweichung
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Bestimmung der Totalzellzahl und des quantitativen Verhéltnisses der Zellen
niedrigen bzw. hohen Nukleinséuregehaltes in Stisswasser mittels Durchfluss-

zytometrie

Tabelle 17: Vergleichstestresultate der Probe "1", Gruppe 2 bezuglich der Bestimmung des LNA/HNA-Verhaltnisses.

Untersuchungsmethode 333.1
Dezember 2012

N MW LNA in LNA Wiederholprézision | LNA Messunsicherheit MW HNA in HNA Wiederholprézision | HNA Messunsicherheit MW LNA N LNA. HNA.

Proband / Gerat Counts/ml (r) in Counts/ml (n=3) R-STABW in % (n=3) Counts/ml (r) in Counts/ml (n=3) R-STABW in % (n=3) MW HNA in Anteil Antelil
(n=3) B o= (n=3) B o= Counts/ml in % in %

*|
P'Zr‘:gfgdl_lé)’ 2.04E+04 1.61E+03 2.82 1.31E+04 1.17E+03 3.18 3.33E+04 60 40
*|
Pzrggfgilse’ln ) 2.05E+04 9.39E+02 1.63 1.28E+04 9.10E+02 254 3.33E+04 62 38
ﬁ;or:’eacngl_l‘(‘llz) 1.84E+04 6.17E+02 1.20 9.73E+03 1.11E+03 4.09 2.86E+04 65 35
ﬁ;or:’eacngl_li’lg) 2.23E+04 8.41E+02 1.35 1.16E+04 1.55E+03 4.78 3.41E+04 66 34
Vergleichsprazision (R)
in Counts/ml (n=12) 5.01E+03 3.20E+03
Messunsicherheit 8.70 10.00

R-STABW in % (n=12)

*=Eawag intern, MW = Mittelwert, n = Anzahl der Messungen, R-STABW = Relative Standardabweichung
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Bestimmung der Totalzellzahl und des quantitativen Verhéltnisses der Zellen
niedrigen bzw. hohen Nukleinséuregehaltes in Stisswasser mittels Durchfluss-

zytometrie

Tabelle 18: Vergleichstestresultate der Probe "2", Gruppe 2 bezuglich der Bestimmung des LNA/HNA-Verhaltnisses.

Untersuchungsmethode 333.1
Dezember 2012

N MW LNA in LNA Wiederholprézision | LNA Messunsicherheit MW HNA in HNA Wiederholprézision | HNA Messunsicherheit MW LNA N LNA. HNA.

Proband / Gerat Counts/ml (r) in Counts/ml (n=3) R-STABW in % (n=3) Counts/ml (r) in Counts/ml (n=3) R-STABW in % (n=3) MW HNA in Anteil Antelil
(n=3) B o= (n=3) B o= Counts/ml in % in %

*|
P'Zr‘:gfgdl_lé)’ 3.25E+04 1.67E+03 1.84 5.82E+04 7.74E+03 475 9.12E+04 35 65
*|
Pzrggfgilse’ln ) 3.05E+04 5.88E+02 0.69 5.81E+04 9.24E+02 0.57 8.88E+04 34 66
ﬁ;or:’eacngl_l‘(‘llz) 2.77E+04 1.97E+03 2.53 3.67E+04 1.77E+02 0.17 6.36E+04 42 58
ﬁ;or:’eacngl_li’lg) 3.55E+04 1.05E+03 1.05 3.59E+04 2.40E+03 2.39 7.21E+04 49 51
Vergleichsprazision (R)
in Counts/ml (n=12) 8.88E+03 3.108+04
Messunsicherheit 10.17 2315

R-STABW in % (n=12)

*=Eawag intern, MW = Mittelwert, n = Anzahl der Messungen, R-STABW = Relative Standardabweichung

Schweizerisches Lebensmittelbuch

© Bundesamt fir Gesundheit

24/30



Bestimmung der Totalzellzahl und des quantitativen Verhéltnisses der Zellen
niedrigen bzw. hohen Nukleinséuregehaltes in Stisswasser mittels Durchfluss-

zytometrie

Tabelle 19: Vergleichstestresultate der Probe "3", Gruppe 2 bezuglich der Bestimmung des LNA/HNA-Verhéltnisses.

Untersuchungsmethode 333.1
Dezember 2012

N MW LNA in LNA Wiederholprézision | LNA Messunsicherheit MW HNA in HNA Wiederholprézision | HNA Messunsicherheit MW LNA N LNA. HNA.

Proband / Gerat Counts/ml (r) in Counts/ml (n=3) R-STABW in % (n=3) Counts/ml (r) in Counts/ml (n=3) R-STABW in % (n=3) MW HNA in Anteil Antelil
(n=3) B o= (n=3) B o= Counts/ml in % in %

*|
P'Zr‘:gfgdl_lé)’ 3.25E+04 1.67E+03 1.84 5.82E+04 7.74E+03 475 9.12E+04 35 65
*|
Pzrggfgilse’ln ) 3.05E+04 5.88E+02 0.69 5.81E+04 9.24E+02 0.57 8.88E+04 34 66
ﬁ;or:’eacngl_l‘(‘llz) 2.77E+04 1.97E+03 2.53 3.67E+04 1.77E+02 0.17 6.36E+04 42 58
ﬁ;or:’eacngl_li’lg) 3.55E+04 1.05E+03 1.05 3.59E+04 2.40E+03 2.39 7.21E+04 49 51
Vergleichsprazision (R)
in Counts/ml (n=12) 8.88E+03 3.108+04
Messunsicherheit 10.17 2315

R-STABW in % (n=12)

*=Eawag intern, MW = Mittelwert, n = Anzahl der Messungen, R-STABW = Relative Standardabweichung
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Bestimmung der Totalzellzahl und des quantitativen Verhéltnisses der Zellen
niedrigen bzw. hohen Nukleinséuregehaltes in Stisswasser mittels Durchfluss-

zytometrie

Tabelle 20: Vergleichstestresultate der Probe "4", Gruppe 2 bezuglich der Bestimmung des LNA/HNA-Verhaltnisses.

Untersuchungsmethode 333.1
Dezember 2012

N MW LNA in LNA Wiederholpréazision | LNA Messunsicherheit MW HNA in HNA Wiederholprézision | HNA Messunsicherheit MW LNA N LNA. HNA.

Proband / Gerat Counts/ml (r) in Counts/ml (n=3) R-STABW in % (n=3) Counts/ml (r) in Counts/ml (n=3) R-STABW in % (n=3) MW HNA in Anteil Antelil
(n=3) B o= (n=3) B o= Counts/ml in % in %

*|
P'Zr‘:gfgdl_lé)’ 3.25E+04 1.67E+03 1.84 5.82E+04 7.74E+03 475 9.12E+04 35 65
*|
Pzrggfgilse’ln ) 3.05E+04 5.88E+02 0.69 5.81E+04 9.24E+02 0.57 8.88E+04 34 66
ﬁ;or:’eacngl_l‘(‘llz) 2.77E+04 1.97E+03 2.53 3.67E+04 1.77E+02 0.17 6.36E+04 42 58
ﬁ;or:’eacngl_li’lg) 3.55E+04 1.05E+03 1.05 3.59E+04 2.40E+03 2.39 7.21E+04 49 51
Vergleichsprazision (R)
in Counts/ml (n=12) 8.88E+03 3.108+04
Messunsicherheit 10.17 2315

R-STABW in % (n=12)

*=Eawag intern, MW = Mittelwert, n = Anzahl der Messungen, R-STABW = Relative Standardabweichung
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Bestimmung der Totalzellzahl und des quantitativen Verhéltnisses der Zellen Untersuchungsmethode 333.1
niedrigen bzw. hohen Nukleinséuregehaltes in Stisswasser mittels Durchfluss- Dezember 2012
zytometrie
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10 Glossar

Autoloader - automatischer Probengeber fur Durchflusszytometer

Beads - Kalibrationskiigelchen fir Durchflusszytometer

Counts - Anzahl der Zahlereignisse (hier: Zellen bzw. Partikel)

Densityplot - Punkt-Diagramm zur Auswertung der DZ-Analysedaten

Gain - Hochspannungseinstellung der Photomultiplikatoren

Gate - definierter Bereich im Densityplot

Gate-Transfer — Ubertragung des durch ein Gate definierten Bereiches auf andere

Histogramme oder Densityplots
Sheath fluids

Hullflussigkeiten

Speed - nominale Fliessrate des Probenstroms
Staining - Anfarben einer Probe
Trigger - ausgewahlter Hauptparameter
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Il Anderungschronik

Ubersichtstabelle
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Dezember 2012

Version Kommentar

333.1 Erstfassung
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