Stand: AQS -Merkblatt

Mai 1998 zu den Rahmenempfehlungen der Linderarbeitsgemeinschaft Wasser (LAWA) P '9/ 6
fiir die Qualitdtssicherung bei Wasser-, Abwasser- und Schlammuntersuchungen

Bestimmung des erbgutverandernden Potentials
von Wasser- und Abwasserinhaltsstoffen mit dem
umu-Test (DIN 38 415 - T 3)

1 Arbeitsgrundlagen
— DIN 38 402 - All; Probenahme von Abwasser (Dezember 1995)

— DIN 38 402 - A30; Vorbehandlung, Homogenisierung und Teilung heterogener Wasserproben
(Juni 1998)

—DEVLI; Allgemeine Hinweise zur Planung, Durchfiihrung und Auswertung biolo-
gischer Testverfahren (37. Lieferung 1997)

— DIN 38 415 - T3; Bestimmung des erbgutverdandernden Potentials von Wasser- und Ab-
wasserinhaltsstoffen mit dem umu-Test (Dezember 1996)

— DIN EN 27 027; Bestimmung der Triibung (Mérz 1994)

— Unfallverhiitungsvorschrift Biotechnologie (VBG 102) vom 01. Januar 1988

— Berufsgenossenschaft der chemischen Industrie: Merkblatt M 002: Sichere Biotechnologie.
Ausstattung und organisatorische Maflnahmen: Laboratorien.

— Berufsgenossenschaft der chemischen Industrie: Merkblatt M 006: Sichere Biotechnologie.
Eingruppierung biologischer Agenzien: Bakterien.

— AQS-Merkblitter
fiir die Wasser-, Abwasser- und Schlammuntersuchung
Herausgegeben von der Landerarbeitsgemeinschaft Wasser (LAWA)
Erich Schmidt Verlag GmbH & Co., Berlin 1991

Weitere Literatur siche Abschnitt 11

2 Zweck

Das vorliegende Merkblatt enthélt Ergdnzungen und Hinweise fiir die praktische Durchfiihrung des Ver-
fahrens zur "Bestimmung des erbgutverdndernden Potentials von Wasser- und Abwasserinhaltsstoffen mit
dem umu-Test" nach DIN 38 415 - T3. Es legt aulerdem verbindliche MaBBnahmen zur analytischen Qua-
litdtssicherung (AQS) und analytischen Qualitatskontrolle fest.

3 Probenahme

Fiir die Probenahme und den Transport sollten Gefaf3e aus Glas verwendet werden.

4 Probenkonservierung

Die nach Pkt. 3 erhaltene Probe soll bald nach der Entnahme getestet werden. Eine Konservierung darf nur
durch Kiihlen der Probe (0 - 5 °C) fiir ein bis zwei Tage erfolgen. Ist eine ldngere Probenaufbewahrung
nicht zu vermeiden, kann die Probe bei <-18 °C bis zu 2 Monate tiefgefroren werden. Es kann sinnvoll
sein, die Probe nach Homogenisierung (s. 5.) in Teilproben tiefzugefrieren. Glasgefafle konnen, bis zur
Haélfte mit Probe gefiillt, in schriger Lage eingefroren werden.

Konservierungsmafinahmen sind zu dokumentieren.
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Probenvorbehandlung

Tiefgefrorene Proben miissen vor der Weiterverarbeitung unbedingt vollstdndig aufgetaut werden, da
Konzentrierungseffekte im Innern der Probe auftreten. Das Auftauen tiefgefrorener Proben kann z.B. in
einem maximal 40 °C warmen Wasserbad erfolgen. Gelegentliches sanftes Schiitteln der Probe wird
empfohlen.

Die elektrische Leitfahigkeit und der pH-Wert der unbehandelten Wasserprobe wird dokumentiert.

Sind im Abwasser storende ungeldste Stoffe (grobe Bestandteile) enthalten, bleibt die Probe 1 Stunde
stehen. Das iiberstehende Wasser wird fiir den Test verwendet.

Eine Sterilfiltration der Probe ist in der Regel nicht notwendig und sollte vermieden werden.

Geriate

Die Einhaltung der Inkubationstemperaturen (Wasserbad, Brutschrank, Mikrotestplatteninkubator) ist
in regelmafigen Abstdnden zu lberpriifen und zu dokumentieren.

Die Kalibrierung der Kolbenhubpipetten ist in regelmédfBigen Abstinden zu iiberpriifen.

Die Kalibrierung von Photometer und Mikrotestplatten-Photometer mit Formazin ist in regelmafigen
Abstinden zu wiederholen und zu dokumentieren.

Testbakterien

Bei der Durchfiihrung des umu-Tests miissen grundsétzliche Arbeitsregeln der Mikrobiologie, besonders in
bezug auf Ausstattung der Laborrdume und des Arbeitsplatzes, sowie des sterilen Arbeitens im Umgang
mit dem Bakterienstamm (Stammhaltung, ggf. Isolierung, Kultivierung, Uberpriifung der Reinkultur etc.)
beachtet werden. (Siehe Abschnitt 11.)

7.1 Rechtliche Bestimmungen

Beim Teststamm handelt es sich um einen gentechnisch verdanderten Organismus (GVO). Salmonella
typhimurium mit einer stabilen Mutation im Gen galE ist ein zur Familie der Enterobacteriaceae zéh-
lendes Bakterium, das nach einer Stellungnahme der Zentralen Kommission fiir die biologische Sicher-
heit der Risikogruppe 1 zuzuordnen ist. [1]

Mit den zustidndigen Behorden der Lander ist zu kldren, ob eine Anmeldung nach dem Bundesseuchen-
gesetz erforderlich ist. [2]

In jedem Fall ist vor Etablierung des Testverfahrens das nach dem Gentechnikgesetz vorgeschriebene
Anmeldeverfahren fiir ein S1-Labor durchzufiihren. Unter anderem sind der Betreiber, ein Projektleiter
und ein Beauftragter fiir die biologische Sicherheit zu benennen, deren Sachkunde durch entsprechende
Unterlagen nachgewiesen werden muB. [3, 4, 5, 6]

Selbst die Vorratshaltung eines GVO stellt eine Arbeit im Sinne des Gentechnikgesetzes dar. Bei Ar-
beiten mit GVO ist eine Betriebsanweisung zu erstellen und sind die erforderlichen Aufzeichnungen zu
fithren.

Zu den gesetzlichen Grundlagen siche Abschnitt 11.

7.2 Stammhaltung

Der vorgeschriebene Teststamm Salmonella typhimurium TA1535/pSK1002 ist unter der Nr. 9274 bei
der Deutschen Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) (siche Anhang 2) hinterlegt.

Das Bezugsdatum, die Art der weiteren Behandlung sowie die Aufbewahrungsbedingungen sind zu
dokumentieren.

Bei neu bezogenen Bakterien empfiehlt sich eine Genotypiiberpriifung (s. Anhang B der Norm).
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— Die Aufbewahrung der gentechnisch verdnderten Organismen hat sachgerecht zu erfolgen.

— Eine ldngere Haltung auf Petrischalen ist nicht empfehlenswert. Der Teststamm ist bei mindestens
-80 °C in einem Tiefkiihlschrank oder in fliissigem Stickstoff iiber mehrere Jahre haltbar.

— Falls die Gultigkeitskriterien fiir die Positivkontrollen nicht mehr erfiillt werden, sollte ein neuer Test-
stamm bezogen werden.

— Die mit gentechnisch verdnderten Mikroorganismen belasteten Testansdtze sowie alle {ibrigen kontami-
nierten Abfille und Materialien sind vor der Entsorgung bzw. dem Verbringen aus der Anlage ther-
misch oder chemisch zu inaktivieren.

7.3 Reagenzien

7.3.1  Ampicillin
— Die Zugabe kann, jeweils unter sterilen Bedingungen, direkt oder in geldster Form erfolgen.
— Folgende Stammldsung wird hergestellt:
Ampicillin (Natrium-Salz) 500 mg/10 ml dest. H,O
7.3.2 Positiv-Kontrollansatze

In einer Konzentration von 1 mg/ml 100 % DMSO sind die Stammldsungen von 4-NQO und 2-AA bei
-20 °C mind. 2 Monate haltbar. Die jeweiligen Arbeitskonzentrationen werden am Testtag durch Verdiin-
nung mit 30 % DMSO hergestellt.

7.3.3 Nahrmedien und -zusatze

— Bei der Verwendung von Trypton bestimmter Hersteller kann es zu vermindertem Bakterienwachstum
kommen. Bewihrt hat sich das Bacto-Trypton der Fa. DIFCO. (Anhang 2)

— Zur Portionierung der S9-Fraktion wird die Lieferung im Eisbad aufgetaut, aufgeteilt und sofort wieder
eingefroren. (Bezug bei Fa. Cytotest Cell Research) (Anhang 2)

— Fiir Testansdtze mit S9-Medium werden zur Herstellung des 10fach-TGA-Mediums KCI und MgCl; zu-
gesetzt; die Losung wird triibe; es kann aber keine Beeintréchtigung des Wachstums festgestellt werden.

Anmerkung 1: Derzeit werden in der Regel andere Substanzen als das im Anhang A der Norm an-
gegebene PCB als Induktionsmittel verwendet. Das zur Induktion der Leberenzyme
eingesetzte Reagenz ist zu dokumentieren.

8 Durchfiihrung

— Bei Einrichtung des Testsystems ist zu erproben, wie stark geschiittelt werden muf3, um ein optimales
Wachstum der Bakterien bzw. eine optimale Sensitivitit der Positivkontrollansétze zu erreichen.

— Es ist darauf zu achten, daf die Mikrotestplatte stets gleichméBig temperiert wird. Ein Temperaturgefille
(z.B. von innen nach auBBen) kann zu erheblichen Wachstumsunterschieden fithren ("Wachstumsshift").
Zur Uberpriifung ist eine gesamte Platte mit Negativkontrollansitzen fiir die Wasserprobe zu beschicken.

— Ein Muster fiir die Belegung einer Mikrotestplatte ist im Anhang aufgefiihrt.

— Bei stark gefarbten und/oder triilben Abwissern konnen bei der photometrischen Messung Lichtverluste
durch Absorption eintreten. In diesem Falle ist fiir jede Verdiinnungsstufe ein unbeimpfter Leerwertan-
satz mit Abwasser (Wasserblindwert) ebenfalls zu untersuchen. Wenn sich der Leerwert von den zuge-
horigen Blindwerten unterscheidet, ist der Blindwert abzuziehen.
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9 Auswertung

— Bei der Berechnung der Induktionsraten und des Wachstumsfaktors ist darauf zu achten, daf} die
Extinktionswerte der Testansétze in bezug zu den Negativkontrollansitzen fiir Wasserproben (Vertie-
fungen G1 - G12 auf der Musterplatte im Anhang) gesetzt werden.

— Nur zur Berechnung des Wachstumsfaktors und der Induktionsrate des Positivkontrollansatzes werden
die Extinktionswerte der Negativkontrollansétze fiir die Positivkontrollansitze (Vertiefungen H4 - H6
auf der Musterplatte im Anhang) eingesetzt.

— Sowohl fiir die beiden Negativkontrollansitze als auch fiir die Positivkontrollansatze (Vertiefungen
H1 - H3 auf der Musterplatte im Anhang) sind fiir die E42¢ / Eeoo -Werte (Aktivitédt der 3-Galaktosidase,
s. Formel (3) unter Punkt 15 der Norm) Spannweitenkontrollkarten (Mittelwert und Standardabwei-
chung) zu fihren.

— Die MeBwerte sind auf 2 Nachkommastellen genau anzugeben. Fiir den Ggy-Wert ist auf eine Nach-
kommastelle zu runden.

Anmerkung 2: Aufgrund der statistischen Auswertung einer Vielzahl von Ergebnissen aus F&E-
Vorhaben [7, 8] und aus dem Ringtest kann abweichend von DIN 38 415 - T3 bei
der Bewertung der Ergebnisse fiir ein erbgutverdnderndes Potential statt dem in
der 0.g. Norm festgelegten Schwellenwert fiir die Induktionsrate von 1,5 (Kap. 15,
Seite 14, letzter Abschnitt) der kleinste Wert von G angegeben werden, bei dem
unter den Bedingungen des Verfahrens eine Induktionsrate < 1,3 gemessen wird.
Dies ist im Protokoll zu vermerken.

10 Dokumentation

Zur Dokumentation der Testdurchfiihrung ist ein entsprechendes Testprotokoll (z.B. Muster, s. S. 11 und 12)
anzufertigen.
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Anhang 1

Muster fur die Belegung und die Auswertung einer Mikrotestplatte

Belegung einer Mikrotestplatte mit 6 Proben ( mit oder ohne S9 ):

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
A P1/ P1/ | P1/ y P1/ | P1/ | P1/ )} P1/ | P1/ P1/ P1/ | P1/ | P1/
11,51 115 (115 1:3 1:3 1:3 1:6 1:6 1:6 1:12 | 112 | 1:12
B P2/ | P2/ | P2/ | P2/ | P2/ | P2/ | P2/ | P2/ | P2/ | P2/ | P2/ | P2/
11,51 115 (115 1:3 1:3 1:3 1:6 1:6 1:6 1:12 | 112 | 1:12
C P3/ | P3/ | P3/ | P3/ | P3/ | P3/ | P3/ | P3/ | P3/ | P3/ | P3/ | P3/
11,51 115 (115 1:3 1:3 1:3 1:6 1:6 1:6 1:12 | 112 | 1:12
D P4/ | P4/ | PA] | P4/ | P4/ | P4l | P4/ | P4/ | P4/ | P4/ | P4/ | P4/
11,51 115 (115 1:3 1:3 1:3 1:6 1:6 1:6 1:12 | 112 | 1:12
E P5/ | P5/ | P5/ | P5/ | P5/ | P5/ | P5/ | P5/ | P5/ | P5/ | P5/ | P5/
11,51 115 (115 1:3 1:3 1:3 1:6 1:6 1:6 1:12 | 112 | 1:12
F P6/ | P6/ | P6/ | P6/ | P6/ | P6/ | P6/ | P6/ | P6/ | P6/ | P6/ | P6/
11,51 115 (115 1:3 1:3 1:3 1:6 1:6 1:6 1:12 | 112 | 1:12
G K K K K K K K K K K K K
H +K +K +K -K -K -K L L L L L L
K= Negativkontrollansatz fiir Wasserproben
+K = Positivkontrollansitze ( 2-AA oder 4-NQO in DMSO )
-K' = Negativkontrollansatz fiir die Positivkontrollansétze ( DMSO )
L= Leerwert

P 1-6/ =Proben-Nr. und jeweilige Verdiinnung (1 : x )
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Probe Nr. 2

A0 .

30 b oo —eo— Induktionsrate IR
—m— Wachstumsfaktor W

LR

Verdinnungsstufe G

Abb. 1: Graphische Darstellung der Testergebnisse aus dem Musterprotokoll (S. 8)
fiir Probe 2.
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Die Bezugsadressen sind u.a.:

— Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ)

Mascheroder Weg 1b
38124 Braunschweig,

— Difco Laboratories GmbH
Ulmer Str. 160a
86156 Augsburg

— Cytotest Cell Research GmbH&Co. KG
In den Leppsteinwiesen 19
64374 RoBdorf

Anhang 2
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TESTPROTOKOLL (Mindestangaben)

umu-TEST nach DIN 38 415 -

T3

Untersuchungsstelle

Angaben zur Probe:

Probenahmestelle:

Probenehmer:

Proben-Nummer:

Probenahme-Datum:

Probenahme-Uhrzeit:

Sonstige Angaben zur Probe (z.B. pH, Geruch, Triibung, Farbung, Osmolaritat):

Probenvorbehandlung:
Konservierung der Probe: Leitfahigkeit (mS/cm):
keine gekihlt | eingefroren am: aufgetautam: |l yH \Wert:
pH-Einstellung auf: pH-Einstellung mit:
Homogenisierung der Probe durch:
Abgesetzt: 4 nein a ja

Bakterien:

Bezugsquelle:

Bezugs-Datum:

Datum der Genotypprifung:

weitere Behandlung:

Aufbewahrungsbedingungen:

Angaben zu Mediumbestandteilen:

Ubernachtkultur:

Herstellung der Kultur: Datum:

Uhrzeit: Inkubationsdauer:

erreichte: ] OD: FNU: Inkubationstemperatur: °C
Vorkultur:
erreichte OD: FNU: eingestellte | FNU: Inkubationsdauer:

Inkubationstemperatur: °C

Referenzsubstanzen im DMSO:

4-Nitrochinolin-1-oxid (4-NQO): | Ansatzdatum: Konzentration der Stammlésung mg/I:
 Aufbewahrungsbedingungen:
2-Aminoanthracen (2-AA): Ansatzdatum: Konzentration der Stammldsung mg/l:

Aufbewahrungsbedingungen:




P-9/6 seite 12 Ml/l ster

TESTPROTOKOLL (Fortsetzung)

umu-TEST nach DIN 38 415 -T3

Mai 1998

S9-Fraktion:
Art des eingesetzten S9: Bezugsquelle:
Chargennummer: Induktionsreagenz:

Einstellung des Schiittlers fiir Mikrotestplatten (U/min) :

Photometer-Check:

Letzte Kalibrierung des Photometers fiir FNU am :

Letzte Kalibrierung des Mikrotestplatten-Photometers am :

Inkubator-Check:

Letzte Uberpriifung der Testtemperatur im Inkubator am :

Letzte Uberpriifung einer Kontrollplatte auf Wachstumsshift am :

Testdurchfihrung:

Datum:

Belegplan der Mikrotestplatte (s. Anhang)

Testauswertung:

—  Egoo Und E420 -MeRwerte, tabellarische Zusammenstellung der Konzentrationen des Mel3gutes,

Mittelwerte der Inkubationsraten

— Wachstumsfaktoren, Eggo Und E4p9 -Werte, E4p9/ Egoo -Werte, Standardabweichung

— Verfahrenskenndaten

— sonstige Effekte (z.B. Tribung, Léslichkeit, Ausfallung)

(s. Beispiel im Anhang)

Gultigkeitskriterien erfullt: D ja D nein

Bemerkungen:

Inaktivierung und Entsorgung :

MafRnahme:

Ergebnis: Ggy-Wert :

durchgefiihrt am:

Datum, Unterschrift




