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Vorwort

Die Datenerhebung zur Validierung der Nahrmedien wurde im Mai 2018 mit der zu diesem Zeit-
punkt giltigen DIN EN ISO 11133:2015-02 durchgefiihrt.

Nach Abschluss der Datenerfassung im Laboratorium wurde die DIN EN I1SO 11133:2015-02 durch
die DIN EN ISO 11133: 2018-07 ersetzt.

Die Arbeit wurde in Zusammenarbeit mit der Eurofins Bio Testing Services Nord GmbH verfasst.
Die in 2015 neu eingefiihrten Regelungen der Uberarbeiteten Verfassung der DIN EN ISO 11133
stellen fur die Routine Laboratorien eine zusatzliche Herausforderung dar. So miissen zum Bei-
spiel Nahrmedien, die fir quantitative Untersuchungen bestimmt sind immer auch einer quantita-
tiven Uberpriifung unterzogen werden. Es ist erforderlich detailliertere Angaben zur Art der Uber-
prifung und den verwendeten Teststammen sowie der Methodik zu machen. Dies fiihrt neben
der taglichen Routinearbeit zu einer zusatzlichen Belastung fiir die Laboratorien. Um die Mindest-
anforderungen in mikrobiologischen Laboratorien zu dem Thema der Nahrmedieniberpriifung
bestmoglich einzuhalten, spricht der Arbeitskreis der auf dem Gebiet der Lebensmittelhygiene
und der Lebensmittel tierischer Herkunft tatigen Sachverstandigen (ALTS) zur DIN EN 1SO 11133-
2015-02 zusatzliche Empfehlungen aus.

Fir die vorliegende Bachelor Arbeit hat die Durchfiihrung der Leistungsprifung fiir Ndhrmedien

gemaf DIN EN ISO 11133-2015-02 die héchste Prioritat.
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Zusammenfassung

Die Produktivitatsauspragung der untersuchten Kulturmedien TBX und VRBL steht in keiner Ab-
hangigkeit zu der Art des Aufschmelzprozesses.

VRBD, YGC und MRS deuten bei einem Agar-Volumen von 250 ml auf produktivitatssteigernde
Merkmale hin sofern bei einer Anfangstemperatur von 95°C aufgeschmolzen wird.

Drei der finf validierten Nahrmedien (TBX, VRBL, VRBD (Oxoid)) dokumentierten nach dem Auf-
schmelzprozess (DIN EN ISO 11133) und der darauffolgenden Lagerung im Trockenschrank bei
47°C einen exzellenten Leistungsnachweis bis zu maximal 34 Stunden. Die gemaR DIN EN I1SO
11133 vorgegeben Maximallagerdauer (4 Stunden) im Trockenschrank konnte durch die laborin-
terne Datenerhebung ohne Unterschreitung der Produktivitat (Pz>0,5) der drei Medien deutlich
Uberschritten werden.

Aufgrund der Ergebnisse dieser Untersuchungen kann bei Verwendung der folgenden Agar, getes-

tet mit einem Volumen von 500 ml:

e TBX, Pr=0,87 des Zielkeims E.Coli
e VRBD (Oxoid), Pr=1 des Zielkeims E.Coli, Pr= 0,91 des Zielkeims E.aerogenes, Pr=0,81 des

Zielkeims S.enterica, Pr=0,93 des Zielkeims C.freundii
sowie

e VRBL, Pr= 0,83 des Zielkeims E.Coli, einem P=0,76 des Zielkiems E.aerogenes und einem

Pr=0,81 des Zielkeims C.freundii, getestet mit einem Volumen von 250 ml

die DIN EN ISO 11133 beziglich der Lagerdauer dieser Ndhrmedien angepasst werden.

Fiir die Eurofins Bio Testing Services Nord GmbH bedeutet dies im Einzelnen, dass die Laboranten
TBX, VRBD und VRBL tiber zwei Routinetage, beginnend nach dem Aufschmelzprozess der Agar-
Flaschen an Versuchstag eins nach Feierabend im Trockenschrank lagern- und am nachsten Tag
weiterhin gieBen dirfen.

YGC verhalt sich dahnlich wie TBX, VRBD und VRBL wobei aufgrund seiner Produktivitat der Agar
bereits nach neun Stunden Lagerung im Trockenschrank verbraucht sein muss. Die Pr-Werte fiir
den ersten Versuchstag belaufen sich fiir S.cerevisiae auf Pr=0,73, fiir A.braziliensis auf Pr=0,81,
fiir C.albicans auf Pg=0,57 und fiir W.sebi auf Pz=0,99. Dies stellt dennoch ein hervorragendes Er-
gebnis dar, welches den in DIN EN ISO 11133 angegebenen Wert fiir die Lagerungsdauer um 5

Stunden Uberschreitet.



Fiir MRS gilt im Gegensatz zu den anderen Nahrmedien eine deutlich hher einzuhaltende Pro-
duktivitatsvorgabe fiir P.pentosaceus von Pr>0,8 und fiir L.sakei sowie L.lactis von Pg>0,7. Nach
den daraus ungeniigend resultierenden Produktivitatsverhaltnissen muss die Vorgabe fiir die La-

gerdauer gemald DIN EN ISO 11133 eingehalten und streng genommen sogar verkiirzt werden.

Abstract

There is no correlation between productivity and melting process of the tested culture mediums
TBX and VBRL.

VRBD, YGC and MRS show an increased productivity at an initial melting temperature of 95 °C,
when 250 ml Agar bottles are used.

Three (TBX, VRBL, VRBD (Oxoid)) out of five validated nutrient media displayed an excellent per-
formance up to 30 hours after the melting process (DIN EN ISO 11133) and the subsequent stor-
age in a drying cabinet at 47 °C. The maximum retention time of 4 hours in the oven according to
DIN EN ISO 11133 was significantly exceeded for the determination of the productivity values
(Pe>0,5).

Based on the test results and when using the following agars, tested with a volume of 500 ml,

e TBX, Pr=0,87 of target organism E.Coli
e VRBD, Pr=1 of target organism E.Coli, Pr=0,91 of target organism E.aerogenes, Pz=0,81 of

target organism S.enterica, Pr=0,93 of target organism C.freundii
and

e VRBL, Pr=0,83 of target organism E.Coli, Pr=0,76 of target organism E.aerogenes and

Pr=0,81 of target organism C.freundii, tested with a Volume of 250 m|

DIN EN I1SO 11133 can be adapted with regards to retention time of these nutrient media.

This means for Eurofins Bio Testing Services Nord GmbH that TBX, VRBD und VRBL can be used for
two days by the laboratory technicians starting on day 1 with the melting process and pouring of
the nutrient media. On day 2 the pouring of the nutrient media can continue.

YGC reacts pretty much like TBX, VRBD and VRBL however, based on its productivity it needs to be
used up already after nine hours retention time in the drying cabinet. The Pg-value for testing day
one for S.cerevisiae is Pr=0,73, for A.braziliensis it is Pr=0,81, for C.albicans it is Pg=0,57 and for
W.sebi it is Pr=0,99. Nevertheless this is an excellent result as the retention time according to DIN

EN ISO 11133 can be exceeded by 5 hours.

W



In contrast to TBX, VRBD and VRBL the nutrient medium YGC requires a significantly higher
productivity for P.pentosaceus (Pr>0,8) and L.sakei as well as L.lactis (Pr>0,7). The test results in
this study confirm the maximum retention time according to DIN EN ISO 11133 must not be ex-

ceeded. Strictly speaking the test results suggest a reduction of the maximum retention time.

Vil
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1. Einleitung

Nach den aktuellen vorliegenden Daten von Statista, 2019 https://de.statista.com/statistik/da-

ten/studie/256389/umfrage/beschaeftigte-in-der-deutschen-ernaehrungsindustrie/ arbeiten tag-

lich 618.721 Beschéftigte in der Ernahrungsindustrie und tragen zum Wohl von rund 80 Millionen
Verbrauchern in Deutschland bei. Sie ermoglichen das Inverkehrbringen beanstandungsloser Le-
bensmittel, die frei von jeglicher Kontamination sein sollen (Nitsche, 2016, pp. 5-6). Daflir missen
alle Bereiche, wie Beschaffung, Verarbeitung, Veredelung und Vertrieb von Lebensmitteln ein-
wandfrei Gberwacht, hygienisch kontrolliert und fiir alle Produktionsstatten hinreichend zertifi-
ziert sein (Greil}, 1991, pp. 7-8). Die hohen Verbraucheranspriiche an Lebensmittel und die damit
verstarkt erforderliche Uberpriifung der Lebensmittelsicherheit und Kontrolle, sorgen fiir eine im-
mer starker werdende Wende in allen Bereichen der Lebensmittelproduktion vom Rohstoff, bis
hin zum einwandfreien Lebensmittel im Supermarktregal (Lange & Daxenberger, 2007, p. 2-6). Es
kénnen unter anderem in Produktions- oder Lieferschritten Engpdsse entstehen, die Fehler verur-
sachen und in extremen Féllen, bis hin zu Lebensmittelriickrufen vom Bundesamt fiir Verbrau-
cherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL) filhren kdnnen (Hamatschek, 2016, pp. 37-39). Um
dieses Risiko zu minimieren, beschaftigt sich die vorliegende Arbeit mit einem bedeutenden Teil-
schritt der Lebensmittelkette. Die durchgefliihrten Untersuchungen unterliegen der lebensmittel-
mikrobiologischen Arbeit in einem zertifizierten Priiflaboratorium. Es Giberpriift lebensmittelpro-
duzierende Betriebe nach mikrobiologischen Gesichtspunkten, um festzustellen, ob die Betriebe
ihre Produkte vertreiben kénnen, ohne ein gesundheitliches Risiko flir den Verbraucher darzustel-

len.

1.1 Relevanz von mikrobiologischen Routinelaboren

Der Verderb von Lebensmitteln ist ein grundlegend natlrlicher Vorgang, der auf verschiedenen
Wegen eintritt. Die hdufigste Ursache ist der Verderb durch Mikroorganismen. Lebensmittel wer-
den primar von Bakterien, Hefen oder Schimmelpilzen kontaminiert, indem sie durch Menschen,
Tiere, verunreinigte Arbeitsflachen oder durch die Luft auf das Lebensmittel treffen und dort
durch geeignete Umgebungsbedingungen ein enorm schnelles Wachstum erfahren. Dies fihrt
dazu, dass Lebensmittel faulen, garen, verschimmeln oder sauer werden (Wagner, 2012, pp. 273-
275).

Die mikrobiologischen Prozesse, die dabei im Lebensmittel stattfinden, bewirken das Abbauen
von Lebensmittelinhaltsstoffen und die Ausscheidung von Stoffwechselprodukten. Nicht selten

geht dies mit der Produktion von hochst giftigen und krankheitsverursachenden Stoffen einher
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(Liick, 1995, p. 3). Neben dem mikrobiologischen Verderb von Lebensmitteln spielen zudem physi-
kalische und biochemische Faktoren sowie der Verderb durch Schadlingsbefall eine zentrale Rolle
(Menn, 2020).

Damit Verbraucher vor pathogenen Bakterien geschiitzt sind, werden Lebensmittel bevor sie in
den freien Handel gelangen durch Priiflaboratorien auf die Anwesenheit unerwiinschter Mikroor-
ganismen getestet (Binz, 2018, p. 19).

Grundsatzlich dienen die verschiedenen Untersuchungsverfahren dem qualitativen und quantita-

tiven Nachweis von Keimen in unterschiedlichen Matrices (Leuchtenberger, 1998, p. 99).

1.2 Die Eurofins Bio Testing Services Nord GmbH

Im mikrobiologischen Routine Priiflaboratorium der Eurofins Bio Testing Services Nord GmbH am
Standort Hamburg-Harburg werden ausschlielich Lebensmittel -und Futtermittelproben sowie
Heimtiernahrungsproben mithilfe der Agar Ndhrmedien getestet. Das Labor selbst ist zusatzlich
gemal DIN EN I1SO 17025 akkreditiert.

Dem Priflaboratorium war es bisher nicht moglich neben der Routinearbeit weitere Kapazitaten
fiir interne Validierungen aufzubringen, weshalb das schon lang gewiinschte Thema: ,Validierung
von Ndhrmedien fir Plattengussverfahren gemafl DIN EN I1SO 11133“ durch einen Produktivitats-
nachweis, im Rahmen einer Bachelor- oder Masterarbeit durchgefiihrt werden sollte.

Im speziellen sollten Validierungen zu Gussndhrmedien durchgefiihrt werden.

Die DIN EN ISO 11133 gibt fiir Gussnahrmedien nach dem Aufschmelzprozess eine maximale La-
gerdauer im Trockenschrank bei 47 ° C von 4 Stunden vor. Um herauszufinden, ob die in der DIN
angegebenen Zeiten beziiglich der Lagerung der aufgeschmolzenen Agar-Flaschen im Trocken-
schrank liberschritten werden kdnnen, ohne die Produktivitdt negativ zu beeinflussen, ist ein Leis-
tungsnachweis erforderlich.

Nach Erfahrungsberichten von Mitarbeitern aus dem Bereich des Routineteams und aus dem Be-
reich des mikrobiologischen Labors, indem mit pathogenen Keimen gearbeitet wird sowie der Be-
urteilung der Laborleitung, gab es bisher keine Beeintrachtigungen bei versehentlicher Uber-
schreitung der maximalen Lagerung der Agar-Flaschen im Trockenschrank. Sofern die DIN durch
hinreichende Validierungen beziiglich der Lagerdauer im Trockenschrank widerlegt wird, kann das
Priflabor den Prozessschritt des Plattengussverfahrens nach den Ergebnissen der internen Vali-
dierung angleichen. Aus dem auszufiihrenden Untersuchungsauftrag lasst sich folgende Hypo-

these ableiten, die es zu verifizieren oder falsifizieren gilt.



1.3 Hypothese
Die Regelung der DIN EN ISO 11133:2015-02, Gussndhrmedien nach dem Aufschmelzprozess ma-
ximal 4 Stunden im Trockenschrank bei 47 °C lagern zu diirfen beeinflusst keinesfalls die Produkti-

vitat der Zielkeimmikroorganismen der untersuchten Gussnahrmedien.

Sofern die Hypothese verifiziert werden kann, wiirden sich folgende Vorteile fiir das Priiflabor er-
geben:

Die verwendeten Agar-Flaschen missten nach Ablauf der 4 Stunden im Trockenschrank nicht um-
gehend entsorgt werden. Dies ware ein positiver Beitrag zu den Themen Nachhaltigkeit (Ressour-
censchonung) und Wirtschaftlichkeit (Kostenreduzierung).

Fir die bereits erlauterte Hauptfragestellung wurde ein weiterer Einflussfaktor in die Gesamtun-
tersuchung mitaufgenommen. Neben dem Fokus auf den Produktivitatsnachweis der Zielkeimmik-
roorganismen liber maximal 34 Stunden sollte fir jedes Nahrmedium der Aufschmelzprozess na-
her betrachtet werden.

Um eine eventuelle produktivitatsbeeinflussende Einwirkung des Aufschmelzprozesses zu bertick-
sichtigen wurden zuséatzlich zwei Varianten des Aufschmelzprozesses durchgefiihrt:
Aufschmelzmethode 1 (gemaR DIN EN ISO 11133)

Aufschmelzmethode 2 und 3 (abweichend von DIN EN ISO 11133) (Siehe Kapitel: 3.9.2.2f.)

1.4 Erlauterung der Methode

In folgender Untersuchung werden finf Nahrmedien:

e Tryptone Bile X-Glucuronide Agar (TBX)

e Violet Red Bile Dextrose Agar (VRBD)

e Violet Red Bile Lactose Agar (VRBL)

e Yeast Extract Glucose Chloramphenicol Agar (YGC)
e deMan, Rogosa and Sharpe Agar (MRS)

auf Belastbarkeit und Stabilitat in Bezug auf die Produktivitat der jeweiligen Zielkeimmikroorganis-
men in einem Zeitraum von maximal 34 Stunden naher betrachtet (DIN EN ISO 11133:2015-02,
pp. 51-67). Ublicherweise sind mehrere Priifungen an unterschiedlichen Chargen desselben Priif-
Agars durchzufiihren. Aufgrund von Materialverfligbarkeit wurden die Untersuchungen in dieser
Arbeit nur an jeweils einer Charge durchgefiihrt.

Der Prifumfang richtet sich nach der Herstellungsart des Nahrmediums. Hierbei unterscheiden

sich Fertignahrmedien, die von einem externen, kommerziellen und zertifizierten Hersteller



bezogen wurden, von der Eigenherstellung in einer firmeninternen Nahrmedienkiiche. VRBD,
VRBL und YGC sind Medien, die extern bezogen werden und TBX und MRS werden bei der Euro-
fins Bio Testing Services Nord GmbH im Labor selbst hergestellt.

Im Vorfeld missen die zu den Ndhrmedien zugehérigen Ziel- und Nichtzielmikroorganismen ge-
wahlt werden, die zuverldssige Merkmale der eigenen Art aufweisen. Um fiir ein Nahrmedium
eine bestimmte und optimale Leistung nachzuweisen sind diese Merkmalsauspragungen entschei-
dend fir die Auszahlung (DIN EN 1SO 11133: 2015-02, p. 21). Fiir die Leistungsprifung der Nahr-
medien liegen Tabellen zur physikalischen und mikrobiellen Qualitdtskontrolle des Agars vor, aus
denen bendtigte Kontrollstimme und Referenzmedien ablesbar sind (siehe Anhang I).

Die Stamme werden entweder direkt aus der Referenzkultursammlung oder aus sauberen Ge-
brauchskulturen, die einmal pro Monat neu hergestellt werden, selbst isoliert (DIN EN ISO 11133:
2015-02, p. 22). Die hierflir anzulegenden Priifsuspensionen werden als Milch-Gefriersuspension
hergestellt und umgehend eingefroren, um weiteres Zellwachstum zu vermeiden.

Die Messungen beginnen stiindlich nach dem Aufschmelzen und der Abkiihlung der Agar-Flaschen
auf 47°C. Sofern die Produktivitat der Zielkeimmikroorganismen des Nahrmediums wahrend des
gesamten Untersuchungszeitraums bei TBX, VRBD, VRBL und YGC >50% liegt und bei MRS >70%
bzw. >80% liegt, kann der Agar fiir die gepriifte Stundenanzahl (iber den festgelegten Stunden-
richtwert von 4 Stunden) weiterverwendet werden. Um reproduzierbare und eindeutige Ergeb-
nisse bezliglich der Qualitat des Ndhrbodens zu liefern und so nicht zuletzt den Verbraucher vor
nicht hinreichend gepriiften Lebensmitteln, die durch pathogene Keime lebensmittelbedingte Er-
krankungen auslosen kénnen zu schiitzen, wird jedes Nahrmedium einer Produktivitatsprifung

unterzogen (DIN EN ISO 11133:2015-02, p. 6)



2. LiteraturUbersicht

2.1 Definition Validierung

Validierung ist die Grundvoraussetzung fiir mikrobiologisches Arbeiten in jedem Laboratorium
(Welmitz & Gluschke, 2004, p. 3).

Um Lebensmittel unter mikrobiologischen Gesichtspunkten fiir den Handel und den Vertrieb ver-
kehrsfahig zu machen missen Validierungen durchgefiihrt werden (Kromidas & Morkowski,
2011, p. 8).

Mit der Bezeichnung Validierung verbinden Analytiker die Uberpriifung einer Methode auf
Brauchbarkeit. Dabei soll der Nachweis nach dem EU-GMP (Good Manufacturing Practice) Leitfa-
den erbracht werden, dass die Anforderungen an einen lebensmittelanalytischen Prozess, ein Ver-
fahren, Materialien und Arbeits-/Ausristungsgegenstiande oder an gesamte Systeme gewdhrleis-
tet sind und darliber hinaus zum erwarteten Ergebnis fihren. Methoden-, Prozess-, Computer-
und Reinigungsvalidierungen sind die groben Felder in die Validierungen gegliedert werden (Rieht,
2017, p. 213).

Validierungen sollen in der Analytik fiir eine angemessene Einhaltung von Qualitdtsanforderungen
sorgen. Sie dienen der Referenzierung und zeigen inwieweit ein Verfahren praktikabel ist (Baum-
gartner et al., 2017, p. 5).

Offiziell wird der Begriff erstmals in den 1970er Jahren in der Richtlinie des Rates 75/318 der Eu-
ropaischen Wirtschaftsgemeinschaft (EWG) in Europa, im Jahre 1975 und 1978 in den USA von
der Food and Drug Administration (FDA) im Rahmen der Arzneimittelproduktion erwahnt
(Kromidas & Morkowski, 2011, p. 10).

Die FDA: (1989) bezeichnete Validierungen wie folgt: , Validierung ist die Prozedur, die sicherstellt,
dass eine Testmethode so zuverldssig ist wie méglich. Dieser Prozess besteht aus einem (Test) Pro-
gramm, das zur Beantwortung folgender Frage fiihrt: ,,Wie richtig ist es?“ und , Wie prdizise ist die

Methode in den Hédnden des Routineanwenders?



2.2 Der Nutzen von Validierungen

Gemals DIN EN ISO 13485:2003—Validierung von Prozessen der Produktion und der Dienstleis-
tungserbringung, antwortet eine Validierung auf die Frage, inwieweit ein Priifverfahren, eine ana-
lytische Methode, ein Produkt oder eine Mess-/Prufeinrichtung fir die Erfullung einer definierten

Aufgabe geeignet ist. Es ergeben sich drei Voraussetzungen fiir das Losen der Priiffragestellung:

1. Detaillierte Spezifikation der Aufgabe, die beantwortet werden soll.
2. Charakteristische/s Leistungsmerkmal/e durch die das zu testende Verfahren/Me-
thode/Produkt auf Eignung gepruft werden kann.

3. Vorliegen der experimentell ermittelten Werte des Leistungsmerkmals.

Die geforderten Eigenschaften des Prifobjekts, bzw. die Eignung der Methode (hdufig werden Li-
teraturwerte als Referenzdatenbank genutzt) konnen mit den experimentell ermittelten Daten
verglichen werden und den Validierungsauftrag, der auf Eignung zu testen ist, erfiillen. Ist das Ver-
fahren imstande den Produktanforderungen zu entsprechen oder womaéglich zu Gbertreffen, sind

alle Schritte des normgerechten Validierungsprozesses erfillt (Albers et al., 2016, p. 541).

2.3 Der Validierungsprozess

Validierungen werden von zwei unterschiedlichen Perspektiven - der des Auftraggebers und der
des Auftragnehmers durchgefiihrt. Der in Auftrag gegebene Sachverhalt kann aus 6ffentlichem
Interesse resultieren oder aber aus Forderungen, Gesetzen und Verordnungen hervorgehen. Das
Labor selbst sowie externe und interne Kunden kénnen Forderungen an interne Methoden und
Gerate stellen, um diese zu kontrollieren und gegebenenfalls zu optimieren (Kromidas &
Morkowski, 2011, p. 8).

Das Labor sorgt fiir einen reibungslosen Validierungsablauf, um auftragsbezogene Ergebnisse und
Losungen liefern zu konnen. Hierflir muss die Aufgabenstellung erfasst und fiir alle Mitwirkenden
nachvollziehbar sein. Dariiber hinaus ist sicherzustellen, dass notwendige Kapazitaten vorhanden
sind. Der komplette Validierungsprozess lasst sich in einem Ablaufschema darstellen (siehe An-
hang Il).

Stellt sich heraus, dass das Labor eine Methode gewahlt hat, die sich als unzureichend fir die je-
weilige Fragestellung erweist, muss die Methode modifiziert oder sogar eine Alternativmethode
in Betracht gezogen werden. Die Aufgabenstellung zu dndern ware ein weiterer Ansatz (Kromidas

& Morkowski , 2011, p. 9).



Validierungsexperimente gehen immer mit einem finanziellen und technischen Aufwand einher,
denn fir jedes Labor besteht die Notwenigkeit Methoden und verwendete Produkte nachweislich

auf deren Funktionalitdt zu testen (Hornlimann et al. 2001, pp. 408-409).

2.4 Der Stellenwert von Validierungen im Kontext des internen Qualitatsmanage-

ments
In lebensmittelanalytischen Laboratorien spielen Validierungen in jeglicher Form im internen Qua-
lititsmanagement (QM) eine bedeutende Rolle. Die zentralen Funktionen eines Qualitatsmanage-
mentsystems (QMS) werden primér durch Transparenz von Abldufen und Verantwortlichkeiten im
Laboratorium geschaffen. Die Nutzung von Methoden und Routineprozessen sollen geférdert wer-
den, indem diese durch Leitlinien fir alle Mitarbeiter gleichermaRen beherrschbar gemacht wer-
den. In einem Priflabor sind klar definierte Arbeitsweisen unerlasslich, da nur durch sie einwand-
freie und sichere Resultate gewahrleistet sind. Eine unmissverstandliche Spezifikation von Arbeits-
weisen, die national und international anerkannten Kriterien entsprechen, sichern das Vertrauen
und die Glaubwiirdigkeit der Priifergebnisse (Steffen, 2006, p. 8).
Ein wichtiger Aspekt, den das interne QMS zusatzlich miteinbeziehen muss, ist neben den gleich-
bleibenden Arbeitsabldaufen die unverdnderliche Untersuchungssituation innerhalb der Raumlich-
keiten. Die Qualitatssicherung (QS) ist dafiir verantwortlich gezielte, routinemaRige mikrobiologi-
sche Untersuchungen anzuleiten, um nicht nur eine Methode bezliglich des Ablaufes zu standardi-
sieren, sondern das Verfahren ebenso immer unter denselben Bedingungen durchzufiihren. Die
Vorgehensweise von Hygienekontrollen ist der Norm der International Organisation for Standar-
dization (ISO) fiir das jeweilige mikrobiologische Verfahren zu entnehmen (Wendt & Hof, 2017, p.
706).
Die verbreitetste Technik zur Hygienekontrolle ist das Abklatschverfahren mittels einer Rodac-
Platte und die Verwendung eines Membranfilters, der auf die zu untersuchende Flache mittels Pin-
zette und sterilen Handschuhen gelegt wird und anschliefend auf einer Agarplatte bebritet wird
(Goverde et al. 2017, pp. 33-42).
Die Durchfiihrung und darauffolgende Auswertung dieser Hygienekontrollen liegt im Zustandig-
keitsbereich der QS. Fiir die Interpretation mikrobieller Befunde von Oberflachen kann beispiels-
weise die Checkliste der Vereinigung der Hygienefachkrafte der Bundesrepublik Deutschland e.V.

als Hilfestellung dienen (VHD 2005) (Weiligerber, 2017, p. 189).



2.5 Allgemeingultige Leitlinien fur die Durchfihrung von Validierungen

In Deutschland und europaweit bestehen standardisierte Nachweisverfahren zur Erleichterung
und Vereinheitlichung mikrobiologischer Untersuchungen von Lebensmitteln auf pathogene Mik-
roorganismen, die auf nationaler und internationaler Ebene ihre Anwendung finden. Die Amtliche
Sammlung nach § 64 Lebensmittel- und Futtermittelgesetzbuch (LFGB) sowie die Normen des
Deutschen Instituts fiir Normung (DIN), bieten deutschen lebensmittelmikrobiologischen Untersu-
chungseinrichtungen eine Orientierung, um die Vorgaben einhalten zu kénnen (MesselhduRer,

2010, p. 6)

2.6 Die Bedeutung von Nahrmedien bei der lebensmittelmikrobiologischen Arbeit

Neben der Uberpriifung und Optimierung von Methoden und Verfahrensweisen ist es sinnvoll
den Fokus auf die zu verwendenden Hilfsmittel, zum Beispiel Nahrmedien und Arbeitsgegen-
stande zu werfen.

Um die Arbeit in einem mikrobiologischen Labor zu ermdglichen sind Nahrmedien unabdingbar,
da sie das Hauptmedium fiir die Kultivierung von Bakterien, Hefen und Schimmelpilzen darstellen.
Neben der Anwendung im Bereich der Lebensmittelmikrobiologie werden sie aullerdem im diag-
nostischen, pharmazeutischen und im Bedarfsgegenstandsbereich, wie zum Beispiel Kosmetika
angewendet (Steinbichel et al., 2013, p. 317).

Ndhrmedien sind somit ein Hauptbestandteil der vorliegenden Arbeit, wodurch eine kurze Zusam-
menfassung Gber deren Bedeutung und historische Entwicklung in der Mikrobiologie vorgestellt

werden sollen.

2.6.1 Definition Nahrmedien

Ndhrmedien sind bakteriologische Nahrbéden, die bei der Vermehrung also Kultivierung von Mik-
roorganismen in mikrobiologischen Laboratorien ihre Anwendung finden. Alle Nahrmedien haben
das Ziel durch eine geeignete Rezeptur, optimales Wachstum fiir Keime zu schaffen. Die einzelnen
Komponenten der Nahrboden missen prazise auf die Stoffwechselcharakteristika der auf den
Nahrboden wachsenden Keime ausgelegt sein. Die Rezeptur der Nahrbéden besteht aus organi-
schen und anorganischen Substanzen. Beispiele hierfir sind: Eiweihydrolysate, Kohlenhydrate,
Mineralstoffe, Spurenelemente sowie Vitamine (Rolle, 2006, p. 382).

Das Wachstum von Mikroorganismen hangt nicht allein von der Zusammensetzung des Nahrmedi-
ums ab. Faktoren wie der pH-Wert, Osmolaritat, Bebriitungstemperatur und Lichtverhaltnisse ha-
ben ebenfalls einen Einfluss auf das Wachstum (Hirsch-Kaufmann & Schweiger, 2004, p. 292). Die

Gemeinsamkeit aller Mikroorganismen liegt in ihrer Ernahrung und die damit einhergehende



Vermehrung. Sie sind nur in der Lage wasserldsliche Nahrstoffe aufzunehmen. Der pH-Wert und
das Redoxpotential sind neben den Nahrstoffen und dem Wasser von groBer Bedeutung. Ndhrme-
dien kénnen durch Geliermittel gefestigt werden. Dies erfolgt je nach Notwendigkeit mit Agar-
Agar, ein aus Algen entnommenes Polysaccharid oder Gelatine, ein aus Bindegewebe und Kno-
chen erworbenes Protein. Die Konzentration der Geliermittelzugabe entscheidet liber die Art des

Nahrmediums (Fest, halbfest, fliissig) (Attz & Hetche,1935, p. 99).

2.6.2 Historische Einordnung von Nahrmedien

Louis Pasteur gehorte zu den ersten Mikrobiologen, die es in Erwagung zogen, Krankheiterreger
auRerhalb des menschlichen Kérpers zu kultivieren. Aus diesen Uberlegungen entstand 1861 die
erste flussige Anreicherungsbouillon (Georgi, Bierbach, 2007, zitiert nach MesselhduRer, 2010
p.5). Dadurch war einer der fundamentalen Meilensteine der heutigen mikrobiologischen Diag-
nostik gesetzt. Aus dieser ersten Anreicherungsbouillon entstanden, nach jahrelang durchgefiihr-
ter Modifikation und Forschung, die bis heute genutzten nichtselektiven Nahrbouillons mit einem
optimalen Wachstum von Bakterien (Madigan et al., 2015, p. 16).

Im Bereich der Entwicklung von Festnahrbdden gilt der deutsche Botaniker Oscar Brefeld als be-
deutender Wegbereiter. 1872 gelang es ihm, auf einem Flissigmedium (zugesetzt mit Gelatine)
Schimmelpilzkolonien zu kultivieren (Drews, 2015, p. 48).

Robert Koch war es der die Bedeutung der Entwicklung von Oscar Brefeld aufgriff und die damit
einhergehenden neuen Moglichkeiten im Labor verstand. Diese Entwicklung er6ffnete die Isola-
tion von Mikroorganismen aus Umweltproben und die darauffolgende Differenzierung der Mikro-
organsimen, was im Gegensatz zu Flissigmedium nicht moglich war. Es wurde allerdings auch
deutlich, dass Gelatine nur eine geringe Eignung fiir die Stabilitdt der Ndhrmedien aufzeigte. Sie
geht erst bei einer Temperatur <25 °Cin den festen Zustand lber, was fir viele Bakterien, deren
Bebriutungstemperatur bei 37 °C liegt, nicht geeignet ist (Madigan et al., 2015, p. 17).

Ein Flissigmedium, das Friedrich Loeffler (Assistenz von Robert Koch) entwickelte, ebnete den Er-
folg fir die Entwicklung der Festndhrmedien (Pandey et al., 2008, p. 75). Diesem Flissigmedium
wurde Agar-Agar zugesetzt, welcher starke physikalische Eigenschaften aufweist und bis zu Tem-
peraturen >100 °C im festen Zustand bleibt. Robert Koch legte mit seinen Kollegen einen bedeu-
tenden Meilenstein in der Entdeckung der aktuell erforschten bakteriellen Infektions- und Intoxi-
kationserreger und erschuf so die Basis modernen mikrobiologischen Arbeitens (Laudert, 2015,

pp. 647-648).



2.7 Anreicherungsverfahren

Die Anzucht von Bakterien ist grundlegend mit fliissigen, halbfesten sowie festen Nahrmedien

moglich.

2.7.1 FlUssige Nahrmedien

Flissige Nahrmedien sind fir die Aktivierung von Keimen notwendig. Mikroorganismen haben in
flissigen Nahrmedien grundsatzlich giinstigere Entwicklungsmoglichkeiten. Dies zeigt sich zum
einen durch die einheitliche Nahrstoffaufnahme, die tiber die ganze Oberflache der Zelle verlauft
und zum anderen durch die gleichbleibend eingestellte Temperatur sowie eine bessere Sauer-
stoffverteilung. Es existieren einige Mikroorganismen, die erst in flissigen Nahrmedien charakte-
ristische Wuchsformen annehmen und anschlieRend unter dem Mikroskop ausgewertet werden
konnen (Pichhardt, 1993, p. 23).

Im ersten Schritt einer Kultivierung kommen die fliissigen Anreicherungsbouillons zum Einsatz, in
denen fiir den weiteren Versuchsablauf eine ausreichend hohe Keimzahl heranwachsen muss.
Nach der Beimpfung der Nahrbouillon kommen in den meisten Falle feste Nahrmedien zum Ein-
satz. Dies dient dazu, die gesuchten Bakterien zu isolieren und detaillierter zu charakterisieren.
Bei Mikroorganismen mit hohen Erfordernissen an die Umwelt oder bei Mikroorganismen, die ne-
gativ auf auftretende Begleitflora reagieren (z. B. Camyplobacter spp), werden lediglich Selek-

tivndhrmedien verwendet (MesselhduBer, 2010, p. 7).

2.7.2  Feste Nahrmedien

Feste Nahrboden haben grundsatzlich immer einen mindestens 1%igen Agar-Agar Anteil. Bei ei-
nem 1%igen Zusatz von Agar-Agar kann das Nahrmedium Temperaturen bis zu 121 °C standhal-
ten, wobei die Gelierfahigkeit nicht abnimmt. Agar-Agar wird von Mikroorganismen im Allgemei-
nen nicht angegriffen (Pichhardt, 1993, p. 23) und geliert bei einer Temperatur von 45 °C (Drews,
2013, p. 8).

Festmedien eignen sich fiir quantitative und qualitative Nachweisverfahren von Keimzahlen und
Keimarten. In der Lebensmittelmikrobiologie finden Festndhrmedien ihre Anwendung zur Isola-
tion der Mikroorganismen nach der Anreicherung in FlUssigkulturen. Bei semiquantitativen oder
quantitativen Verfahren kommen sie ebenfalls zum Einsatz. Kombiniert man verschiedene Verfah-
ren, kann eine exakte Identifizierung und Bestimmung von gegebenenfalls existierenden Pathoge-

nitatsfaktoren ermittelt werden (Schink, 2007, p. 163).
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2.7.3 Feste Selektivnahrmedien

Fiir die Herstellung von Selektivndhrboden wird nichtselektiver Nahragar als Grundlage verwen-
det. Um ein selektives Wachstum und eine erste Identifizierung der Mikroorganismen zu begiins-
tigen wird dieser Nahragar zusatzlich um chemische Agenzien, wie Farbstoffe und antimikrobiell
wirksame Substanzen erganzt. Ein Farbumschlag des Nahrbodens oder die Farbung einer Bakteri-
enkolonie gibt haufig Hinweise auf die vorhandene Bakterienspezies. Die Ursache dafiir ist meis-
tens die Verstoffwechselung unterschiedlicher Zuckerarten, die im Nahrboden hervorgerufen

werden (Grof3, 2013, pp. 88-89).

3. Material und Methodik

3.1 Definition die fur die Leistungsprtfung der Nahrmedien gewahlte Methode des

Plattengussverfahren
Fiir die Leistungspriifung der Ndhrmedien wurde die Methode des Plattengussverfahrens gewahlt.
Beim Plattengussverfahren wird in jede leere Petrischale 1ml = 1000 ul Probe oder in diesem Fall
fiir die Produktivitatsprifung 1 ml = 1000 ul Zellen aus den selbst kultivierten Stimmen auf Milch-
basis geimpft. Anschliefend wird der zu untersuchende aufgeschmolzene Agar zugegeben. Die
Petrischale wird geschlossen und die Zellen durch achten formige Bewegungen auf der Platte
bestmoglich verteilt. Die Platten werden zur Trocknung pyramidenartig gestapelt, nach Festwer-

den des Agars in Racks gestellt und inkubiert (DIN EN 1SO 4833-1:2013, pp. 4-6).
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3.2 Flussdiagramm zur Ubersicht des durchgefiihrten Validierungsprozesses gemaR

DIN EN 1SO 11133:2015-02

Vorbereitender Schritt fiir die Produktivititspriifung von Nihrmedien fiir das Plattengussverfahren:
Herstellen von Zellkulturen aus den Gebrauchsstimmen

$

‘ 1.Beimpfen und Inkubierenvon: ‘

P
‘ Enterobacteriaceae/Coliforme ‘ <::|_|
- B : 2. Einstellen des
Milchsdurebakterien ‘ :l
‘ : Zelltitersvon:

‘ Hefen und Schimmel ‘ :

v

‘ Abschwemmen ‘

3. Berechnen des
Zelltiters -

¥

4. Ermitteln der Lebendzellzahlund Gefrieren

Vorbereitender Schritt fiir die Produktivititspriifung von Ndhrmedien fiir das Plattengussverfahren bis das
eigentliche GieBen stattfinden kann

3

| 5. Zielkeime der Nahrmedien im-20°C Rack auftauen |

$

6. 250 ml sterile Glasflaschen mit errechneter Pufferldsung fir jeweiligen MO befiillen |

$

7. Zell- und Peptonwasseranteil fir Zellsuspension bestimmen, die der 250 ml Glasflasche mit
bereits errechneter Pufferlasung hinzugefiigt wird

$

| 8. Petrischalen mit Keimen ansetzen

Die bisherigen 8 Schritte sind fiir folgende Untersuchungen |, Il, lll, IV gleichbleibend durchzufiihren |

9. Gielen

| AP wihrend des Erhitzens des WS Besinndes
I AP bei 95 °C im WB g

eigentlichen ‘ L
Il AP ausreizen g 10. Erstarren des Agars
Plattenguss-

IV Untersuchung der Standzeiten rfah
uberas h E BT 11. Bebriiten

12, Auswertung

Abbildung 1: Schema zur Gesamtiibersicht der Methode fiir relevante Bakteriengruppen und durchgefiihrte Teiluntersu-

chungen
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3.3 Verwendete Mikroorganismen

3.3.1 Familie der Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae bestehen aus bedeutenden Gattungen wie Echerichia, Klebsia, Enterobacter,
Proteus, Serratia, Citrobacter, Salmonella, Shigella und Yersinia. Entdeckt wurde diese Erreger-
form erstmals im Darm, wodurch sich die Bezeichnung Enterobakterien auf das Wort griechisch
Enteron=Darm zuriick zu flihren lasst (Octavia & Lan, 2014, pp. 225-226).

Es handelt sich um verwandte gramnegative, gerade Stabchen, die sich auf Kulturmedien unter
aeroben und anaeroben Bedingungen einfach und gut vermehren. Unter den oben genannten
Gattungen existieren fakultativ pathogene Enterobakterien. Sie sind Teil der physiologischen Bak-
terienflora des Darms und entwickeln sich erst dann zu Krankheitserregern, sobald sie aus dem
Magen-Darm-Trakt in andere Regionen des Organismus gelangen. Diese opportunistischen Gat-
tungen sind von den obligat pathogenen Mikroorganismengattungen Salmonella, Shigella und
Yersinia zu differenzieren. Sie sind nicht fir die Aufrechterhaltung der nattrlichen Darmflora vor-
gesehen, sondern fliihren entweder zu Enteritiden im Darm oder |6sen allgemeine Infektionen

aus, sofern sie in die Blutbahn zu anderen Organen gelangen (Hahn, 1991, p. 299).

3.3.2 Familie der Enterococcaceae

Die Familie der Enterococcaceae zeichnen sich durch grampositive Bakterien aus. Atopobacter,
Catellicoccus, Enterococcus, Melissococcus, Pilibacter, Tetragenococcus und Vagococcus sind Gat-
tungen dieser Familiengruppe. Sie haben einen aneroben Stoffwechsel und sind demnach nicht
auf Sauerstoff angewiesen. Die Bakterien sind groRtenteils kokkenformig, besitzen keine GeiReln
und sind non-motil, demnach nicht befahigt sich aktiv vorzubewegen. Speziell Enterokokken sind
als opportunistische Krankeheitserreger bekannt und kénnen nosokomiale Infektionen verursa-
chen. E. faecali und E. faecium sind fir die Erkrankung des menschlichen Organismus am relevan-

testen (Raza et al., 2018, pp. 768-772).

3.3.3 Familie der Pseudomonadaceae

Pseudomonadaceae, aus dem griechischen Pseudo (= falsch), Monas (= eine einzelne Einheit), sind
eine dullerst umfangreiche und héchst wichtige Familie von gramnegativen Bakterien. Sie besit-
zen eine stabchenférmige oder leicht gebogene Bakterienform, gehdren zu den polaren Flagellen-
bakterien und sind keine Sporenbildner. Zudem verlangen sie nach einem aeroben Wachstumsmi-
lieu (Jurat-Fuentes & A. Jackson, 2012, p. 312).

Bakteriengattungen wie Pseudomonas, Xanthomonas, Gluconobacter, Zoogloea, Nitrosomonas,

Nitrobacter, Thiobacillus, Sphaerotilus, Leptothrix, Caulobacter, Asticcacaulis, Methanomonas,
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Comamonas, Alginomonas, Cellulomonas und Cellvibrio teilen voranstehende morphologische
Merkmale. Die ersten vier genannten Gattungen haben hervorstechende Merkmale, die fiir eine
Trennung der Gattungen sprechen wiirden. Die Oxidase-Reaktion, die bei der Gattung Pseudomo-
nas positiv und bei der Gattung Xanthomonas negativ ausfallt, ist ein Beispiel dafiir. Umstritten ist
des Weiteren die Beweglichkeit der Bakteriengattungen. Pseudomonaden sind beweglich, einige
Arten der Gluconobactergattung sind beweglich oder auch unbeweglich und Zoogloea sind aus-
schlieRlich in jungen Jahren aktiv (Palleroni, 1981, pp. 655-656).

Die Gattung Pseudomonas, insbesondere die Art P. aerigunosa wird als als opportunistischer Erre-
ger mit einer zunehmenden klinischen Relevanz in Bezug auf eine mogliche Antibiotikaresistenz

eingestuft (Bauerfeind, 2015, p. 156).

3.3.4 Familie der Lactobacillaceae

Lactobacillaceae, im gewdhnlichen Sprachgebrauch auch als Milchsdurebakterien oder Lactobacil-
len bekannt, weisen wichtige physiologische Merkmale, wie die Fahigkeit der Bildung von Milch-
saure aus Kohlenhydraten auf (Alvarez-Sieiro, 2006, pp. 2939-2951). Sie sind den fakultativ anae-
roben Bakterien zugehorig, nicht sporenbildend und bilden unterschiedlich lange Stabchen. Sie
sind grampositiv (nur dltere entwickeln sich zu gramnegativen Zellen) und gréBtenteils unbeweg-
lich. Sie erfahren ein Wachstum, sofern sie von Luftsauerstoff umgeben sind, konnen diesen je-
doch nicht verwerten, da sie ihre Energie ausschlieRlich Gber die Milchsduregadrung erlangen. Des-
halb zdhlen sie zu den aerotoleraten Keimen. Lactobacillen haben duRerst hohe Nahrstoffanspri-
che, weshalb sie meistens auf komplexen und kohlenhydrathaltigen Nahrmedien, die reich an
Spurenelementen, Vitaminen und Aminosauren sind, kultiviert werden. Hierzu zahlende Nahrme-
dien sind Milch, Molke und Pflanzensafte. lhr Wachstum ist als sehr langsam einzustufen. Zu der
Familie der Lactobacillaceae zdhlen (nach Stand 2008) Gattungen wie Lactobacillus, Pediococcus
und Paralactobacillus. Die Gattung Lactobacillus wird wegen der verschiedenen Stoffwechselleis-
tung der Lactobacillus-Arten naher in zwei Gruppen unterteilt. Es handelt sich einerseits um die
hauptsachlich Milchsaure produzierenden Stimme, die den homofermentativen Arten zugeschrie-
ben werden und andererseits, um die heterofermentativen Arten, die neben der Milchsdureher-
stellung einen deutlich hohen Anteil an Essigsaure, Ethylakohol und Kohlendioxid bilden (Miiller,

1983, pp. 59-60).
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3.3.5 Familie der Streptococcaceae

Streptococcaceae gehoren aktuell drei Gattungen an. Lactococcus, Lactovum und Streptococcus.
Es handelt sich um grampositive, katalsenegative, nicht sporenbildende und unbewegliche Bakte-
rien (Hagen Meyer, 2006, p. 340).

Aus dem Griechischen: Streptos=Kette leitet sich der Name, der im Gram-Praparat in paariger An-
ordnung oder unterschiedlich langer Ketten liegenden Zellen ab. Friiher gehérten die Enterokok-
ken ebenfalls zu dieser Familie. Die bedeutendste Gattung unter den Streptococcaceae ist Strep-
tococcus. Sie gehort zu den wichtigsten Infektionserregern beim Menschen und verursachen
Krankheitsbilder wie Meningitis, Scharlach oder Endokarditis. Laktokokken differenzieren sich
hauptsachlich durch ein positives Wachstum bei einer Temperatur von 10 °C im Gegensatz zu

Streptokokken (Reinert, 2009, pp. 310,330).

3.3.6 Familie der Saccharomycetaceae

Sporenbildende hefeartige Pilze finden sich in der Familie der Saccharomycetaceae wieder. Arten
dieser Familie werden nicht selten als ascosporogene Hefen, was so viel wie ,echte Hefen” bedeu-
tend, bezeichnet. Sie besitzen die Fahigkeit unter speziellen Bedingungen Asci zu bilden, was sie
von anderen sprossenden und oidienbildenden Pilzen unterscheidet. Anascosporogene Hefen sind
hefedhnliche Pilze, die dulRerlich den Hefen gleichen, jedoch keine Asci produzieren kénnen
(Gdumann, 1964, pp. 117-118).

Es existiert eine pragnante Anzahl von Arten, die dieser Familie untergeordnet sind, denen bisher
jedoch noch keine Sporenbildung zugeschrieben wurde. Bei der Familie der Saccharomycetaceae
ist das Garverhalten teilweise nicht vorhanden. Einige Gattungen wie Saccharomyces haben je-
doch ein ausgepragtes Garverhalten (Rehm, 1967, pp. 24-25).

Gattungen wie Schizosaccharomyces, Endomycopsis, Saccharomyces und Candida zéhlen ebenfalls
zu den Saccharomycetacceae. Insgesamt existieren ca. 20 dazugehorige Gattungen. (Miller, 1977,

pp. 74-75).

3.3.7 Familie der Trichocomaceae

Die Trichocomaceae sind in drei zu differenzierende Familien gegliedert. Aspergillaceae, Ther-
moascaceae und Trichocomaceae. Die Aspergillaceae bilden kolbenférmige oder zylindrische Phia-
liden. Sie kennzeichnen sich durch Asci, die in Kleistothezien produziert werden. Sie kénnen zu-
dem von Hulle-Zellen und Ascosporen umgeben sein (Houbraken, 2011, p. 50).

Zu den Aspergillaceae sind die bekanntesten Gattungen Penicillium und Aspergillus. Bei Aspergil-
lus handelt es sich um saprotrophe Pilze, die eine hohe pH-Werttoleranz aufweisen, weshalb sie

auf einem breiten Spektrum von Substraten wachsen (Malcom et al., 2009, p.271).
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Die Gattung Aspergillus umschlieBt mehrere hundert Arten. Von diesen Arten tragen eine grof3e
Anzahl dazu bei, die Gesundheit vieler Pflanzen, Tiere und Menschen zu beeintrachtigen. Dies ge-
schieht primar durch eine direkte Infektion. Ein mogliches in Kontakt treten ware zudem durch die
Produktion toxischer Sekundarmetaboliten (Mykotoxine) moglich (Schubert et al., 2018, pp. 1167-
1184).

Grundlegend existieren unter ihnen Arten, die opportunistische Krankheitserreger darstellen und
andere, die in biotechnologischen Prozessen fiir die Herstellung von Enzymen, Antibiotika und an-

deren Produkten angewendet werden (Pérez Rodriguez et al., 2016, pp. 173-190).

3.3.8 Familie der Wallemiaceae

Die Familie der Wallemiaceae umschlieRt ausschlieRlich eine Gattung. Die Gattung Wallemia.
Die Gattung Wallemia gehort der Ordnung Wallemiales an und impliziert die weltweit xerotole-
rantesten, xerophilsten und auch halophilsten Arten (Padamsee & Kumar, 2012, pp. 217-226).
Von allen Wallemia Arten, werden vier haufig mit Lebensmitteln in Verbindung gebracht und La-
borberichten zu urteilen kénnen sie mit einem gesundheitlichen Riskio fiir den Menschen in Ver-
bindung stehen. Es handelt sich um: W. sebi, W. mellicola, W. muriae und W. ichthyophaga
(Zajc,2018, p. 46).

Fiir eine tabellarische Ubersicht der verwendeten Zielkeimen siehe Anhang Il
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3.4 Verwendete Nahrmedien
Tabelle 1 prasentiert einen allgemeinen Uberblick tiber die verwendeten Ndhrmedien und die da-

rauf wachsenden Zielkeime.

E. Coli X X X X

E. aerogenes X X X

C. freundii A X X X

S. enterica X X

E. faecalis 0] (0] 0] X

P. aerigunosa A X

L. sakei X X

P. pentosaceus X X

L. lactis X X

C. albicans X X X
S. cerevisiae X X X
A. braziliensis X X X
W. sebi X X X

Reagierende nicht
Zielkeime x Vollstandig gchemmt O A
Zielkeime

Tabelle 1: Matrix der Ndhrmedien mit zugehérigen Zielkeimen

3.4.1 Beschreibung der verwendeten Nahrbdden

3.4.1.1 Trypton-Galle-X-Glucuronid- Agar
Gemal 1SO 16649 beruht Tryptone-Bile X Agar (TBX) auf dem Grundsatz eines horizontalen Ver-

fahrens zum quantitativen Nachweis und zur Identifizierung von B-Glucuronidase-positiven Esche-
rischia Coli. Hierbei handelt es sich um Bakterien, die unter dieser ISO zugrunde gelegten Bedin-
gungen, ein Wachstum bei 44 °C aufweisen und fiir den Nahrboden typisch blau gefarbte Kolonien

bilden. Das Verfahren ist fiir Lebensmittel- und Futtermittel bestimmt.
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Zum Nachweis des Enzyms 3-Glucuronidase ist fur das Koloniezahlverfahren immer ein chromoge-

ner Bestandteil auf dem festen Ndhrmedium erforderlich (DIN ISO 16649-2:2019-12, pp. 4-6).

3.4.1.2 Kristallviolett-Neutralrot-Galle-Glucose-Agar
VRBD-Agar (violet red bile dextrose agar), auch als VRBG-Agar bekannt (violet red bile glucose

agar), ist Hauptbestandteil des Verfahrens fiir den quantitativen Nachweis und die Identifizierung
von Enterobacteriaceae. Hierbei stehen Produkte fiir den menschlichen Verzehr sowie Futtermit-
tel im Vordergrund. Umgebungsproben im Zusammenhang mit Herstellungsprozessen und der
Behandlung von Lebensmitteln sind ebenfalls mitinbegriffen. Pasteurisierte Milch, Milch- und
Molkereiprodukte sowie Eiprodukte gehoren zu den Lebensmittelproben, die fiir VRBD Nahrbo-
den verwendet werden. Neben Milchprodukten finden sich Enterobacteriaceae typischerweise in
der Lebensmittelgruppe Fleischerzeugnisse, darunter Wurst- und Fleischwaren wieder. Auf VRBD
wachsen Bakterien, die entsprechender Vorgabe der ISO oder der amtlichen Sammlung von Un-
tersuchungsverfahren nach §64 des LFGB bei 37 °C kultiviert werden (DIN I1SO 21528-2:2009-12,
pp. 6-10).

3.4.1.3 Kristallviolett-Galle-Lactose-Agar

Die Norm ISO 4832 erlautert fur den selektiven Nahrboden Kristallviolett-Galle-Lactose-Agar
(VRBL), ein grundlegendes Verfahren fir die Zahlung von coliformen Keimen speziell fir Lebens-
mittel, Futtermittel und Umgebungsproben im Rahmen der Lebensmittelproduktion. Typisch
empfohlene Lebensmittelproben fiir diesen Agar sind Milch- und Molkereiprodukte sowie Speise-
eis. Die Temperaturspanne coliformer Keime befindet sich zwischen 30 °C und 37 °C. Daruber hin-
aus ist diese Form von Mikroorganismen in der Lage, Lactose unter Gasbildung zu fermentieren.
Auf VRBL weisen sie ein entscheidendes Wachstum in Form von rétlichen bis violetten Kolonien
mit gleich aussehenden Hofen auf. Nicht coliforme Keime, dementsprechend nicht Lactose ver-
wertende Bakterien oder spater Lactose verwertende Bakterien, erkennt man in Form von blass
erscheinenden Kolonien, die einen griinlichen Hof aufweisen. Einige verwandte Mikroorganismen
konnen auf VRBD ebenfalls ein Wachstum erfahren, sofern sie bei einer Temperatur > 42 °C be-
britet werden. Ist das Wachstum anderen verwandter Keime unerwiinscht, kann es durch eine
anaerobe Bebriitung gehemmt werden (ISO 4832:2006-02, pp. 2-5).

3.4.1.4 Hefeextrakt-Glucose-Chloramphenicol-Agar

Hefeextrakt-Glucose-Chloramphenicol-Agar oder Yeast-Glucose-Chloramphenicol-Agar (YGC), ist
ein Selektivnahrmedium, das gemafs DIN 10186:2005 mikrobiologische Mischuntersuchung, der
ISO 6611:2004 Milk and milk oder dem Lebensmittel und Futtermittelgesetzbuch LFGB nach § 64

fiir die Keimzahlbestimmung von Hefen und Schimmelpilzen empfohlen wird. Sowohl im
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internationalen als auch im nationalen Kontext beziehen sich die Empfehlungen speziell auf Milch-
produkte. Fir die Herstellung des YGC Agars bei der Eurofins Biotesting Services Nord GmbH, exis-
tiert eine interne Methode (PV 0053,2013, pp. 2-4) die insbesondere fiir zuckerhaltige Lebensmit-

tel angewendet werden kann, obwohl der Agar wie eingangs erwahnt, von Oxoid bezogen wird.

3.4.1.5 de Man, Rogosa und Sharp Agar
Die fuir den Ndhrboden angewandten Techniken, sowie deren Zusammensetzung und Herstellung

beziehen sich alle auf die internationale Norm ISO 15214.

MRS (de Man, Rogosa und Sharp) ist der Nahrboden, der fiir die Zdhlung von mesophilen Milch-
saurebakterien zur Anwendung kommt. Lebensmittel- und Futtermittelproben werden mit MRS
Agar bei der Plattengussmethode bedeckt und bei 30 °C inkubiert. Auf einigen Lebensmitteln
wachsen zusatzlich psychotrophe oder auch thermophile Milchsdurebakterien, die ihr Temperatu-
roptimum > 30 °C haben. Je nach Lebensmittelprobe ist das miteinzubeziehen (1ISO 15214:1998-
08, pp. 3-5).

3.4.2 Leistungskontrolle fir alle untersuchten Nahrmedien
Fiir die Leistungsliberprifung sind wichtig einzuhaltenden Parameter jedes vorgestellten Nahrme-

diums erforderlich (siehe Anhang I)

3.4.3 Zusammensetzung und Herstellung fir alle untersuchten Nahrmedien
Die jeweiligen Rezepturen sowie die Herstellung nach zugrundeliegender Norm der untersuchten

Ndhrmedien, Referenznahrbéden und Bouillons (siehe Anhang IV).
3.4.4 Beschreibung der verwendeten Referenznahrboden

3.4.4.1 Trypton-Soja-Agar
Trypton-Soja-Agar ist ein Allzweckndahrmedium, auf dem zahlreiche coliforme Bakterien und

Enterobacteriaceae wachsen. Es ist fir die Kultivierung von aeroben und anaeroben Bakterien ge-
eignet, weshalb es fiir die Verwendung als Referenzagar fiir selektive Medien ausschlaggebend ist.
Demnach kdnnen eine Vielzahl von Selektivndhrmedien mit Hilfe von TSA einer Produktivitatspri-
fung unterzogen werden. In der DIN EN ISO 11133 gilt es als Standardreferenzmedium. In weite-
ren Normen, wie der Europaischen ISO Norm 9308-1:2000 zur Untersuchung von Wasserproben
oder dem FDA-Bacteriological Analytical Manual (FDA-BAM)/U.S. Department of Agriculture-Food
Safety Inspetion Service (USDA-FSIS) ,methods for testing of food and water samples”, wird TSA
verwendet.

In der Literatur wird das Nahrmedium haufig auch als Casein-Soja-Pepton-Agar (CASO) bezeich-
net. Der Name geht auf dessen Zusammensetzung zurlick. TSA bzw. CASO besteht mengenmalig

zum groRten Teil aus Casein- und Sojapepton (Abbott & Graham, 1961, pp. 5-58).
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3.4.4.2 de Man, Rogosa und Sharp Agar MRS (MRS Fertigmedium OXOID)
Fiir das selbstgekochte Nahrmedium MRS, wurde ein MRS-Fertigmedium (bereits gegossene und

Uberprifte Platten von Oxoid) als Referenzagar verwendet. Anhand dieser Platten konnte der
MRS-Agar aus Eigenproduktion auf seine Produktivitat Gberprift werden.
Fir die Verwendung von selbst hergestelltem MRS-Agar als Referenzmedium ist es wichtig, be-

reits validierte Chargen zu verwenden (de Man & Sharp, 1960, pp. 130-135).

3.4.4.3 Dichloran-Glycerin-Agar (DG18)
Nach der DIN EN ISO 21527-2 ist der Dichloran-Glycerin-Agar ein Selektivmedium zur Kultivierung

von Hefen und Schimmelpilzen in Lebensmitteln. Speziell sind Lebensmittelproben, die aus tro-
ckenen und halbtrockenen Lebensmitteln entnommen wurden, fir diesen Agar anwendbar (PV
0053, 2013, pp. 2-4).

Eine akute Ausbreitung von hyphenbildenden Pilzen wird durch das in der Rezeptur vorkom-
mende Dichloran gehemmt. Es beschrankt im Allgemeinen das Wachstum und somit die GroRe
der Pilzkolonien. Dies hat den Vorteil, die bei der Auswertung anstehende Kolonieauszahlung zu
vereinfachen. Das bakterielle Wachstum und die Ausbreitung von Hefen, wird durch die Kompo-
nenten des Chloramphenicols, des geringen pH-Wert und die Reduktion des Wassers durch die

Erganzung von Glycerin gehemmt (Hocking & Pitt, 1980, pp. 488-492).

3.4.4.4 Sabouraud-Dextrose-Agar (SDA)
Sabouraud-Dextrose-Agar (SDA) ist ein festes Nahrmedium, welches groRtenteils zur selektiven

Isolierung und Anzucht von pathogenen und nicht pathogenen Schimmelpilzen, Dermatophyten
und unterschiedlichen Hefespezies verwendet wird. Wie die vorher beschriebenen Referenz-
medien wird auch SDA von der DIN EN ISO 11133 als Referenzmedium empfohlen, besonders fir
die Leistungsprifung von YGC. Grundsatzlich kommt es vor, dass auf SDA einige Stamme weniger
gut wachsen als andere Stamme. Die Rezepturbestandteile, die eine hemmende Wirkung auf Bak-
terien aufweisen, kénnen gleichzeitig auch pathogene Pilze hemmen, sodass eine Beeintrachti-
gung des Wachstums einiger Hefen und Schimmelpilze begriindet ist (Kane & Summerbell, 1999,

pp. 1275-1294).

3.4.5 Beschreibung der verwendeten Boullions

3.4.5.1 Tryptic Soy Broth (TSB)
Tryptic-Soy-Broth, im Deutschen als Tryptische-Soja-Bouillon oder Tryptonsojabriihe bezeichnet,

ist ein breites, flussiges, dehydriertes Kulturndhrmedium und kann als Gegenstiick zur festen Vari-
ante des Trypton-Soja-Agars (TSA) angesehen werden. Durch die vielseitigen und nahrhaften Ei-

genschaften ermdglicht es ein Wachstum von aeroben und fakultativ anaeroben Organismen
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sowie von einzelnen Pilzen. Besonders in der Lebensmittelbakteriologie kommt TSB als Basalme-
dium vor. Fur die Herstellung von Referenzstammen aus Gebrauchskulturen spielt es als erster
Anreicherungsschritt eine bedeutende Rolle und ist fiir die Entwicklung von Inokula in Verfahrens-

weisen und Methoden zur Qualitatskontrolle vorgesehen (Abbott & Graham, 1961, pp. 5-58).

3.4.5.2 deMan, Rogosa und Sharpe Bouillon
Die MRS Bouillon ist das Korrelat zum bereits beschriebenen MRS Agar. Dadurch ist es grundle-

gend fur die Kultivierung von Milchsaurebakterien sowie Lactobacillus, Streptococcus, Leucono-
stoc und Pediococcus bestimmt. Bei der Animpfung von MRS Réhrchen, die Wachstum nach aus-
reichender Inkubation im Brutschrank aufweisen sollen, werden Subkulturen auf MRS Agar ange-
legt, damit die Anwesenheit von Lactobacillen bestatigt werden kann (ISO 15214:1998-08, pp. 3-
5).

3.4.5.3 Malzextrakt Bouillon

Die Malzextrakt-Bouillon wird vor allem in der Zuckerindustrie speziell fiir die Herstellung von
Softdrinks, Sirup sowie weiteren SiiBgetranken verwendet und kann zur Uberpriifung von Brauhe-
fekulturen angewendet werden. Sie dient der Anzucht von Pilz- und Hefekulturen in Lebensmit-
teln. Die mit Glucose angereicherte Malzextrakt-Bouillon kommt in mykologischen Laboren als
Substrat fiir Schimmelpilzkulturen zum Einsatz.

Malzextrakt weist durch vorhandene Protein- und Nukleinsdaurebausteine sowie Spurenelemente
und Vitamine wertvolle Zusatze auf. Die Gewinnung von Malzextrakt erfolgt liber Gerstenmalz,
das bei der Keimung von Gerste durch wirkende Amylasen produziert wird. Die Amylasen bauen
die Reservestarke des Gerstenkorns gewdhnlich zu Maltose ab. Dies geschieht in der Regel unter
einem sauren pH-Wert flr Hefen und Schimmelpilze. Malzextrakt hat einen hohen Kohlenhyd-

ratanteil und ist reich an Kalium (Kane & Summerbell, 1999, pp. 1275-1294).

3.5 Probenvorbereitung und Herstellen der Zellkulturen fir Coliforme und Entero-

bacteriaceae

3.5.1 Beimpfen und Inkubieren

Fir jedes Medium werden die bendétigten Zielkeime selbst hergestellt. Dazu wird ein steriles Réhr-
chen mit 5 ml des Fliissigmediums TSB mittels einer 10 ml Pipette befillt und in ein Rack gestellt.
Die benotigte Gebrauchskultur, aus der die eigene Stammhaltung hergestellt wird, muss einige
Sekunden gevortext werden, bis das Medium milchig wird. Mit einer Impfése werden die 5 ml TSB
mit 10 pl Zellen aus der Gebrauchskultur beimpft und fir 24 Stunden bei 37° C inkubiert. Die Ar-

beit findet unter der Sterilbank statt, die vor Nutzung sorgfaltig mit Bacillol und ggf. mit
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Khorsolintlichern gereinigt wird. Sowie vor als auch nach dem Gebrauch muss die Bank ca. 20 Mi-

nuten in Betrieb sein, um Luftreinheit zu gewahrleisten, bevor sie erneut benutzt werden kann.

3.5.2 Einstellen des Zelltiters

Durch leichtes Schwenken der Bouillon im Anschluss an die Inkubationszeit, wird Gberprift, ob ein
Zellwachstum stattfand. Sind triibe Schlieren zu erkennen war das Zellwachstum erfolgreich. Aus
der Keimsuspension wird eine Verdiinnungsreihe angelegt. Mit einem 102 Réhrchen wird nach
ausreichendem Vortexen, durch schrages Pipettieren am Deckglas einer Thoma-Kammer, eines

der zwei Zahlnetze befillt.

3.5.3 Das Arbeiten mit Zahlkammern

Fiir die Arbeit mit Zahlkammern ist das Erstellen von Verdiinnungsreihen hilfreich. Es erleichtert
das Auszahlen der Zellen und dient der Bestimmung von Zellen pro Volumeneinheit von Fllssig-
keiten. Die fiir die Untersuchungen verwendeten Zahlkammern und Himacytometer-Deckglaser
sind grundsatzlich gemaR in-vitro-Diagnostika-Richtlinie 98/79 der Europdischen Gemeinschaft
Communauté Européenne (IVD-Richtline 98/79 EG CE) -gekennzeichnet.

Funktionsmerkmale der Zadhlkammer

———

Abbildung 2:Schematisch selbst konstruierte Zdhlkammer

1: Zwei eingravierte Zdhlnetze 2: Mittelsteg  3: Plangeschliffener/polierter Bereich

22



Ein Zahlnetz hat unterschiedliche Ebenen, deren Verwendung von den zu bearbeitenden Organis-
men abhdngt. Jede Ebene wird mit einem Buchstaben bezeichnet und hat eine andere Quad-

ratstruktur. Das Zahlnetz besteht aus insgesamt:

e 9 GroRquadraten= 1 mm?
e davon vier Eckquadrate= L-Quadrate (Leukozytenzdhlung) unterteilt in 16 Quadrate mit

Seitenlange= 0,25 mm

Abbildung 3:schematisch selbst konstruiertes Zdhlnetz mit verschiedenen Ebenen
Das in Abbildung 4 dargestellte mittlere GroBquadrat gliedert sich in:

e 25 Gruppenquadrate mit Seitenldnge = 0,2 mm.
e Unterteilung der Gruppenquadrate in:
o 16 Kleinquadrate mit Seiteldnge = 0,05 mm und einer Fliche von 0,0025 mm?2.
e 5 diagonalliegende Gruppenquadrate des mittleren GroRquadrates werden fiir die Throm-

bozyten- und Erythrozytenzahlung (daher als E-Quadrate bezeichnet) verwendet.

In dieser Untersuchung werden die E-Quadrate fiir die Auszahlung von Bakterien, Hefen und
Schimmelpilzen genutzt. Alle Gruppenquadrate des Mittelquadrates haben dreifache Grenzlinien,
wovon die mittlere Linie darliber Auskunft gibt, ob bestimmte Zellen mitzuzahlen sind oder nicht.
In der Lebensmittelmikrobiologie und in der vorliegenden Untersuchung fir die Einstellung des
Zelltiters werden die 5 diagonal, hintereinanderliegenden Gruppenquadrate ausgezahlt und auf-

summiert.
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Abbildung 4:Schematisch selbst konstruiertes mittleres Grofsqudrat mit diagonal liegenden Gruppenquadraten

Vor der Nutzung der Kammer wird ein Deckglas auf den Tragerstegen befestigt.

Die mit der 102 Verdiinnung befiillte Zdhlkammer wird auf dem Objekttriger des Mikroskops be-
festigt und der Phasenkontrast PH; eingestellt. Das 40er Objektiv wird gewahlt und mittels Grob-
und Feintrieb die richtige Ebene der auszuzdhlenden Gruppenquadrate des mittleren GrofRquad-
rats gesucht. Von oben links nach unten rechts werden die finf Quadrate visuell ausgezahlt und

die Gesamtkeimzahl (GKZ) fiir die 102 Verdiinnung ermittelt.

3.5.4 Berechnung des Zelltiters fir 50-150 Kolonien auf der Platte
Folgende allgemeingiiltige Gleichung gilt fir die Ermittlung von Keimen pro pl Volumen und fur

die Einstellung des Zelltiters fir diese Untersuchung:

ausgezahlte Teilchen

Teilchen pro Volumen =
P ausgezihlte Fliche (mm?)xKammertiefe (mm)+Verdinnung

Ausgezahlte Flache: 5 Gruppenquadrate entsprechen 0,2 mm?

Kammertiefe: 0,1 mm

Verdinnung: 10:200

Das Ziel flr die Produktivitatsprifung jedes untersuchten Nahrmediums fiir das Plattengussver-
fahren ist es, fir jeden Zielkeim, der auf dem zu untersuchenden Nahrmedium wachst, bei der
Auswertung zwischen 50 und 150 Kolonien auszahlen zu kénnen. Daflir muss das Zellvolumen von
1 ml =1000 ul, wie flr das Plattengussverfahren vorgegeben, beim Beimpfen der Petrischale im-
mer zwischen 50 und 150 Zellen liegen. Im Vorfeld muss daher mit Sorgfalt der Zelltiter fiir 50 bis

150 Zellen pro 1 ml =1000 pl berechnet werden.
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Es werden 200 ml Zellsuspension aus Milch hergestellt, da diese im weiteren Verlauf auf 82 Cryo-
réhrchen (entspricht einem fir Cryoréhrchen vorgesehenem Rack) pipettiert werden, die ein Fas-
sungsvermogen von 2 ml aufweisen. Damit die Milchsuspension inklusiver Zellen definitiv fir 82
Rohrchen ausreicht wurde das Milchvolumen von 200 ml gewahlt.

Die Gleichung wird fiir ein Volumen von 200 ml Mich fiir jeden Keim angeglichen, um beim spate-
ren Pipettieren von 1 ml aus den Cryoréhrchen 50 bis 150 Kolonien auf der Platte auszdhlen zu

koénnen (siehe Anhang V).

3.5.5 Uberfiihren der 200 ml Zellsuspension in Cryoréhrchen

Der errechnete Zelltiter fiir 200 ml entrahmte Milch (3% Fett) wird unter der Sterilbank in die
Milch pipettiert (Milch und Zellen werden in einer sterilen 1L Flasche suspendiert). Die Suspension
wird fiir zwei Minuten unter standigem Schwenken homogenisiert und im Anschluss mittels einer
10 ml Glaspipette und zugehorigem Accu-jet auf 82 Cryordhrchen verteilt, die vorher in einem da-
fiir vorgesehenem Rack platziert werden. Es ist darauf zu achten, bei jedem erneuten Pipettieren
aus der Zellsuspension, die Flasche hinreichend zu schwenken, damit von einer moglichst gleich-
bleibenden Zellzahl in jedem einzelnen Réhrchen ausgegangen werden kann. Nach vollstandigem
Pipettieren wird das Rack umgehend bis auf -85°C tiefgefroren. Vorher wurde das Rack mit der
vollstandigen Stammbezeichnung und der DSM Nummer beschriftet. Die Lebendzellzahl wird nach

Ermittlung ebenfalls hinzugefiigt (siehe Anhang V).

3.5.6 Ermitteln der Lebendzellzahl

Es reicht nicht aus, sich ausschlieBlich auf die Berechnung des Zelltiters zu verlassen. Um die tat-
sachliche Lebendzellzahl zu ermitteln, werden von drei Rohrchen des Racks Verdiinnungsreihen
hergestellt. Die Rohrchen werden aus dem Rack diagonal von oben links nach unten rechts ge-
wahlt und mit den Buchstaben A (Anfang), M (Mitte) und E (Ende) beschriftet. Fiir jeden Buchsta-
ben werden zwei Verdiinnungsstufen (10/10%) angelegt und anschlieRend auf TSA-Platten aus-
gespatelt. Drei Cryoréhrchen (Anfang, Mitte, Ende) entsprechen sechs Natrium Chlorid (NaCl)-
Verdiinnungsréhrchen (fir 10 und 10 Verdiinnungen) sowie sechs TSA-Platten, auf denen die
10 und 102 Verdiinnung jedes Cryordhrchens pipettiert und fiir 24 Stunden bei 37°C bebriitet
werden.

Auswertbar sind alle Platten die eine GKZ >50 KbE/ml und <150KbE/ml aufweisen. In der Regel fal-
len die 10 Verdiinnungen in die vorgegebene Spanne. Die Kolonien werden ausgezihlt und no-
tiert. Je nach verwendeter Verdiinnungsstufe werden die Kolonien auf den Zelltiter hochgerech-
net (ausgehend von der jeweiligen Verdiinnungsstufe). Der mittlere Zelltiter ergibt sich aus dem

Mittelwert der einzelnen Zelltiter der drei Rohrchen A, M und E und gilt fiir alle R6hrchen des
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Stammes eines hergestellten Racks. Mit Hilfe des Zelltiters lassen sich die benétigten Verdinnun-
gen der unterschiedlichen Zielkeime der Nahrmedien fiir das Plattengussverfahren bestimmen. Je
nach Keim entstehen unterschiedliche Mischverhaltnisse, die bei den folgenden Validierungen der
Nahrmedien fiir die Zielkeime unverzichtbar sind, um eine GKZ >50KbE/ml <150 KbE/ml auf einer

Platte zu sichern. Pro Zielkeim werden die Mischverhiltnisse fiir 50 ml Zellen berechnet.

Das Unterkapitel 3.5 wurde in Anlehnung an die DIN EN ISO 11133:2015-02: Mikrobiologie von
Lebensmitteln, Futtermitteln und Wasser—Vorbereitung, Herstellung, Lagerung und Leistungspri-
fung von Nahrmedien—Anhang B: Herstellung einer Referenz-Stammbkultur und einer Gebrauchs-
kultur, pp. 42-43—Anhang C: Ablaufschemata der Verfahren zur Leistungsprifung, pp. 44-48 ver-

fasst und auf Unterkapitel 3.6 sowie 3.7 angewendet.

3.6 Probenvorbereitung und Herstellen der Zellkulturen fir Milchsdurebakterien
Fiir das optimale Wachstum der Michsaurebakterien ist das Schaffen einer mikroaerophilen Um-
gebung erforderlich, welche mit Hilfe von Anaerobtépfen und dazugehérigen Anaerobbeuteln
aufgebaut wird. Der Vorgang des Animpfens gleicht dem der Coliformen und Enterobacteriaceae.
Die angeimpften Milchsaurebakterien werden in ein Becherglas gestellt und mit diesem in einem
Anaerobtopf platziert. Ein Anaerobbeutel wird ge6ffnet und zu den Mikroorganismen in den An-
aerobtopf gestellt. Der Anaerobtopf muss innerhalb von 30 Sekunden geschlossen werden, um
die geeignete Gasatmosphare fiir ein mikroaerophiles Wachstum gewahrleisten zu kénnen. Der
Anaerobtopf wird bei 30°C fir 72 Stunden inkubiert (siehe Anhang VI).

Fiir die weiterflihrende Vorgehensweise nach der Inkubationszeit siehe 3.5.2ff.

3.7 Probenvorbereitung und Herstellen der Zellkulturen fir Hefen und Schimmel-

pilze
Aus den Gebrauchskulturen werden Ausstriche auf DG18 und SDA gemacht und bei 20°C fir fanf
Tage inkubiert. Schimmelpilze miissen grundlegend von bewachsenen Platten abgeschwemmt
werden, um Verdiinnungen herstellen zu kénnen.
Der Vorgang des Abschwemmens findet unter der sterilen Werkbank statt. Eine stark bewachsene
Platte wird geoffnet und ein Réhrchen mit 0,9% NaCl Losung hinzugefiigt. Mit einem Einwegspatel
wird der Schimmelpilz mit der NaCl Lésung mehrere Minuten homogenisiert, bis eine einheitlich
schwarze Schimmelsuspension entsteht. Die Suspension wird zurlick in das Reagenzglas pipettiert.
Fiir den weiteren Verlauf, der sich mit der Vorgehensweise ab dem Zeitpunkt nach der Inkubati-

onszeit mit Enterobakterien und Milchsdurebakterien deckt, siehe 3.5.2ff.
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3.8 Messmethodik/Analytik
Die prazise Herstellung der Zellkulturen, wie im vorherigen Abschnitt beschrieben wurde, ist die
Grundvoraussetzung und somit der erste Schritt flr einen erfolgreichen Produktivitatsnachweis

der Nahrmedien. Die Reihenfolge der Versuchsschritte im Labor, setzt sich wie folgt zusammen:

1. Welches Nahrmedium soll Gberprift werden?
2. Welche Ziel- und Nichtzielkeime sind dafir erforderlich?

3. Herstellung der Ziel- und Nichtzielkeime.

Es ist zeitlich miteinzuplanen, wie lange die angeimpften Gebrauchskulturen erstmals im Brut-
schrank verweilen missen, bis Wachstum festzustellen ist. AnschlieRend kann wie beschrieben
die Einstellung des endgiltigen Zelltiters fir die einzufrierenden Stamme in Milchsuspension er-
folgen.

Allgemeingiltige Vorgehensweise flir ein Ndhrmedium:

1.Durchfiihrung der Untersuchung des Aufschmelzprozesses der Methode | fiir das ausge-
wahlte Ndhrmedium (Methode Il und lll werden an den Folgetagen durchgefiihrt).

2. Durchflihrung der fur die Standzeiten der Routineprifung (iber neun Stunden) vorge-
sehenen Untersuchung fir dasselbe Nahrmedium, welches an den Vortagen beziglich des
Aufschmelzprozesses tberprift wurde.

3. Fortsetzung der Durchfiihrung der Routinepriifung (erneute neun Stunden).

4. Die Auswertung erfolgt je nach Inkubationszeit zwischen den einzelnen Messungen.

3.8.1 Durchflhrung des Plattengussverfahrens im Rahmen eines Produktivitatsnachwei-

ses fur Nahrmedien:
Der Ablauf der Versuchstage gilt fiir alle flinf untersuchten Nahrmedien gleichermaRen. Fiir jedes
Ndhrmedium werden die Zielkeime aus dem Gefrierschrank in ein -20 °C Rack zum Auftauen ge-
stellt. Der Anzahl der Zielkeime entsprechend werden 250 ml Flaschen mit dem errechneten Pep-
tonwasser-Anteil mittels einer Glaspipette befllt. Fiir jeden Stamm des zu liberprifenden Nahr-
mediums werden insgesamt 50 ml Zellsuspension hergestellt, die aus Peptonwasser und Zellen
besteht. Ein Volumen von 50 ml gewahrleistet ein hinreichendes Zellsuspensionsvolumen fir ei-
nen gesamten Versuchstag. (siehe Anhang VI).
3.8.1.1 Zell- und PW-Anteil fiir 50 ml Zellsuspension bestimmen
Der Mittelwert des Zelltiters eines Stammes gibt Auskunft Gber das erforderliche Mischverhaltnis.

Jedes Mischverhaltnis hat einen Zellanteil und einen Pufferlésungsanteil.
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Beispiel Mischverhaltnis 1:5 auf 50 ml

Waurde beispielsweise ein mittlerer Zelltiter von 5,27x10%KbE/ml fiir den hergestellten Stamm
E.Coli ermittelt, ist nach Auftauen des Cryoréhrchens E.Coli ein Mischverhaltnis von 1:5 (Zel-
len:Peptonwasser) auf 50 ml herzustellen, um das Wachstum von 50 — 150 Kolonien auf einer
Platte zu sichern. Die 40 ml Peptonwasser kénnen bereits am Vortag der Untersuchung in eine
sterile 250 ml Glasflasche pipettiert werden und in einem Kiihlschrank gelagert werden. Der Zel-
lanteil wird ebenfalls auf die ermittelte Verdiinnungsstufe angeglichen. Hierbei ist der Exponent
des Zelltiters zu beriicksichtigen. Die Zelltiter der selbst hergestellten Gefrierkulturen liegen zwi-
schen 10* KbE/ml und 10° KbE/ml. Aus dem Inhalt eines aufgetauten Rohrchens werden die Ver-
diinnungen des Zellanteils bestimmt. Bei 10 ml erforderlichem Zellanteil mit einer Keimdichte von
10% KbE/ml, die in einem gefrorenem RShrchen eingestellt ist, wird zweimal verdiinnt, sodass man
bei der vorgeschriebenen Menge des Inokulums von 1,0 ml, auf die 100er Verdiinnung und eine
geeignete Kolonieanzahl erreicht. Je nachdem, wie das Mischverhaltnis der jeweiligen Keimsus-
pensionen ausfallt, kann es durchaus vorkommen, dass man aus einem Cryoréhrchen mehrere
Verdinnungen gleicher Verdiinnungsstufen anlegen muss, um das gewiinschte Zellanteil-Volu-
men zu erhalten.

Der Zellanteil wird je nach erforderlichem Zellvolumen mit einer Eppendorf Pipette (100-1000ul)
oder einer 10 ml Glaspipette zu dem Peptonwasser-Anteil pipettiert und bis zum Verwendungs-
zeitpunkt kihlgestellt. Im Vorfeld wird jede erforderliche leere Petrischale fiir die stiindliche Mes-
sung mit Art des Nahrmediums, Zielkeim, Standzeit (t, bis tis), Flaschennummer (1, 2, 3 aufgrund
der Dreifachbestimmung) und Volumen (250 ml/500 ml) beschriftet, woraus je nach Vorgabe der
Zielkeimanzahl unterschiedlich viele beschriftete Plattenstapel entstehen, die pro Messung bei-

mpft werden missen.
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3.8.1.2 Ansetzen der leeren Petrischalen

1. Schritt: Zielkeim | [l 11 IV etc. pro Plattenstapel (4 Petrischalen) beimpfen

Schritt 1.a)

Anordnung der
Petrischalen
vor-/ wahrend
des Beimpfens

U

Schritt 1.b)

Anordnung der

Zielkeim | beimpfen

e —-
. ? Petrischalen mit jeweils
—

Petrischalen & E__a:_j @ B Zielkeim |

nach dem
Beimpfen

Abbildung 5: Stapelsystem vor dem Ansetzen der Petrischalen

Jeder Stapel der beschrifteten Petrischalen, die fiir die erste Messung (immer t,) eingesetzt wer-

den, sind, von links nach rechts, in einer Linie unter die Sterilbank zu stellen. Die vorerst in die

Kihlung gestellten sterilen 250 ml Flaschen mit 50 ml Zellsuspension eines Zielkeims, die ebenso

mit Zielkeim, Mischverhaltnis und Volumen zu beschriften sind, werden hinter den zugehoérigen

beschrifteten Zielkeim-Stapel, der bereits unter der Werkbank platziert ist, gestellt. Die erste 250

ml Flasche, die den ersten Zielkeim enthalt, wird ausgiebig geschwenkt, bevor in alle vier Pet-

rischalen des zugehorigen ersten Stapels mit gleichem beschriftetem Zielkeim, jeweils 1 ml Zellsu-

spension pipettiert wird. Ist der erste Stapel angesetzt wird er aufgel6st, indem der Reihe nach

von oben nach unten, die Platten von links nach rechts nebeneinander angeordnet werden.
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2. Schritt: Beimpfte und neu angeordnete Petrischalen-Stapel mit Agar XY gieRen

Zielkeim 111

&

- Zielkeim Il

Zielkeim |

&

uape|dzualajay . . . .

Abbildung 6: Stapelsystem der angesetzten Petrischalen vor dem Giefsen

Petrischale 1-3 sind Anfang dreier neuer Plattenstapel, die sich nun nicht mehr, nach dem Ziel-
keim, sondern nach der Flaschenanzahl fiir die Dreifachbestimmung richten. Fiir eine Untersu-
chung mit Dreifachbestimmung sind drei Versuchsreihen pro Durchlauf erforderlich. Angewandt
auf die Validierung eines Nahrmediums sind drei zu testende Agar-Flaschen desselben Nahrmedi-
ums und dergleichen Charge fiir ein glaubwiirdiges statistisches Ergebnis noétig. Die Platten mit
den unterschiedlichen Zielkeimen des Ndhrmediums werden vor dem GielRen pro Flasche gesta-
pelt. Alle weiteren Zielkeimstapel, die noch unter der Werkbank stehen, werden wie fir den
ersten Zielkeim mit zugehdrigem Plattenstapel beschrieben angesetzt und nach der Reihe auf die
neuen Agar-Flaschen Stapel (1. bis 3. Flasche) verteilt. Die Referenzplatten aus den Zielkeimsta-
peln bilden nach dem Ansetzen einen vierten Stapel, der nicht mit dem zu testenden Nahrme-
dium gegossen wird, sondern mit dem jeweiligen Referenzmedium. Alle vier Stapel (fur die 1. Fla-
sche, 2. Flasche, 3. Flasche und Referenz-Agar-Flasche) werden aus der Sterilbank auf den QS-Ar-
beitsplatz gestellt. Vor jeder Flasche befinden sich nun die angesetzten Petrischalen mit den un-
terschiedlichen Zielkeimen fiir das zu testende Nahrmedium. Die Zeitpanne zwischen Ansetzen
und Giellen muss so gering wie moglich gehalten werden, um die Teilung der Zellen auf den Pet-

rischalen maoglichst klein zu halten (siehe Anhang VI).
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3.8.2 Beschriebene Vorgehensweise angewendet auf die durchgefiihrten Untersuchun-
gen des Aufschmelzprozesses und der Untersuchung der Routineprifung

Im Folgenden werden die einzelnen Untersuchungen zum Aufschmelzprozess und zur Routine-

Uberprifung, die alle immer fir ein Nahrmedium durchzufiihren sind soweit beschrieben, bis es

nach zuvor beschriebenem Schema (Zell- und Peptonwasser-Anteil fiir 50 ml Zellsuspension be-

stimmen, Ansetzen der leeren Petrischalen) zum GieRen und Inkubieren der angeimpften Platten

und der darauffolgenden Auswertung kommen kann.

3.8.2.1 Aufschmelzmethode 1 (gemdfs DIN EN ISO 11133):
Untersuchung des Aufschmelzprozesses des Agars wahrend sich das WB auf 95°C erhitzt

Fiir die Untersuchung des Aufschmelzprozesses wird ein Untersuchungszeitraum von vier Stunden
angesetzt (to-t2). Das Zeitintervall zwischen den Messungen betragt zwei Stunden, sodass ausge-
hend vom Nullpunkt, der ersten Messung t,, nach 2 Stunden Verweilzeit im Trockenschrank t; und
erneut nach zwei Stunden Verweilzeit im Trockenschrank t, gemessen wird. Bevor das Wasserbad
eingeschaltet wird, werden die Agar-Flaschen aus der Kiihlzelle enthommen und in das Wasser-
bad gestellt. Die Anzahl der Agar-Flaschen hangt von den Volumina der zu prifenden Agar-Fla-
schen (500 ml oder 250 ml) und der Anzahl der Zielkeime ab. Je mehr Zielkeime auf die Platten
geimpft werden, desto mehr Platten und Agar-Flaschen werden bendtigt. Im Vorfeld ist abzu-
schatzen, wie viel Liter Agar fir einen Versuchstag bendtigt werden, sodass fir alle zeitlich festge-
legten Versuchsslots, in denen gegossen wird, ausreichend Agar zur Verfligung steht. Erfahrungs-
gemall werden fir eine Dreifachbestimmung drei bis sechs 500 ml Agar-Flaschen bzw. sechs bis
neun 250 ml Agar-Flaschen ben6étigt. Die Flaschen werden mit den Zahlen 1-3 nummeriert, damit
sie beim GieRRen den mit Zellen befiillten Plattenstapeln zugeordnet werden kénnen. Wie bereits
erwdhnt befindet sich auf jeder Petrischale auch immer die korrespondierende Flaschennummer.
Nachdem das Wasserbad eingeschaltet wurde, wird die genaue Uhrzeit notiert. Sobald die Tem-
peratur des Wasserbades die Temperatur von 95°C erreicht hat, wird erneut die Uhrzeit notiert
und in Abstdanden von 10 Minuten der Aufschmelzstatus Gberprift. Die Flaschen gelten als aufge-
schmolzen sobald der Agar bei manuellem Rotieren und gegen das Licht halten, keinen Wider-
stand durch noch nicht aufgeschmolzene Agar-Klumpen oder starke Blaschenbildung am inneren
Rand der Flasche aufweist. Die Agar-Flaschen werden bei Raumtemperatur abgekiihlt. Sobald die
herausgenommenen Agar-Flaschen eine Temperatur von 47°C erreicht haben, wird die erste Mes-
sung to durchgefiihrt. Die Uhrzeit beim Erreichen der Temperatur von 47 °C ist zu notieren. Nach

der ersten Messung to, werden die Flaschen in den Trockenschrank tGberfiihrt, der die Flaschen
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auf einer konstanten Temperatur von 47°C halt. Messung t; und t; erfolgen nach derselben Vorge-
hensweise.

Zu beachten beim Giellen des Agars in die Petrischalen:

1. Agar-Flaschen 1,2,3 werden in korrespondierende Petrischalenstapel Nr.1,2,3 gegossen.

2. Petrischalen werden mit ca. 15 ml-20 ml Agar beflllt.

3. Achtférmiges Kreisen des gegossenen Petrischalenstapels erforderlich, um Mikroorganis-
men gleichmalig zu verteilen.

4. Fir eine geringere Trocknungszeit ist eine pyramidenartige Anordnung der Platten hilf-
reich.

5. Getrocknete Platten werden kopfiber in ein Rack gestellt.

(siehe Anhang VI)

3.8.2.2 Aufschmelzmethode 2 (abweichend von der DIN EN ISO 11133)
Untersuchung des Aufschmelzprozesses der Agar-Flaschen bei der Temperatur von 95°C (WB ist

bereits auf tmax erhitzt)

Das Wasserbad wird eingeschaltet. Die zu testenden Agar-Flaschen werden erst beim Erreichen
von 95 °C dem Wasserbad zugesetzt. Die Agar-Flaschen werden aufgeschmolzen und aus dem
Wasserbad entnommen, sobald sie die gewiinschte Konsistenz haben. Erreichen die Agar-Fla-
schen die Temperatur von 47 °C folgen die Schritte gemal} des oben genannten Aufschmelzpro-

zZesses.

3.8.2.3 Aufschmelzmethode 3 (abweichend von der DIN EN ISO 11133)
Untersuchung die Agar-Flaschen iber den Aufschmelzprozess hinaus im WB stehen lassen

Die Agar Flaschen (iber einen langeren Zeitraum bei 95°C im Wasserbad stehen zu lassen, obwohl
sie bereits aufgeschmolzen sind, soll die Widerstandsfahigkeit und gleichermaRen die Qualitats-
merkmale des Agars durch die Bestimmung der Pg-Werte pro Messdurchlauf testen. Darliber hin-
aus soll, wie bei den beiden vorigen Methoden die Moglichkeit bestehen, bereits beim Aufschmel-
zen der Nahrmedien prozessoptimierende MaRBnahmen einzufiihren, die die Produktivitat des
Agars so lang wie moglich Gber 50% halt. Diese Untersuchung wird als Pilotprojekt angesehen,
wodurch aus materialeinsparenden Griinden keine Dreifachbestimmung durchgefiihrt wird und
ausschlieBlich drei Agar-Flaschen fiir drei Messdurchldufe verwendet werden. Die Agar-Flaschen
werden vor Inbetriebsetzung des Wasserbades im Wasserbad platziert. Das Wasserbad wird ein-
geschaltet und auf 95°C erhitzt (siehe dazu Anhang VII).

Sobald der Agar aufgeschmolzen ist wird er fiir weitere 30 Minuten im Wasserbad belassen. An-

schliefend wird die erste Agar-Flasche aus dem Wasserbad herausgenommen und wie gehabt bis
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auf 47 °C abgekihlt. Fir die Agar-Flaschen 2 und 3 wird analog verfahren. Betrachtet wird insge-
samt also ein Zeitraum von 1,5 Stunden, indem die Agar-Flaschen (iber den Aufschmelzprozess
hinaus Temperaturen von 95°C ausgesetzt sind. Sobald die erste Agar-Flasche abgekiihlt ist, findet
Messung to statt. Der Agar der Flasche 1 wird in die beschrifteten und bereits angesetzten Pet-
rischalen gegossen. Flaschen 2 und 3 folgen entsprechend fir t; und t,, sobald sie die Temperatur

47 °C erreicht haben.

3.8.2.4 Routinebegleitende Untersuchung der Standzeiten von Ndhrmedien (ber einen Zeitraum
von maximal 34 Stunden
Vor den zwei aufeinanderfolgenden Versuchstagen wird sichergestellt, dass das Wasserbad so

programmiert ist, dass es sich automatisch um 4:00 Uhr morgens einschaltet. Zwischen 5:00 Uhr
und 6:00 Uhr morgens hat das Wasserbad seine gewiinschte Temperatur von 95°C erreicht und
zwischen 7:00 Uhr und 7:30 Uhr sind die Flaschen aufgeschmolzen und werden parallel mit den
Agar-Flaschen, die die Routinelabormitarbeiter verwenden aus dem Wasserbad genommen und
abgekihlt. Alle Agar-Flaschen des zu untersuchenden Mediums sowie die bendtigten Referenz
Agar-Flaschen werden fiir beide Versuchstage am Vorabend in das Wasserbad gestellt. Fir die
stiindliche Messung fiir die Uberpriifung der Standzeiten des Agars im Trockenschrank (maximal
34 Stunden), werden 12 Agar-Flaschen mit einem Volumen von 500 ml benétigt. Die ersten sechs
Agar-Flaschen, die fiir den ersten Versuchstag bestimmt sind, werden mit einem kleinen ,,a“ hin-
ter der Flaschennummer gekennzeichnet, die restlichen sechs Agar-Falschen mit einem kleinen
,b". Durch die Indizierung werden die Agar-Flaschen des ersten Versuchstages von den Agar-Fla-
schen des zweiten Versuchstag unterschieden. Bei einem Agar Volumen von 250 ml sind 24 Agar-
Flaschen erforderlich, die analog nummeriert werden.

Die mikrobiologische Routinearbeit beginnt um ca. 9:30 Uhr mit dem GieRen der ersten Platten.
Zu diesem Zeitpunkt mussen die Cryoréhrchen, die aus dem — 80 °C Schrank in die -20 °C Kihlblo-
cke gestellt werden (7:00 Uhr), aufgetaut (abgeschlossen um 8:30 Uhr) werden, daraus die Ver-
diinnungen mit den jeweiligen Mischverhaltnissen unter der Sterilbank fiir ein Volumen von 50 ml
hergestellt (abgeschlossen um 9:20 Uhr) und die gesamten Petrischalen fiir die vollstandigen zwei
Versuchstage beschriftet sein. Der erste Versuchstag besteht aus neun Messungen in stiindlichem
Abstand beginnend von 9:30 Uhr bis 17:30 Uhr. Die Versuchsdurchlaufe sind auf den jeweiligen
Petrischalen beginnend mit to und abschlieRend mit tg gekennzeichnet. Wie bei den Auf-
schmelzprozessen werden die ersten drei Flaschen (1a, 2a, 3a) direkt fir die erste Messung um
9:30 Uhr (to) verwendet. Die librig gebliebenen Flaschen des restlichen Versuchstags und des
zweiten Versuchstags werden in den Trockenschrank gestellt. Nach to bleibt eine knappe Stunde

Zeit, um t;, die zweite Messung vorzubereiten. Nach dem GielRen werden die Agar-Flasche 1a-3a
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zu den anderen Agar-Flaschen in den Trockenschrank gestellt und die Sterilbank mit Bacillol und
ggf. mit Khorsolintlichern gereinigt. Anschlieend werden die fiir die zweite Messung beschrifte-
ten unterschiedlichen Zielkeimmikroorganismen-Stapel nebeneinander unter der Sterilbank plat-
ziert. Zehn Minuten nach jeder vollen Stunde werden nacheinander die sterilen Glasflaschen samt
der 50 ml hergestellten Zellsuspension der verschiedenen Zielkeimmikroorganismen zu den Sta-
peln aus Petrischalen gestellt, wobei immer nur eine mit Mikroorganismen gefiillte Flasche unter
der Sterilbank steht. Auch hier soll die Zellteilung, die moglicherweise durch das zeitgleiche Her-
ausstellen der Glasflaschen mit der Zellsuspension aus der Kiihlung entstehen kdnnte, vermieden
werden.

Das stiindliche Ansetzen der jeweiligen Zielkeime und das darauffolgende GieRen des zu prifen-
den Agars, erfolgt nach demselben Schema (siehe Abbildungen 5 undé6).

Bis zur letzten Messung um 17:30 Uhr (tg) sind zwei groRe Racks und ein kleines Rack gefllt. Je
nach Nahrmedium werden die Racks fiir die vorgegebene Inkubationszeit und Temperatur in den
richtigen Brutschrank gestellt und bebriitet. Die flir den zweiten Versuchstag vorgesehenen, auf-
geschmolzenen Agar-Flaschen bleiben tGiber Nacht im Brutschrank. In dem Zeitraum zwischen
17:30 Uhr-9:30Uhr des Folgetages, finden innerhalb der 34 Stunden keine Messungen statt. Ver-
suchstag zwei lauft exakt, wie Versuchstag eins ab, wobei ausschlieflich neue Referenz Agar-Fla-
schen aufgeschmolzen werden missen und frische 50 ml Zellsuspensionen fir jeden Zielkeim her-
zustellen sind, um die lbrig gebliebenen Messungen ts-t17 durzufiihren. Der zu testende Agar be-
findet sich noch vom Vortag im Trockenschrank (Beschriftete Flaschen gekennzeichnet mit ,,b“

entsprechen dem 2. Versuchstag).
Das Unterkapitel 3.8 wurde in Anlehnung an den Leitfaden der ALTS-Arbeitsgruppe ,,Hygiene und

Mikrobiologie” zur Leistungspriifung von Nahrmedien nach DIN EN ISO 111333-2015-02 in amtli-

chen Untersuchungseinrichtungen (Herstellung/Zukauf fur den Eigenbedarf), pp. 3-11 verfasst.
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3.9 Auswertung und Datenanalyse sowie Erstellung der Regelkarten

Sobald die Bebriitungszeit der Gussplatten (unabhangig von der jeweiligen Untersuchung) vo-
riber ist, werden die Racks auf einen Auswertungswagen gestellt. Die Auswertung der gegosse-
nen Platten erfolgt durch handisches Auszahlen mit Hilfe eines Zahltisches und Zahlscheiben. Je

nach Morphologie der Kolonien wird das Hilfsmedium gewahlt (Anhang VII).

3.9.1 Auszdhlen und Bestimmen der Koloniezahl jeder Platte

Die Kolonien sind mit einem Edding auf dem Boden der Petrischale zu markieren und durch einen
Klicker, der das Zahlen erleichtert, auszuzahlen. Die ausgezahlte Kolonieanzahl wird auf dem Bo-
den der Petrischale notiert.

Die ersten drei Plattenstapel von der ersten Messung to sowie die dazugehorigen Platten des Re-
ferenzmediums, die fiir jeden Zielkeim fiir die Bestimmung des Produktivitatsverhaltnisses erfor-
derlich sind, missen aus dem Rack genommen werden. Auf allen Plattenebenen der drei Pet-
rischalen-Stapel befindet sich derselbe Zielkeim, sodass die ersten vier Platten, die oben aufliegen
von links nach rechts gesehen ausgezahlt werden kdnnen (1., 2., 3. Flasche eines Zielkeims + Refe-
renzmedium fir alle drei Flaschen aufgrund der Dreifachbestimmung). AnschlieBend wird erneut
die nachste oben aufliegende Platte von jedem der drei Stapel zum Auszahlen nebeneinanderge-
legt. Nun handelt es sich im Gegensatz zu den drei vorher ausgezahlten Platten um einen anderen
Zielkeim. Die drei auszuzahlenden Platten beinhalten jedoch unter sich denselben Zielkeim (siehe
Anhang VII). Die zu den aktuellen drei Platten passende Referenzplatte wird ebenfalls ausgezahlt
und mit den Kolonieanzahlen der zu testenden Platten ins Verhiltnis gestellt.

Aus diesem Produktivitatsverhaltnis zwischen ausgezahlten Kolonien des zu testenden Mediums
und ausgezahlten Kolonien des Referenzmediums ergibt sich der Pg-Wert fiir die Messung to. Sind
alle drei Plattenstapel mit zugehorigen Referenzplatten ausgezahlt, wird dieses Vorgehen fir Mes-
sungen t;-tg und am Folgetag ab Messung ts bis t17 flr die Routineprifung oder fiir t; und t; fur die
Aufschmelzprozesse fortgefiihrt. Die ausgezahlte Koloniezahlen pro Messung lassen sich direkt in
eine bereits selbst vorbereitete digitale Tabelle eintragen, sodass sich schnell der Pr-Wert pro
Zeitintervall ermitteln Iasst und eine erste Einschatzung der Produktivitdt vorgenommen werden

kann (siehe Tabelle: 2ff.).
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3.9.2 Erstellung einer Regelkarte

Fiir jeden Zielkeim pro getesteter Agar-Flasche wird eine Tabelle mit der Anzahl ausgezahlter Ko-
lonien des getesteten Nahrmediums, dem Produktivitdtsverhaltnis des getesteten Mediums und
der Kolonieanzahl des Referenzmediums (in Form des Pr-Wertes) sowie den Bereichswerten, die
sich aus dem Produktivitatsverhaltnis ergeben, pro Testdurchlauf (i ) erstellt. Aus dieser Tabelle
ergibt sich die Regelkarte, aus der graphisch das Ergebnis des Produktivitatsnachweises pro Ziel-
keim eines Nahrmediums zu entnehmen ist. Alle Daten aus den drei Tabellen eines Zielkeims und
den dazugehorigen Regelkarten werden in einer vierten Tabelle sowie einer vierten Regelkarte als
Mittelwert der Dreifachbestimmung zusammengefasst, die in dieser Form im Ergebnisteil vorge-
stellt sind. Der Umfang einer Tabelle bzw. der dazugehdrigen Regelkarte richtet sich nach dem
Untersuchungsumfang. Je nach Untersuchung, ob Aufschmelzprozess oder Standzeitenkontrolle,
werden 3 (to, t1, t2) bis 18 (to-ts erster Versuchstag und te-t17 zweiter Versuchstag) Messungen in
verschiedenen Zeitintervallen, innerhalb einer Regelkarte durchgefihrt.

Die Anwendung von Regelkarten setzt ein standardisiertes Inokulum voraus. Zur Berechnung des
Mittelwerts eines Priifereignisses i ist xi KbE/1,0 ml fur das Prifmedium und yi KbE/1,0 ml fiir

das Referenzmedium zu bestimmen.

Berechnung des Pr-Wertes:

Der Pg-Wert ergibt sich aus dem Produktivitatsverhaltnis des Ereignisses i.

Xi

Ti=—

Vi
Berechnung des mittleren Bereichs:

Fiir die Bestimmung des mittleren Bereichs (R) der Pz-Werte ist folgende Gleichung anzuwenden:

n
R=(=g) 2=
- Tl—l . Ti Ti-1
=1

Hierbei ist

xi = Koloniezahl Prifmedium

yi = Koloniezahl Referenzmedium

i = die Nummer der Prifung;

n = die Gesamtanzahl der Prifungen;
ri = der i-te Pr-Wert

Berechnung der Standardabweichung:
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Die Standardabweichung (s) aus dem mittleren Bereich wird mit einer Konstanten (0,8865) oder
deren reziproker Wert 1,128 bestimmt. Dies ist der von der American Society for Testing and Ma-
terials (ASTM) vorgegebene Wert fiir die resultierenden Priifergebnisse.
_ R

(s)=0,8865xR=—"

1,128
Berechnung der Vertrauensgrenzen:
Mit der Standardabweichung werden die Vertrauensbereiche berechnet, in denen sich die einzel-

nen Pr-Werte bewegen diirfen. Das 95% Konfidenzintervall entspricht (x 2s) und das 99% Kon-

fidenzintervall (£ 3s).

3.9.3 Beispielberechnung zur Erstellung einer Regelkarte unter der Verwendung von 20
aufeinanderfolgenden Ergebnissen

In folgender Tabelle sind Werte von 20 hintereinander durchgefiihrten Uberpriifungen aufge-

fiihrt. Es werden die Produktivitatsverhaltnisse an einem nicht selektiven Agar dargestellt. Die Er-

gebnisse dienen der Erstellung der Regelkarte.

Unter der Tabelle sind exemplarische Rechenschritte fir das Zustandekommen der Tabellenwerte

aufgefihrt. Fir jeden Zielmikroorganismus eines Ndhrmediums wird eine zusammenfassende Ta-

belle mit darauffolgender Regelkarte erstellt. Mit den Werten der Tabelle werden weiterfiihrende

Berechnungen durchgefiihrt, deren Ergebnisse sich in der Regelkarte abzeichnen.

Ergebnisse von Priifung Nummer (i)
i= 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
KBE 95 102 94 97 105 68 98 105 103 116
(Priifagar-
xi)
T 086|093 |08 |08 |09 |062 |089 |095 |094 |1,05
i — Tia| - 0,07 (008 |003 |007 |033 |006 |006 |001 |0,01
[ = 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
KBE 95 | 90 89 116 114 110 114 98 88 102
(Prifagar-
xi)
ri 08|08 |08 |105 |104 |1,00 |1,04 |089 |0,80 |0,93
i — Tia| 0,19004 |001 |024 (001 |004 |004 |015 |0,09 |0,13

Tabelle 2: Beispieltabelle fiir die Erstellung einer Regelkarte
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Berechnung des mittleren PR-Wertes mit den Zahlenwerten der Beispieltabelle:

=091

~ r 0,86+0,93+0,85+-+080+093 1816
"= n 20 =720

Berechnung der Bereichswerte:
Die Tabellenzeile (R = |ri — ri.1|beschreibt Bereichswerte und stellt die absoluten Differenzen der

sequenziellen Werte dar:
0,93 -0,86=0,07,0,85—-0,93 =0,08,0,88 — 0,85 = 0,03 usw.

Berechnung des mittleren Bereichs:
Der mittlere Bereich wird als erster Schritt fiir die Berechnung der Standardabweichung benétigt:

e R _0,07+0,08+0,03+---+0,09+0,13_1,76_009
N n—-1 19 19

Berechnung der Standardabweichung:
In die bereits aufgefiihrte allgemeinglltige Gleichung fiir die Standardabweichung wird der er-

rechnete Wert des mittleren Bereiches mitaufgenommen:
Standardabweichung (s) = 0,8865 * 0,09 = 0,082
Berechnung der Vertrauensgrenzen:
Mit dem errechneten Wert der Standardabweichung wird die 95%-Vertrauensgrenze und die
99%-Vertrauensgrenze ermittelt:
95% — Vertrauensgrenze = 0,91+ 2 % 0,082 = 0,91 + 0,16 = 0,75 bis 1,07
99% — Vertrauensgrenze = 0,91 + 3 x 0,082 = 0,91 + 0,25 = 0,66 bis 1,16

Das Unterkapitel 3.10 wurde in Anlehnung an die (DIN EN 1SO 11133:2015-02, pp. 86-94) verfasst.
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4. Ergebnisse

Die wichtigsten Ergebnisse der Validierung der untersuchten Nahrmedien werden im folgendem
Ergebnisteil tabellarisch und graphisch abgebildet. Die stiindliche Untersuchung der Produktivitat
des Agars Uber maximal 34 Stunden (in den Abbildungen gekennzeichnet durch: Standzeiten)
steht fiir die Beantwortung der Forschungsfrage im Vordergrund.

Die Ergebnisse der Aufschmelzprozesse erscheinen aufgrund des Umfanges fiir alle Nahrmedien
im Anhang A.

Es ist erwdhnenswert, dass fiir TBX und VRBD ein Volumen von 500 ml und 250 ml fir alle drei
Aufschmelzprozesse durchgefiihrt wurde. Im Ergebnisteil werden ausschlieRlich die Volumina von
500 ml priorisiert, da diese wahrend der Routinearbeit primar verwendet werden.

VRBL, YGC und MRS werden ausschlieflich im Labor mit 250 ml Volumen gegossen, wodurch sich

die Ergebnisse der Arbeit fir diese Nahrmedien auf ein Volumen von 250 ml beziehen.

Die Ergebnisse der restlichen Volumina mit 250 ml sind fiir alle Untersuchungen im Anhang A hin-

terlegt.

Mit Hilfe der Methode der pro Stunde durchgefiihrten Standzeitenkontrollen von VRBD wurden
zwei unterschiedliche Hersteller von VRBD Agar miteinander verglichen. Der bisher im Labor der
Eurofins Bio Testing Services Nord GmbH noch nicht verwendete VRBD Agar von Xebios, soll ggf.
durch Oxoid ersetzt werden.

Die Oxoid VRBD Agar-Flaschen werden in der mikrobiologischen Routinearbeit taglich verwendet.
Sie werden im Ergebnisteil vorgestellt. Die Ergebnisse der Xebios VRBD Agar-Flaschen hingegen

nicht (siehe Anhang A).

Die Ergebnisse des Nahrmediums VRBL sind aus Kapazitatsgriinden im Anhang A aufgefihrt.

Die Selektivitat und Spezifitat, die fiir einige Nahrmedien (TBX, VRBD, VRBL) Gberpriift werden
musste, fiel bei allen 5 Priifnahrmedien gleichermaRen unkritisch aus, wodurch sie im Ergebnisteil

nicht dargestellt sind.

Alle Daten gehen aus einer Dreifachbestimmung hervor, sodass jede im Ergebnisteil aufgefiihrte

Tabelle, Resultat dreier zusammengefasster Tabellen eines Zielkeims darstellt.
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4.1 Routinebegleitende Leistungsprifung von 500 ml TBX Agar-Flaschen Uber einen
Zeitraum von maximal 34 Stunden

Die nachstehende Tabelle zeigt, dass innerhalb von zwei Untersuchungstagen (i=1-9 sowie i=10-
18) alle Pr-Werte, pro Stunde, iber 50 % lagen. Lediglich zwei Werte, der eine nach einer Lage-
rung des aufgeschmolzenen TBX-Agars im Trockenschrank von 7 Stunden, der andere nach einer
Lagerung im Trockenschrank von 25 Stunden (entspricht aufgrund der 16 stiindigen Pause zwi-
schen Versuchstag | und Versuchstag Il der Messung (i) = 13), bewegten sich ndherungsweise mit
einem Pg-Wert von 0,62 und einem Pg-Wert von 0,69 in Richtung des minimal zulassigen Pr-Werts

von 0,50.
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Ergebnis von Priifung Nummer (i) TBX 500 ml Flasche | bis Flasche Il E.Coli

i= 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Referenz 84 96 81 93 98 111 148 121 84
KBE (Priifagar-xi) 83 90 82 82 87 84 92 104 74
ri 0,99 0,94 1,01 0,89 0,89 0,76 0,62 0,86 0,88
|7 — 7ial 0,05 0,07 0,13 0,00 0,13 0,14 0,24 0,03
i= 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Referenz 100 83 93 113 97

KBE (Priifagar-xi) 82 83 82 78 81

ri 0,82 1,00 0,89 0,69 0,83

|7 — 74| 0,07 0,18 0,11 0,20 0,14

Tabelle 3: 18 hintereinander durchgefiihrte Standzeiten-Uberpriifungen fiir die Routinearbeit, die das Produktivitédtsverhdltnis von E.Coli fiir TBX 500 ml beschreiben.

In der Regelkarte fiir die Standzeiten von TBX 500 ml E.Coli wird deutlich, dass sich alle Pg-Werte nach jeder stiindlichen Uberpriifung des Agars von TBX inner-

halb von 80 % bis teilweise >100% befanden. Bis auf die zwei Werte auf die bereit aufmerksam gemacht wurde und die dennoch in keiner Weise die Leistung

des Agars beeintrichtigen, kann ein Produktivitdtsnachweis bis zu maximal 20 Stunden nach dem Aufschmelzprozess von TBX und der darauffolgenden Uber-

fliihrung der Agar-Flaschen in den Trockenschrank mit vorliegenden Ergebnissen bestatigt werden. Bei den Untersuchungen der Standzeiten konnte der 2.

Untersuchungstag aufgrund firmeninterner Termine nur bis 13:30 Uhr durchgefiihrt werden, wobei nach vorliegenden Ergebnissen zu erwarten ist, dass der

Agar seine Produktivitdt nach weiteren vier Messungen nicht verlieren wird. Die fir 250 ml aufgefiihrten Ergebnisse konnen das bestatigen (siehe Anhang A).

Es ist davon auszugehen, dass sich Volumina von 500 ml Agar-Flaschen und 250 ml Agar-Flaschen wahrend der routinebegleitenden Standzeitenlberprifung

dhnlich verhalten. Die einzelnen Untersuchungsergebnisse der 250 ml TBX-Agar-Flaschen weisen zwar einige wenige, mehr im 60% Bereich liegende Pr-Werte,

als bei einem Volumen von 500 ml auf, die jedoch nie unter 50% fallen, sodass TBX im Gesamtkontext als stabiles Néahrmedium, dessen Produktivitat laut

vorliegender Ergebnisse bis maximal 34 Stunden gewahrleistet ist.
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0,80

0,70
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0,50

Standzeiten TBX 500 ml E.Coli

Von 17:30 Uhr bis
\ 9:30 Uhr 2 Stunde 9 /™

/ bis Stunde 25 im \

keine Messungen

Diagramm, haben /
stattgefunden

Stunden

PR-Wert 1. Flasche 500ml PR-Wert 2. Flasche 500 ml PR-Wert 3. Flasche 500ml Mittelwert

95. KI Anfang 95. Kl Ende = = =99.KI Anfang = = =99.Kl Ende

Abbildung 7: Regelkarte Produktivitétsverhdltnis E.Coli auf TBX 500 ml, Routinebegleitende Standzeiten-Uberpriifung iiber max. 34 h
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4.2 Routinebegleitende Leistungsprifung von 500 ml Oxoid VRBD Agar-Flaschen

Uber einen Zeitraum von maximal 34 Stunden

Aus der Tabelle Al-2: Ubersicht der fiir VRBD relevante morphologische Merkmale, Faktoren der
Qualitatskontrolle in Bezug auf die jeweiligen Zielkeime, geht hervor, dass fiir die Verwendung des
VRBD Agars von Oxoid ein Pg-Wert von mindestens 0,50 nachweisbar sein muss.

Die folgende Tabelle mit den Ergebnissen der Standzeitenkontrolle Gber maximal 34 Stunden fir
den Zielkeim E.Coli zeigt einen einwandfreien Produktivitatsverlauf innerhalb des ersten Ver-
suchstages (9 Stunden). Die Pr-Werte liegen ausnahmslos zwischen 90% und 100%, was ein be-

deutendes Ergebnis fiir die Leistungsfahigkeit des Agars in Bezug auf den Zielkeim E.Coli darstellt.

Der zweite Versuchstag beginnt mit einer auf den gesamten Untersuchungszeitraum betrachte-
ten, tendenziell abweichenden Beobachtung, die mit einem Pg-Wert von 0,75 fast auf die unterste
Vertrauensgrenze des 99% Konfidenzintervalles trifft. Der Pg-Wert ist dennoch deutlich héher als
der von der DIN EN I1SO 11133 vorgegebene Mindest-Pg-Wert von 0,50 fiir VRBD Agar. Alle weite-
ren Uberpriifungen pro Stunde befinden sich in einem auRerordentlich (iberzeugendem Produkti-

vitdtsbereich, der nahezu konstant bei 100 % liegt.

43



Ergebnis von Priifung Nummer (i) VRBD 500 ml Flasche I bis Flasche lll E.Coli

i= 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Referenz 63 65 88 85 84 85 98 113 97
KBE (Priifagar-xi) 68 74 81 92 80 89 109 118 107
ri 1,08 1,14 0,92 1,08 0,95 1,05 1,11 1,04 1,11
Ti— Ti1 0,06 0,21 0,15 0,13 0,10 0,06 0,07 0,07
i= 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Referenz 82 70 67 93 74 86 86 76 79
KBE (Prufagar-xi) 62 75 69 90 77 91 87 82 81
ri 0,75 1,07 1,03 0,97 1,04 1,06 1,02 1,07 1,02
|7 — 7ia] 0,35 0,32 0,04 0,06 0,06 0,02 0,04 0,06 0,05

Tabelle 4: 18 hintereinander durchgefiihrte Standzeiten-Uberpriifungen fiir die Routinearbeit, die das Produktivitétsverhdltnis von E.Coli fiir VRBD 500 ml beschreiben.

In der Regelkarte fiir die Standzeitenkontrollen der aufgeschmolzenen Agar-Flaschen fiir den Zielkeim E.Coli wird graphisch verdeutlicht, dass ein hinrei-

chender Produktivitdtsnachweis liber den gesamten Untersuchungszeitraum von zwei Versuchstagen gegeben ist. Die Produktivitat von E.Coli wird lber die

18 Messungen £ 34 Stunden durch die lange Standzeit im Trockenschrank nicht beeintrachtigt, weshalb die Verwendung des aufgeschmolzenen VRBD Agars

von den Routinemitarbeitern nach den Ergebnissen des Zielkeims E.Coli, bedenkenlos fiir zwei Routine-Arbeitstage verwendet werden kann.
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Standzeiten VRBD (Oxoid) 500 ml E.Coli
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0 5 10 15 20 25 30
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——— PR-Wert 1. E.Coli =——— Mittelwert 95. KI Anfang 95.KIEnde = = =99.KI Anfang = = =99.KI Ende

Abbildung 8: Regelkarte Produktivitétsverhdltnis E.Coli auf VRBD 500 ml, Routinebegleitende Standzeiten-Uberpriifung iiber max. 34 h
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Ergebnis von Priifung Nummer (i) VRBD 500 ml Flasche | bis Flasche lll E. aerogenes

i= 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Referenz 62 58 70 64 63 66 90 83 112
KBE (Priifagar-xi) 51 54 44 63 62 78 85 83 96
ri 0,83 0,94 0,62 0,99 0,98 1,18 0,94 1,00 0,85
Ti— Ti1 0,11 0,31 0,37 0,01 0,19 0,24 0,06 0,14
i= 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Referenz 66 56 65 71 105 88 91 108 97
KBE (Prufagar-xi) 57 57 54 63 78 77 88 93 92,33
ri 0,87 1,01 0,84 0,88 0,74 0,87 0,97 0,86 0,95
|7 — 7ia] 0,01 0,14 0,18 0,05 0,14 0,13 0,10 0,11 0,09

Tabelle 5: 18 hintereinander durchgefiihrte Standzeiten-Uberpriifungen fiir die Routinearbeit, die das Produktivitétsverhdltnis von E.aerogenes fiir VRBD 500 ml beschreiben.

Aus Tabelle 5 geht hervor, dass der Zielkeim E.aerogenes auf VRBD Agar, wie der Zielkeim E.Coli, (iber beide Versuchstage eine nahezu identische Leistungs-

fahigkeit bietet. Der nach drei Stunden im Trockenschrank stehende Agar weist als einzige Messung mit einem Pg-Wert von 0,62 keine Produktivitat zwi-

schen 80% und 100% am ersten Versuchstag auf. Die schwachste Messung des zweiten Versuchstag ist nach 20 Stunden Lagerung im Trockenschrank mit

einem Pg-Wert von 0,74 zu erwahnen. Die Verwendung des aufgeschmolzenen Agars liber zwei vollstandige Versuchstage ist nach diesen Untersuchungen

fiir den Zielkeim E.aerogenes gewahrleistet.
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Standzeiten VRBD (Oxoid) 500 ml E.aerogenes

/ \ Von 17:30 Uhr bis A

9:30 Uhr & Stunde 9
A / \/\ bis Stunde 25 im /\ /\ /

/ \ Diagramm, haben / \V4
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\ / stattgefunden v

Stunden

—— PR-Wert E.aerogenes Mittelwert 95. KI Anfang 95. Kl Ende = = =99.KI Anfang = = =99.Kl Ende

Abbildung 9: Regelkarte Produktivititsverhdltnis E.aerogenes auf VRBD 500 ml, Routinebegleitende Standzeiten-Uberpriifung iiber max. 34 h
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Ergebnis von Priifung Nummer (i) VRBD 500 ml Flasche | bis Flasche Il S.enterica

i= 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Referenz 23 29 27 28 28 33 31 24 35
KBE (Priifagar-xi) 15 16 19 20 17 24 26 27 27
ri 0,65 0,55 0,70 0,73 0,60 0,72 0,84 1,13 0,77
Ti— Ti1 0,10 0,15 0,02 0,13 0,12 0,12 0,29 0,36
i= 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Referenz 203 264 269 271 265 310 303 311 343
KBE (Priifagar-xi) 194 214 235 252 248 239 272 276 233
ri 0,96 0,81 0,87 0,93 0,94 0,77 0,90 0,89 0,68
|7 — 7ia] 0,18 0,15 0,06 0,05 0,01 0,17 0,13 0,01 0,21

Tabelle 6:18 hintereinander durchgefiihrte Standzeiten-Uberpriifungen fiir die Routinearbeit, die das Produktivitétsverhdltnis von S.enterica fiir VRBD 500 ml beschreiben.

Tabelle 6 prasentiert die unterschiedlichen Pr-Werte der Standzeiteniberprifungen fir den Zielkeim S.enterica. Alle Werte pro Messung liegen Gber dem
erforderlichen Produktivitatsverhaltnis von 50%, sodass S.enterica der dritte Zielkeim ist, der fiir eine Weiterverwendung des aufgeschmolzenen Agars und
der damit verbundenen Lagerung im Trockenschrank spricht. Es ist zu erkennen, dass die Pg-Werte von S.enterica wahrend der Gesamtuntersuchung weni-
ger homogen angeordnet sind, als die Ps-Werte von E.Coli und E.aerogenes. Dieses Auftreten charakterisierte die Salmonella bereits wahrend der Auf-
schmelzprozesse.

Auf der Abbildung 10 ist die Regelkarte fiir S.enterica auf VRBD bei einem getesteten Agar Volumen mit 500 ml zu finden. Bis auf den Wert nach Messung
i=8 lasst sich die Produktivitat zwischen ca. 60% und 90% festlegen. Wie erwahnt unterliegt die S.enterica groReren Produktivitditsschwankungen, als bei den

vorherigen zwei Zielkeimen.
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Standzeiten VRBD (Oxoid) 500 ml S.enterica
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Abbildung 10: Regelkarte Produktivitdtsverhdltnis S.enterica auf VRBD 500 ml, Routinebegleitende Standzeiten-Uberpriifung iiber max. 34 h
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Ergebnis von Priifung Nummer (i) VRBD 500 ml Flasche I bis Flasche lll C.freundii

i= 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Referenz 148 200 239 273 286 342 378 431 468
KBE (Priifagar-xi) 150 212 161 260 274 314 380 436 443
ri 1,01 1,06 0,67 0,95 0,96 0,92 1,01 1,01 0,95
Ti—Ti1 0,04 0,39 0,28 0,01 0,04 0,09 0,01 0,06
i= 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Referenz 137 143 148 171 216 256 264 323 377
KBE (Priifagar-xi) 115 125 149 171 177 235 267 296 299
ri 0,84 0,88 1,01 1,00 0,82 0,92 1,01 0,92 0,79
|7 — 7ia] 0,11 0,04 0,13 0,01 0,18 0,10 0,09 0,09 0,13

Tabelle 7: 18 hintereinander durchgefiihrte Standzeiten-Uberpriifungen fiir die Routinearbeit, die das Produktivitétsverhdltnis von C.freundii fiir VRBD 500 ml beschreiben.

In Tabelle 7 werden die Ergebnisse der Pg-Werte fiir den Zielkeim C. freundii vorgestellt. Die Produktivitdt des ersten Versuchstages liegt bis auf Messung

i=3, zwischen 90% und 100%. Der zweite Versuchstag weist eine Produktivitatsspanne zwischen 80% und 100% auf. Die Produktivitat ist an einigen Messun-

gen des zweiten Versuchstages demnach unwesentlich schlechter als am ersten Versuchstag. VRBD kann gemaR dieser Untersuchungen nach allen unter-

suchten Zielkeimen langer gegossen werden als gemal DIN EN I1ISO 11133 vorgegeben.

Abbildung 11 bildet die Ergebnisse der Leistung des Zielkeims C.freundii graphisch ab. Bis auf Messung i=3 liegen alle Ps-Werte des ersten Untersuchungsta-

ges vermehrt Gber dem mittleren Pg-Wert. Die Pr-Werte des zweiten Versuchstages finden sich hingegen unter der Grenze des mittleren Pg-Wertes wieder.
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Abbildung 11: Regelkarte Produktivitétsverhdltnis C.freundii VRBD 500 ml, Routinebegleitende Standzeiten-Uberpriifung iiber max. 34 h




4.3 Routinebegleitende Leistungsprifung von 250 ml YGC Agar-Flaschen Uber einen
Zeitraum von maximal 34 Stunden

Fiir das Nahrmedium YGC wurden drei Untersuchungen zum Aufschmelzprozess und die Hauptun-
tersuchung der Standzeitenkontrolle der aufgeschmolzenen Agar-Flaschen im Trockenschrank fir
maximal 34 Stunden durchgefiihrt. YGC Agar-Flaschen sind ausschlief3lich fiir ein Volumen von
250 ml im Labor verwendet worden. Ein fir YGC annehmbarer Produktivitdtsnachweis ist dann
erfolgreich sofern der von der DIN EN ISO 11133 eingehaltene Pr-Wert 0,5> betragt. Dieser Wert

Iasst sich aus Tabelle Al-4 ablesen.
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Ergebnis von Priifung Nummer (i) YGC 250 ml Flasche I bis Flasche lll S.cerevisiae

i= 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Referenz 93 106 92 100 75 86 92 98 97
KBE (Priifagar-xi) 73 80 75 76 64 60 60 60 64
ri 0,79 0,75 0,81 0,76 0,85 0,69 0,66 0,61 0,66
Ti— Ti1 0,03 0,06 0,05 0,09 0,16 0,04 0,04 0,05
i= 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Referenz 88 111 98 125 107 97 91 82 69
KBE (Prufagar-xi) 61 89 80 64 76 60 64 57 53
ri 0,69 0,80 0,81 0,51 0,71 0,62 0,71 0,70 0,77
|7 — 7ia] 0,03 0,11 0,01 0,30 0,20 0,09 0,09 0,01 0,08

Tabelle 8: 18 hintereinander durchgefiihrte Standzeiten-Uberpriifungen fiir die Routinearbeit, die das Produktivitétsverhdltnis von S.cerevisiae fiir YGC 250 ml beschreiben

In Tabelle 8 sind alle Pr-Werte der stlindlichen Standzeiteniiberpriifung von 250 ml YGC Agar des Zielkeims S.cerevisiae aufgefiihrt. Der Bereich der Produkti-

vitat des ersten Versuchstages zeigt Pr-Werte zwischen 0,60 und 0,85 des Zielkeims. Der Produktivitatsbereich des zweiten Versuchstages weist hingegen

eine Spanne zwischen Pgr= 0,50 und Pr= 0,80 auf. Die Produktivitdt von YGC-Agar nimmt im Laufe des zweiten Versuchstag im Vergleich des Vortages ab.

Keine der Messungen unterschreitet Pr<0,50.

Nachfolgende Abbildung 12 zeigt die Regelkarte der Standzeiten von S.cerevisiae fiir den YGC Agar. Alle Werte befinden sich innerhalb der Vertrauensgren-

zen des 95% Konfidenzintervalls und ordnen sich, abgesehen von Messung i=13, um den mittleren Pg-Wert an. Folglich ist die Verwendung des aufgeschmol-

zenen Agars auf Grundlage des aktuell untersuchten Zielkeims noch legitimiert.
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Standzeiten YGC 250 ml S.cerevisiae

0,95
0,85
Von 17:30 Uhr bis
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PR-Wert 1. S.cerevisiae Mittelwert 95. KI Anfang 95. Kl Ende = = =99.KI Anfang = = =99 K| Ende

Abbildung 12: Regelkarte Produktivitédtsverhéltnis S.cerevisiae auf YGC 250 ml, Routinebegleitende Standzeiten-Uberpriifung iiber max. 34 h
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Ergebnis von Priifung Nummer (i) YGC 250 ml Flasche | bis Flasche Ill A.braziliensis

i= 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Referenz 83 79 83 88 70 73 74 80 81
KBE (Priifagar-xi) 74 68 71 63 61 61 51 54 70
ri 0,90 0,86 0,86 0,72 0,87 0,83 0,69 0,68 0,86
Ti—Ti1 0,04 0,00 0,14 0,16 0,04 0,14 0,01 0,18
i= 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Referenz 131 114 105 128 135 110 140 117 105
KBE (Prufagar-xi) 74 94 75 69 90 67 92 75 91
ri 0,56 0,82 0,71 0,54 0,66 0,61 0,65 0,64 0,87
|7i — 7ia] 0,30 0,26 0,11 0,18 0,13 0,05 0,04 0,01 0,23

Tabelle 9: 18 hintereinander durchgefiihrte Standzeiten-Uberpriifungen fiir die Routinearbeit, die das Produktivitdtsverhdltnis von A.braziliensis fiir YGC 250 ml beschreiben

Tabelle 9 beschreibt die Produktivitatswerte des zweiten Zielkeims, der auf 250 ml YGC Agar-Flaschen getestet wurde. A.braziliensis hat fiir den ersten Ver-

suchstag Pr-Werte zwischen ca. 0,70 und 0,90. Diese Pr-Werte Spanne erweitert sich flir den zweiten Versuchstag. Es sind Pg-Werte zwischen ca. 0,55 und

0,90 zu finden, sodass einige Messungen des zweiten Versuchstages eine tendenziell niedrige Produktivitat aufweisen (siehe i=10, i=13 und i=15). Dennoch

besteht noch keine Unterschreitung des von der DIN EN ISO 11133 festgesetzten Mindest-Pg-Wert. Auf der Abbildung 13 lassen sich die Ergebnisse des

ersten und zweiten Versuchstags miteinander vergleichen. Es wird deutlich, dass die Werte der ersten neun Stunden in denen gemessen wird, zum gréten

Teil Gber dem mittleren Pg-Wert liegen. Die einzelnen Messungen ab Stunde 25 flachen ab und befinden sich vermehrt unter dem mittleren Pg-Wert wieder.
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Abbildung 13: Regelkarte Produktivitétsverhdltnis A.braziliensis auf YGC 250 ml, Routinebegleitende Standzeiten-Uberpriifung iiber max. 34 h
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Ergebnis von Priifung Nummer (i) YGC 250ml Flasche I bis Flasche Il C.albicans

i= 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Referenz 84 101 93 132 65 130 118 106 80
KBE (Priifagar-xi) 66 56 47 50 52 56 54 54 55
ri 0,78 0,55 0,51 0,38 0,79 0,43 0,46 0,51 0,69
Ti— Ti1 0,23 0,05 0,13 0,42 0,37 0,03 0,05 0,19
i= 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Referenz 135 85 76 95 183 63 72 73 58
KBE (Prufagar-xi) 60 62 56 68 67 50 60 65 39
ri 0,45 0,73 0,74 0,72 0,37 0,79 0,83 0,89 0,67
|7 — 7ia] 0,24 0,29 0,01 0,02 0,35 0,42 0,04 0,07 0,22

Tabelle 10: 18 hintereinander durchgefiihrte Standzeiten-Uberpriifungen fiir die Routinearbeit, die das Produktivitédtsverhdltnis von C.albicans fiir YGC 250 ml beschreiben.

Tabelle 10 beschreibt den Verlauf der Pg-Werte pro Stunde fiir den Zielkeim C.albicans. Die Messungen zeigen bereits nach exakt vier Stunden eine deutli-

che Unterschreitung des vorgegebenen Pr-Wertes, was erstmals die von der DIN EN ISO 11133 vorgeschriebene Lagerzeit von vier Stunden im Trocken-

schrank nach dem Aufschmelzprozess fiir Flissigndhrmedien, durch vorliegende Ergebnisse begriindet. Die nachfolgenden Messungen des ersten Versuchs-

tages liegen wiederum im annehmbaren Bereich, sodass der erste Versuchstag im Durchschnitt Pg>0,5 liegt und der Agar fiir den ersten Versuchstag tber

neun Stunden leistungsfahig ist.

Der zweite Versuchstag wird direkt durch eine Unterschreitung des erforderlichen Pr-Wertes gepragt, worauf nach weiteren vier Messungen erneut eine

Unterschreitung erfolgt. Aufgrund der nicht Einhaltungen des erforderlichen Pr-Wertes sollte YGC am zweiten Versuchstag nicht mehr verwendet werden.
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Standzeiten YGC 250 ml C.albicans

1,20
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Abbildung 14: Regelkarte Produktivitdtsverhdltnis C.albicans auf YGC 250 ml, Routinebegleitende Standzeiten-Uberpriifung iiber max. 34 h
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Ergebnis von Priifung Nummer (i) YGC 250 ml Flasche | bis Flasche Ill W.sebi

i= 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Referenz 67 58 65 73 78 58 63 69 66
KBE (Priifagar-xi) 68 68 72 67 75 54 52 62 74
ri 1,01 1,17 1,11 0,91 0,96 0,93 0,83 0,89 1,13
Ti— Ti1 0,15 0,06 0,19 0,04 0,03 0,09 0,06 0,23
i= 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Referenz 74 87 69 82 83 79 97 85 72
KBE (Priifagar-xi) 71 78 65 78 75 70 69 66 66
ri 0,95 0,90 0,94 0,95 0,90 0,89 0,71 0,77 0,92
|7i — 7ia] 0,17 0,06 0,05 0,01 0,04 0,01 0,18 0,06 0,15

Tabelle 11: 18 hintereinander durchgefiihrte Standzeiten-Uberpriifungen fiir die Routinearbeit, die das Produktivitédtsverhéltnis von W.sebi fiir YGC 250 ml beschreiben.

Die Tabelle 11 zeigt fir YGC durch den Zielkeim W.sebi einwandfreie Pr-Werte auf. Wahrend des ersten Versuchstages liegen die Pg-Werte zwischen 0,90

und 1,0, was erstklassige Ergebnisse darstellt. Die Pr-Werte des zweiten Versuchstages haben eine weitere Spanne (Pr-Werte zwischen 0,70 und 0,95) und

liegen vergleichsweise zum ersten Versuchstag etwas niedriger.

In der Regelkarte auf Abbildung 15 ist die Produktivitditsabnahme graphisch abgebildet. Die meisten Pr-Werte des ersten Versuchstages liegen weit oberhalb

des mittleren Pr-Wertes, wohingegen die letzten Messungen am zweiten Versuchstag deutlich leistungsunfahiger sind.
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Abbildung 15: Regelkarte Produktivitétsverhdltnis W.sebi auf YGC 250 ml, Routinebegleitende Standzeiten-Uberpriifung iiber max. 34 h



4.4 Routinebegleitende Leistungsprifung von 250 ml MRS Agar-Flaschen Uber einen Zeitraum von maximal 34 Stunden

Ergebnis von Priifung Nummer (i) MRS 250 ml Flasche | bis Flasche lll P.pentosaceus

i= 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Referenz 82 80 72 89 109 81 85 70 99
KBE (Prifagar-xi) 62 56 58 57 64 58 55 58 64
ri 0,76 0,70 0,81 0,64 0,58 0,72 0,64 0,82 0,65
|7 — 7ia] 0,06 0,11 0,75 0,05 0,14 0,08 0,18 0,18
i= 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Referenz 106 109 76 89 79 90 72 113 97
KBE (Prufagar-xi) 63 53 52 59 62 60 56 54 49
ri 0,60 0,49 0,69 0,66 0,79 0,67 0,78 0,47 0,51
|7 — 7ia] 0,05 0,11 0,20 0,03 0,13 0,12 0,11 0,30 0,03

Tabelle 12: 18 hintereinander durchgefiihrte Standzeiten-Uberpriifungen fiir die Routinearbeit, die das Produktivitédtsverhdltnis von P.pentosaceus fiir MRS 250 ml beschreiben.

Die in Tabelle 12 aufgefiihrten Ergebnisse der Standzeitenliberpriifung fallen fiir den Zielkeim P.pentosaceus beziiglich seiner Produktivitatswerte negativ

aus. Lediglich zwei Pr-Werte erreichen die Mindestanforderung von Pr>0,8.wahrend des ersten Versuchstages (Messung i=1 bis Messung i= 9). Die Pg-Werte

des zweiten Versuchstags liegen alle unter Pg<0,8. Die aufgestellte Hypothese muss fir diesen Zielkeim eindeutig abgelehnt werden. Die nachfolgende Ab-

bildung 16, in der die Regelkarte fir den Zielkeim P.pentosaceus fiir MRS Agar abgebildet ist, verdeutlicht die konstante Unterschreitung der ausgewerteten

Pr-Werte. Der mittlere Pg-Wert liegt zudem mit Pr<0,7 weit unter dem erforderlichen Grenzwert. Die Daten des ersten Versuchstages liegen vermehrt iber

dem mittleren Pg-Wert und die Daten des zweiten Versuchstags finden sich verstarkt dichter bis unterhalb der Grenze des mittleren Pg-Werts wieder.
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Standzeiten MRS 250 ml P.pentosaceus

1,10 -
1,00
0,90
0,80 A A
Von 17:30 Uhr bis
< 070 A 9:30 Uhr & Stunde 9
g ) \ / \/ \ bis Stunde 25 im ~N/ V
;-,,= \ / v Diagramm, haben / \
& 0,60 N/ keine Messungen
stattgefunden \/ \
0,50 \J v
0,40
0,30
0,20 T T T T T
0 10 15 20 25 30
Stunden
= PR-Wert —— Mittelwert 95. KI Anfang 95. Kl Ende - = =99.KI Anfang - = =99.KI Ende

Abbildung 16: Regelkarte Produktivitédtsverhéltnis P.pentosaceus auf MRS 250 ml, Routinebegleitende Standzeiten-Uberpriifung iiber max. 34 h
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Ergebnis von Priifung Nummer (i) MRS 250 ml Flasche | bis Flasche Il L.sakei

i= 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Referenz 92 100 101 94 73 87 95 89 75
KBE (Priifagar-xi) 79 75 73 74 73 68 70 64 63
ri 0,86 0,75 0,73 0,79 1,00 0,79 0,73 0,72 0,84
Ti— Ti1 0,11 0,02 0,06 0,20 0,21 0,05 0,01 0,11
i= 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Referenz 130 84 80 87 90 101 114 95 84
KBE (Prufagar-xi) 64 67 65 64 59 66 67 58 56
ri 0,49 0,79 0,81 0,73 0,65 0,65 0,59 0,61 0,66
|7 — 7ia] 0,35 0,30 0,01 0,08 0,08 0,00 0,06 0,02 0,05

Tabelle 13: 18 hintereinander durchgefiihrte Standzeiten-Uberpriifungen fiir die Routinearbeit, die das Produktivitédtsverhdltnis von L.sakei fiir MRS 250 ml beschreiben.

Aus Tabelle 13 geht hervor, dass L.sakei die Standzeitenkontrolle mit einem Pg>0,7 liber 9 Stunden standhalt und so den gesamten Zeitraum des ersten
Versuchstags mit einer ausreichenden Produktivitat abdeckt.

Abgesehen von der ersten Messung des zweiten Versuchstages (i=10) wére die Produktivitat tiber fast 1,5 Versuchstage bestatigt gewesen. Die Daten ab
i=10 bis i=18 verlieren jedoch an Produktivitat, sodass ausschlieBlich drei Messungen i=11 bis i= 13 lGber Pg>0,7 liegen.

Abbildung 17 verweist auf die in Tabelle 13 aufgefiihrten Daten und stellt graphisch den abnehmenden Produktivitdtsverlauf des Zielkeims S.sakei dar. Die

konstante Produktivitditsabnahmen ab i=12 (entspricht in der Regelkarte einer Lagerzeit im Trockenschrank von 28 Stunden) ist besonders auffallig.
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Abbildung 17: Regelkarte Produktivitétsverhdltnis L.sakei auf MRS 250 ml, Routinebegleitende Standzeiten-Uberpriifung iiber max. 34 h
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Ergebnis von Priifung Nummer (i) MRS 250 ml Flasche | bis Flasche Ill L.lactis

i= 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Referenz 86 85 115 135 126 105 158 93 118
KBE (Priifagar-xi) 79 76 88 100 93 95 112 88 91
ri 0,91 0,89 0,77 0,74 0,74 0,90 0,71 0,95 0,77
Ti— Ti1 0,02 0,12 0,02 0,01 0,16 0,19 0,24 0,18
i= 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Referenz 112 108 97 116 130 59 68 124 101
KBE (Prufagar-xi) 61 72 70 71 66 60 67 74 79
ri 0,54 0,66 0,72 0,61 0,51 1,02 0,99 0,59 0,79
|7 — 7ia] 0,23 0,12 0,06 0,11 0,11 0,51 0,03 0,40 0,19

Tabelle 14: 18 hintereinander durchgefiihrte Standzeiten-Uberpriifungen fiir die Routinearbeit, die das Produktivitédtsverhéltnis von L.lactis fiir MRS 250 ml beschreiben.

Tabelle 14 zeigt die Ergebnisse der stlindlichen Standzeitenkontrolle fir MRS am Zielkeim L./actis. Genau wie Zielkeim S.sakei, erbringt L.lactis ein Produkti-

vitatsnachweis von neun Stunden. Dabei liegen die Produktivitatswerte von L.lactis grundsatzlich immer héher als die von S.sakei. Das stellt ein wiederkeh-

rendes Merkmal fir alle zu MRS durchgefiihrte Untersuchungen (siehe Anhang A, Aufschmelzprozesse MRS) dar, wobei L./actis immer der der hochsten

Produktivitdtsauspragung entspricht. Die Halfte der Pr-Werte des zweiten Versuchstages erfiillen die Bedingung Pg>0,7. Die andere Hilfte der dargestellten

Pr-Werte liegen unterhalb dieser festgelegten Grenze, weshalb eine langer als neunstiindige Lagerzeit im Trockenschrank nicht genehmigt werden kann.

Wiederholte Versuche an ggf. weiteren Chargen wiirde an dieser Stelle mehr Klarheit schaffen. Aus der Regelkarte auf Abbildung 18 ist der gesamte Produk-

tivitatsverlauf graphisch zu betrachten. Der mittlere Pg-Wert liegt wie erforderlich Pg>0,7. Die deutlich groRere Spanne der Pg-Werte sowie die von der An-

zahl her gleichermalRen angeordneten Pr-Werte Uber und unterhalb des mittleren Pr-Wertes am zweiten Versuchstages werden ersichtlich.
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Abbildung 18: Regelkarte Produktivitétsverhdltnis L.lactis auf MRS 250 ml, Routinebegleitende Standzeiten-Uberpriifung iiber max. 34 h
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Bewertungskriterien TBX VRBD VRBL YGC MRS

1. Produktivitatsnachweis gesichert v v v
2. Einhaltung der Vertrauensgrenze von Oxoid
v v v v
+3s v
3. Zwei von drei Beobachtungen uber- y
schreiten nicht die Vertrauensgrenzen v v v v
von + 2s
4. Sechs Beobachtungen nacheinander er- v
v v v v
héhen /verringern sich nicht stetig

5. Nicht mehr als neun Beobachtungen lie-

. . Oxoid
gen auch derselben Seite des mittleren v L, v v v
PR-Wertes
Gesamtranking der tUberpriften Nahr-
? P 1 2 1 3 4

medien

Tabelle 15:Leistungsbewertung nach DIN EN [1SO 11133
Die DIN EN I1SO 111333 hat neben der Hauptanforderung der Produktivitat fir den Leistungsnachweis von Nahrmedien vier weitere Kriterien aufgestellt, die

in Tabelle 15 tabellarisch aufgefiihrt sind und deren Einhaltung unterbreitet wird. Die Darstellung der Gesamtplatzierung der validierten Nahrmedien soll als
Orientierung fiir die nachfolgende Diskussion dienen.
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5. Diskussion

Die Studienlage beziglich der Leistungspriifung von Nahrmedien ist nicht besonders umfangreich.
Aus diesem Grund kdnnen die Ergebnisse dieser Arbeit nur in einzelnen Fallen mit anderen For-
schungsarbeiten und bereits vorhandenen Daten verglichen werden. Insbesondere fiir die Unter-
suchungen, die den Aufschmelzprozess von Nahrmedien beleuchten, scheinen keine bestehenden

Vergleichsdaten zu existieren.

5.1. Stabilitatsunterschiede- und Gemeinsamkeiten der Prifnahrmedien wéah-

rend der Variation der Aufschmelzprozesse
Aus allen Ergebnissen der Aufschmelzprozesse geht hervor, dass die Art des Aufschmelzens der

Agar-Flaschen fiir die meisten Nahrmedien nicht ausschlaggebend ist. Dies gilt vor allem fiir TBX
und VRBL. Die Ergebnisse der Leistungspriifung fallen tiberdurchschnittlich gut aus, sodass die bei-
den Aufschmelzmethoden (1und 2), produktivitatsbedingt, nicht sonderlich voneinander zu unter-
scheiden sind und fiir die mikrobiologische Routinearbeit nicht verdandert werden missen.

Die Ergebnisse von VRBD liegen ebenfalls deutlich Gber der Pr-Wertgrenze (Pr>0,5) und es muss-
ten auch hier, keine Pg-Wert steigernden MalRnahmen ergriffen werden. Durch die Differenzie-
rung von 500 ml Agar-Flaschen und 250 ml Agar-Flaschen von TBX und VRBD haben sich dennoch
folgende Beobachtungen ergeben:

TBX und VRBD wurden mit einem Volumen von 500 ml und 250 ml Agar-Flaschen durchgefiihrt.
Die Ergebnisse mit TBX zeigten keine Abhangigkeit der verwendeten Volumina.

Bei VRBD hingegen weisen die 250 ml Agar-Flaschen eine héhere Produktivitadt auf, wenn sie dem
Wasserbad erst bei einer Temperatur von 95 °C zugesetzt werden. Die Produktivitdt von E.aeroge-
nes (15%), Salmonella enterica (15%) und C.freundii (20%) steigern sich um den in Klammern an-
gegebenen Prozentwert.

Wird der Zielkeim S.enterica als explizites Beispiel herangezogen zeigen beide Aufschmelzmetho-
den in Bezug auf 500 ml und 250 ml VRBD Agar-Flaschen, dass die Salmonelle die schlechteste
Produktivitdt im Gegensatz zu den weiteren Zielkeimen anzeigt. Die Salmonelle weist wahrend
des Aufschmelzprozesses im Durchschnitt fir die 250 ml Agar-Flaschen einen Pr>0,7 auf. Die ge-
maRk DIN bestimmte Produktivitat fur S.enterica wurde immer mit Pr<0,7 bestimmt. Diese Be-
obachtung weist daraufhin, dass S.enterica den kiirzeren Aufschmelzprozesses bevorzugt anstatt
mit dem anfangs kalten Wasser des Wasserbad Uiber einen langeren Zeitraum kontinuierlich auf
95 °C erwdrmt zu werden.

Es kann ausgeschlossen werden, dass die Anfalligkeit der Salmonelle ausschlieRlich aufgrund des
geringeren Agar-Volumens zurlickzufiihren ist, da wie eingangs erwahnt alle VRBD Agar-Volumina

von einer geringen Salmonellenaktivitat betroffen sind.
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Fiir YGC und MRS ergeben sich dhnliche Tendenzen bei der Umstellung des Aufschmelzprozesses.
Fiir ein Volumen von 250 ml Agar verbessert sich die Produktivitat von YGC fiir zwei der vier Ziel-
keime. A. braziliensis um 10% und C.albicans um 20%. W.sebi bleibt unverandert wogegen S.cere-
visiae sogar um 15% an Produktivitat verliert.

MRS verbessert sich ausschlieBlich beim Zielkeim L.sakei.

So ergab sich die Uberlegung, dass Agar Flaschen mit einem Volumen <500 ml erst bei der Tempe-
ratur tmax=95°C dem Wasserbad zugesetzt werden kénnten, um die ohnehin nur geringen Produk-
tivitatsunterschiede zwischen 500 ml und 250 ml Agar-Flaschen fiir VRBD auszugleichen. Aus-
schlieRlich auf den Vergleich der Produktivitdatswerte, bezogen auf alle Ndahrmedien, die ein Volu-
men von 250 ml umfassen, wiirde die Umstellung des Aufschmelzprozesses zumindest VRBD-Agar
leistungsfahiger machen.

Fiir YGC und MRS sind die positiven Auswirkungen noch zu schwach und nicht eindeutig genug,
um eine zuverlassige Aussage beziglich einer Anpassung des Aufschmelzprozesses vornehmen zu
kénnen. Es ware in Erwagung zu ziehen fir beide Medien weitere Chargen zu kontrollieren, um
eine sicherere Aussage bezliglich des Verhaltens der Zielkeime bei dem routinefremden Auf-
schmelzprozess treffen zu kénnen.

Ein weiterer Punkt ist, dass fir YGC und MRS keine 500 ml Agar Flaschen als Vergleichsgrundlage
vorliegen, wodurch nicht mit Sicherheit gesagt werden kann, ob sich die Zielkeime ebenso wie bei
VRBD verhalten und auf die Instabilitat der Zielkeime zuriickgehen oder einzig und allein aufgrund
des geringeren Flaschenvolumens bei Aufschmelzprozess 2, eine héhere Produktivitdt aufweisen.
Die Nahrmedien im Wasserbad weiter kochen zu lassen, obwohl sie bereits aufgeschmolzen sind,
spielt eine unbedeutendere Rolle als im Vorfeld angenommen. Die Ergebnisse fir die Untersu-
chung der Standzeitenkontrolle zeigen, dass der Zeitpunkt des Herausnehmens der Agar-Flaschen
nicht ursachlich fir den auftretenden Produktivitatsverlust einiger Nahrmedien ist.

Es ist anzumerken, dass diese Untersuchung im Rahmen eines Pilotprojektes durchgefiihrt wurde.
Die Bedingungen einer Dreifachbestimmung konnten hier nicht berticksichtigt werden. Die Validi-
tat der vorliegenden Ergebnisse sowie die dazu liberpriifende Reliabilitat durch wiederholtes Pri-
fen mittels einer Dreifachbestimmung, missten daher durch weitere Untersuchungen gefestigt

werden.

5.2.  TBX-Leistungsnachweis Interpretation der Ergebnisse
Einige Studien beschreiben, eine sichere Zahlweise von E.Coli als Zielmikroorganismus auf TBX.

Uberwiegend belaufen sich diese auf die Qualitat von Wasserproben, deren dafiir bestehenden
Methoden gegenilibergestellt werden und je nach den Ergebnissen der Produktivitdtsauspragung

als geeigneter, gleich oder weniger geeignet eingestuft werden. Fir eine zuverldssige
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Uberwachung des Nahrmediums, werden zum Teil Parameter vorgestellt, die unter anderem die
Leistungsmerkmale von Trypton-Galle-X-Glucuronid-Agar beschreiben.

Darunter fallt ein Forschungsartikel (Jozi¢ et al., 2019, p. 558), der fiir die Methode der Membran-
filtration, Gberprifte Leistungseigenschaften fiir TBX im akzeptablen Bereich nachweist. Dabei
wird der Zielkeim E. Coli fiir die Kolonieauszdhlung auf TBX Agar als liberaus geeignet dokumen-
tiert. Die Selektivitat von TBX ging matrixabhangig bei ca. 60% als annehmbar hervor.

Wie in der Einleitung des Ergebnisteils erwahnt, wurden den qualitdtsbezogenen Kontrollen der
vorliegende Arbeit bezliglich der Selektivitdt und der Spezifitat fiir TBX sowie fiir VRBD und VRBL
keine grofRe Bedeutung zugeschrieben, da der fiir die Selektivitat erforderliche Zielkeim E.faecalis
fir alle drei Nahrmedien ausnahmslos einer vollstandigen Hemmung unterlegen war. Die ausge-
strichenen Mikroorganismen (P.aerigunosa und C.freundii ) fir den Nachweis der Spezifitat auf
TBX offenbarten keine morphologisch ungew6hnlichen Merkmale auf den Priifmedien. Die aus
dem Artikel zu entnehmender Selektivitat flir TBX erscheint im Vergleich zu den Ergebnissen die-
ser Arbeit niedrig zu sein.

In welchem Umfang und mit welcher Vorgehensweise die Leistungspriifung der oben aufgefiihr-
ten Quelle durchgefiihrt wurde und in welchem Bereich die einzelnen Produktivitatswerte lagen,
ist nicht ersichtlich. In dieser Arbeit fallen die Parameter der Produktivitat, Selektivitat und Spezifi-
tat insgesamt positiver aus, als vorgestellte Forschung (Jozi¢ et al., 2019, p. 191) verdeutlicht.

Das Ndahrmediums TBX zeigte eine Uberaus starke Produktivitat sowohl wahrend der Untersu-
chungen zum Aufschmelzprozess als auch wahrend der Untersuchung der Standzeitenkontrolle in
vorliegender Bachelorarbeit auf. Die hohe Leistungsfahigkeit kann ndherungsweise durch fol-
gende Untersuchung begriindet werden:

Die Studie (Torlak, 2008, pp. 566-570) basierte auf dem Vergleich von TBX Medium und TEMPQO®
EC (Escherichia coli), der fiir eine automatisierte 24 stiindige Zahlung von E.Coli in Lebensmitteln
verwendet wird. Beide Verfahren basieren auf der Glucuronidase-Aktivitat. Prinzipiell wurde der
Logarithmus zwischen den Ergebnissen der beiden Methoden nicht Uberschritten. Dies lasst auf
eine hohe Ubereinstimmung der beiden Auszidhlungsmethoden schlieRen. Der statistischen Ana-
lyse ist zu entnehmen, dass beide Auszdahlungsmethoden zu einer nahezu identischen Koloniebil-
dung fuhrten. Dabei stellte der Nachweis des Enzyms B Glucuronidase, welches Bestandteil des
TBX Agars ist und fiir das Standardplattenverfahren die Identifizierung von positiven E.Coli verur-
sacht, fiir beide Methoden den ausschlaggebenden Produktivitdtsparameter dar. TBX Agar kann
eine hohe Leistungsfahigkeit zugesagt werden, wenn daraus entnommene Bestandteile fiir aktu-

ellere Verfahrenstechniken ibernommen werden.
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5.3.  VRBD-Leistungsnachweis Interpretation der Ergebnisse
Wie aus der Literatur zu entnehmen ist, lassen sich einige Werke finden, in denen VRBD als Ver-

gleichsmedium mit anderen Medien beschrieben wird. Hierbei wird VRBD fiir die Uberpriifung
von Methoden herangezogen, deren Potential fir die Auszahlung von Enterobacteriaceae ermit-
telt werden sollen. Auf dieser Tatsache basierend, lasst sich VRBD nicht nur in Bezug auf die vor-
liegenden Daten, sondern ebenso auf literaturgestiitzte Forschungen, als ein stabiles und zuver-
lassiges Nahrmedium deklarieren.

Im Journal of Food Protection zur Forschung von Paulsen (2008) richtet sich der Fokus auf die In-
volvierung zweier Methoden, um die Fahigkeit, der Zdhlung von Enterobacteriaceae fir ein auto-
matisiertes MPN-System (Most Probable Number) zu testen. Bei den Methoden handelt es sich
um die Zdhlung der Enterobacteriaceae mit VRBD Medium und Petrifilmplatten. Es wurden insge-
samt 411 kontaminierte Lebensmittel getestet, von denen sich 119 Proben fiir alle Methoden im
Nachweisbereich befanden. Es stellte sich heraus, dass aus diesem Nachweisbereich VRBD deut-
lich starker als das zu Gberprifende MPN-System hervorging.

VRBD geht aus der literaturentnommenen Forschung (Paulsen, 2008, pp. 376-379) erfolgreicher
als die zu tUberprifende Technik hervor, was sich hinsichtlich der Leistung von VRBD mit den erho-
benen Daten der vorliegenden Bachelorarbeit deckt. Ungeachtet dessen, ist es schwer eine ein-
deutige Kausalitat herzustellen, die eine Begriindung vorlegt, aus welchem Grund VRBD ein deut-
lich besseres Ergebnis erreichte als die anderen zwei Methoden. Es scheint, dass das VRBD Me-
dium hinsichtlich der Plattenzahlmethode funktionstiichtig ist und als MaR fiir fortschrittlichere
Methoden hinreichende Giiltigkeit besitzt.

Einen moglichen Zusammenhang fiir die vorliegenden Ergebnisse von VRBD hinsichtlich des Leis-
tungsnachweises liefert Mercuri et al. (1979) in seinen Untersuchungen wurden finf Lebensmit-
telproben verglichen, die zur Coliformen Zdhlung und zur Enterobacteriaceae Zahlung mittels
VRBD und VRBL Agar durchgefiihrt wurden. Bis zu 40 typische Kolonien wurden zufallig ausge-
wahlt und mit unterschiedlichen Methoden identifiziert. Es stellte sich heraus, dass 80% der VRBL
Isolate aus Gefliigelfleisch alle Kriterien fiir fakale Coliforme erfillte. VRBD erfiillte hingegen nur
62,5% der Kriterien.

Die vorgestellte Forschung zeigt auf, dass VRBD und VRBL dhnliche Eigenschaften besitzen. Auch
in den zusammengestellten Ergebnissen dieser Bachelorarbeit zeigen VRBD und VRBL dhnliche
Produktivitatsverhaltnisse, wobei in der Gesamtwertung VRBL geringfligig bessere Ergebnisse er-
zielte als VRBD. Wie aus Tabelle 15 hervorgeht entspricht zum Beispiel VRBL Agar allen Anforde-
rungskriterien einer Leistungspriifung gemaR DIN EN ISO 11133. Xebios VRBD Agar jedoch nicht.
Diese Tatsache spiegelt sich in den Ergebnissen der letzteren Untersuchung (Mercuri, 1979, pp.

712-714) wider. Es wirft die Frage auf, ob das schwéachere Abschneiden des VRBD Agars bei der
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Untersuchung der Coliformen Zahlmethode in der Forschung von Mercuri geringer ausfiel, weil
gegebenenfalls ein weniger produktives VRBD Medium gewahlt wurde. Das Ergebnis der Bachelo-
rarbeit verdeutlicht, dass die Ergebnisse der Produktivitdt von VRBD Agar herstellerbezogen mini-
malen Unterschiede unterliegen kdénnen.

Die Ergebnisse zur Produktivitat von VRBD lassen sich mit einer Untersuchung der Forscherin (Kim
et al., 2001, pp. 1556-1564) weiter vergleichen. Es wurde ein Monitoring flir das Bakterienwachs-
tum und fir die Histaminbildung in pazifischen Makrelen wahrend der Lagerung von 0 bis 25 °C
unter anderem an VRBD Agar durchgefiihrt.

Der produktivste und weitverbreitetste Histaminbildner befand sich auf VRBD Agar bei einer La-
gertemperatur von 25 °C. Die Produktivitat der Histaminbildner sank mit verringerter Temperatur.
Dieselben durchgefiihrten Untersuchungen mit TCBS-Agar zeigten einen deutlich geringeren His-
taminspiegel als bei VRBD Agar, was daraufhin deutet, dass VRBD auch mit anderen Untersu-
chungsmethoden produktiver ist als andere Nahrmedien. Die Untersuchung bringt allerdings
keine der Nahrmedien aus vorliegender Arbeit miteinander in Verbindung.

Eine weitere Arbeit (Oblinger,1982, pp. 948-952) befasst sich mit dem Vergleich von VRBD und
VRBL Agar, indem deren Anzahl und taxonomische Verteilung von typischen Kolonien aus 23 Le-
bensmittelproben im Einzelhandel bei unterschiedlichen Inkubationstemperaturen beurteilt wur-
den. Unter den Proben waren Fleisch, gefrorene bzw. verarbeitete Lebensmittel sowie frisches
Gemise. Die mittleren VRBD-Zahlen ergaben wahrend jeder der Bebritungstemperaturen mini-
mal hhere Werte als bei VRBL Agar an. Die héchsten Zahlungen traten fiir beide Medien bei der
Inkubation von 20 °C auf. Bei den restlichen Temperaturen sowie bei der typischen taxonomi-
schen Verteilung der Kolonien der Probentypen, ergaben sich keine erheblichen Unterschiede. Die
aus beiden Medien am haufigsten gewonnenen Organismen waren E.Coli und Enterobacter Arten.
Auch diese Erkenntnisse spiegeln die in dieser Arbeit vorliegenden Produktivitats-Ergebnisse fur
VRBD wider. Die hohe Leistungsfahigkeit ist bestatigt und zudem lassen sich Parallelen der heraus-
ragenden Organismen der Untersuchung (Oblinger,1982, pp. 948-952) ziehen, die sich mit den Er-
gebnissen aus vorliegender Arbeit fiir 500 ml VRBD produktivsten Zielkeime E.Coli und E.aeroge-
nes decken. In dieser Untersuchung schneidet VRBD geringfiigig besser ab als VRBL, wie in voriger
Studie angesprochen kann, dies daraufhin deuten, dass je nach verwendetem Hersteller die Er-
gebnisse zumindest flir VRBD leicht variieren. Je nach Untersuchungsmethode zeigt entweder
VRBD oder VRBL stiickweit hohere Leistungswerte auf.

Dies bestatigt sich auch durch das in Tabelle 15 dargestellte Ranking der gesamten validierten
Nahrmedien. VRBL und VRBD liegen mit Platz 1 und Platz 2 von ihren Ergebnissen her dicht beiei-
nander. Die Platzierung von VRBL auf Platz 1 ergab sich durch die Miteinbeziehung der Ergebnisse

des Herstellers Xebios bei VRBD in die Gesamtwertung. Betrachtet man ausschlieRlich die
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Ergebnisse der Oxoid-500 ml VRBD Agar-Flaschen und die VRBL Agar Flaschen wahrend der Stand-
zeitenkontrolle, ist die Leistung nahezu identisch, wobei hier VRBD, genau wie in der Untersu-
chung (Oblinger,1982, pp. 948-952) minimal hohere Produktivitatswerte verzeichnet.

Vergleich der Agar der Hersteller Oxoid und Xebios:

Auf die bereits aufmerksam gemachte Untersuchung der zwei Hersteller fiir VRBD Agar, ging
Oxoid als eindeutiger Favorit hervor (siehe Tabelle 15). Die Nichteinhaltung der in der DIN EN I1SO
11133 festgelegten Kriterien wurden bei Xebios von dem normalerweise produktivitdtsstarkem
Zielkeim E.Coli sowie dem produktivitditsschwachem Zielkeim S.enterica verursacht. So verlieR
E.Coli wahrend des zweiten Versuchstages den Vertrauensbereich des 99% Konfidenzintervalles-
gemaR DIN EN ISO 11133 ein eindeutiges Ausschlusskriterium. Die Salmonelle weist neun aufei-
nander folgende Beobachtungen auf derselben Seite des mittleren Pr-Wertes der Regelkarte auf,
was ebenso als nicht annehmbar gilt. Fir beide Hersteller gilt, dass die Salmonelle am schlechtes-
ten abschneidet. Sie weisen sogar eine identische Produktivitatsspanne auf, mit dem Unterschied,
dass der Oxoid Agar die Produktivitat Gber zwei volle Versuchstage erhalten kann. Xebios hinge-
gen Uberdauert nur die Zeitspanne des ersten Versuchstags woraufhin anschlieRend die Produkti-
vitat zu sinken beginnt.

Die Salmonelle zeigte sich als schwierig zu kultivieren. Entweder befanden sich zu wenig Kolonien
auf der auszuzdhlenden Platte oder die Platte galt als Gberwachsen. So waren mehrere Anldufe
erforderlich, um einen auszahlbaren Zelltiter einzustellen.

In einem solchen Fall ist es gemalk DIN EN ISO 11133 moglich einen Zielkeim, der nicht besonders
leicht zu handhaben ist, durch einen anderen Prozessvalidierungsindikator zu ersetzen. Dies gilt

unter folgenden Voraussetzungen:

1. Der Zielstamm ist genetisch instabil.

2. Der Zielstamm ist fur die Qualitdtslenkung unzureichend reproduzierbar.

Die Laborleitung bestimmt iiber die Anderung des geforderten Zielkeims wobei folgende Anwei-
sungen bezlglich der Beurteilung der Eignung eines neuen Kontrollstammes eingehalten werden

mussen:

e Die Eignung muss in der Leistungspriifung Gberprift und dokumentiert werden.

e Der Nachweis fiir die Reproduzierbarkeit der Leistungskontrolle muss erbracht werden,
indem zwei, optimalerweise drei unabhangige Labore, an zwei bis drei verschiedenen
Chargen der jeweiligen standardisierten Rezeptur des Nahrmediums, den Kontrollstamm

Uberprifen.
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e Die Kontrollstimme sollten vorzugsweise aus der DIN EN ISO 11133 empfohlenen Stamm-
sammlung ausgewahlt werden.
e Bei einer Neueinflihrung abseits der angeratenen Sammlung sollten die Kontrollstimme:
a. aus Lebensmitteln oder Wasserproben gewonnen werden.
b. in mindestens zwei internationalen Stammsammlungen zu einem angemessenen

Preis angeboten werden (DIN EN I1SO 11133:2015-02, p.101).

Es stellte sich die Frage inwieweit ein Austausch der S.enterica realisierbar ware und vor allem
welcher Keim durch die Salmonelle ersetzt werden wiirde. Nach letzteren Kriterien missten zu-
satzliche Untersuchungen angeordnet werden. Es miissten beispielsweise Laboratorien involviert
werden, die an Ringversuchen zur Beurteilung der Eignung der Kontrollstamme teilnehmen.

An dieser Stelle eroffnen sich mehrere neue Forschungsansatze, die nicht mehr Teil vorliegender

Arbeit sind.

5.4.  VRBL-Leistungsnachweis Interpretation der Ergebnisse
Durch die bereits vorgestellten Studien der fiir VRBD erforderlichen Bestatigung des Leistungs-

nachweises wurde VRBL bereits mehrfach positiv erwdhnt. In Anlehnung an die Forschungsergeb-
nisse der Literatur und den zugrundeliegenden Ergebnissen vorliegender Arbeit, kann die For-
schungsfrage fiir VRBL Agar nachweislich bestatigt werden. Die mit dem Plattengussverfahren ein-
hergehenden Prozesse des Aufschmelzens der Agar Flaschen sowie die anschlieRende Lagerung
im Trockenschrank, deren Verweildauer gemaR DIN EN ISO 11133 vier Zeitstunden nicht tber-
schreiten darf, haben auf VRBL Agar tber zwei Routine Laborarbeitstage keine Auswirkung ge-
zeigt.

Die American Society of Microbiology (ASM) veroffentlichte jedoch einen Forschungsartikel (Ray,
1973, pp. 494-498), der feste Selektivnahrmedien wie VRBD, VRBL und TSYA, die mittels des Plat-
tengussverfahrens verwendet wurden mit flissigen Selektivihrmedien verglich, um die Methode
mit der groRten Anzahl an Enterobacteriaceae zu ermitteln. Im Vorfeld wurde angenommen, dass
TSYA die maximale Anzahl an Enterobacteriaceae aufweisen wiirde. Es stellte sich allerdings her-
aus, dass grundsatzlich die nachgewiesenen Zahlen auf selektiven, festen Medien niedrigere
Keimzahlen aufwiesen, als diejenigen der selektiven flissigen Medien.

Es kdnnte angenommen werden, dass aus diesem Grund die DIN EN ISO 11133 eine maximale
Verweildauer der Gussnahrmedien im Trockenschrank vorgesehen hat, weil vergleichende Me-
thoden mit einer deutlich héher ausgepragten Kolonieanzahl leistungsfahiger als beim Platten-
gussverfahren ausfielen. Andererseits ist die Anzucht von Organismen in Fliissigndhrmedien meis-
tens mit einer hoheren Keimzahl verbunden, wodurch die zuvor genannte Annahme vermindert

wird.
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Der Grund fir eine geringere Koloniezahl, beim Plattengussverfahren waren nach (Ray, 1973) teil-
weise Spannungen, die in den Zellen durch die beim Plattengussverfahren erforderliche Tempera-
tur beim Schmelzen der Medien induziert wurden. Es ist davon auszugehen, dass diese Zellen of-
fenbar nicht in der Lage gewesen sind Kolonien, in den selektiven Gussmedien zu reparieren und
neu zu bilden.

Die nach dieser Erkenntnis hervorgebrachten Ergebnisse zu einer geringeren Leistung der Platten-
gussndahrmedien, verglichen mit Flissigmedien, wurde ein besserer Nachweis fiir das Plattenguss-
verfahren erbracht, indem 1% fettfreie Milchfeststoffe, 1% Pepton oder 1% MgSO (4)*7H(2)O
(Magnesiumsulfat Heptahydrat) den Verdiinnungsrohlingen hinzugefiigt wurde.

Es l3sst sich die Uberlegung anstellen, ob diese Modifizierung, angewendet auf die Nahrmedien
dieser Arbeit, nicht auch positive Auswirkung auf vorliegende Ergebnisse haben kdonnte. VRBL liegt
zwar auf Platz 1 der untersuchten 5 Nahrmedien, allerdings wurde der Rahmen der Untersuchun-
gen ausschlieBlich auf das Plattengussverfahren beschrankt. Aus den Ergebnissen geht nicht her-
vor, wie die Ndhrmedien im Vergleich zu weiteren Methoden oder vergleichenden Nahrmedien
innerhalb derselben Bakteriengruppe reagiert hatte.

Auch hier ist der Ansatz fiir aufbauende Forschungen auf vorliegenden Untersuchungsergebnissen

wiinschenswert.

5.5.  YGC-Leistungsnachweis Interpretation der Ergebnisse
Der Nachweis der Leistung von YGC brachte erstmalig eine problematische Beobachtung mit sich.

Die Hefe C. albicans schaffte es nicht einer kontinuierlichen Produktivitdt wahrend der stindli-
chen Uberpriifung der Standzeitenkontrolle beizubehalten. Wahrend der zweitigigen Untersu-
chung wurden bei drei Beobachtungen unzureichende Produktivitat fiir YGC (Pr<0,5) festgestellt.
Wie im Ergebnisteil bereits angekiindigt kann die Forschungsfrage fiir YGC nicht bestatigt werden.
Dazu zeigt eine komparative Studie (Brun, 2001, pp. 718-723) aus dem europaischen Journal zu
verschiedenen Candida-Arten dhnliche Beobachtungen, wie in vorliegendem Ergebnisteil erhoben
wurden.

Die Studie beruht auf der Vergleichsleistung von fiinf verschiedenen im Handel erhiltlichen
Sabouraud-Glucose-Agar Medien.

Es wurden 124 Stamme kultiviert. Darunter befanden sich 45 Hefen und 79 Fadenpilze. 28 Derma-
tophyten und 6 der keratinophilen Pilze, die vom Aussehen und von der GréRe her fir alle funf
Sabouraud-Glucose-Agar Medien ein dahnliches Ergebnis anzeigten. Alle Aspergillus Stamme
(n=17), wie vereinzelte Hyphomyceten Stamme zeigten wichtige Farbunterschiede der gewachse-

nen Kolonien auf.
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Der fir die vorliegende Bachelorarbeit ausschlaggebende Zusammenhang, der in der Studie beo-
bachtet wurde, ergab sich bei der quantitativen Kultivierung der Hefen. Auf den flinf Nahrmedien
ergaben sich pragnante Unterschiede beziiglich der Anzahl der Hefe-Kolonien, von denen bei zwei
Candida-Arten kein Wachstum auftrat.

Die Erkenntnisse, die durch die Studie (Brun, 2001, pp. 718-723) unterbreitet werden, lassen sich
mit dem negativen Ergebnis der Hefe C. albicans, welche als Zielkeim fir den Produktivitatsnach-
weis von YGC fir vorliegende Arbeit verwendet wurde vergleichen. Sowohl in der Studie als auch
in der Bachelorarbeit ist das Wachstum und somit die Leistungsfahigkeit von Candida-Arten im
Vergleich zu anderen Organismen in hohen MalRen als schwach zu bezeichnen.

Das schlechte Wachstum bis kein Wachstum der Candia-Arten wurde in der Studie lediglich auf
SDA bestatigt. In der zugrundeliegenden Bachelorarbeit wachst C.albicans unzureichend auf YGC.
SDA Agar wurde ausschlieRlich als Referenzmedium zur Herstellung des Stammes C.albicans auf
Milchbasis verwendet. SDA und YGC sind nicht identische Nahrmedien. Dennoch sind beide spezi-
ell fir die Kultivierung von Hefen und Schimmelpilzen zugeschnitten, wodurch die Parallelen, die
sich auf die negative Produktivitat der Candida Arten und speziell auf C.albicans belaufen, begriin-
det sind. So ist festzuhalten, dass der Zusammenhang nicht fiir genau dasselbe Nahrmedium zu
verzeichnen ist. Vielmehr soll das Ergebnis der schlecht abschneidenden C.albicans durch beste-
hende Literatur und Studien aufzeigen, dass die Hefe nicht nur in vorliegender Untersuchung we-
nig produktiv ist sondern dazu bereits dhnliche Forschungen vorliegen, die mit C.albicans oder all-
gemeiner gefasst, mit Candida Arten, dhnliche Erfahrungen gemacht haben.

Im International Journal of Food Microbiology zeigt eine Untersuchung (Olivier Bernardi, 2019, pp.
72-76) die Effektivitat eines Rauchgenerator-Desinfektionsmittels anhand von Zielkeimen wie
A.braziliensis und C.albicans. Weitere Zielkeimgattungen waren Cladosporium, Lichtheimia und
Penicillium. Die Zielkeime waren fiir insgesamt 7 Stunden dem Rauchgenerator-Desinfektionsmit-
tel ausgesetzt und die Ergebnisse ergaben, dass C.albicans durch das Desinfektionsmittel am
starksten reduziert wurde. Die restlichen Gattungen konnten nur erschwert verringert werden.
Diese Ergebnisse zeigen die geringe Produktivitat von C.albicans auf dem Rauchgenerator- Desin-
fektionsmittel auf, jedoch nicht auf einem Kulturmedium. Aus dieser Untersuchung geht lediglich
hervor, dass der Zielkeim C.albicans im Rahmen anderer Forschungen eine dhnlich schwache Sta-
bilitat aufweist, wie in den Untersuchungen dieser Bachelorarbeit hervorgehoben wird.

Feststellung und Erkenntnisse speziell zu YGC

AusschlieRlich fiir YGC war es notwendig mehr als ein Kulturmedium fiir eine angemessene Prima-
risolierung zu verwenden. Diese Erkenntnis ergab sich allerdings erst nach mehreren misslunge-
nen Anlaufversuchen die Zielkeime (Hefen und Schimmelpilze) fiir YGC zu kultivieren. Sie offen-

barten unterschiedlich gut bewachsene Platten sowie anfangs auch kein Wachstum oder nur ein
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sehr geringes Wachstum. Wie sich wahrend der spateren Recherche herausstellte empfehlen Stu-
dien fur die Kultivierung von Hefen und Schimmelpizen, immer mehrere Kulturmedium zu ver-

wenden (Silva et al.,2004, pp. 29-36).

5.6. MRS-Leistungsnachweis Interpretation der Ergebnisse
MRS geht zusammenfassend als unproduktivstes Nahrmedium aus den Ergebnissen dieser Ba-

chelorarbeit hervor. Selbst bei normgerechter Verweildauer im Trockenschrank von maximal 4
Stunden kann P.pentosaceus die erforderliche Produktivitat von Pg>0,8 nicht vorweisen. Bei
L.sakei und L.lactis werden zumindest 9 Stunden Lagerzeit erreicht ohne die Produktivitatswerte
negativ zu beeinflussen. L./actis zeigt im Vergleich zu L.sakei noch die starkeren Pg-Werte inner-
halb von i=1 bis =9 auf.

In der Literatur findet man MRS im Vergleich zu anderen Methoden, die fiir die Zahlung von
Milchsdurebakterien bestimmt sind, als nicht in solchem MaRe leistungsunfahig, wie die Ergeb-
nisse dieser Bachelorarbeit unterbreiten.

Eine Untersuchung (Gongalves, 2009, pp. 229-233), die im Journal of Dairy Research erschien,
sollte die Effektivitat der Verwendung von 3M Petrifilmplatten anhand der Produktivitatsauspra-
gung von MRS- und M17 Agar im Rahmen der Joghurtproduktion vergleichen. Die ausgewahlten
Referenzstamme, darunter Streptococcus und Lactobacillus Gattungen wurden fiir das Experiment
in fettreiche Milch geimpft und tber 4 Stunden bei 42 °C fir die Joghurtproduktion inkubiert.
Nach der Inkubation wurden Aliquots entnommen und mittels der M17 und MRS Bouillon ver-
diinnt und ausplattiert. Die M17 Platten wurden bei 42 °C und die MRS Platten unter anaeroben
Bedingungen bei 35 ° C inkubiert. Nach 48 Stunden wurden die Kolonien ausgezahlt und ange-
sichts der Varianzanalyse und Korrelation sowie zufallig ausgewahlten Kolonien, die nach Gram-
Farbung und Morphologie charakterisiert wurden, miteinander verglichen. Das daraus resultie-
rende Ergebnis zeigte, dass alle drei Methoden dhnlich viele Kolonien aufwiesen und somit Petri-
filmplatten als Alternative fir MRS und M17-Platten verwendet werden kdénnen. Die einzige Auf-
falligkeit ergab sich wahrend der Auszahlung von Lactobacillus wahrend der Joghurtproduktion.
So konnten einige Stérungen von Lactobacillus aufgrund des Sduregehalts von MRS bereits bei der
Inokulation und Storungen aufgrund des Sduregehaltes am Ende des Fermentationsprozesses der
Joghurtproduktion aufgedeckt werden. Zudem ergaben Beobachtungen, dass MRS Bouillon bei
einem pH-Wert von 5,4 fiir Lactobacillus Arten eine nicht ausreichende Selektivitdt aufweist.

In Bezug auf die Ergebnisse der Bachelorarbeit zeigt sich, dass in anderen Experimenten MRS leis-
tungsbedingt nicht weniger gut abschneidet als andere Medien. Es ist anzumerken, dass auch hier
Nahrmedien miteinander verglichen wurden, die flir dieselbe Bakteriengruppe bestimmt sind, in

diesem Fall fir Milchsdurebakterien. Es kdnnte angenommen werden, dass die bestehenden
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Stérungen von Lactobacillus Arten auf MRS Platten sowie die unzureichende Selektivitat in der
MRS Bouillon, mit den Ergebnissen in vorliegender Bachelorarbeit zu L.sakei in Bezug auf seine
nur kurz anhaltende Produktivitat, mit den Ergebnissen aus Untersuchung (Gongalves, 2009, pp.
229-233) in Verbindung gebracht werden kdnnten.

Die Studie (Ortolani, 2007, pp. 387-391) wies sogar ausgezeichnete Korrelationsindizes bezliglich
der Auszdhlung von Milchsaurebakterien unter Verwendung der Petrifilm-Platten und unter Ver-
wendung der herkdmmlichen Plattengussmethode mit MRS Agar auf. In dieser Untersuchung
wurden statt 3M Petrifilmplatten, AC Petrifilmplatten verwendet. Genau wie in der Untersuchung
(Gongalves, 2009, pp. 229-233) ergaben sich im Zusammenhang mit der Zugabe von Milchs&ure-
bakterien besonders bei Nahrungserganzungsmitteln, minimale Stérungen.

Aus dem Journal Food Protection zeigt eine Studie (Kanagawa, 2018, pp. 1030-1034) ebenfalls
Vergleiche der Leistungsfahigkeit von 3M Petrifilm LAB (Lactic Acid Bacteria) Count Plates und die
des MRS Agar Mediums zum Nachweis und zur Quantifizierung von Milchsdaurebakterien. Wie
Milchsdurebakterien bei der Herstellung von fermentierten Lebensmitteln und als Starterkultur
verwendet werden, so kdnne sie ebenso zum Lebensmittelverderb und miteinhergehenden Ver-
farbungen fihren. Im Rahmen der Qualitatskontrolle von Lebensmittelunternehmen wurden aus
diesem Grund Untersuchungen in Produktionsbereichen und an verarbeiteten Lebensmitteln an-
hand von Petrifilmplatten und MRS Agar Medium in Bezug auf die Aktivitat der Lactic Acid Bacte-
ria (Milchsdurebakterien) vorgenommen. Die Endergebnisse der beiden Zdhlmethoden ergaben
fiir die Bakterienanzahl keine signifikanten Unterschiede. Ergdnzend dazu konnte bestatigt wer-
den, dass sich alle auf dem Petrifilm LAB Count Plate befindenden Kolonien tatsachlich als Milch-
saurebakterien herausstellten, wohingegen sich auf MRS Medium zusétzlich Hefekolonien wieder-
fanden.

Dieses Ergebnis weist wie aus bisherig entnommener Literatur auf, dass MRS an sich kein schwa-
ches Medium fiir die Identifizierung von Milchsdurebakterien ist und im Vergleich zu weiteren
Methoden nicht viel schlechter abschneidet, wie man aus den Ergebnissen dieser Bachelorarbeit
vielleicht annehmen konnte.

Trotzdem fiel die Produktivitat durch die identifizierten Hefekolonien auf dem MRS Agars schlech-
ter aus als bei der Methode der Petrifilmplatten. Aus den Ergebnissen der Bachelorarbeit lasst
sich ableiten, dass MRS bei einer vergleichenden Methode (Plattengussverfahren) ebenfalls
schlecht abschneidet.

Aus dem Journal of Applied Microbiology wurde eine weitere Untersuchung herangezogen
(Brasca et al., 2007, pp. 1516-1524), deren Ergebnisse die Bedeutung des Redoxpotentials von
Milchsaurebakterien, die aus traditionellen Kadsesorten isoliert wurden, in Bezug auf eine mogliche

Verwendung als Starterkultur fir Milchprodukte vorstellt. Die Reduktionsfahigkeit der
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entnommenen Milchsaurebakterien soll dartiber entscheiden, ob sie produktiv genug sind, um bei
der Produktion von Milch- und Molkereiprodukten mitzuwirken. Unter den getesteten Stammen
befanden sich, ebenso wie in dieser Arbeit, unter anderem L. lactis und P.pentosaceus. Darliber
hinaus wurden weitere Lactobacillen Arten Uberprift.

Grundlegend wurde beobachtet, dass die Laktokokken ein schnelleres Redoxpotential erreichten
als die Laktobazillen. Insbesondere lag die Reduktionsrate von L./actis hoher als die der restlichen
Laktobazillen. Alle Pediokokken darunter P.pentosaceus wiesen im Gegensatz zu den {ibrigen Or-
ganismen eine sehr geringe Reduktionsaktivitat auf.

Die Untersuchung (Brasca et al., 2007, pp. 1516-1524) wirft die Frage auf, ob in Erwdgung gezogen
werden kdnnte, dass die Produktivitatsauspragung der auf MRS Agar Gberpriiften Zielkeime in
dieser Bachelorarbeit, dem jeweiligen Redoxpotential der Organismen zugeschrieben werden
kann. Im letzteren Werk ist die Reihenfolge des Redoxpotentials von L./actis, den getesteten Lak-
tobazillen und P.pentosaceus in derselben Hierarchie angeordnet, wie die der Produktivitatswerte
der Zielkeime von MRS Agar. Daraus resultieren Zusammenhange in denen die Produktivitat der

Zielkeime in Abhangigkeit des Redoxpotentials der Organismen dargestellt wird:

Redoxpotential Produktivitat
Laktokokken insbesonders:
Hoch

Lactococcus lactis
Laktobazillen Mittel
Pediokokken insbesonders

Gering
P.pentosaceus

Tabelle 16: Zusammenhang Redoxpotential und Produktivitét in Bezug auf Milchsdurebakterien
5.7.  Allgemeine Feststellungen
Aus der Studienlage geht hervor, dass eingehend auf alle untersuchten Medien dieser Bachelorar-
beit, hauptsachlich vergleichende Studien zu Nahrmedien gefunden wurden, die derselben Bakte-
rien-, Hefe- oder Schimmelpilzgruppe zugehorig sind. Im Fokus stand in den meisten Fallen die
Identifizierung der geeignetsten und praktikabelsten Methode, fiir zum Beispiel die Auszdhlung
von Milchsadurebakterien. Daflir wurden verschiedene Medien herangezogen auf denen aus-
schlieBlich Milchsaurebakterien ein Wachstum aufwiesen.
In vorliegender Bachelorarbeit hingegen wird die Produktivitat von Bakterien, Hefen sowie Schim-
melpilzgruppen anhand einer gemeinsamen Methode untersucht und miteinander verglichen. So
ist es erwdhnenswert, dass fur die Nahrmedien YGC und MRS keine weiteren Vergleichsmedien
fiir ihre Mikroorganismen-Gruppe vorlagen. Auf TBX, VRBD und VRBL wachsen alle Enterobakte-

rien, sodass es einfacher war diese drei Medien miteinander zu vergleichen. So sollte man die
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Uberlegung anstellen, dass MRS und gegebenenfalls auch YGC bei Gegeniiberstellung mit anderen
Medien innerhalb ihrer Organismengruppe, durchaus eine andere Positionierung bezliglich der
Produktivitat einnehmen kdnnten, als die im vorliegenden Produktivitatsranking der Bachelorar-
beit dargestellt ist.

Die herangezogenen Studien weisen leider nur selten aktuelle Daten auf. Dies konnte einen weite-

ren Anreiz flr zusatzliche Grundlagenforschung geben.

5.8. Erwartungen
Die Erwartungen in Bezug auf die Ergebnisse wurden bis auf wenige Ausnahmen erfiillt.

Die Auffalligkeiten, die sich in den Ergebnissen bezlglich YGC und MRS zeigten, wurden im Vorfeld
flr MRS nicht erwartet. YGC hingegen wurde bereits vor Beginn der Untersuchung als tendenziell
schwierig eingeschatzt. Grundsatzlich wird diesem Nahrmedium im Vergleich zu anderen Ndhrme-
dien eine geringere Produktivitat zugeschrieben. Dies konnte durch die resultierenden Ergebnisse
bestatigt werden.

Die deutlich bessere Einschatzung von MRS vor und auch wahrend der Untersuchungen ging da-
mit einher, dass wahrend der Validierungen davon ausgegangen wurde, die Anforderungen an das
Nahrmedium wiirde ebenso wie bei den restlichen Nahrmedien bei Pg>0,5 liegen. Im Laufe der
Untersuchungen wurde jedoch festgestellt, dass die drei Zielkeime eine Produktivitdt zwischen

Pr>0,7 und Pr>0,8 erreichen mussen.

5.9.  Beschrankung der Forschung
Aufgrund des bereits sehr groRen Arbeitsumfangs von 5 Nahrmedien, wurde das sechste Medium

(PCA) in der Bachelorarbeit Ergebnisse nicht beriicksichtigt. Zudem wurde fiir die Zielmikroorga-
nismen einmal pro Woche eine Zellzahliberpriifung durchgefiihrt, die in vorliegender Arbeit aus
Kapazitatsgrinden ebenfalls nicht mit eingebunden wurde.

Nahrmedien unterschiedlicher Hersteller wurden, mit Ausnahme von VRBD, nicht Gberprift. Glei-
ches gilt fur unterschiedliche Chargen desselben Herstellers.

In allen Untersuchungen dieser Arbeit ist davon ausgegangen worden, dass es sich bei jeder Kolo-
nie, die auf der Agar Platte wuchs, tatsachlich um den vorher beimpften Zielkeim handelte. Wah-
rend der gesamten Validierungen der Nahrmedien wurde fir keine einzige Kolonie ein Bestati-
gungstest durchgefiihrt. Daraus folgt eine Ungewissheit dartiber, ob es sich zum Beispiel bei aus-
gezahlten E.Coli Kolonien auf VRBD tatsadchlich um E.Coli Kolonien gehandelt hat. Sofern weitere
Untersuchungen zu den durchgefiihrten Validierungen angestrebt werden, sollte in Erwagung ge-
zogen werden, zumindest auffillige Kolonien einem weiteren Prozessschritt in Form eines Bestati-

gungstest zu unterziehen.
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5.10. Kritik an der Methode
Die Durchfiihrung der Validierungen waren mit sehr viel Input und Zeitmanagement seitens der

Qualitatssicherung, der Laborleitung sowie des gesamten Teams der Eurofins Biotesting Services
Nord GmbH verbunden. Schwierig war die Einhaltung der immer gleichbleibenden Zeiten fiir das
GieBen der Petrischalen pro Stunde sowie das Erreichen einer ahnlichen Zellzahl in jedem einzel-
nen Cryoréhrchen wahrend der Herstellung der Stamme. Die Untersuchungen mussten mindes-
tens eine Woche im Voraus geplant und mit der Nahrmedienkiiche abgesprochen werden. Die
Methode ist fir eine Person als zeitaufwandig zu beschreiben. Sie ist mit langen Versuchstagen im

Rahmen einer friihen Probenvorbereitung und eines spaten Abbaus am Abend verbunden.

5.11. Validitat der Ergebnisse
Die Validitat der Ergebnisse wird ausschlielich durch den Mittelwert der Dreifachbestimmung be-

grindet. Den zu den Validierungen ermittelten Ergebnisse lagen keine Vergleichsdaten aus frihe-
ren Uberpriifungen vor, weshalb das Thema der Validierung der Nidhrmedien fiir Plattengussver-
fahren noch ganz am Anfang des Erfahrungsstandes fiir das Laboratorium der Eurofins Biotesting
Services Nord GmbH steht. Zudem wurden alle Uberpriifungen ausschlieRlich durch eine einzelne
Person ermittelt, wodurch mégliche Messfehler nicht aufgedeckt werden konnten. Die Ergebnisse
mittels einer weiteren Person zu kontrollieren ware somit ein weiterer moglicher Ansatz fiir die

Fortfihrung dieser Untersuchungsreihe.

5.12. Empfehlung fir weiterfiihrende Forschung und Zukunftsausblick
In Bezug auf die Validitat der Priifergebnisse sollte die Reliabilitat aller Ergebnisse kontrolliert

werden. Hierflr misste in der Zukunft unter selben Laborbedingungen und demselben Versuchs-
ablauf, die Validierungen fiir jedes Nahrmedium erneut durchgefiihrt werden. In der Auswertung
lasst sich feststellen, ob die Ergebnisse identisch sind oder nicht. Sind diese deckungsgleich, ist das
Verfahren praktikabel und reproduzierbar.

Einige aus der Diskussion hervorgehende Schwierigkeiten und benannte Sachverhalte, kénnen
ausschlieBlich durch weitere Versuche naher erortert werden, die fir die betroffenen Nahrme-
dien, gegebenenfalls im Rahmen einer Masterarbeit durchgefiihrt werden kénnten. Ein moglicher
Ansatz hierfiir wére die Rezepturveranderung der weniger produktiven Gussndhrmedien oder zu-
mindest der Vergleich dhnlicher Nahrmedien innerhalb einer Organismengruppe. Des Weiteren ist
es erwagenswert, wie in einigen herangezogenen Studien angewandt, die Inkubationstemperatur
zu variieren und anhand dessen neue Daten bezliglich des Leistungsnachweises jedes untersuch-

ten Nahrmediums zu erhalten.
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Eingehend auf weiterfiihrende Forschung ist abschliefend ein Gedankengang hervorzuheben, so-
fern der Versuchsablauf beibehalten werden soll:

Aktuell sind stabile Produktivitatswerte bis maximal 34 Stunden bestatigt. Das Limit der Verweil-
dauer fir die Agar TBX, VRBL und VRBD konnte jedoch im Zuge dieser Arbeit nicht ermittelt wer-
den.

Wo liegt das Maximum der Verweildauer im Trockenschrank fiir die o0.a. Agar?

6. Fazit

In Anlehnung an die Einleitung tragt diese Arbeit dazu bei, dass mikrobiologische Routineuntersu-
chungen von Lebensmitteln mit Hilfe des Plattengussverfahrens und der darauffolgenden Auswer-
tung nach analytischen und genormten Gesichtspunkten abgesichert, Gberwacht und im besten
Fall optimiert werden.

Die Validierung der Nahrmedien fiir Plattengussverfahren gemaR DIN EN ISO 11133 ist dem letzte-
ren Ziel zuzuschreiben.

Der Leistungsnachweise jedes untersuchten Mediums tragt zukiinftig zu einem spiirbar vorteilhaf-
teren Laboralltag bezliglich der Prozessschritte des Plattengussverfahrens bei. TBX, VRBD und
VRBL kdnnten aufgrund des hervorragend nachgewiesenen Produktivitatsverlaufes >34 Stunden
in der Eurofins Biotesting Services Nord GmbH nur noch alle zwei Tage aufgeschmolzen werden.
YGC kann Uber einen gesamten Tag (neun Stunden) statt ausschlieRlich innerhalb von vier Stun-
den gegossen werden.

Diese Ergebnisse konnen Arbeitsablaufe verbessern sowie die Arbeitsbelastung verringern.

Je nach zu testenden Proben pro Tag kam es oft zu Engpéassen in Bezug auf nur noch knapp vor-
handene aufgeschmolzene Agar-Flaschen im Trockenschrank. Aufgrund der durchgefiihrten Vali-
dierungen und der Tatsache, dass aktuell vier von den flinf untersuchten Nahrmedien weitaus lan-
ger als vier Stunden nach dem Aufschmelzprozess verwendet werden diirfen, stellt dies eine
groRe Entlastung fir die Laboranten dar, denn ein zweites oder drittes Mal Aufschmelzen pro Tag
fallt selbst bei einem groflen Proebenumfang weg.

Hierbei entstehen wie in der Einleitung als mogliches Ziel benannt, nicht zuletzt ein nachhaltiger
Umgang mit materiellen sowie zeitlichen Freiheitsgraden und aus wirtschaftlichen Aspekten her-
aus betrachtet eine Moglichkeit der Kosteneinsparung.

Nach der durchgefiihrten Arbeit sollte an die interne Qualitatskontrolle der Eurofins Biotesting
Services Nord GmbH appelliert werden auch zu weiteren Bereichsthemen Validierungen und Pro-
zessoptimierungen durchzufiihren, die einerseits dem Endverbraucher im Sinne einer hinreichen-
den Lebensmittelliberwachung zugutekommen und gleichzeitig den Arbeitsalltag der Laboranten

ertraglicher und durchaus produktiver gestalten.
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Anhang A- Ergebnisse
Inhaltsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis
Tabellenverzeichnis

Ergebnisse zu den Aufschmelzprozessen TBX

TBX Aufschmelzmethode 1 (gemald DIN EN 1SO 11133)
TBX Aufschmelzmethode 2 (abweichend von DIN EN I1SO 11133)
TBX Aufschmelzmethode 3 (abweichend von DIN EN ISO 11133)

Routineerganzende Tabellen TBX

Routinebegleitende Leistungsprifung fir 250 ml TBX Agar-Flaschen {iber einen Zeitraum von ma-

ximal 34 Stunden

Ergebnisse zu den Aufschmelzprozessen VRBD

VRBD Aufschmelzmethode 1 gemaR DIN EN ISO 11133
VRBD Aufschmelzmethode 2 (abweichend von DIN EN I1SO 11133)
VRBD Aufschmelzmethode 3 (abweichend von DIN EN 1ISO11133)

Routinebegleitende Leistungspriifung von 400 ml VRBD Agar-Flaschen (Xebios) Gber einen Zeit-
raum von maximal 34 Stunden

Routinebegleitende Leistungspriifung von 250 ml VRBD Agar-Flaschen (Xebios) Gber einen Zeit-
raum von maximal 34 Stunden

Ergebnisse zu den Aufschmelzprozessen VRBL

VRBL Aufschmelzmethode 1 gemaR DIN EN ISO 11133
VRBL Aufschmelzmethode 2 (abweichend von DIN EN ISO 11133)
VRBL Aufschmelzmethode 3 (abweichend von DIN EN ISO 11133)

Routinebegleitende Leistungsprifung von VRBL liber einen Zeitraum von maximal 34 Stunden,
250 ml Agar-Flaschen

Ergebnisse zu den Aufschmelzprozessen YGC

YGC Aufschmelzmethode 1 gemaR DIN EN ISO 11133
YGC Aufschmelzmethode 2 (abweichend von DIN EN ISO 11133)
YGC Aufschmelzmethode 3 (abweichend von DIN EN ISO 11133)

Ergebnisse zu den Aufschmelzprozessen MRS

MRS Aufschmelzmethode 1 gemaR DIN EN ISO 11133
MRS Aufschmelzmethode 2 (abweichend von DIN EN ISO 11133)

MRS Aufschmelzmethode 3 (abweichend von DIN EN ISO 11133)
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Abbildungsverzeichnis
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Ergebnisse zu den Aufschmelzprozessen TBX
TBX Aufschmelzmethode 1 (gemaR DIN EN 1SO 11133)

Untersuchung des Aufschmelzprozesses der Agar-Flaschen wahrend sich das WB auf 95°C erhitzt

In nachfolgender Tabelle sind drei aufeinanderfolgende Uberpriifungen des Produktivitatsverhélt-
nisses von TBX zu sehen. Die Pg-Wert liegen in einem Gesamtzeitraum von 4 Stunden zwischen
80% und 90%. Die Leistung von TBX Agar wird wahrend des Aufschmelzens des Agars unter Routi-
nebedingungen in keiner Weise beeintrachtigt.

500 ml TBX Agar-Falschen

Ergebnis von Priifung Nummer (i) TBX 500 ml Flasche I-1ll E.Coli
i= to t | ¥]
Referenz 118 126 111
KBE (Priifagar-xi) 100 101 100
Ri 0,84 0,80 0,90
Iri-ri-1l 0,04 0,10

AA- Tabelle 1: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen des Aufschmelzprozesses TBX 500 ml wéhrend der Erwédrmung des
WB auf 95 °C

Nachfolgende Tabelle AA- 2 geht aus Tabelle AA- 1 hervor und beinhaltet zuséatzlich die Daten zum
mittleren Pg-Wert (hier fir E.Coli) und den Vertrauensgrenzen, die in der Regelkarte erscheinen.
Sie dient als Zwischenschritt fir eine erleichterte Erstellung der Regelkarte, da alle benétigten Da-
ten in einer Tabelle aufgefiihrt sind. Die Regelkarte kann so in Excel direkt aus der Tabelle kon-
struiert werden, ist fir die Ergebnisdarstellung jedoch unwesentlich. Dieser Zwischenschritt ist fiir
jeden Zielkeim des jeweiligen untersuchten Nahrmediums durchzufiihren und erscheint einmalig

exemplarisch fur TBX.

Flasche 1.-3. 500ml E.Coli
Stun- Pr-Wert Mittelwert 95. KI. An- 95. K. 99. KI. An- 99. KI.
den E.Coli E.Coli fang Ende fang Ende
0 0,84 0,85 0,94 0,76 0,98 0,72
2 0,80 0,85 0,94 0,76 0,98 0,72
4 0,90 0,85 0,94 0,76 0,98 0,72

AA- Tabelle 2: Gesammelte Daten der Regelkarte fiir TBX 500 ml E.Coli, Aufschmelzprozess wéhrend sich das WB auf 95

°C erwdrmt

In der nachfolgenden Regelkarte sind die Ergebnisse des Aufschmelzprozesses der Agar-Flaschen

wahrend sich das Wasserbad auf 95°C erhitzt grafisch abgebildet. Neben des
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Produktivitatsverhaltnisses zwischen ausgezahlten E.Coli-Kolonien und der Anzahl an E.Coli Kolo-
nien auf der Referenzagar-Platte, sind die Konfidenzintervalle fiir 95% und 99%-Vertrauensgren-
zen sowie der mittlere Pr-Wert von E.Coli fiir das Nahrmedium TBX Uber den gesamten Untersu-
chungszeitraums abgebildet.

Die beschriebenen Elemente der Regelkarte gelten fiir jeden Zielkeim des untersuchten Nahrme-
diums und missen immer individuell fir die Untersuchungen des Aufschmelzprozesses und die
Untersuchungen der Routinelberprifungen errechnet werden (siehe 3.9.2 Erstellung einer Regel-
karte)

Die Produktivitat des Zielkeim E.Coli bei der Untersuchung dieses Aufschmelzprozesses mit 500 ml
TBX Agar nimmt zwischen der ersten und der zweiten Messung ab und befindet sich bis zu der
Messung nach 2 Stunden im sinkenden Zustand. AnschlieBend steigt die Produktivitadt erneut, so-

dass sie nach 4 Stunden oberhalb des mittleren Pg-Wertes liegt.

Aufschmelzprozess wahrend sich das WB auf 95 °C
erhitzt. TBX 500 ml Zielkeim E.Coli

0,75
0,7
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4
Stunden
—@— PR-Wert E.Coli Mittelwert E.Coli 95. KI Anfang
95. KI Ende = = =99.KI Anfang = = =99.KI Ende

AA- Abbildung 1: Regelkarte Produktivitétsverhdltnis E.Coli auf TBX 500 ml, Aufschmelzprozess wdhrend der Erwdrmung
des WB auf 95 °C

Fiir das Ndhrmedium TBX geht aus der Tabelle Al 1: Ubersicht der fiir TBX relevante morphologi-
sche Merkmale, Faktoren der Qualitdtskontrolle in Bezug auf die jeweiligen Zielkeime hervor, dass
fiir eine ausreichende Leistung des Nahrbodens ein Pg-Wert >0,50 erforderlich ist. Wie aus Abbil-
dung AA-1: Regelkarte Produktivitdtsverhdltnis E.Coli auf TBX, Aufschmelzprozess wihrend der Er-

wdrmung des Wasserbades auf 95 °C abzulesen ist, beeintrachtigt der Aufschmelzprozess, nach
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errechneten Pg-Werten liber 4 Stunden, den TBX-Agar nicht. Der mittlere Pz-Wert liegt bei 0,85,

was deutlich Giber dem minimalen geduldeten Pg-Wert liegt.

250 ml TBX Agar-Flaschen

Dieselbe Untersuchung des Aufschmelzprozesses fiir ein Volumen von 250 ml TBX Agar-Flaschen
ergab keinen erheblichen Unterschied im Vergleich zu den 500 ml Agar-Flaschen. Die Spanne des
Produktivitatsbereiches des Zielkeims E.Coli innerhalb der 4 Stunden der durchgefiihrten Messun-
gen fiir 250 ml Agar fallt sogar geringer als bei einem Volumen von 500 ml aus.

Die Pr-Werte von E.Coli fir ein Agar-Volumen von 250 ml liegen zwischen knapp 80% und ca. 85%,
was einen sehr geringen Produktivitatsbereich abdeckt. Die Werte liegen alle weit aus tiber 50%,

was fir einen eindeutigen Produktivitatsnachweis spricht.

Ergebnis von Priifung Nummer (i) TBX 250 ml Flasche I-lll E.Coli
i= to t | ¥]
Referenz 115 108 100
KBE (Priifagar-xi) 90 93 86
ri 0,78 0,86 0,86
Iri-ri-1l 0,08 0,00

AA- Tabelle 3: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen des Aufschmelzprozesses TBX 250 ml wéhrend der Erwédrmung des
WB auf 95 °C

Tabelle AA-4 stellt die vorbereitende Tabelle fiir 250 ml Flaschen TBX zur Erstellung der Regel-
karte mit allen erforderlichen Daten, die fiir die Untersuchung des Aufschmelzprozesses der Agar-
Flaschen wahrend sich das Wasserbad auf 95°C erhitzt sowie fiir alle weiteren durchgefiihrten Un-

tersuchungen, in der Regelkarte erscheinen miissen dar.

Flasche 1.-3. 250 ml E.Coli
Pr-Wert Mittelwert 95. KI. An- 95. KI. 99. KI. An- 99. KI.
Stunden | E.Coli E.Coli fang Ende fang Ende
0 0,78 0,84 0,79 0,89 0,76 0,91
2 0,86 0,84 0,79 0,89 0,76 0,91
4 0,86 0,84 0,79 0,89 0,76 0,91

AA- Tabelle 4: Gesammelte Daten der Regelkarte fiir TBX 250 ml E.Coli, Aufschmelzprozess wéhrend sich das WB auf 95

°C erwdrmt

Zwischen den ersten beiden Messungen steigt der Pg-Wert von E.Coli deutlich an, woraufhin er

zwischen Messung zwei und drei geradezu parallel Glber dem mittleren Pr-Wert verlauft.
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Aufschmelzprozess wahrend sich das WB auf 95 °C
erhitzt. TBX 250 ml Zielkeim E.Coli

0,95
0 T e
+ i
5 0,85
=
o= 0,80
o7 b —%4-—-—--—-94----"+-F-" - - +---"-4--"-"-"---"-"-"-~-===3
0,70
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4
Stunden
—— PR-Wert E.Coli Mittelwert E.Coli 95. Kl Anfang
95. Kl Ende = = =99.KI Anfang = = =99.KI Ende

AA- Abbildung 2: Regelkarte Produktivitétsverhdltnis E.Coli auf TBX 250 ml, Aufschmelzprozess wdhrend der Erwédrmung
des WB auf 95 °C

TBX Aufschmelzmethode 2 (abweichend von DIN EN I1SO 11133)

Untersuchung des Aufschmelzprozesses der Agar-Flaschen bei der Temperatur von 95°C (WB ist

bereits auf tmax erhitzt

Nach den Ergebnissen dieser Aufschmelzmethode sind 500 ml TBX Agar-Flaschen deutlich leis-
tungsfahiger als die 250 ml Agar-Flaschen. Die 500 ml Agar-Flaschen haben einen Produktivitats-
bereich zwischen 75% und 90%. Die 250 ml Agar-Flaschen weisen hingegen nur Werte zwischen
40%-75% auf, die fiir die von der DIN EN I1SO 11333 festgelegten Produktivitdtsgrenze von 50% un-
geniligend sind.

500 ml Agar-Flaschen

Die Produktivitat bei dieser Aufschmelzmethode liegt fir E.Coli mit 500 ml TBX Agar-Flaschen ca.
zwischen 75% und 90 % und ist somit ahnlich wie bei der Aufschmelzmethode fiir E.Coli mit 500
ml Agar-Flaschen wahrend sich das Wasserbad auf 95 °C erwdarmt von der Produktivitat so gut wie

im selben Bereich einzuordnen.

Ergebnis von Priifung Nummer (i) TBX 500 ml Flasche I-1ll E.Coli
i= to t1 )
Referenz 23 20 24
KBE (Prifagar-xi) 21 18 18
ri 0,91 0,88 0,76
Iri-ri-1l 0,03 0,12

AA- Tabelle 5: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen des Aufschmelzprozesses TBX 500 ml wéhrend tmax 95 °C

101



Tabelle AA-6 stellt die vorbereitende Tabelle fiir 500 ml Flaschen TBX zur Erstellung der Regel-

karte mit allen erforderlichen Daten, die fiir die Untersuchung des Aufschmelzprozesses der Agar-

Flaschen bei der Temperatur von 95°C (WB ist bereits auf tmax erhitzt) sowie fiir alle weiteren

durchgefihrten Untersuchungen, in der Regelkarte erscheinen missen dar.

Flasche 1.-3. 500 ml E.Coli
Stun- Pr-Wert Mittelwert 95. KI. An- 95. Kl. 99. KI. An- 99. KI.
den E.Coli E.Coli fang Ende fang Ende
0 0,91 0,85 0,94 0,77 0,99 0,72
2 0,88 0,85 0,94 0,77 0,99 0,72
4 0,76 0,85 0,94 0,77 0,99 0,72

AA- Tabelle 6: Gesammelte Daten der Regelkarte fiir TBX 500 ml E.Coli, Aufschmelzprozess bei tmax=95 °C

Die Produktivitat des Zielkeimes E.Coli fallt bis zur zweiten Messung leicht ab. Kurz nach der Mes-

sung nach 2 Stunden schneidet er den mittleren Pr-Wert und sinkt bis auf 75 %. Dabei unter-

schreitet er die untere Vertrauensgrenze des 95 % Konfindenzintervalles.

Aufschmelzprozess bei t

max

TBX 500 ml E. Coli

=95 °Cdes WB

o
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4
Stunden
—@— PR-Wert E.Coli Mittelwert E.Coli 95. KI Anfang

95. Kl Ende

= = =99 K| Anfang

- = =99 K| Ende

AA- Abbildung 3: Regelkarte Produktivitétsverhdltnis E.Coli auf TBX 500 ml, Aufschmelzprozess wéhrend tpmqx=95°C
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250 ml TBX Agar-Flaschen

Die Produktivitat von E.Coli bei 250 ml TBX Agar-Flaschen liegt zwischen 40% und ca. 75%.

Ergebnis von Priifung Nummer (i) TBX 250 ml Flasche I-lll E.Coli
i= to t t
Referenz 18 19 25
KBE (Priifagar-xi) 14 10 10
ri 0,76 0,52 0,40
Iri-ri-1l 0,23 0,12

AA- Tabelle 7: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen des Aufschmelzprozesses TBX 250 ml bei tyqx = 95 °C

Tabelle AA-8 stellt die vorbereitende Tabelle fiir 250 ml Flaschen TBX zur Erstellung der Regel-

karte mit allen erforderlichen Daten, die fiir die Untersuchung des Aufschmelzprozesses der Agar-

Flaschen bei der Temperatur von 95°C (WB ist bereits auf tmax erhitzt) sowie fiir alle weiteren

durchgefihrten Untersuchungen, in der Regelkarte erscheinen miissen dar.

Flasche 1.-3. 250 ml E.Coli
Stun- Pr-Wert Mittelwert 95. KI. An- 95. KI. 99. Kl. An- 99. KI.
den E.Coli E.Coli fang Ende fang Ende
0 0,76 0,56 0,77 0,35 0,87 0,24
2 0,52 0,56 0,77 0,35 0,87 0,24
4 0,40 0,56 0,77 0,35 0,87 0,24

AA- Tabelle 8: Gesammelte Daten der Regelkarte fiir TBX 250 ml E.Coli, Aufschmelzprozess bei tmax=95 °C

In der Regelkarte fiir E.Coli bei 250m| TBX-Agar-Flaschen sind die ersten zwei Messungen aus Sicht

der Produktivitdt noch annehmbar.
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Aufschmelzprozess bei t,_, =95 °C des WB
TBX 250 ml E. Coli
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95. KI Ende = = =99.KIl Anfang = = =99.KI Ende

AA- Abbildung 4: Regelkarte Produktivitétsverhdltnis E.Coli auf TBX 250 ml, Aufschmelzprozess wéhrend tmax=95°C

TBX Aufschmelzmethode 3 (abweichend von DIN EN I1SO 11133)

Untersuchung die Agar-Flaschen tber den Aufschmelzprozess hinaus im WB stehen lassen

Grundsétzlich hat sich herausgestellt, dass das gewollte Uberschreiten der Zeit des Aufschmelzens
der TBX Agar-Flaschen auf die 500 ml Agar-Flaschen keinen wesentlichen Einfluss ausgetibt hat.
Die 250 ml Agar-Flaschen hingegen haben weniger gut abgeschnitten. Die gemessenen Pg-Werte
lagen nach einstiindiger Uberschreitung der bereits aufgeschmolzenen Agar-Flaschen bei 50%.
Nach 1,5 Stunden Uberschreitung lag der Pr-Wert bei 55%. Die geduldete Mindestgrenze von 50%
fiir TBX-Agar wurde demnach nicht unterschritten. Im Vergleich zu den anderen Untersuchungen

zum Aufschmelzprozess ist dieses Ergebnis das schwachste.
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500 ml TBX Agar-Flaschen

Die Produktivitat des Zielkeims E.Coli wird bei der Uberschreitung des Aufschmelzprozesses nicht

erheblich beeinflusst. Die Pg-Werte liegen zwischen ca. 60% und 90 %. Die Produktivitdatsspanne

ist hoch, was keine Auswirkung auf die Leistung des Nahrmediums hat.

Ergebnis von Priifung Nummer (i) TBX 500ml E.Coli

i= to 1 t

Referenz 139 141 145
KBE (Priifagar-xi) 88 122 127
ri 0,63 0,87 0,88
Ir-ri-1 0,23 0,01

AA- Tabelle 9: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen bei Uberschreitung des Aufschmelzprozesses TBX 500 ml

Tabelle AA-10 zeigt die vorbereitende Tabelle fiir 500 ml Flaschen TBX zur Erstellung der Regel-

karte mit allen erforderlichen Daten, die fiir die Untersuchung die Agar-Flaschen liber den Auf-

schmelzprozess hinaus im Wasserbad stehen zu lassen sowie fiir alle weiteren durchgefiihrten

Untersuchungen, die in der Regelkarte erscheinen missen.

Flasche 1.-3. 500 ml E.Coli
Stun- Pr-Wert Mittelwert 95. KI. An- 95. KI. 99. Kl. An- 99. KI.
den E.Coli E.Coli fang Ende fang Ende
0,5 0,63 0,79 0,93 0,65 1,01 0,58
1,0 0,87 0,79 0,93 0,65 1,01 0,58
1,5 0,88 0,79 0,93 0,65 1,01 0,58

AA- Tabelle 10: Gesammelte Daten der Regelkarte fiir TBX 500 ml E.Coli bei Uberschreitung des Aufschmelzprozesses

Die Produktivitit von E.Coli nimmt bei 500 ml TBX-Flaschen wihrend der Uberschreitung des Auf-

schmelzens der bereits im Wasserbad fllissig gewordenen Agar-Flaschen nicht ab. Die erste Mes-

sung liegt leicht unter der ersten Vertrauensgrenze des 95% Konfidenzintervalls, was durch den

weiteren Verlauf der Pg-Werte nicht negativ zu bewerten ist. Der mittlere Pg-Wert liegt bei knapp

80%, was auf einen sehr leistungsfahigen Nahrboden schlieBt, der Temperaturen von 95°C auch

mehr als einer Stunde bei bereits aufgeschmolzenem Agar standhalten kann.
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TBX 500 ml iiber den Aufschmelprozess hinaus im WB
stehen lassen E.Coli
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AA- Abbildung 5: Regelkarte Produktivitédtsverhéltnis E.Coli auf TBX 500 ml, Uberschreitung des Aufschmelzprozesses

250 ml TBX Agar-Flaschen

E.Coli verhilt sich bei derselben Untersuchung bei Uberschreitung des Aufschmelzprozesses von

TBX deutlich schlechter. Die Pg-Werte liegen in einem deutlich niedrigeren Bereich. Die zwei letz-

ten Messungen sind dem Grenzwert mit 50% und 55% deutlich ndher.

Ergebnis von Priifung Nummer (i) TBX 250 ml E.Coli

i= to t ta

Referenz 134 142 162
KBE (Priifagar-xi) 103 71 89
ri 0,77 0,50 0,55
Iri-ri-1l 0,27 0,05

AA- Tabelle 11: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen bei Uberschreitung des Aufschmelzprozesses TBX 250 ml

Vorbereitende Tabelle fiir 250 ml Flaschen TBX zur Erstellung der Regelkarte mit allen erforderli-

chen Daten, die fir die Untersuchung die Agar-Flaschen liber den Aufschmelzprozess hinaus im

Wasserbad stehen zu lassen sowie fiir alle weiteren durchgefiihrten Untersuchungen, die in der

Regelkarte erscheinen missen.
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Flasche 1.-3. 250 ml E.Coli
Stun- Pr-Wert Mittelwert 95. KI. An- 95. KI. 99. KI. An- 99. KI.
den E.Coli E.Coli fang Ende fang Ende
0,5 0,77 0,61 0,79 0,42 0,89 0,32
1,0 0,50 0,61 0,79 0,42 0,89 0,32
1,5 0,55 0,61 0,79 0,42 0,89 0,32

AA- Tabelle 12: Gesammelte Daten der Regelkarte fiir TBX 250 ml E.Coli bei Uberschreitung des Aufschmelzprozesses

E.Coli verhalt sich bei einem Volumen von 250 ml spiegelverkehrt zu den Ergebnissen der 500 ml
TBX Agar-Flaschen bei Uberschreitung des Aufschmelzprozesses. Die Produktivitit sink bis zu der
zweiten Messung nach 2 Stunden bis zu 50% und steigt anschlieRend leicht bis zum mittleren Psg-

Wert.

TBX 250 ml liber den Aufschmelprozess hinaus im WB

stehen lassen E.Coli
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AA- Abbildung 6: Regelkarte Produktivitétsverhéltnis E.Colii auf TBX 250 ml, Uberschreitung des Aufschmelzprozesses

Routineerganzende Tabellen TBX

Routinebegleitende Leistungspriifung von TBX liber einen Zeitraum von maximal 34 Stunden

500 ml TBX Agar-Flaschen

Vorbereitende Tabelle fiir 500 ml Flaschen TBX zur Erstellung der Regelkarte mit allen erforderli-
chen Daten, die fiir die Routinebegleitende Leistungsprifung von TBX liber einen Zeitraum von

maximal 34 Stunden erforderlich sind.
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Uhr- |Stun- |PR-Wert 1. Flasche |PR-Wert 2. Flasche |PR-Wert 3. Flasche | Mittel- |PR-Wert Fla- 95. Kl An- |95.Kl 99.KI An- | 99.KI
zeit den 500ml 500 ml 500ml wert sche 1-3 fang Ende fang Ende

0 0,86 0,67 1,05 0,58 1,14
09:30 1 1,00 1,10 0,94 0,86 0,99 0,67 1,05 0,58 1,14
10:30 2 1,03 0,86 0,90 0,86 0,94 0,67 1,05 0,58 1,14
11:30 3 1,02 1,01 1,00 0,86 1,01 0,67 1,05 0,58 1,14
12:30 4 0,84 0,94 0,88 0,86 0,89 0,67 1,05 0,58 1,14
13:30 5 0,83 0,91 0,93 0,86 0,89 0,67 1,05 0,58 1,14
14:30 6 0,84 0,74 0,70 0,86 0,76 0,67 1,05 0,58 1,14
15:30 7 0,70 0,61 0,60 0,86 0,62 0,67 1,05 0,58 1,14
16:30 8 0,80 0,81 0,97 0,86 0,86 0,67 1,05 0,58 1,14
17:30 9 0,88 0,80 0,98 0,86 0,88 0,67 1,05 0,58 1,14
18:30 10 0,86 0,67 1,05 0,58 1,14
19:30 11 0,86 0,67 1,05 0,58 1,14
20:30 12 0,86 0,67 1,05 0,58 1,14
21:30 13 0,86 0,67 1,05 0,58 1,14
22:30 14 0,86 0,67 1,05 0,58 1,14
23:30 15 0,86 0,67 1,05 0,58 1,14
00:30 16 0,86 0,67 1,05 0,58 1,14
01:30 17 0,86 0,67 1,05 0,58 1,14
02:30 18 0,86 0,67 1,05 0,58 1,14

108



Uhr- |Stun- |PR-Wert 1. Flasche |PR-Wert 2. Flasche |PR-Wert 3. Flasche | Mittel- |PR-Wert Fla- 95. Kl An- |95.Kl 99.KI An- | 99.KI

zeit den 500ml 500 ml 500ml wert sche 1-3 fang Ende fang Ende

03:30 19 0,86 0,67 1,05 0,58 1,14
04:30 20 0,86 0,67 1,05 0,58 1,14
05:30 21 0,86 0,67 1,05 0,58 1,14
06:30 22 0,86 0,67 1,05 0,58 1,14
07:30 23 0,86 0,67 1,05 0,58 1,14
08:30 24 0,86 0,67 1,05 0,58 1,14
09:30 25 0,78 0,87 0,80 0,86 0,82 0,67 1,05 0,58 1,14
10:30 26 1,06 0,93 1,00 0,86 1,00 0,67 1,05 0,58 1,14
11:30 27 0,87 0,90 0,88 0,86 0,89 0,67 1,05 0,58 1,14
12:30 28 0,67 0,71 0,69 0,86 0,69 0,67 1,05 0,58 1,14
13:30 29 0,82 0,81 0,86 0,86 0,83 0,67 1,05 0,58 1,14

AA- Tabelle 13: Gesammelte Daten der Regelkarte fiir TBX 500 ml E.Coli fiir die Standzeiten-Kontrolle der Routineuntersuchungen
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Routinebegleitende Leistungsprifung flir 250 ml TBX Agar-Flaschen Uber einen Zeitraum von maximal 34 Stunden

Die Pg-Werte fir jede Messung pro Stunde weisen alle eine Produktivitdat >50% auf. Lediglich Messung i =7 und i =9 liegen im Bereich zwischen 50% und

60%.
Ergebnis von Priifung Nummer (i) TBX 250ml Flasche | bis Flasche Il E.Coli
i= 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Referenz 58 52 64 65 51 79 74 69 78
KBE (Prufagar-xi) 58 55 54 52 47 55 42 45 43
ri 0,99 1,05 0,84 0,81 0,92 0,69 0,57 0,66 0,55
Iri-ri-11 0,14 0,29 0,03 0,11 0,23 0,12 0,09 0,11
i= 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Referenz 110 118 111 100 124 115 130 123 101
KBE (Prufagar-xi) 91 74 79 97 107 104 84 89 82
ri 0,83 0,63 0,71 0,97 0,86 0,91 0,65 0,72 0,82
Iriri=l 0,72 0,2 0,08 0,28 0,13 0,05 0,26 0,07 0,10

AA- Tabelle 14: 18 hintereinander durchgefiihrte Standzeiten-Uberpriifungen fiir die Routinearbeit, die das Produktivitdtsverhdltnis von E.Coli fiir TBX 250 ml beschreiben.

Tabelle AA-15 stellt die vorbereitende Tabelle fiir 250 ml Flaschen TBX zur Erstellung der Regelkarte mit allen erforderlichen Daten, die fir die Routinebe-

gleitende Leistungspriifung von TBX Uber einen Zeitraum von maximal 34 Stunden sowie fiir alle weiteren durchgefiihrten Untersuchungen, in der Regel-

karte erscheinen mussen.
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Uhr- |Stun- |PR-Wert 1. Flasche |PR-Wert 2. Flasche |PR-Wert 3. Flasche | Mittel- |PR-Wert Fla- 95. KI An- | 95. Kl 99.KI An- | 99.KI
zeit den 250 ml 250 ml 250 ml wert sche 1-3 fang Ende fang Ende

0 0,79 0,6 0,98 0,51 1,07
09:30 1 1,03 1,03 0,91 0,79 0,99 0,6 0,98 0,51 1,07
10:30 2 1,05 1,04 1,06 0,79 1,05 0,6 0,98 0,51 1,07
11:30 3 0,77 0,91 0,84 0,79 0,84 0,6 0,98 0,51 1,07
12:30 4 0,82 0,77 0,83 0,79 0,81 0,6 0,98 0,51 1,07
13:30 5 0,82 0,92 1 0,79 0,91 0,6 0,98 0,51 1,07
14:30 6 0,76 0,71 0,61 0,79 0,69 0,6 0,98 0,51 1,07
15:30 7 0,64 0,52 0,57 0,79 0,58 0,6 0,98 0,51 1,07
16:30 8 0,59 0,74 0,64 0,79 0,66 0,6 0,98 0,51 1,07
17:30 9 0,6 0,51 0,54 0,79 0,55 0,6 0,98 0,51 1,07
18:30 10 0,79 0,6 0,98 0,51 1,07
19:30 11 0,79 0,6 0,98 0,51 1,07
20:30 12 0,79 0,6 0,98 0,51 1,07
21:30 13 0,79 0,6 0,98 0,51 1,07
22:30 14 0,79 0,6 0,98 0,51 1,07
23:30 15 0,79 0,6 0,98 0,51 1,07
00:30 16 0,79 0,6 0,98 0,51 1,07
01:30 17 0,79 0,6 0,98 0,51 1,07
02:30 18 0,79 0,6 0,98 0,51 1,07
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Uhr- |Stun- |PR-Wert 1. Flasche |PR-Wert 2. Flasche |PR-Wert 3. Flasche | Mittel- |PR-Wert Fla- 95. KI An- | 95. Kl 99.KI An- | 99.KI

zeit den 250 ml 250 ml 250 ml wert sche 1-3 fang Ende fang Ende

03:30 19 0,79 0,6 0,98 0,51 1,07
04:30 20 0,79 0,6 0,98 0,51 1,07
05:30 21 0,79 0,6 0,98 0,51 1,07
06:30 22 0,79 0,6 0,98 0,51 1,07
07:30 23 0,79 0,6 0,98 0,51 1,07
08:30 24 0,79 0,6 0,98 0,51 1,07
09:30 25 0,81 0,84 0,85 0,79 0,83 0,6 0,98 0,51 1,07
10:30 26 0,67 0,59 0,67 0,79 0,64 0,6 0,98 0,51 1,07
11:30 27 0,8 0,65 0,68 0,79 0,71 0,6 0,98 0,51 1,07
12:30 28 0,93 1,03 0,95 0,79 0,97 0,6 0,98 0,51 1,07
13:30 29 0,94 0,78 0,87 0,79 0,86 0,6 0,98 0,51 1,07
14:30 30 0,81 1 0,91 0,79 0,91 0,6 0,98 0,51 1,07
15:30 31 0,64 0,56 0,75 0,79 0,65 0,6 0,98 0,51 1,07
16:30 32 0,79 0,75 0,64 0,79 0,73 0,6 0,98 0,51 1,07
17:30 33 0,78 0,74 0,92 0,79 0,81 0,6 0,98 0,51 1,07

AA- Tabelle 15: Gesammelte Daten der Regelkarte fiir TBX 250 ml E.Coli fiir die Standzeiten-Kontrolle der Routineuntersuchungen

Abbildung AA-7 bildet die Regelkarte fiir den Zielkeim E.Coli fiir 250 ml TBX Agar ab. Die Produktivitdt des Zielkeims sinkt am ersten Versuchstag kontinuier-

lich von Pr=1,00 bis auf Pz=0,50 ab, wohingegen die Produktivitdt am zweiten Versuchstag steigt bis sie sich zwischen den Messungen bei Pg= 0,60 bis Pg=

0,95 positioniert.
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Standzeiten TBX 250 ml E.Coli

1,1

Von 17:30 Uhr bis
9:30 Uhr & Stunde 9
bis Stunde 25 im

Diagramm, haben
keine Messungen
stattgefunden

Pg-Wert

0,4
0 5 10 15 20 25

Stunden

Mittelwert

PR-Wert 3. Flasche 250 ml

PR-Wert 2. Flasche 250 ml

PR-Wert 1. Flasche 250 ml

95. KI Ende = = =99.KI Anfang = = =99.KI Ende

95. KI Anfang

AA- Abbildung 7: Regelkarte Produktivitédtsverhdltnis E.Coli auf TBX 250 ml, Routinebegleitende Standzeiten-Uberpriifung iiber max. 34 h

30
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Ergebnisse zu den Aufschmelzprozessen VRBD

Alle Zielkeime des VRBD Agars halten eine Produktivitat von mindestens 50 % Uber alle drei Auf-

schmelzmethoden ein.

VRBD Aufschmelzmethode 1 gemal DIN EN I1SO 11133

Untersuchung des Aufschmelzprozesses der Agar-Flaschen wahrend sich das WB auf 95°C erhitzt

Oxoid 500 ml VRBD Agar-Falschen

Zwischen zwei und vier Stunden Lagerzeit im Trockenschrank verringert sich die Produktivitdt von
E. Coli um 8%. In Anlehnung an die stiindliche Routineliberprifung von VRBD, ist davon auszuge-
hen, dass nach weiteren Messungen die Produktivitat weniger stark abnehmen wird. Insgesamt
ist die Produktivitat von E.Coli mit einem Bereich zwischen 80% und 90% im Vergleich zu den rest-

lichen Zielkeimen am hochsten.

Ergebnis von Priifung Nummer (i) VRBD 500 ml Flasche I-1ll E.Coli
i= to t | ¥]
Referenz 101 195 150
KBE (Priifagar-xi) 90 175 123
ri 0,89 0,90 0,82
Iri-ri-1l 0,01 0,08

AA- Tabelle 16: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen des Aufschmelzprozesses VRBD 500 ml E.Coli wéihrend der Erwiér-
mung des WB auf 95 °C

In der Regelkarte des Zielkeims E.Coli fir 500 ml VRBD Agar-Flaschen ist zu erkennen, dass der
Produktivitatsabfall hauptsachlich zwischen 2 und 4 Stunden stattfindet. Der mittlere Pg-Wert

wird erst bei ca. 2,5 Stunden unterschritten.
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Aufschmelzprozess wahrend sich das WB auf 95 °C
erhitzt. VRBD 500 ml Zielkeim E.Coli

080 L o o m e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e - - - - =
0,75
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4
Stunden
—@— PR-Werte E.Coli 500ml Mittelwert 95. KI Anfang
95. KI Ende = = =99.KI|Anfang = = =99.KIEnde

AA- Abbildung 8: Regelkarte Produktivitétsverhdltnis E.Coli auf VRBD 500 ml, Aufschmelzprozess wdhrend der Erwdr-

mung des WB auf 95 °C

Der Zielkeim E.aerogenes weist wie E.Coli innerhalb des vierstlindigen Untersuchungszeitraums

von Messung t, Stunden bis t, Stunden fiir 500 ml VRBD-Agar-Flaschen Schwankungen von 8%

auf. Die Pg-Werte liegen ca. zwischen 70% und 80%, was im Gegensatz zu E.Coli weniger stark ist.

Ergebnis von Priifung Nummer (i) VRBD 500 ml Flasche I-1ll E. aerogenes
i= to t [ ¥]
Referenz 53 74 62
KBE (Priifagar-xi) 41 52 43
ri 0,77 0,70 0,69
Iri-ri-1l 0,06 0,01

AA- Tabelle 17: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen des Aufschmelzprozesses VRBD 500 ml E.aerogenes wihrend der

Erwdrmung des WB auf 95 °C

In der Regelkarte zu E.aerogenes zeigt sich, dass der Produktivitatsabfall zwischen to und t; steiler

abfallt, als zwischen t; und t,. Kurz vor der Messung t1 sinkt E.Coli unter den mittleren Pg-Wert.
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Aufschmelzprozess wahrend sich das WB auf 95 °C
erhitzt. VRBD 500 ml Zielkeim E.aerogenes

0,82
0,77
et
g
= 0,72
IQ:
[a —=0
0,67
0,62
0 0,5 2 2,5 3 4
Stunden
—@&— PR-Werte E. aerogenes 500ml Mittelwert
95. Kl Ende

= = =99.KI Anfang

= = =99.KI Ende

AA- Abbildung 9: Regelkarte Produktivitétsverhdltnis E.aerogenes auf VRBD 500ml, Aufschmelzprozess wéhrend der Er-

wdrmung des WB auf 95 °C

S.enterica ist von allen Zielkeimen der 500 ml VRBD Agar-Flaschen am schwachsten und weist die

grofSten Schwankungen mit einer Produktivitat von ca. 50% bis 70% auf.

Ergebnis von Priifung Nummer (i) VRBD 500 ml Flasche I-lll S. enterica

i= to t t
Referenz 200 167 178
KBE (Priifagar-xi) 136 91 104
ri 0,68 0,54 0,58
Iri-ri-1l 0,14 0,04

AA- Tabelle 18: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen des Aufschmelzprozesses VRBD 500 ml S.enterica wéhrend der Er-

wdrmung des WB auf 95 °C

Die Regelkarte der S.enterica fiir 500 ml VRBD Agar hat einen starken Steigungsabfall zwischen

Messung to Stunden und t; Stunden und untersteigt den Mittelwert im 2. Drittel nach Messung to.

Nach der Messung ti ndhert sie sich erneut dem mittleren Pr-Wert von 60%. Ein erstmaliger Stei-

gungsabfall und darauffolgende Zunahme der Produktivitat ist ebenso bei einem Volumen von

250 ml VRBD-Agar zu beobachten.

116



Aufschmelzprozess wahrend sich das WB auf 95 °C
erhitzt. VRBD 500 ml Zielkeim S. enterica

Pe-Wert
o
D
o

0,50
0,40
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4
Stunden
—@— PR-Werte S.enterica 500ml Mittelwert 95. Kl Anfang
95. Kl Ende = = =99.KI Anfang = = =99.KIEnde

AA- Abbildung 10: Regelkarte Produktivitdtsverhdltnis S.enterica auf VRBD 500ml, Aufschmelzprozess wdhrend der Er-
wdrmung des WB auf 95 °C

C.freundii weist die geringsten Schwankungen innerhalb des Untersuchungszeitraumes auf. Die

Produktivitat liegt zwischen knapp 60% und 70%.

Ergebnis von Priifung Nummer (i) VRBD 500 ml Flasche I-lll C. freundii
i= to t1 t,
Referenz 100 85 76
KBE (Priifagar-xi) 68 55 46
ri 0,68 0,64 0,61
Iri-ri-1l 0,04 0,03

AA- Tabelle 19: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen des Aufschmelzprozesses VRBD 500 ml C.freundii wéhrend der Er-
wdrmung des WB auf 95 °C

Die Regelkarte des Zielkeims C.freundii hat einen geradezu konstanten Produktivitdtsabfall inner-
halb der Gesamtuntersuchung. Kurz vor der Messung t; schneidet er den mittleren Pg-Wert und

erreicht bei Messung t, fast die unterste Vertrauensgrenze des 95% Konfidenzintervalles.
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Aufschmelzprozess wahrend sich das WB auf 95 °C
erhitzt. VRBD 500 ml Zielkeim C. freundii

0,75
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—@— PR-Werte C. freundii 500ml Mittelwert 95. Kl Anfang
95. Kl Ende = = =99.KI Anfang = = =99KIEnde

AA- Abbildung 11: Regelkarte Produktivitéitsverhdltnis C.freundii auf VRBD 500ml, Aufschmelzprozess wdhrend der Er-

wdrmung des WB auf 95 °C

Oxoid 250 ml VRBD Agar-Flaschen

Die Ergebnisse derselben Untersuchung mit 250 ml Agar-Flaschen zeigt, dass die Volumina nahezu
gleich stabil sind wie das doppelte Volumen der 500 ml Agar-Flaschen. E.Coli und E.aerogenes sind
auch hier die starkeren Zielkeime und die Salmonelle stellt den schwéachsten Zielkeim dar. Teil-

weise ist eine groflere Produktivitdtsspanne und somit ein etwas niedrigerer Pg-Wert zu beobach-

ten.
Ergebnis von Priifung Nummer (i) VRBD 250ml Flasche I-1ll E.Coli
i= to t [ ¥]
Referenz 67 70 131
KBE (Priifagar-xi) 59 66 82
ri 0,88 0,94 0,63
Iri-ri-1l 0,06 0,31

AA- Tabelle 20: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen des Aufschmelzprozesses VRBD 250 ml E.Coli wéhrend der Erwéir-
mung des WB auf 95 °C

Die Produktivitat des Zielkeims E.Coli steigt leicht bis zu der Messung t1an. Der Pg-Wert, liegt zu
diesem Zeitpunkt knapp tber 90 %, woraufhin dieser bis zur Messung t, mit zunehmend negativer

Steigung bis 60% abfallt.

118



Aufschmelzprozess wahrend sich das WB auf 95 °C

erhitzt. VRBD 250 ml Zielkeim E.Coli

1,20
1,10 - ©
1,00
< 0,80
D_c: 0,70 \.
0,60
[ R
0,40
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4
Stunden
—@— PR-Werte E.Coli 250m| Mittelwert 95. KI Anfang
95. KI Ende 99.KI Anfang = = =99.KIEnde

AA- Abbildung 12: Regelkarte Produktivitdtsverhdltnis E.Coli auf VRBD 250 ml, Aufschmelzprozess wéihrend der Erwdr-

mung des WB auf 95 °C

Der Zielkeim E.aerogenes erfahrt bei 250 ml VRBD Agar-Flaschen einen groReren Abfall an Pro-

duktivitat als bei 500 ml. Er liegt dennoch mit Pg-Werten zwischen 70% und 90% deutlich tiber den

erforderlichen 50 % und hat einen geradezu linearen Riickgang der Produktivitat.

Ergebnis von Priifung Nummer (i) VRBD 250ml Flasche I-ll E. aerogenes

i= to t | ¥]
Referenz 80 84 103
KBE (Priifagar-xi) 77 69 75
ri 0,96 0,83 0,72
Iri-ri-1l 0,13 0,10

AA- Tabelle 21: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen des Aufschmelzprozesses VRBD 250 ml E.aerogenes wihrend der

Erwdrmung des WB auf 95 °C

Der Zielkeim E.aerogenes nimmt bei einem Agar-Volumen von 250 ml dhnlich, wie C.freundii bei

einem Volumen von 500 ml konstant ab und erreicht nahezu die untere Vertrauensgrenze des

95% Konfindenzintervalles.
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Aufschmelzprozess wahrend sich das WB auf 95 °C
erhitzt. VRBD 250 ml Zielkeim E.aerogenes

1,10
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Stunden _
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95. KI Anfang 95. Kl Ende
= = =99.KI Anfang = = =99.KI Ende

AA- Abbildung 13: Regelkarte Produktivitdtsverhdltnis E.aerogenes auf VRBD 250 ml, Aufschmelzprozess wdhrend der
Erwdrmung des WB auf 95 °C

Der Zielkeim S.enterica ist auf 250 ml VRBD Agar ebenso schwach, wie bei 500 ml. Mit einem Pro-
duktivitatsverhaltnis zwischen knapp 60% und knapp 70% liegt die Salmonelle {iber der Minde-

standforderung der Produktivitat.

Ergebnis von Priifung Nummer (i) VRBD 250ml Flasche I-1ll S. enterica
i= to &1 L
Referenz 122 116 118
KBE (Prifagar-xi) 73 67 81
ri 0,60 0,57 0,68
Iri-ri-1 0,03 0,11

AA- Tabelle 22: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen des Aufschmelzprozesses VRBD 250 ml S.enterica wéhrend der Er-
wdrmung des WB auf 95 °C

S.enterica beginnt bei Messung tounter dem mittleren Pg-Wert bereits den Produktivitatsabfall bis
zu Messung t1. Ab der Messung t; steigt der Pg-Wert tiber den mittleren Pg-Wert hinaus und er-

reicht ndherungsweise die obere Grenze des 95% Konfidenzintervalles.
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Aufschmelzprozess wahrend sich das WB auf 95 °C

erhitzt. VRBD 250 ml Zielkeim S.enterica

—@— PR-Werte S. enterica 250ml

0,5

95. KI Ende

15 2

Stunden
Mittelwert

= = =99.KI Anfang

3 3,5

95. KI Anfang

= = =99.KI Ende

AA- Abbildung 14: Regelkarte Produktivitdtsverhdltnis S.enterica auf VRBD 250 ml, Aufschmelzprozess wdhrend der Er-

wdrmung des WB auf 95 °C

Der Zielkeim C.freundii wird mit einer Produktivitat zwischen 70% und 80% fiir 250 ml VRBD Agar

als stabil angesehen.

Ergebnis von Priifung Nummer (i) VRBD 250ml Flasche I-lll C. freundii

i= to t L
Referenz 65 57 65
KBE (Prifagar-xi) 48 47 53
ri 0,74 0,82 0,82
Iri-ri-1l 0,08 0,00

AA- Tabelle 23: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen des Aufschmelzprozesses VRBD 250 ml C.freundii wéihrend der Er-

wdrmung des WB auf 95 °C
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Aufschmelzprozess wahrend sich das WB auf 95 °C
erhitzt. VRBD 250 ml Zielkeim C. freundii

0,75 g
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—@— PR-Werte C. freundii 250ml Mittelwert 95. KI Anfang
95. KI Ende = = =99.KI Anfang = = =99.KI Ende

AA- Abbildung 15: Regelkarte Produktivitdtsverhdltnis C.freundii auf VRBD 250 ml, Aufschmelzprozess wéhrend der Er-
wdrmung des WB auf 95 °C

VRBD Aufschmelzmethode 2 (abweichend von DIN EN ISO 11133)

Untersuchung des Aufschmelzprozesses der Agar-Flaschen bei der Temperatur von 95°C (WB ist

bereits auf tmax erhitzt)

Die Ergebnisse des Aufschmelzprozesses, die Agar-Flaschen im Wasserbad zu positionieren, so-
bald die Maximaltemperatur von 95 °C erreicht ist, ergaben fiir die Zielkeime von VRBD bessere
Produktivitatswerte, als bei der Aufschmelzmethode, die Flaschen direkt wahrend der Erwarmung
im Wasserbad zu platzieren.

Betrachtet man das Volumen von 500 ml Agar Flaschen fallt auf, dass die Produktivitat bei allen
Zielkeimen gestiegen ist. Der Zielkeim C.freundii durchlief die bedeutendste Verbesserung der
Produktivitdat von zwischen 60% bis 70% auf 94%-95%. Die Leistungsfahigkeit der Salmonelle ist
von einer Produktivitdt von 50% bis 70% auf 0-80% gestiegen. Dennoch sind die Ergebnisse der
500 ml Agar Flaschen der beiden Aufschmelzmethoden weniger starken Schwankungen unterle-
gen als den 250 ml Agar-Flaschen.

Beim Aufschmelzen der VRBD Agar-Flaschen bei 95 °C haben die 250 ml Agar-Flaschen deutlich
besser abgeschnitten als die 500 ml Agar Flaschen, sodass in Erwagung gezogen werden kann den
Aufschmelzprozess fiir VRBD mindestens fiir ein Volumen von 250 ml anzupassen.

Oxoid 500 ml VRBD Agar-Falschen

Die Produktivitat von E.Coli lag fiir den Untersuchungszeitraum zwischen ca. 85% und 95%, was

deutlich héher als bei dem, in der Routinearbeit durchgefiihrten, Aufschmelzprozess ist.
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Ergebnis von Priifung Nummer (i) VRBD 500 ml Flasche I-1ll E.Coli

i= to t t
Referenz 53 55 62
KBE (Priifagar-xi) 51 50 53
ri 0,96 0,91 0,86
Iri-ri-1l 0,05 0,05

AA- Tabelle 24: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen des Aufschmelzprozesses VRBD 500 ml E.Coli wéihrend tya=95 °C

Die Regelkarte beschreibt den Produktivitatsverlauf von E.Coli, der einen konstanten Produktivi-

tatsabfall erfahrt und bei Messung t; den mittleren Pr-Wert schneidet.

Aufschmelzprozess bei t,,, = 95 °C des WB
VRBD 500 ml Zielkeim E.Coli
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95. KI Ende = = =99.Kl Anfang = = =99.KIEnde

AA- Abbildung 16: Regelkarte Produktivitédtsverhdltnis E.Coli auf VRBD 500 ml, Aufschmelzprozess wihrend tpmqx=95°C

Die Produktivitat von E.aerogenes liegt zwischen 80% und 90% fiir 500 ml VRBD Agar und ist dem-

nach als einwandfrei anzusehen.

Ergebnis von Priifung Nummer (i) VRBD 500 ml Flasche I-lll E.aerogenes
i= to 11 [ ¥]
Referenz 69 72 64
KBE (Priifagar-xi) 61 59 52
ri 0,89 0,82 0,81
Ir-ri-1l 0,07 0,01

AA- Tabelle 25: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen des Aufschmelzprozesses VRBD 500 ml E.aerogenes wihrend

tmax=95 °C




Die abnehmende Steigung von E.aerogenes ist in der Regelkarte als gering einzuordnen. Die Pro-

duktivitatsabnahme verlauft langsam, was flr das durchgefiihrte Aufschmelzverfahren spricht.

Aufschmelzprozess bei t,_, = 95 °C des WB
VRBD 500 ml Zielkeim E.aerogenes
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AA- Abbildung 17: Regelkarte Produktivitéitsverhdltnis E.aerogenes auf VRBD 500 ml, Aufschmelzprozess wihrend
tmax=95°C

S.enterica weist bei dieser Aufschmelzmethode mit einem Pr-Werten zwischen 70% und 80% ein
weitaus héheres Produktivitatsverhaltnis fiir 500 ml Agar auf als bei der durchgefiihrten Auf-

schmelzmethode der Routinearbeit.

Ergebnis von Priifung Nummer (i) VRBD 500 ml Flasche I-lll S. enterica
i= to 1 [ ¥]
Referenz 52 49 56
KBE (Priifagar-xi) 43 36 43
ri 0,82 0,73 0,76
Iri-ri-1l 0,09 0,03

AA- Tabelle 26: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen des Aufschmelzprozesses VRBD 500 ml S.enterica wéhrend t,a=95
°C

Der Produktivitatsbereich der Salmonelle bewegt sich wahrend des Untersuchungszeitraumes
dicht ober und unterhalb des mittleren Pg-Wertes und ist keinen auffalligen Schwankungen unter-
legen, anders als bei den Ergebnissen zu demselben Volumen fiir die vorherige Aufschmelzme-

thode.
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Aufschmelzprozess bei t,_, = 95 °C des WB
VRBD 500 ml Zielkeim S.enterica
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= = =99.KI Ende

AA- Abbildung 18: Regelkarte Produktivitdtsverhdltnis S.enterica auf VRBD 500 ml, Aufschmelzprozess wdhrend
tmax=95°C

Die nachfolgende Tabelle weist eine optimale Produktivitit von C.freundii auf. Uber vier Stunden
sind Schwankungen von lediglich 1% zu beobachten, die ausschlieBlich in einem Produktivitatsbe-
reich von 90% festzustellen sind. Auch hier schneiden vorliegende Ergebnisse deutlich besser ab

als die Ergebnisse des zuvor durchgefiihrten Aufschmelzprozesses fiir dieselbe Volumenanzahl an

Agar.
Ergebnis von Priifung Nummer (i) VRBD 500 ml Flasche I-lll C.freundii
i= to t1 ta
Referenz 152 165 157
KBE (Priifagar-xi) 144 157 148
ri 0,95 0,95 0,94
Iri-ri-1l 0,00 0,01

AA- Tabelle 27: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen des Aufschmelzprozesses VRBD 500 ml C.freundii wéhrend tpqx=95
°C

Die Regekarte des Zielkeims C.freundii hat einen dhnlichen Verlauf, wie die Regelkarte des Zielkei-

mes S.enterica und zeigt somit ein exemplarisches Produktivitatsverhaltnis auf.
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Aufschmelzprozess bei t,, = 95 °C des WB
VRBD 500 ml Zielkeim C.freundii

1,00
0,98

50,96

gl L ———— —

a’0,94 —e
092 m === e e, e e e e e e e, e e e e - - - -
0,90

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4
Stunden
—@— PR-Werte C. freundii 500ml Mittelwert 95. KI Anfang
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AA- Abbildung 19: Regelkarte Produktivitdtsverhdltnis C.freundii auf VRBD 500 ml, Aufschmelzprozess wdhrend
tmax=95°C

Oxoid 250 ml VRBD Agar-Flaschen

Die Tabelle zeigt den Zielkeim E.Coli bei 250 ml VRBD Agar und beschreibt einen beispielhaften
Produktivitatsverlauf. Die Pg-Werte liegen ndaherungsweise zwischen 95% und 100% und sind so-

mit als Uberdurchschnittlich zu betrachten.

Ergebnis von Priifung Nummer (i) VRBD 250 ml Flasche I-Ill E.Coli

= to 1 )
Referenz 170 190 177
KBE (Prifagar-xi) 164 195 190
ri 0,96 1,03 1,07
Iri-ri-1l 0,06 0,05

AA- Tabelle 28: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen des Aufschmelzprozesses VRBD 250 ml E.Coli wihrend tyqx=95 °C

Die dazugehorige Regelkarte beschreibt bis zur letzten Messung t; einen schwach konstanten Pro-

duktivitatsanstieg, der sich in der Ndhe des mittleren Pg-Werts ereignet.
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Aufschmelzprozess bei t,, = 95 °C des WB
VRBD 250 ml Zielkeim E.Coli
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—@— PR-Werte E.Coli 250 ml Mittelwert
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95. KI Ende = = =99.KI Anfang = = =99K|Ende

AA- Abbildung 20; Regelkarte Produktivitédtsverhdltnis E.Coli auf VRBD 250 ml, Aufschmelzprozess wihrend tpqx=95°C

Der Enterobacter dieser Untersuchung verhilt sich gleichermalen gut wie bei der ersten Auf-
schmelzmethode fiir ein Volumen von 250 ml Agar. Auch hier liegt die Produktivitat des Zielkei-

mes zwischen 80% und 90%.

Ergebnis von Priifung Nummer (i) VRBD 250 ml Flasche I-lll E.aerogenes
i= to t L
Referenz 170 190 177
KBE (Prifagar-xi) 55 57 57
ri 0,88 0,91 0,80
Iri-ri-1l 0,03 0,12

AA- Tabelle 29: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen des Aufschmelzprozesses VRBD 250 ml E.aerogenes wihrend tmax

=95 °C

Die Regelkarte des Enterobacter zeigt einen unauffalligen Verlauf an. Auch hier sind alle Werte

dicht um den mittleren Pg-Wert angeordnet und somit eindeutig innerhalb der errechneten Ver-

trauensgrenzen.
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Aufschmelzprozess bei t,_, =95 °C des WB
VRBD 250 ml Zielkeim E.aerogenes
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AA- Abbildung 21: Regelkarte Produktivitdtsverhdltnis E.aerogenes auf VRBD 250 ml, Aufschmelzprozess widhrend

tmax=95°C

Die hochste gemessene Produktivitdt der Salmonelle in dieser Untersuchung liegt 15% hoher als

bei den Messungen der ersten Aufschmelzvariante. Bei beiden Methoden fiir 250 ml VRBD Agar

liegt der untersten gemessene Pg-Wert fiir S.enterica bei ca. 0,60.

Ergebnis von Priifung Nummer (i) VRBD 250 ml Flasche I-lll S.enterica
i= to t L
Referenz 153 31 62
KBE (Prifagar-xi) 130 23 38
ri 0,85 0,75 0,61
Iri-ri-1l 0,10 0,14

AA- Tabelle 30: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen des Aufschmelzprozesses VRBD 250 ml S.enterica tqx=95 °C

Die Regelkarte der Salmonelle beschreibt, wie bei den Zielkeimen E.Coli und E.aerogenes eine

dichte Anordnung der Werte um den mittleren Pg-Wert. Der Graph hat eine schwach negative

Steigung, die sich nach 4 Stunden knapp unter dem mittleren Pg-Wert einfindet.
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1,60

Aufschmelzprozess bei t,_, = 95 °C des WB
VRBD 250 ml Zielkeim S.enterica
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AA- Abbildung 22: Regelkarte Produktivitdtsverhdltnis S.enterica auf VRBD 250 ml, Aufschmelzprozess wdhrend

tmax=95°C

C.freundii weist bei einem Volumen von 250 ml Agar dhnlich wie bei den restlichen Zielkeimen ei-

nen idealen Produktivitatsverlauf auf. Er liegt mit Pr-Werten zwischen 0,90 und 1,00 direkt hinter

dem Zielkeim E.Coli und Ubertrifft deutlich die Ergebnisse der ersten Aufschmelzmethode.

Ergebnis von Priifung Nummer (i) VRBD 250ml Flasche I-lll C.freundii
= to 1 ¥)
Referenz 270 303 315
KBE (Prifagar-xi) 259 293 293
ri 0,96 0,97 0,93
Iri-ri-1l 0,01 0,04

AA- Tabelle 31: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen des Aufschmelzprozesses VRBD 250 ml C.freundii wihrend tna=95

°C

Die Regelkarte flr den Zielkeim C.freundii verlauft wie bei den restlichen Zielkeimen dieses Auf-

schmelzprozesses unauffallig. Auch hier sind die Pr-Werte dicht neben dem mittleren Pr-Wert po-

sitioniert.
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Aufschmelzprozess bei t,, = 95 °C des WB
VRBD 250 ml Zielkeim C.freundii
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AA- Abbildung 23: Regelkarte Produktivitdtsverhdltnis C.freundii auf VRBD 250 ml, Aufschmelzprozess wihrend
tmax=95°C

VRBD Aufschmelzmethode 3 (abweichend von DIN EN ISO11133)

Untersuchung die Agar-Flaschen liber den Aufschmelzprozess hinaus im WB stehen lassen

Diese Art der Aufschmelzmethode fiir VRBD sollte urspriinglich ausschlieBlich aufgrund des Ver-
gleichs zweier unterschiedlicher Hersteller gegeniibergestellt werden. Xebios hatte zu der Zeit, in
der die Durchfiihrung des Aufschmelzprozesses zu VRBD vorgesehen war, erhebliche Liefer-
schwierigkeiten, sodass der Agar wochenlang nicht lieferbar war. Aus diesem Grund mussten die
Versuche hierzu gestrichen werden.

Oxoid 500 ml Agar-Falschen und Xebios 400 ml Agar-Flaschen

Nicht durchgefiihrt.

Oxoid 250 ml Agar-Flaschen und Xebios 250 ml Agar-Flaschen

Nicht durchgefihrt.

Routinebegleitende Leistungsprifung von 400 ml VRBD Agar-Flaschen (Xebios)
Uber einen Zeitraum von maximal 34 Stunden

Die Ergebnisse der Untersuchung der Standzeitenkontrolle pro Stunde fir den Hersteller Xebios
wurde zum Vergleich mit den bereits vom Labor verwendeten 500 ml VRBD Agar-Flaschen von
Oxoid vorgenommen. Allgemein zeigen die Ergebnisse, dass die Produktivitdt der Xebios VRBD

Agar-Flaschen bei allen verwendeten Zielkeimen schwacher ausfallt als bei den VRBD Flaschen
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von Oxoid. Wo die Produktivitat des Zielkeims E.Coli beispielsweise bei Oxoid um 100% liegt, ist
bei Xebios nur eine Produktivitat ab 70% zu vermerken.

Alle Xebios Ergebnisse weisen einen groReren Produktivitatsbereich als Oxoid auf. Beispielsweise
betragt der Produktivitatsbereich des Zielkeims. E.aerogenes auf Oxoid-Agar 80% bis 100% und
bei Xebios Agar 55% bis 95%.

S.enterica zeigt fiir Xebios dieselbe Produktivitdt wie fir Oxoid (Pr=0,6 bis Pg=0,9) liber einen Ver-
suchstag an, wohingegen Oxoid die Produktivitat liber den gesamten Untersuchungszeitraum von

zwei Versuchstagen abdecken kann.

Tabelle AA-32 beschreibt die Produktivitat des 400 ml VRBD-Agars von Xebios mit Hilfe des Ziel-
keims E.Coli. Der erste Versuchstag zeigt eine Produktivitdatsspanne zwischen 80% und 100% auf,
die sich im Laufe des zweiten Versuchstages auf 70% bis 100% erweitert. Werden die Pr-Werte
der zwei Hersteller des VRBD Agars miteinander verglichen, geht der Oxoid Agar als eindeutig pro-

duktiver hervor, da deren Pr-Werte kontinuierlich im 100% Bereich liegen.
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Ergebnis von Priifung Nummer (i) VRBD 400 ml Flasche I bis Flasche lll E.Coli

i= 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Referenz 81 98 82 82 82 94 93 92 105
KBE (Priifagar-xi) 71 77 76 79 76 82 90 94 107
ri 0,88 0,78 0,93 0,97 0,92 0,87 0,97 1,03 1,02
Iri-ri-1l 0,09 0,15 0,04 0,04 0,05 0,10 0,06 0,01
i= 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Referenz 68 112 71 81 81 55 75 67 80
KBE (Prufagar-xi) 58 61 57 66 66 58 69 61 56
ri 0,85 0,54 0,80 0,81 0,81 1,05 0,92 0,91 0,70
Iri-ri-1l 0,17 0,31 0,26 0,01 0,00 0,23 0,13 0,01 0,21

AA- Tabelle 32: 18 hintereinander durchgefiihrte Standzeiten-Uberpriifungen fiir die Routinearbeit, die das Produktivitdtsverhdltnis von E.Coli fiir VRBD 400 ml beschreiben

Aus der Regelkarte des 400 ml Xebios VRBD Agars, gemessen am Zielkeim E.Coli liegen die Pg-Werte des ersten Versuchstages deutlich iber der Grenze des

mittleren Pg-Wertes. Am zweiten Versuchstag ist eine deutliche Absenkung der Pg-Werte zu vermerken, die daraufhin leicht an Steigung gewinnt und erneut

abfallt, woraufhin der Produktivitatsbereich von 70% bis 80% fiir den zweiten Versuchstag entstand.
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AA- Abbildung 24: Regelkarte Produktivititsverhdltnis E.Coli auf VRBD 400 ml, Routinebegleitende Standzeiten-Uberpriifung iiber max. 34 h

133



Ergebnis von Priifung Nummer (i) VRBD 400 ml Flasche | bis Flasche Il E. aerogenes

i= 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Referenz 61 57 50 53 49 62 68 61 84
KBE (Prifagar-xi) 47 53 48 51 44 53 48 51 61
ri 0,77 0,92 0,95 0,97 0,90 0,86 0,70 0,34 0,73
Iri-ri-1l 0,16 0,03 0,02 0,06 0,04 0,16 0,14 0,11
i= 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Referenz 71 83 69 62 80 50 57 65 62
KBE (Priifagar-xi) 57 46 56 48 49 39 45 42 44
ri 0,80 0,55 0,82 0,78 0,62 0,77 0,78 0,64 0,72
Iri-ri-1l 0,07 0,25 0,27 0,04 0,16 0,16 0,77 0,14 0,07

AA- Tabelle 33: 18 hintereinander durchgefiihrte Standzeiten-Uberpriifungen fiir die Routinearbeit, die das Produktivitétsverhdltnis von E.aerogenes fiir VRBD 400 ml beschreiben.
Tabelle AA-33: zeigt die Entwicklung der Produktivitat von E.aerogenes auf 400 ml VRBD Agar. Die Pg-Werte liegen am ersten Versuchstag zwischen 0,70 und

0,95. Am zweiten Versuchstag fallt diese Spanne auf 0,55 bis 0,80 deutlich ab, wobei die unterste Produktivitatsgrenze von 0,50 nicht unterschritten wird

und somit flr den Zeitraum der getesteten Untersuchungstage laut des Zielkeims E.aerogenes weiterhin verwendet werden kann.
Aus der Regelkarte aus Abbildung AA-25 geht hervor, dass die Pg-Werte des ersten Versuchstages tiber dem mittleren Pg-Wert lagen und am zweiten Ver-

suchstag deutlich unter dem mittleren Pr-Wert angeordnet waren. Diese Darstellung zeigt zudem ebenfalls eine deutlich geringere Produktivitat an als der

VRBD Agar von Oxoid (Vergleich: Routineliberpriifung VRBD 500ml Ergebnisteil).
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AA- Abbildung 25: Regelkarte Produktivititsverhdltnis E.aerogenes auf VRBD 400 ml, Routinebegleitende Standzeiten-Uberpriifung iiber max.34 h
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Ergebnis von Priifung Nummer (i) VRBD 400 ml Flasche | bis Flasche Il S.enterica

i= 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Referenz 100 98 70 70 76 100 82 82 96
KBE (Priifagar-xi) 60 70 66 63 59 66 64 59 75
ri 0,60 0,71 0,94 0,90 0,78 0,66 0,78 0,72 0,78
Iri-ri-1l 0,11 0,23 0,05 0,11 0,12 0,66 0,78 0,72
i= 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Referenz 115 93 98 88 79 80 90 79 77
KBE (Prufagar-xi) 53 57 58 56 54 49 60 54 54
ri 0,46 0,61 0,59 0,64 0,68 0,62 0,66 0,68 0,70
Iri-ri-1l 0,32 0,15 0,02 0,05 0,04 0,06 0,05 0,02 0,01

AA- Tabelle 34: 18 hintereinander durchgefiihrte Standzeiten-Uberpriifungen fiir die Routinearbeit, die das Produktivitdtsverhdltnis von S.enterica fiir VRBD 400 ml beschreiben.

Tabelle AA-34 beschreibt die Produktivitdt der S.enterica auf Xebios 400 ml VRBD Agar. Die Produktivitat des ersten Versuchstages betragt 60% bis 90%. Die

Ergebnisse des zweiten Versuchstages werden mit Produktivitatswerten zwischen 60% und 70% eingedammt, sodass der zweite Versuchstag eine weniger

gute Produktivitdt nach dem Zielkeim S. enterica aufweist. Die Salmonelle der 500 ml Oxoid Agar-Flaschen halt den Produktivitdtsbereich von 60% bis 90%

beispielsweise fiir beide Versuchstage stand, wohingegen Xebios ausschlielllich den ersten Versuchstag mit diesen Produktivitdgtswerten abdeckt (siehe

Routineliberpriifung VRBD Ergebnisteil). Die Abbildung AA-26, die die Regelkarte fiir S.enterica darstellt, veranschaulicht die im spateren Versuchsdurchlauf

abklingende Produktivitat der Salmonelle. So liegen alle Pr-Werte des zweiten Versuchstages bereits unter dem mittleren Pz-Wert , wohingegen sich die Pg-

Werte des ersten Versuchstages liberwiegend liber der Richtlinie des mittleren Pr-Wertes befinden. S. enterica kann fiir Xebios Agar zudem nicht alle Krite-

rien der DIN EN I1SO 11133 erfiillen, sodass er in Bezug auf die Leistungspriifung dem Oxoid Agar nicht vorgezogen werden sollte.
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AA- Abbildung 26: Regelkarte Produktivitétsverhdltnis S.enterica auf VRBD 400 ml, Routinebegleitende Standzeiten-Uberpriifung iiber max.34 h
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Ergebnis von Priifung Nummer (i) VRBD 400 ml Flasche I bis Flasche lll C.freundii

i= 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Referenz 57 70 64 86 71 68 92 79 95
KBE (Priifagar-xi) 52 61 55 60 63 65 76 81 82
ri 0,91 0,87 0,85 0,69 0,89 0,96 0,82 1,03 0,87
Iri-ri-1l 0,04 0,02 0,16 0,20 0,06 0,13 0,2 0,16
i= 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Referenz 64 82 61 65 84 66 68 57 66
KBE (Prifagar-xi) 53 57 49 56 50 54 54 47 52
ri 0,82 0,70 0,80 0,86 0,60 0,81 0,79 0,82 0,79
Iri-ri-1l 0,04 0,12 0,10 0,06 0,26 0,22 0,02 0,04 0,03

AA- Tabelle 35: 18 hintereinander durchgefiihrte Standzeiten-Uberpriifungen fiir die Routinearbeit, die das Produktivitdtsverhdltnis von C.freundii fiir VRBD 400 ml beschreiben.

Tabelle AA-35 beschreibt die Ergebnisse der Produktivitat des Zielkeims C.freudii auf 400 ml Xebios VRBD Agar wahrend der Standzeitentberprifung pro

Stunde (iber einen Untersuchungszeitraum von maximal 34 Stunden im Routinelabor. Uber die gesamten zwei Tage liegen die Produktivititswerte zwischen

70% und 100%, was weit Giber den geforderten Mindestwert von 50 % liegt. Die Produktivitat verandert sich zwischen Versuchstag 1 und Versuchstag 2.

Keine Messung des zweiten Versuchstages erreicht eine Produktivitdt von 90 %, sodass wie in nachstehender Abbildung AA-27 zu erkennen ist, die Pr-Werte

am 2. Tag der durchgefiihrten Messungen pro Stunde alle unter dem mittleren Pg-Wert vorzufinden sind. Wie bereits im Ergebnisteil der Routinelberpri-

fung zu VRBD zu sehen war, liegt die Leistung fiir C.freundii bei dem Hersteller Oxoid um 10% hoher als bei Xebios.
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Standzeiten VRBD (Xebios) 400 ml C.freundii
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AA- Abbildung 27: Regelkarte Produktivitdtsverhdltnis C.freundii auf VRBD 400 ml, Routinebegleitende Standzeiten-Uberpriifung iiber max.34 h
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Routinebegleitende Leistungspriifung von 250 ml VRBD Agar-Flaschen (Xebios)
Uber einen Zeitraum von maximal 34 Stunden

Oxoid 250 ml Agar-Flaschen

Keine Untersuchung durchgefiihrt.

Wie bei den Aufschmelzprozessen erwahnt wurde, konnten auch hier durch Materialbeschaf-
fungsschwierigkeiten keine Routinebegleitenden Untersuchungen mit 250 ml VRBD Agar-Flaschen
von Oxoid und Xebios durchgefiihrt und miteinander verglichen werden.

Xebios 250 ml Agar-Flaschen

Keine Untersuchung durchgefihrt.

Ergebnisse zu den Aufschmelzprozessen VRBL

VRBL Aufschmelzmethode 1 gemald DIN EN ISO 11133

Untersuchung des Aufschmelzprozesses der Agar-Flaschen wahrend sich das WB auf 95°C erhitzt

250 ml VRBL Agar-Flaschen

Ergebnis von Priifung Nummer (i) VRBL 250 ml Flasche I-IIl E.Coli

i= to t1 t,
Referenz 149 145 144
KBE (Priifagar-xi) 104 124 126
ri 0,70 0,86 0,87
Iri-ri-1l 0,16 0,02

AA- Tabelle 36: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen des Aufschmelzprozesses VRBL 250 ml E.Coli wihrend der Erwéir-
mung des WB auf 95 °C

Tabelle AA-36 weist auf die sich ergebenen Pr-Werte des Zielkeims E.Coli fiir VRBL Agar auf. Alle
Ergebnisse liegen weit liber Pg>0,5, was fiir eine starke Produktivitat des Agars wahrend des Auf-
schmelzprozesses spricht. Der Bereich indem sich die Ps-Werte befinden liegen zwischen ca. 70%
und 90%.

Aus Abbildung AA-28 erkennt man die steigende Produktivitat nach Messung t,. Nach der zwei-
stiindigen Messung findet sich der Pg-Wert bis Abschluss der Untersuchung parallel (iber dem

mittleren Pr-Wert ein.
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Aufschmelzprozess wahrend sich das WB auf 95 °C
erhitzt. VRBL 250 ml Zielkeim E.Coli
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AA- Abbildung 28: Regelkarte Produktivitdtsverhdltnis E.Coli auf VRBL 250 ml, Aufschmelzprozess wéihrend der Erwdr-

mung des WB auf 95 °C

Ergebnis von Priifung Nummer (i) VRBL 250 ml Flasche I-1ll E.aerogenes
i= to &1 L
Referenz 62 53 63
KBE (Prifagar-xi) 57 39 47
ri 0,92 0,74 0,75
Iri-ri-1 0,18 0,01

AA- Tabelle 37: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen des Aufschmelzprozesses VVRBL 250 ml E.aerogenes wdihrend der

Erwdrmung des WB auf 95 °C

Der Zielkeim E.aerogenes hat, wie Tabelle AA-37 darstellt, mit einer Produktivitat, die zwischen

ca. 75% und 90% liegt, eine dhnliche Pg-Wertspanne wie der Zielkeim E.Coli. VRBL Agar erweist

sich E.aerogenes zu urteilen als stabil.

Die Regelkarte, die in Abbildung AA-29 dargestellt ist, zeigt den zwischen Messung tound Messung

t1 relativ steilen Produktivitatsabfall von 18%, woraufhin sich bis Ende der Untersuchung eine kon-

stante Produktivitdt von etwa 75% unter dem mittleren Pr-Wert der Regelkarte einstellt.
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Aufschmelzprozess wahrend sich das WB auf 95 °C
erhitzt. VRBL 250 ml Zielkeim E.aerogenes
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0,65
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0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4
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—— PR-Werte E.aerogenes 250ml Mittelwert
95. KI Anfang 95. Kl Ende
- = =99.KI Anfang - = =99.KI Ende

AA- Abbildung 29: Regelkarte Produktivitdtsverhdltnis E.aerogenes auf VRBL 250 ml, Aufschmelzprozess wéhrend der

Erwdrmung des WB auf 95 °C

Ergebnis von Priifung Nummer (i) VRBL 250 ml Flasche I-lll C.freundii
i= to t L*]
Referenz 66 72 55
KBE (Prifagar-xi) 47 56 44
ri 0,71 0,77 0,81
Iri-ri-1 0,07 0,03

AA- Tabelle 38: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen des Aufschmelzprozesses VRBL 250 ml C.freundii wéihrend der Er-

wdrmung des WB auf 95 °C

Der Zielkeim C.freundii hat ebenso wie die beiden anderen Zielkeime keine Auffilligkeiten zu ver-

merken. Die Produktivitatswerte liegen ndherungsweise in denselben Bereichen.

Die Abbildung AA-30 prasentiert den Produktivitatsverlauf von C.freundii in Form der erstellten

Regelkarte. C.freundii erféhrt mit zunehmendem Untersuchungszeitraum einen kontinuierlichen

Produktivitatsanstieg.
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Aufschmelzprozess wahrend sich das WB auf 95 °C
erhitzt. VRBL 250 ml Zielkeim C.freundii

0,69
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- = =99.KI Anfang - = =99.KI Ende

AA- Abbildung 30: Regelkarte Produktivitétsverhdltnis C.freundii auf VRBL 250 ml, Aufschmelzprozess wéhrend der Er-
wdrmung des WB auf 95 °C

VRBL Aufschmelzmethode 2 (abweichend von DIN EN ISO 11133)

Untersuchung des Aufschmelzprozesses der Agar-Flaschen bei der Temperatur von 95°C (WB ist

bereits auf tmax erhitzt

250ml Agar-Flaschen

Ergebnis von Priifung Nummer (i) VRBL 250 ml Flasche I-1ll E.Coli
i= to t1 )
Referenz 126 119 122
KBE (Prifagar-xi) 102 95 99
ri 0,81 0,80 0,81
Iriri-1l 0,01 0,01

AA- Tabelle 39: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen des Aufschmelzprozesses VRBL 250 ml E.Coli wiihrend tna=95 °C

Nach den Ergebnissen der Tabelle AA-39 wird E.Coli zu urteilen VRBL-Agar bei dieser Aufschmelz-
methode in keine Richtung beeinflusst. Die Pg-Werte der Messung liegen zu jedem Zeitpunkt um
0,8.

In der zugehorigen Regelkarte der Abbildung AA-31 ist zu beobachten, dass sich alle erhobenen

Datenwerte um den mittleren Pg-Wert von E.Coli angeordnet haben.
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Aufschmelzprozess bei t,,, = 95 °C des WB

VRBL 250 ml Zielkeim E.Coli
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AA- Abbildung 31: Regelkarte Produktivitdtsverhdltnis E.Coli auf VRBL 250 ml, Aufschmelzprozess wéhrend tmg=95°C

Ergebnis von Priifung Nummer (i) VRBL 250 ml Flasche I-1ll E.aerogenes
i= to &1 L
Referenz 84 96 84
KBE (Prifagar-xi) 82 70 62
ri 0,98 0,73 0,73
Iri-ri-1l 0,25 0,00

AA- Tabelle 40: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen des Aufschmelzprozesses VRBL 250 ml E.aerogenes wihrend
tmax=95 °C

Der Zielkeim E. aerogenes verhilt sich von seinem Produktivitatsverlauf genau gleich, wie bei der
vorherigen Aufschmelzmethode. Die nachfolgende Abbildung AA-32 zeigt die fur E.aerogenes er-
stellte Regelkarte und dokumentiert dieselbe Anordnung der Pr-Werte wie bei der Aufschmelzme-

thode bei der die Agar Flaschen wahrend sich das Wasserbad erhitzt aufgeschmolzen werden.
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Aufschmelzprozess bei t,_, = 95 °C des WB

VRBL 250 ml Zielkeim E.aerogenes
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AA- Abbildung 32: Regelkarte Produktivitétsverhdltnis E.aerogenes auf VRBL 250 ml, Aufschmelzprozess wéhrend

tmax=95°C
Ergebnis von Priifung Nummer (i) VRBL 250 ml Flasche I-lll C.freundii
i= to t1 t,
Referenz 76 92 85
KBE (Priifagar-xi) 62 55 53
ri 0,82 0,60 0,62
Iri-ri-1l 0,22 0,02

AA- Tabelle 41: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen des Aufschmelzprozesses VRBL 250 ml C.freundii wéhrend tmax=95

°C

Tabelle AA-41 zeigt die Produktivitatswerte des Zielkeims C.freundii fir VRBL Agar, die sich im Ver-

gleich zum vorherigen Aufschmelzprozess von den Produktivitdtsbereichen her unwesentlich un-

terscheidet.

C.freundii zeigt, wie E.aerogenes eine erst negative Steigung an und verlauft bis Abschluss der Un-

tersuchung unterhalb und parallel der Grenze des mittleren Pg-Wertes entlang.
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Aufschmelzprozess bei t,,, = 95 °C des WB
VRBL 250 ml Zielkeim C.freundii
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\\
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- = =99.KI Anfang - = =99.KI Ende

AA- Abbildung 33: Regelkarte Produktivitdtsverhdltnis C.freundii auf VRBL 250 ml, Aufschmelzprozess wéhrend tya=95°C

VRBL Aufschmelzmethode 3 (abweichend von DIN EN ISO 11133)

Untersuchung die Agar-Flaschen lber den Aufschmelzprozess hinaus im WB stehen lassen

250ml Agar-Flaschen

Ergebnis von Priifung Nummer (i) VRBL 250 ml E.Coli
i= to t1 t
Referenz 126 120 151
KBE (Prifagar-xi) 65 105 118
ri 0,52 0,88 0,78
Iri-ri-1 0,36 0,09

AA- Tabelle 42: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen bei Uberschreitung des Aufschmelzprozesses VRBL 250 ml E.Coli

In Tabelle AA-42 zeigen die Pr-Werte von E.Coli zwischen 0,5 Stunden und 1 Stunde ein Produkti-

vitdtswachstum auf. Im weiteren Verlauf nimmt der Pr-Wert bis Ende der Messung leicht ab, ohne

die Grenze unterhalb des mittleren Pg-Wertes zu passieren. Der hier beschriebene Produktivitats-

verlauf (siehe auch Abbildung AA-34) gleicht den folgenden zwei Zielkeimen E.aerogenes und

C.freundii.
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1,20

stehen lassen Zielkeim E.Coli

VRBL 250 ml iiber den Aufschmelzprozess hinaus im WB
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AA- Abbildung 34: Regelkarte Produktivitdtsverhéltnis E.Coli auf VRBL 250 ml, Uberschreitung des Aufschmelzprozesses

Ergebnis von Priifung Nummer (i) VRBL 250 ml E.aerogenes

i= to t1 t

Referenz 72 70 80
KBE (Prifagar-xi) 36 40 45
ri 0,50 0,57 0,56
Iri-ri-1l 0,07 0,01

AA- Tabelle 43: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen bei Uberschreitung des Aufschmelzprozesses VRBL 250 ml

E.aerogenes

Die Produktivitdatswerte von E.aerogenes, die der Tabelle AA-43 zu entnehmen sind, haben eine

deutlich kleiner Pg-Wertspanne als die anderen zwei Zielkeime E.Coli und C.freundii. Dennoch lie-

gen sie mit einer Produktivitat von ca.50% bis 60% noch nicht <Pg0,5 und verhalten sich beziiglich

des Produktivitatsverlaufes, wie die Regelkarte auf Abbildung AA-35 aufzeigt nicht ungewohnlich

anders als die anderen beiden Zielkeime.
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VRBL 250 ml iiber den Aufschmelzprozess hinaus im WB
stehen lassen Zielkeim E.aerogenes
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AA- Abbildung 35: Regelkarte Produktivititsverhdltnis E.aerogenes auf VRBL 250 ml, Uberschreitung des Aufschmelzpro-

zesses

Ergebnis von Priifung Nummer (i) VRBL 250 ml C.freundii

i= to t1 t

Referenz 91 88 91
KBE (Prifagar-xi) 50 61 56
ri 0,55 0,69 0,62
Iri-ri-1l 0,14 0,08

AA- Tabelle 44: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen bei Uberschreitung des Aufschmelzprozesses VRBL 250 ml

C.freundii

Tabelle AA-44 zeigt die Pr-Werte des Zielkeims C.freundii, die in einem unkritischen Bereich von

Pr=0,55 und Pg=0,70 zu finden sind. Die Anordnung der Werte in der Regelkarte gleichen den an-

deren Zielkeimen und liegen relativ dicht um den mittleren Pg-Wert herum (siehe Abbildung AA-

36).
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VRBL 250 ml uiber den Aufschmelzprozess hinaus im WB
stehen lassen Zielkeim C.freundii
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AA- Abbildung 36: Regelkarte Produktivitdtsverhdltnis C.freundii auf VRBL 250 ml, Uberschreitung des Aufschmelzpro-
zesses

Routinebegleitende Leistungsprifung von VRBL liber einen Zeitraum von maximal
34 Stunden, 250 ml Agar-Flaschen
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Ergebnis von Priifung Nummer (i) VRBL 250 ml Flasche | bis Flasche Il E.Coli

i= 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Referenz 133 145 124 131 151 150 162 135 136
KBE (Priifagar-xi) 115 118 109 118 117 130 123 116 122
ri 0,87 0,82 0,88 0,90 0,77 0,86 0,76 0,86 0,89
Iri-ri-1l 0,05 0,06 0,02 0,13 0,09 0,11 0,10 0,04
i= 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Referenz 142 129 131 136 135 165 142 157 144
KBE (Priifagar-xi) 105 102 110 119 124 106 128 123 113
ri 0,74 0,79 0,84 0,88 0,92 0,64 0,90 0,78 0,79
Iri-ri-1l 0,15 0,05 0,05 0,04 0,05 0,28 0,26 0,12 0,00

AA- Tabelle 45: 18 hintereinander durchgefiihrte Standzeiten-Uberpriifungen fiir die Routinearbeit, die das Produktivititsverhdltnis von E.Coli fiir VRBL 250 ml beschreiben.

Tabelle AA-45 gibt Auskunft Gber die aus dem Produktivitatsverhaltnis entstehenden Pr-Werte des Zielkeims E.Coli, fiir den zu testenden VRBL Agar. Inner-

halb des ersten Versuchstages liegt die Produktivitdatsspann zwischen ca. 80% und 90%. Die Ergebnisse des zweiten Versuchstags liegen bei einer Produktivi-

tat zwischen 65% und 90% weiter auseinander und zeigen, dass sich die Produktivitat bei einigen der stlindlich durchgefiihrten Messungen unwesentlich
verringert hat. Den vorliegenden Produktivitdtswerten zu urteilen lasst sich ein sicherer Produktivitdtsnachweis bestatigen, der ebenso fiir nachfolgende
Zielkeime giiltig ist. Die fiir diese Arbeit aufgestellte Hypothese kann fiir VRBL ausnahmslos angenommen werden.

Die in nachstehender Abbildung AA-37 vorgestellte Regelkarte des Zielkeims E.Coli verdeutlicht die von Messung i=1 bis i=9 naher um den mittleren Pr-Wert
liegende Werte von E.Coli. Die fur Messung i=10 bis i=18 aufgefiihrten Werte haben einen deutlich gréBeren Abstand zum mittleren Pg-Wert, was auf die

teilweise niedriger liegenden Pg-Werte des zweiten Versuchstags zuriickzufiihren ist.
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Standzeiten VRBL 250 ml E.Coli
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AA- Abbildung 37: Regelkarte Produktivitdtsverhdltnis E.Coli auf VRBL 250 ml, Routinebegleitende Standzeiten-Uberpriifung iiber max. 34 h
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Ergebnis von Priifung Nummer (i) VRBL 250 ml Flasche | bis Flasche Ill E.aerogenes

i= 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Referenz 102 112 119 104 121 114 95 120 102
KBE (Priifagar-xi) 95 105 86 89 75 87 78 85 81
ri 0,93 0,94 0,72 0,86 0,62 0,77 0,82 0,71 0,79
Iri-ri-1l 0,01 0,22 0,14 0,24 0,15 0,05 0,12 0,09
i= 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Referenz 105 116 130 136 111 109 100 117 105
KBE (Prufagar-xi) 91 86 78 99 75 81 77 79 68
ri 0,87 0,74 0,60 0,73 0,68 0,74 0,77 0,67 0,65
Iri-ri-1l 0,07 0,13 0,14 0,13 0,05 0,06 0,03 0,10 0,02

AA- Tabelle 46: 18 hintereinander durchgefiihrte Standzeiten-Uberpriifungen fiir die Routinearbeit, die das Produktivitdtsverhdltnis von E.aerogenes fiir VRBL 250 ml beschreiben.

Tabelle AA-46 verweist auf die Standzeitenkontrolle von VRBL Agar, der anhand des Zielkeims E.aerogenes (iberpriift wurde. Es ist ersichtlich, dass weder
aus den resultierenden Ergebnissen des ersten noch den Ergebnissen des zweiten Versuchstags auffillig niedrige oder gar unzureichende Produktivitats-
werte hervorgehen. Der Produktivitatsverlauf ist beispielhaft anzusehen.

Mit Hilfe der Regelkarte aus Abbildung AA-38 lasst sich die Bestatigung der Hypothese einwandfrei argumentieren. Nach einem Produktivitatsabfall von ca.
20% nach den ersten stiindlichen Messungen pendelt sich der Pr-Wert Uiber beide Versuchstage gleichmalig um den mittleren Pg-Wert herum ein ohne

groBe Schwankungen zu unterliegen.
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Standzeiten VRBL 250 ml E.aerogenes
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AA- Abbildung 38: Regelkarte Produktivitdtsverhdltnis E.aerogenes auf VRBL 250 ml, Routinebegleitende Standzeiten-Uberpriifung iiber max. 34 h
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Ergebnis von Priifung Nummer (i) VRBL 250 ml Flasche | bis Flasche Il C.freundii

i= 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Referenz 145 124 140 148 145 143 168 152 134
KBE (Priifagar-xi) 92 107 117 115 121 121 132 123 129
ri 0,64 0,87 0,84 0,78 0,83 0,85 0,79 0,81 0,96
Ir-ri-4l 0,23 0,03 0,06 0,06 0,01 0,06 0,02 0,15
i= 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Referenz 95 112 115 103 105 107 113 110 120
KBE (Priifagar-xi) 82 84 85 94 81 86 87 95 84
ri 0,86 0,75 0,74 0,91 0,77 0,81 0,77 0,86 0,70
Ir-ri-al 0,10 0,12 0,01 0,18 0,14 0,04 0,03 0,09 0,17

AA- Tabelle 47: 18 hintereinander durchgefiihrte Standzeiten-Uberpriifungen fiir die Routinearbeit, die das Produktivitétsverhdltnis von C.freundii fiir VRBL 250 ml beschreiben.

Die fiir den Zielkeim C.freundii zustande gekommenen Ergebnisse unterscheiden sich geringfligig von den zwei anderen flir VRBL Agar Gberpriften Zielkei-

men E.Coli und E.aerogenes. Die Bereiche, in denen sich die Produktivitatswerte befinden liegen beim ersten Versuchstag zwischen ca. 65% und 95% und

beim Zweiten Versuchstag zwischen 70% und 90%.

Nach einem steilen Produktivitatsanstieg finden sich die Produktivitdtswerte von C.freundii gleichmaBig um den mittleren Pg-Wert ein, der sich bei 81%

befindet.
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AA- Abbildung 39: Regelkarte Produktivitdtsverhdltnis S.enterica auf VRBL 250 ml, Routinebegleitende Standzeiten-Uberpriifung iiber max. 34 h
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Ergebnisse zu den Aufschmelzprozessen YGC

YGC Aufschmelzmethode 1 gemaR DIN EN ISO 11133

Untersuchung des Aufschmelzprozesses der Agar-Flaschen wahrend sich das WB auf 95°C erhitzt

Fiir alle verwendeten Zielkeime lasst sich vorwegnehmen, dass keiner die erforderliche Produkti-
vitdt von 50% wahrend dieser Aufschmelzmethode unterschreitet.

250 ml YGC Agar-Flaschen

Ergebnis von Priifung Nummer (i) YGC 250 ml Flasche I-1ll S.cerevisiae
i= to t1 t
Referenz 58 51 52
KBE (Prifagar-xi) 60 54 49
ri 1,03 1,05 0,95
Irri-1l 0,02 0,10

AA- Tabelle 48: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen des Aufschmelzprozesses YGC 250 ml S.cerevisiae wihrend der Er-
wdrmung des WB auf 95 °C

Tabelle AA-48 zeigt auf, dass S.cerevisiae innerhalb von 4 Stunden keine bedeutenden Pg-Wert-
Schwankungen aufweist. Die Produktivitat sinkt lediglich nach 2 Stunden Richtung 90% ab und un-
terschreitet den mittleren Pr-Wert erst bei ca. 3 Stunden. In nachstehender Abbildung AA-40 sind

die Vorgadnge in Form der Regelkarte flr S.cerevisiae graphisch abgebildet.

Aufschmelzprozess wahrend sich das WB auf 95 °C
erhitzt. YGC 250 ml Zielkeim S.cerevisiae

Pe-Wert
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95. KI Ende = = =99.KIl Anfang = = =99.K| Ende

AA- Abbildung 40: Regelkarte Produktivitdtsverhdltnis S.cerevisiae auf YGC 250 ml, Aufschmelzprozess wéhrend der Er-
wdrmung des WB auf 95 °C
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Der Zielkeim A.braziliensis, ist im Gegensatz zu der einfachen Backhefe S.cerevisiae etwas sensib-

ler in Bezug auf die Produktivitat einzustufen. Die Produktivitat liegt nur zwischen 80% und 85%,

wobei ein geringere Produktivitdtsabfall von ca. 5 % innerhalb der 4 Stunden als positiv zu ver-

merken ist. Der Gesamtabfall von S.cerevisiae liegt um das Doppelten, wobei die generell hher

liegende Produktivitat des Zielkeims diese Feststellung ausgleicht.

Ergebnis von Priifung Nummer (i) YGC 250 ml Flasche I-1ll A.braziliensis

i= to t1 t
Referenz 108 119 96
KBE (Priifagar-xi) 93 96 76
ri 0,86 0,80 0,79
Irri-1l 0,06 0,01

AA- Tabelle 49: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen des Aufschmelzprozesses YGC 250 ml A.braziliensis wéhrend der

Erwdrmung des WB auf 95 °C

Abbildung AA-41 stellt die Regelkarte des Zielkeims A.braziliensis dar. Der Produktivitatsabfall hat

eine geringe Steigung und verlauft kontinuierlich. Der mittlere Pg-Wert wird bereits vor der zwei-

ten Messung bei 2 Stunden unterschritten.

Aufschmelzprozess wahrend sich das WB auf 95 °C
erhitzt. YGC 250 ml Zielkeim A.braziliensis

—— PR-Werte
95. KI Ende

Stunden

Mittelwert
= = =99.KI Anfang

95. KI Anfang
= = =99.KI Ende

AA- Abbildung 41: Regelkarte Produktivitéitsverhdltnis A.braziliensis auf YGC 250 ml, Aufschmelzprozess wéhrend der

Erwédrmung des WB auf 95 °C
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Ergebnis von Priifung Nummer (i) YGC 250 ml Flasche I-lll C.albicans

i= to t t
Referenz 58 63 50
KBE (Priifagar-xi) 51 41 43
ri 0,88 0,66 0,85
Iri-ri-1l 0,22 0,20

AA- Tabelle 50: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen des Aufschmelzprozesses YGC 250 ml C.albicans wéhrend der Er-

wdrmung des WB auf 95 °C

Tabelle AA-50 beschreibt die Pg-Werte des Zielkeims C.albicans fiir einen Untersuchungszeitraum

von 4 Stunden fir YGC-Agar. Die Werte liegen zwischen ca. 65% und 90% und weisen die grofSte

Spanne, in der sich die Produktivitdtswerte fir diese Aufschmelzmethode befinden auf. Die Pr-

Werte orientieren sich sehr stark an dem mittleren Pr-Wert, wodurch sie wahrend der gesamten

Untersuchung ober- und unterhalb dieser Grenze angeordnet sind (siehe Abbildung AA-42).

Aufschmelzprozess wahrend sich das WB auf 95°C
erhitzt. YGC 250 ml Zielkeim C.albicans
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AA- Abbildung 42: Regelkarte Produktivitdtsverhdltnis C.albicans auf YGC 250 ml, Aufschmelzprozess wdhrend der Er-

wdrmung des WB auf 95 °C

158



Ergebnis von Priifung Nummer (i) YGC 250 ml Flasche I-1ll W.sebi
i= to t t
Referenz 87 87 80
KBE (Priifagar-xi) 81 85 70
ri 0,93 0,98 0,87
Iri-ri-1l 0,05 0,11

AA- Tabelle 51: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen des Aufschmelzprozesses YGC 250 ml W.sebi wéhrend der Erwiéir-
mung des WB auf 95 °C

Die Daten, die in Tabelle AA-51 erscheinen zeigen den Produktivitatsverlauf von W.sebi auf 250 ml
YGC Agar. Die gemessenen Pg-Werte liber 4 Stunden liegen in einem dhnlichen Abstand wie bei
dem Zielkeims S.cerevisiae. So fallt der Pz-Wert bei beiden bei ca. 3 Stunden unter den Bereich
des mittleren Pg-Wertes. Die Anordnung um den mittleren Pg-Wert herum dhnelt ebenso dem

Zielkeim C.albicans.

Aufschmelzprozess wahrend sich das WB auf 95°C
erhitzt. YGC 250 ml Zielkeim W.sebi
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AA- Abbildung 43: Regelkarte Produktivitdtsverhdltnis W.sebi auf YGC 250 ml, Aufschmelzprozess wdhrend der Erwdr-
mung des WB auf 95 °C

YGC Aufschmelzmethode 2 (abweichend von DIN EN I1SO 11133)

Untersuchung des Aufschmelzprozesses der Agar-Flaschen bei der Temperatur von 95°C (WB ist

bereits auf tmax erhitzt

Die Ergebnisse der Untersuchung zeigen in zwei Fallen hdhere Produktivitat auf, als die Methode
die Agar-Flaschen direkt wahrend der Erwdarmung im Wasserbad zu platzieren und aufzuschmel-

zen. Es handelt sich um die Zielkeime A.braziliensis und C.albicans, die jeweils hohere Pg-Werte
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bei vorliegender Untersuchung als bei der nach Routinebedingungen durchgefiihrten Aufschmelz-
methode haben. W.sebi weist bei beiden Aufschmelzmethoden denselben Produktivitdtsbereich
von 90% bis 100% auf. Die Produktivitat der Backhefe S.cerevisiae nimmt bei vorliegender Unter-

suchung leicht ab. Es kann in Erwdgung gezogen werden den Aufschmelzprozess umzustellen, da-

mit A.braziliensis und C.albicans leistungsfahiger auftreten.

250ml YGC Agar-Flaschen

Ergebnis von Priifung Nummer (i) YGC 250 ml S.cerevisiae

i= to t1 t

Referenz 61 70 72
KBE (Priifagar-xi) 56 59 51
ri 0,92 0,84 0,71
Irri-1l 0,08 0,13

AA- Tabelle 52: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen des Aufschmelzprozesses YGC 250 ml S.cerevisiae wéhrend tng=95
°C

Tabelle AA-52 beschreibt die Produktivitdt von S.cerevisiae wahrend des Aufschmelzens bei 95 °C
auf 250 ml YGC-Agar. Der Zielkeim erfahrt eine kontinuierliche Produktivitdtsabnahme innerhalb
der Spanne der Pg-Werte, die zwischen 0,7 und 09 liegt.

Der mittlere Pr-Wert wird kurz nach der Messung nach 2 Stunden unterschritten.

Aufschmelzprozess bei t,_, = 95 °C des WB
YGC 250 ml Zielkeim S.cerevisiae
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AA- Abbildung 44: Regelkarte Produktivitdtsverhdltnis S.cerevisiae auf YGC 250 ml, Aufschmelzprozess wéhrend
tmax=95°C

160



Ergebnis von Priifung Nummer (i) YGC 250 ml A.braziliensis

i= to t )

Referenz 91 116 120
KBE (Priifagar-xi) 87 99 106
ri 0,96 0,86 0,89
Iri-ri-1l 0,10 0,03

AA- Tabelle 53: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen des Aufschmelzprozesses YGC 250 ml A.braziliensis wihrend

tmax=95 °C

Tabelle AA-53 stellt den Zielkeim A.braziliensis und dessen Produktivitatswerte dar. Es ist ersicht-

lich, dass die Pr-Werte in einem Bereich zwischen ca.90% und 95% auftreten, was im Gegensatz zu

der ersten Aufschmelzmethode deutlich besser einzustufen ist. Die nachstehende Abbildung AA-

45 stellt die Anordnung der Pg-Werte um den mittleren Pg-Wert wahrend der gesamten Untersu-

chung dar.

1,05

Aufschmelzprozess bei t
YGC 250 ml Zielkeim A.braziliensis
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0,95
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o
%0
(9]
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95. KI Ende

= = =99.KI Anfang
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Mittelwert

95. KI Anfang

= = =99 Kl Ende

AA- Abbildung 45: Regelkarte Produktivitdtsverhdltnis A.braziliensis auf YGC 250 ml, Aufschmelzprozess wéhrend

tmax=95°C
Ergebnis von Priifung Nummer (i) YGC 250 ml C.albicans
i= to t t
Referenz 251 266 282
KBE (Priifagar-xi) 216 239 254
ri 0,86 0,90 0,90
Ir-ri-1l 0,04 0,00

AA- Tabelle 54: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen des Aufschmelzprozesses YGC 250 ml C.albicans wéhrend tm.x=95

°C

161



Der Zielkeim C.albicans weist ebenso wie A.braziliensis eine verbesserte Produktivitatsexposition

als bei der im Ergebnisteil auftretenden Aufschmelzmethode.auf. Die Daten liegen zahlentech-

nisch mit einem Leistungsbereich von 85% bis 90% naher beieinander. In der Abbildung AA-46

stellt sich ab der Messung 2 Stunden ein nahezu konstant bleibender Leistungsbereich ein.

Aufschmelzprozess bei t,_, = 95 °C des WB
YGC 250 ml Zielkeim C.albicans
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AA- Abbildung 46: Regelkarte Produktivitdtsverhdltnis C.albicans auf YGC 250 ml, Aufschmelzprozess widhrend tpq=95°C

Ergebnis von Priifung Nummer (i) YGC 250 ml W.sebi

i= to t1 t

Referenz 141 142 174
KBE (Prifagar-xi) 133 138 156
ri 0,95 0,97 0,90
Iri-ri-1l 0,02 0,07

AA- Tabelle 55: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen des Aufschmelzprozesses YGC 250 ml W.sebi wihrend tyna=95 °C

Die Produktivitdat von W.sebi liegt zwischen ca. 90% und 100%, fiir diese Art des Aufschmelzens.

Diese Ergebnisse sind beziiglich des Produktivitdtsbereiches des Zielkeims W.sebi identisch mit

der im Ergebnisteil vorkommenden Aufschmelzmethode.

Die nachfolgende Regelkarte der zugehorigen Abbildung AA-47 beschreibt die Anordnung der Pg-

Werte von W.sebi um den mittleren Pg-Wert herum, der sich bei 0,94 befindet.
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Aufschmelzprozess bei t,, = 95 °C des WB
YGC 250 ml Zielkeim W.sebi
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AA- Abbildung 47: Regelkarte Produktivitdtsverhdltnis W.sebi auf YGC 250 ml, Aufschmelzprozess widhrend tnqx=95°C

YGC Aufschmelzmethode 3 (abweichend von DIN EN ISO 11133)

Untersuchung die Agar-Flaschen tber den Aufschmelzprozess hinaus im WB stehen lassen

Die YGC-Agar-Flaschen nach dem Aufschmelzprozess fiir eine langere Zeit im Wasserbad bei 95 °C
weiter kochen zu lassen hat keinen der vier Zielkeime unter die Grenze des PR-Wert <0,5 sinken
lassen, was eine erhebliche Produktivitatsbeeintrachtigung durch das langere Kochen von bereits
aufgeschmolzenen Agar-Flaschen ausschlieSen |dsst. A.braziliensis sowie C.albicans wiesen keinen
sichtbaren Produktivitdtsabfall auf. Die Pr-Werte langen fiir A.braziliensis im Bereich zwischen
Pr=0,9 und Pg=1,0 und fiir C.albicans im Bereich zwischen Pz=0,70 und Pr=0,90. W.sebi zeigte ei-
nen geradezu linearen Produktivitdtsabfalls im Bereich von Pr=0,85 auf Pr=0,65. S.cerevisiae
stellte einen beginnenden Produktivitatsriickgang von P=0,90 auf Pz=0,68 dar, der bis zum Ende
der Messung nicht weiter sank, vielmehr konstant tiber dem mittleren Pg-Wert der Regelkarte
verlief.

250 YGC ml Agar-Flaschen

Ergebnis von Priifung Nummer (i) YGC 250 ml S.cerevisiae
i= to t1 t
Referenz 50 81 120
KBE (Prifagar-xi) 46 55 81
ri 0,92 0,68 0,68
Iri-ri-11 0,24 0,00

AA- Tabelle 56: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen bei Uberschreitung des Aufschmelzprozesses YGC 250 ml S.cerevi-

siae
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Die Untersuchung YGC nach dem Aufschmelzprozess bis zu 1,5 Stunden weiter kochen zu lassen
beeinflusst den Zielkeim S.cerevisiae erst nach einer Stunde (siehe Tabelle AA-56), wobei der Pg-
Wert von 0,92 auf 0,68 sank und tiber den restlichen Versuchszeitraum konstant geblieben ist. Die
Abbildung AA-48 zeigt die zu S.cerevisiae zugehorige Regelkarte und verdeutlicht den Produktivi-

tatsabfall zwischen Messung nach 0,5 Stunde und 1,0 Stunden.

YGC 250 ml iiber den Aufschmelzprozess hinaus im WB
stehen lassen Zielkeim S.cerevisiae
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AA- Abbildung 48: Regelkarte Produktivititsverhdltnis S.cerevisiae auf YGC 250 ml, Uberschreitung des Aufschmelzpro-

zesses

Ergebnis von Priifung Nummer (i) YGC 250 ml A.braziliensis
i= to t1 t
Referenz 52 47 56
KBE (Prifagar-xi) 49 47 51
ri 0,94 1,00 0,91
Iri-ri-1 0,06 0,09

AA- Tabelle 57: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen bei Uberschreitung des Aufschmelzprozesses YGC 250 ml A.brazili-
ensis

Tabelle AA-57 stellt die Werte des Produktivitatsbereiches des Zielkeims A.braziliensis dar. Es wer-
den wahrend des Untersuchungszeitraumes keine auffilligen Werte festgestellt. Alle Pr-Werte fin-
den sich in einem kleinen Produktivitdtsbereich wieder.

Die Regelkarte des Zielkeims A.braziliensis hat anders als der Zielkeim S.cerevisiae keinen eindeu-

tigen Produktivitatsabfall. Vielmehr ordnen sich die Pr-Werte der Messung um den mittleren Pg-
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Wert herum an, die eine Produktivitdt von 90% bis 100% aufweisen und so nicht von der Uber-

schreitung des Aufschmelzprozesses beeinflusst werden.

YGC 250 ml uiiber den Aufschmelzprozess hinaus im WB
stehen lassen Zielkeim A.braziliensis
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AA- Abbildung 49: Regelkarte Produktivititsverhdltnis A.braziliensis auf YGC 250 ml, Uberschreitung des Aufschmelzpro-

zesses

Ergebnis von Priifung Nummer (i) YGC 250 ml C.albicans

i= to t1 t

Referenz 90 91 94
KBE (Prifagar-xi) 62 80 67
ri 0,69 0,88 0,71
Iri-ri-1l 0,19 0,17

AA- Tabelle 58: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen bei Uberschreitung des Aufschmelzprozesses YGC 250 ml C.albicans

C.albicans, dessen Produktivitat in Tabelle AA-58 aufgestellt ist, weist ein Produktivitatsbereich

auf, der ca. zwischen Pg=0,70 und Pg= 0,90 liegt. Ein eindeutiger Abfall der Produktivitat ist wie bei

A.braziliensis nicht zu erkennen, sodass die Leistung des YGC Agars durch diese Aufschmelzme-

thode nicht beeintrachtigt wird. Die zugehorige Regelkarte, die Abbildung AA-50 darstellt verweist

auf die Aufstellung der drei Messungen, deren Ergebnisse sich um den mittleren Pg-Wert sam-

meln.
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YGC 250 ml iiber den Aufschmelzprozess hinaus im WB
stehen lassen Zielkeim C.albicans
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95. KI Anfang

= = =99.KI Ende

AA- Abbildung 50: Regelkarte Produktivitdtsverhéltnis C.albicans auf YGC 250 ml, Uberschreitung des Aufschmelzprozes-

ses

Ergebnis von Priifung Nummer (i) YGC 250 ml W.sebi

i= to t t

Referenz 87 78 80
KBE (Priifagar-xi) 75 58 52
ri 0,86 0,74 0,65
Iri-ri-1l 0,12 0,09

AA- Tabelle 59: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen bei Uberschreitung des Aufschmelzprozesses YGC 250 ml W.sebi

W.sebi weist als einziger Zielkeim dieser Untersuchung einen konstanten Produktivitatsabfall auf,

wie aus Tabelle AA-59 hervorgeht. Demnach ist W.sebi fir diese Prifung am wenigsten wider-

standsfahig im Gegensatz zu S.cerevisiae, A.braziliensis und C.albicans. Der Pg-Wert unterschreitet

bei knapp einer Stunde den mittleren Pg-Wert, wie die Regelkarte aus Abbildung AA-51 verdeut-

licht.
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YGC 250 ml iiber den Aufschmelzprozess hinaus im WB
stehen lassen Zielkeim W.sebi
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AA- Abbildung 51: Regelkarte Produktivititsverhdltnis W.sebi auf YGC 250 ml, Uberschreitung des Aufschmelzprozesses

Ergebnisse zu den Aufschmelzprozessen MRS

Die aus Al-5 hervorgehenden erforderlichen Pgr-Werte der Zielkeime fiir MRS-Agar, liegen gemal
DIN EN ISO 11133 in folgenden Bereichen:

P.pentosaceus = Pg>0,8

L.sakei = Pr>0,7

L.lactis= Pg>0,7

MRS Aufschmelzmethode 1 gemaR DIN EN 1ISO 11133

Untersuchung des Aufschmelzprozesses der Agar-Flaschen wahrend sich das WB auf 95°C erhitzt

Die Zielkeime des MRS-Agars haben einen geringeren Toleranzbereich als die bisher untersuchten
Nahrmedien bezliglich der erforderlichen Pg-Werte. Dies zeigt sich bereits bei den Ergebnissen
des vorliegenden Aufschmelzprozesses.

250 ml MRS Agar-Flaschen

Ergebnis von Priifung Nummer (i) MRS 250 ml Flasche I-lll P.pentosaceus
i= to T [ ¥]
Referenz 70 70 79
KBE (Priifagar-xi) 61 50 51
ri 0,87 0,71 0,64
Ir-ri-1l 0,15 0,07

AA- Tabelle 60: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen des Aufschmelzprozesses MRS 250 ml P.pentosaceus wéhrend der

Erwdrmung des WB auf 95 °C
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Der Zielkeim P.pentosaceus weist in Tabelle AA-60 einen steilen Produktivitatsabfall zwischen to
und t; auf. Dies sorgt fiir einen unzureichenden Pg-Wert kurz vor der durchgefiihrten Messung
nach 2 Stunden. Im weiteren Verlauf sinkt der Pr-Wert weiterhin, charakterisiert durch eine etwas
abflachender negative Steigung innerhalb des nicht mehr zulassigen Pg-Wertbereichs.

Die Abbildung AA-52 zeigt den graphischen Verlauf des Zielkeims P.pentosaceus in der Regelkarte.
Es wird deutlich, dass die Produktivitat innerhalb einer knappen Stunde, nachdem die aufge-

schmolzenen Agar-Flaschen in den Trockenschrank Gberfiihrt wurden einen Pg-Wert<0,8 besitzt.

Aufschmelzprozess wahrend sich das WB auf 95 °C
erhitzt. MRS 250 ml Zielkeim P.pentosaceus
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AA- Abbildung 52: Regelkarte Produktivitdtsverhdltnis P.pentosaceus auf MRS 250 ml, Aufschmelzprozess wéhrend der

Erwdrmung des WB auf 95 °C

Ergebnis von Priifung Nummer (i) MRS 250 ml Flasche I-lll L.sakeii
i= to t [ ¥]
Referenz 110 90 97
KBE (Priifagar-xi) 62 62 57
ri 0,57 0,69 0,59
Iri-ri-1l 0,12 0,10

AA- Tabelle 61: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen des Aufschmelzprozesses MRS 250 ml L.sakei wihrend der Erwdir-
mung des WB auf 95 °C

Die Ergebnisse der Produktivitat fir L.sakei fallen fir dieses Aufschmelzprozess negativ aus. Alle
Messungen befinden sich, wenn auch nur knapp, unterhalb des zuldssigen Pg-Wertes von 0,7. Es

ist keine konstante Produktivitatsabnahme zu vermerken. Die Werte liegen dicht ober und
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unterhalb des mittleren Pg-Wertes (siehe Abbildung AA-53), der sich auch schon deutlich unter P

0,7 befindet.

Aufschmelzprozess wahrend sich das WB auf 95 °C
erhitzt. MRS 250 ml Zielkeim L.sakei
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AA- Abbildung 53: Regelkarte Produktivitdtsverhdltnis L.sakei auf MRS 250 ml, Aufschmelzprozess wdhrend der Erwdir-

mung des WB auf 95 °C

Ergebnis von Priifung Nummer (i) MRS 250 ml Flasche I-lll L.lactis

i= to t t
Referenz 62 84 65
KBE (Priifagar-xi) 45 59 53
ri 0,73 0,70 0,81
Iri-ri-1l 0,03 0,11

AA- Tabelle 62: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen des Aufschmelzprozesses MRS 250 ml L.lactis wéhrend der Erwér-

mung des WB auf 95 °C

L.lactis besteht Gber den Untersuchungszeitraum als einziger Zielkeim von MRS die Produktivitats-

prifung des vorliegenden Aufschmelzprozesses mit den in Tabelle AA-62 aufgefiihrten Ergebnis-

sen.

Der mittlere Pg-Wert liegt bei 0,75, um den sich die sich aus dem errechneten Produktivitatsver-

héltnis ergebenen Pr-Werte anordnen (siehe Abbildung AA-54). Demnach liegt kein linearer Pro-

duktivitatsabfall, wie zum Beispiel beim Zielkeim P.pentosaceus zu beobachten ist vor.
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Aufschmelzprozess wahrend sich das WB auf 95 °C

erhitzt. MRS 250 ml Zielkeim L.lactis
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AA- Abbildung 54: Regelkarte Produktivitdtsverhdltnis L.lactis auf MRS 250 ml, Aufschmelzprozess wéhrend der Erwdr-
mung des WB auf 95 °C

MRS Aufschmelmethode 2 (abweichend von DIN EN I1SO 11133)

Untersuchung des Aufschmelzprozesses der Agar-Flaschen bei der Temperatur von 95°C (WB ist

bereits auf tmay erhitzt)

Die Ergebnisse dieser Aufschmelzmethode ergaben leichte produktivitatssteigernde Merkmale
beziiglich der Zielkeime L.sakei und L.Lactis.

L.sakei unterschreitet PrO,7 nun erst nach 1,5 Stunden.

L.lactis weist hohere Pr-Werte auf, die deutlich Pr>0,7 liegen.

P.pentosceus zeigt wie bei vorheriger Aufschmelzmethode eine eindeutig mangelhafte Produktivi-
tat auf.

Eine Umstellung des Aufschmelzprozesses wiirde sich nicht lohnen, da ausschlieRlich L.sakei. fiir
einen Zeitraum von 1,5 h davon profitieren wiirde. Die Zeitspanne, in der der Keim eine hinrei-
chende Produktivitat aufweist, ist auBerdem sehr klein. P.pentosaceus bleibt ohnehin unveran-
dert und L./actis ist bei beiden Methoden stabil, wenn auch bei letzterer Methode leistungsfahi-
ger. Weitere Messungen kdnnen hilfreich sein, um die Eindeutigkeit der beiden sich beziiglich der

Produktivitat verbessernden Zielkeime zu bestatigen.
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250 ml MRS Agar-Flaschen

Ergebnis von Priifung Nummer (i) MRS 250 ml P.pentosaceus

i= to t )

Referenz 79 82 94
KBE (Prufagar-xi) 58 55 51
ri 0,73 0,67 0,55
Iri-ri-1l 0,06 0,12

AA- Tabelle 63: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen des Aufschmelzprozesses MRS 250 ml P.pentosaceus wéhrend

tmax=95 °C

Die Ergebnisse der Tabelle AA-63 zeigen, dass ein konstanter Produktivitatsabfall fir P.pento-

saceus ebenso vorliegt, wie bei der ersten durchgefiihrten Aufschmelzmethode im Ergebnisteil.

Die Regelkarte auf Abbildung AA-55 zeigt den konstanten Abfall der Produktivitdt von P.pento-

saceus, die wahrend der gesamten vier Stunden der Untersuchung im unzuldssigen Bereich auf-

tritt.
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AA- Abbildung 55: Regelkarte Produktivitdtsverhdltnis P.pentosaceus auf MRS 250 ml, Aufschmelzprozess wéihrend

tmax=95°C

95. Kl Ende

15 2 2,5 3 3,5 4
Stunden
Mittelwert 95. Kl Anfang

= = =99.K|Anfang

= = =99K| Ende

171



Ergebnis von Priifung Nummer (i) MRS 250 ml L.sakei

i= to t [¥)

Referenz 64 109 80
KBE (Priifagar-xi) 72 73 70
ri 1,13 0,67 0,87
Iri-ri-1l 0,46 0,20

AA- Tabelle 64: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen des Aufschmelzprozesses MRS 250 ml L.sakei wihrend tmax=95 °C

Die Ergebnisse von L.sakei fallen auf den gesamten Untersuchungszeitraum betrachtet positiver

aus, als in der ersten Aufschmelzmethode, in der die Pg-Werte von Anfang an der Messung Pg <0,7

lagen. Die Leistung des Zielkeims kann nach vorliegenden Daten bis zu 1,5 Stunden gewahrleistet

sein, bevor der Pg-Wert erneut <0,7 fallt. Der mittlere Pr-Wert liegt zudem >0,80, was ebenso eine

verbesserte Produktivitat darstellt. Die dulReren Gegebenheiten der Regelkarte dhneln der Regel-

karte des vorher durchgefiihrten Aufschmelzprozess (Anordnung der Pg-Werte um den mittleren

Pr-Wert herum), wie folgende Abbildung AA-56 veranschaulicht.

1,60

Aufschmelzprozess bei t,_, = 95 °C des WB

MRS 250 ml Zielkeim L.sakei

1,40

1,20

Wert

1,00 .\

'« 0,80
0,60

P

0,40

0,20

—l— PR-Werte
95. KI Ende

1,5 2 2,5 3 3,5 4
Stunden
Mittelwert 95. Kl Anfang

= = =99.KI Anfang

= = =99.KI Ende

AA- Abbildung 56: Regelkarte Produktivitdtsverhdltnis L.sakei auf MRS 250 ml, Aufschmelzprozess wihrend tpna=95°C

Ergebnis von Priifung Nummer (i) MRS 250 ml L./actis

i= to t1 t

Referenz 49 72 110
KBE (Prifagar-xi) 77 71 85
ri 1,58 0,98 0,78
Iri-ri-1l 0,60 0,21

AA- Tabelle 65: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen des Aufschmelzprozesses MRS 250 ml L.lactis wéhrend tmax=95 °C
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L.lactis ist bei dieser Untersuchung des Aufschmelzprozesses, genau wie in der ersten Methode
am leistungsfahigsten, wobei hier ein konstanter Produktivitatsabfall der Pr-Werte zu vermerken
ist. Die Ergebnisse der Tabelle AA-65 weisen dennoch eine bessere Produktivitat auf als bei der
ersten Methode. Alle PR-Werte liegen tber 0,7.

Der mittlere Pr-Wert wird bei ca. 1,5 Stunden unterschritten.

Aufschmelzprozess bei t,_, = 95 °C des WB
MRS 250 ml Zielkeim L./actis

1,70
g. - o——
D-LE
0,70 -
0,20
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4
Stunden
—— PR-Werte Mittelwert 95. KI Anfang
95. KI Ende = = =99.KI Anfang = = =99 Kl Ende

AA- Abbildung 57: Regelkarte Produktivitdtsverhdltnis L.lactis auf MRS 250 ml, Aufschmelzprozess wéhrend tmqax=95°C

MRS Aufschmelzmethode 3 (abweichend von DIN EN 1SO 11133)

Untersuchung die Agar-Flaschen tber den Aufschmelzprozess hinaus im WB stehen lassen

Ahnlich wie in den zwei vorher durchgefiihrten Untersuchungen des Aufschmelzprozesses lasst
sich erkennen, dass P.pentosaceus und L.sakei weniger leistungsfahig sind als L.lactis. L.lactis zeigt
im Gegensatz zu den beiden anderen Zielkeimen liber den gesamten Untersuchungszeitraum Pg-
Werte weitaus tUber 0,70 auf. Bei allen drei Zielkeime l&dsst sich kein konstanter Produktivitdtsab-
fall Gber den Untersuchungszeitraum von 1,5 feststellen. Alle Daten liegen auf unterschiedlichen

Hohen Gber und unterhalb des mittleren Pr-Wertes.
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250 ml MRS Agar-Flaschen

Ergebnis von Priifung Nummer (i) MRS 250 ml P.pentosaceus

i= to t )

Referenz 92 103 64
KBE (Priifagar-xi) 55 50 56
ri 0,60 0,49 0,88
Iri-ri-1l 0,11 0,39

AA- Tabelle 66: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen bei Uberschreitung des Aufschmelzprozesses MRS 250 ml P.pento-

saceus

Die in Tabelle AA-66 aufgefiihrten Ergebnisse zu P.pentosaceus liegen bis nach der zweiten Mes-

sung weit unter dem erforderlichen Pg-Wert von 0,8. Nach einer Stunde erfahrt der Zielkeim ein

Produktivitatsaufschwung und passiert zum Ende der Messung die Mindestgrenze von Pr>0,8

(siehe Abbildung AA-58).

MRS 250 ml iiber den Aufschmelzprozess hinaus im WB
stehen lassen Zielkeim P.pentosaceus

0,5 0,7

—@— PR-Werte
95. KI Ende

o
2 0,60 w
o
a
0,40
0,20 -
0,00 T T T T 1

0,9 1,1 1,3 1,5

Stunden

— Mittelwert 95. KI Anfang
- = =99.KI Anfang - = =99.KI Ende

AA- Abbildung 58: Regelkarte Produktivititsverhdltnis P.pentosaceus auf MRS 250 ml, Uberschreitung des Auf-

schmelzprozesse
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Ergebnis von Priifung Nummer (i) MRS 250 ml L.sakei

i= to t )

Referenz 123 99 79
KBE (Priifagar-xi) 81 80 61
ri 0,66 0,81 0,77
Iri-ri-1l 0,15 0,04

AA- Tabelle 67: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen bei Uberschreitung des Aufschmelzprozesses MRS 250 ml L.sakei

Ahnlich wie P.pentosaceus weist L.sakei am Angang der Messung deutlich schlechtere Produktivi-

tatswerte auf, als am Ende der Untersuchung. Nach der ersten Messung wird kein Pg>0,7 erreicht,

wohingegen die Pg-Werte der zwei folgenden Messungen deutlich Gber Pg>0,7 liegen.

Nachstehende Abbildung AA-59 zeigt die Regelkarte und den Produktivitatsverlauf von L.sakei,

deren mittlerer Pg-Wert zumindest tiber Pr>0,7 liegt.

MRS 250 ml iiber den Aufschmelzprozess hinaus im WB

stehen lassen Zielkeim L.sakei

95. Kl Ende

- = =99.KI Anfang - = =99.KI Ende

0,95 -
090 F——~——~~"~~ =~~~ ==~ s s s s s s s s s sss==1
0,85
£ 0,80 ——
T —H
;I 0,75 /
o
e 0,70 ./
0,65
060 - - I L . e ffff - _Z
0,55 T T T T 1
0,5 0,7 0,9 1,1 1,3 1,5
Stunden
—— PR-Werte Mittelwert 95. KI Anfang

AA- Abbildung 59: Regelkarte Produktivitétsverhéltnis L.sakei auf MRS 250 ml, Uberschreitung des Aufschmelzprozesses

Ergebnis von Priifung Nummer (i) MRS 250 ml L./actis

i= to t1 t

Referenz 64 54 70
KBE (Prifagar-xi) 60 50 68
ri 0,94 0,93 0,97
Iri-ri-1l 0,01 0,05

AA- Tabelle 68: Aufeinanderfolgende Uberpriifungen bei Uberschreitung des Aufschmelzprozesses MRS 250 ml L.lactis
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Die Ergebnisse des Zielkeims L.lactis weisen mit Produktivitatswerten zwischen rund 90% und
100% die mit Abstand hochste Produktivitat im Vergleich zu den anderen zwei Zielkeimen auf.

L.lactis ist zudem gegeniiber der Uberschreitung des Aufschmelzprozesses am widerstandsfahigs-

ten.
MRS 250 ml iiber den Aufschmelzprozess hinaus im WB
stehen lassen Zielkeim L.lactis
100 0 -
0,98
0,96 /.
B /
S 094 g —
-4
& /
0,92
090 |
0,88 T T T T 1
0,5 0,7 0,9 1,1 1,3 1,5
Stunden
—— PR-Werte — Mittelwert 95. KI Anfang
95. Kl Ende - = =99.KI Anfang - = =99.KI Ende

AA- Abbildung 60: Regelkarte Produktivitdtsverhéltnis L.lactis auf MRS 250 ml, Uberschreitung des Aufschmelzprozesses
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Anhang |: Tabellen zur Leistungsprifung verwendeter Nahrmedien

Die fir die Leistungsprifung von TBX, VRBD, VRBL, YGC und MRS wichtigen Parameter einer er-

folgreichen mikrobiologischen Qualitdtskontrolle sind folgenden Tabellen zu entnehmen:
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Leistungspriifung von Nahrmedien nach ISO 11133

Nahrmedium TBX Hersteller Eigenherstellung
Zielorganismus Enterobacteriaceae Lagerung 2-8°C
Methode DIN ISO 16649

Physikalische Qualitatskontrolle
Fiillmenge/Schichtdicke Soll: 3-4 mm
Klarheit/Vorliegen optischer Artefakte Soll: klar

Aussehen/Farbe/Homogenitit Soll:

gelblich gefarbt

Gelfestigkeit/Konsistenz/Feuchtigkeit Soll:

festes Gel

pH-Wert

7,2%0,2 bei 25 °C

Sterilitatspriifung

(24£2)h; (44£1)°C

Mikrobielle Qualitatskontrolle

Produktivitat

Kontrollstimme Bebriitung Referenzmedium | Priifverfahren | Kriterien Charakteristische Reaktion
Escherichia Coli DSM 1576 (24+2)h;(44+1)°C TSA Quantitativ PR>0,5 typisch blau gefarbte Kolonien
Selektivitat
Kontrollstimme Bebriitung Referenzmedium | Priifverfahren | Kriterien Charakteristische Reaktion

vollstdndige
Enterococcus faecalis DSM 20478 (24 £ 2) h; (44+ 1) °C - Qualitativ Keine Kolonien vorhanden

Hemmung

Spezifitat
Kontrollstimme Bebriitung Referenzmedium | Priifverfahren | Kriterien Charakteristische Reaktion
Pseudomonas aerigunosa DSM 1117 (24 +£2) h; (44+1)°C - Qualitativ Geringes Wachstum farblose bis beige Kolonien
Citrobacter freundii DSM 14984 (24+2)h; (44+1)°C - Qualitativ Geringes Wachstum farblose bis beige Kolonien

Al- Tabelle 1: Ubersicht der fiir TBX relevante morphologische Merkmale, Faktoren der Qualitétskontrolle in Bezug auf die jeweiligen Zielkeime
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Leistungsprifung von Ndhrmedien nach ISO 11133

Nahrmedium VRBD Hersteller Eigenherstellung
Zielorganismus Enterobacteriaceae Lagerung 2-8°C
Methode I1SO 21528-2
Physikalische Qualitatskontrolle
Fiillmenge/Schichtdicke Soll: 3-4 mm
Klarheit/Vorliegen optischer Artefakte Soll: transparent
Aussehen/Farbe/Homogenitét Soll: violett
Gelfestigkeit/Konsistenz/Feuchtigkeit Soll: festes Gel

pH-Wert

pH 7,4 £ 0,2 bei 25 °C

Sterilitatsprifung

(24+2)h; (37£1)°C

Mikrobielle Qualitatskontrolle

Produktivitat
Kontrollstimme Bebriitung Referenzmedium | Priifverfahren Kriterien Charakteristische Reaktionen
Escherichia Coli DSM 1576 (24+2)h; (37+1)°C TSA Quantitativ PR>0,5 rosa bis rote Kolonien mit oder ohne Prazipitathof
Enterobacter aerogenes DSM 12058 (24+£2)h; (37x1)°C TSA Quantitativ PR>0,5 rosa bis rote Kolonien mit oder ohne Prazipitathof
Salmonella enterica DSM 17420 (24+£2)h;(37+1)°C TSA Quantitativ PR>0,5 rosa bis rote Kolonien mit oder ohne Prazipitathof
Selektivitat
Kontrollstamme Bebriitung Referenzmedium | Priifverfahren Kriterien Charakteristische Reaktionen
Vollstandige
Enterococcus faecalis DSM 20478 (24+£2)h; (37%1)°C Qualitativ Keine Kolonien vorhanden
Hemmung
Spezifitat
Kontrollstamme Bebriitung Referenzmedium | Priifverfahren Kriterien Charakteristische Reaktionen

Al- Tabelle 2: Ubersicht der fiir VRBD relevante morphologische Merkmale, Faktoren der Qualitétskontrolle in Bezug auf die jeweiligen Zielkeime
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Leistungspriifung von Ndhrmedien nach ISO 11133

Nahrmedium VRBL Hersteller Oxoid
Zielorganismus Coliforme Lagerung 2-8 °C
Methode I1SO 8432

Physikalische Qualitatskontrolle
Fiilllmenge/Schichtdicke Soll: 3-4mm
Klarheit/Vorliegen optischer Artefakte Soll: transparent
Aussehen/Farbe/Homogenitit Soll: violett
Gelfestigkeit/Konsistenz/Feuchtigkeit Soll: festes Gel

pH-Wert

pH 7,4 £0,2 bei 25 °C

Sterilitatspriifung

(24+2)h; (30 1)°C

Mikrobielle Qualitdtskontrolle

Produktivitat

Kontrollstimme Bebriitung Referenzmedium | Priifverfahren | Kriterien Charakteristische Reaktion
Escherichia Coli DSM 1576 (24+2)h;(30%1)°C TSA Quantitativ PR>0,5 Purpurrote Kolonien mit oder ohne Prazipitathof
Selektivitat
Kontrollstimme Bebriitung Referenzmedium | Priifverfahren | Kriterien Charakteristische Reaktion

vollstandige

(24+2)h; (30£1)°C - Qualitativ Keine Kolonien vorhanden

Enterococcus faecalis DSM 20478 Hemmung
Spezifitat
Kontrollstimme Bebriitung Referenzmedium | Priifverfahren | Kriterien Charakteristische Reaktion
Pseudomonas aerigunosa DSM 1117 (24+2)h;(30%1)°C - Qualitativ Geringes Wachstum | farblose bis beige Kolonien

Al- Tabelle 3: Ubersicht der fiir VRBD relevante morphologische Merkmale, Faktoren der Qualitditskontrolle in Bezug auf die jeweiligen Zielkeime
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Leistungspriifung von Nahrmedien nach ISO 11133

N&dhrmedium

YGC Hersteller

Eigenherstellung

Zielorganismus

Hefe Schimmel Lagerung

2-8°C

Methode

ASU L 01.00-37

Physikalische Qualitatskontrolle

Fiillmenge/Schichtdicke Soll: 3-4 mm
Klarheit/Vorliegen optischer Artefakte Soll: Transparent
Aussehen/Farbe/Homogenitit Soll: Elfenbein
Gelfestigkeit/Konsistenz/Feuchtigkeit Soll: festes Gel

pH-Wert

pH 7,0 £ 0,2 bei 25 °C

Sterilitatspriifung

5 Tage; (25 1) °C

Mikrobielle Qualitdtskontrolle

Produktivitat

Kontrollstimme Bebriitung Referenzmedium | Priifverfahren Kriterien Charakteristische Reaktionen
Saccharomyces cerevisiae DSM 1333 5 Tage; (25 1) °C SDA Quantitativ PR>0,5 hellgelbe Kolonien mit weiRR-beiger Umrandung
Aspergillus braziliensis DSM 1988 5 Tage; (25+ 1) °C SDA Quantitativ PR>0,5 hellgelbe Kolonien mit weiR-beiger Umrandung
Candida albicans DSM 1386 5 Tage; (25+ 1) °C SDA Quantitativ PR>0,5 hellgelbe Kolonien mit weiR-beiger Umrandung
Wallemia sebi DSM 101886 5 Tage; (25 1) °C SDA Quantitativ PR>0,5 hellgelbe Kolonien mit weiRR-beiger Umrandung
Selektivitat
Kontrollstamme Bebriitung Referenzmedium | Priifverfahren Kriterien Charakteristische Reaktionen
vollstandige
5 Tage; (25 1) °C - Qualitativ Keine Kolonien vorhanden
Escherichia coli DSM 1576 Hemmung
vollstandige
5 Tage; (25 1) °C Qualitativ Keine Kolonien vorhanden
Bacillus subtilis DSM 347 - Hemmung
Spezifitat
Kontrollstamme Bebriitung Referenzmedium | Priifverfahren Kriterien Charakteristische Reaktionen

Al- Tabelle 4: Ubersicht der fiir YGC relevante morphologische Merkmale, Faktoren der Qualitétskontrolle in Bezug auf die jeweiligen Zielkeime
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Leistungspriifung von Nahrmedien nach ISO 11133

Ndhrmedium MRS Hersteller Oxoid
Zielorganismus Milchsdurebakterien Lagerung 2-8°C
Methode 1SO 15214

Physikalische Qualitdtskontrolle
Fiillmenge/Schichtdicke Soll: 3-4 mm
Klarheit/Vorliegen optischer Artefakte Soll: transparent

Aussehen/Farbe/Homogenitét Soll:

Karamellfarben

Gelfestigkeit/Konsistenz/Feuchtigkeit Soll:

festes Gel

pH-Wert

pH 6,2 + 0,2 bei 25 °C

Sterilitatsprifung

(72 £ 3) h; (30 £ 1) °C (mikroaerophil)

Mikrobielle Qualitdtskontrolle

Produktivitat

Kontrollstimme Bebriitung Referenzmedium Prifverfahren Kriterien Charakteristische Reaktionen
(72+3) h; (30+1)°C
MRS Quantitativ PR>0,7 Charakteristische Kolonie je nach Spezies
Lactobacillus sakei DSM 20017 (mikroaerophil)
(72+3) h; (30+1)°C
MRS Quantitativ PR>0,7 Charakteristische Kolonie je nach Spezies
Lactococcus lactis DSM 20481 (mikroaerophil)
(72+3) h; (30+1)°C
MRS Quantitativ PR>0,8 Charakteristische Kolonie je nach Spezies
Pediococcus pentosaceus DSM 20283 (mikroaerophil)
Selektivitat
Kontrollstimme Bebriitung Referenzmedium Priifverfahren Kriterien Charakteristische Reaktionen
(72+3)h;(30%1)°C vollstandige
- Qualitativ Keine Kolonien vorhanden
Escherichia Coli DSM 1576 (mikroaerophil) Hemmung
Spezifitat
Kontrollstimme Bebriitung Referenzmedium Priifverfahren Kriterien Charakteristische Reaktionen

Al- Tabelle 5: Ubersicht der fiir MRS relevante morphologische Merkmale, Faktoren der Qualitdtskontrolle in Bezug auf die jeweiligen Zielkeime
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Anhang II: Der Validierungsprozess

Mein

Der Auftraggeber Das Labor
Erdrtert bendtigte Informationen, Entscheidet sich fir Methode mit
die er fir persénliche der es die Forderung des
Aufgabenldsung benétigt und Auftraggebers ldsen méchte.
beschreibt diese so transparent Zugehdrige KenngréBen werden
wie moglich ermittelt
e e
Spezifikation Charakteristische KenngriRen
Auftrag wird als Qualitats- von Methoden sind z.B.
Forderung spezifiziert. Wiederholbarkeit,
Erwahnt werden festgesetzte Vergleichbarkeit,
KenngroRen und die genehmigte Gesamtunsicherheit der
Messunsicherheit Ergebnisse
¥+
Nach aufgefiihrten Schritten:
Vergleich zwischen Forderungen

des Auftraggebers und den

Werte der Kenngrfen des

Labors fir die ausgewshlte

Methode
+
Qualifizierung der Methode:

Durch Feststellung der Eignung hinsichtlich Losung der Aufgabenstellung

All- Abbildung 1: Ablaufschema zum Validierungsprozess
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Anhang lll: Verwendete Zielkeime

Enterobacteriaceae
In-fekti- Inkuba-ti- Tem- Allgemeines Vorkommen Bedeutung Ursachen der Symptome/ Nachweis-
ons-dosis onszeit pera- Vorkommen im Lebensmittel des MO Kontamination Folgen der Kon- verfahren
turbe- tamination
reich
Enterobacteriaceae
Escherichia Coli
In Umwelt lange
tiberlebensfahig->
Mangel an Produkti-
wichtiger Hygi- ons-/ Personalhygi-
Lebensmittel-
Natiirlich im ene-indikator ene
vergiftung
Magen- Im Erdboden, in fur Fakalverun- Kreuzkontamination
Lebens-bedroh- Kultureller Nachweis,
Darm-Trakt Wasser, in rohen reinigung. rohe/ verarbeitete
liche Bestimmung Enterotoxin,
10° 6h-48h 37°C von Men- LM tierischen und LM.
Infektionen Isolierung der Erreger, PCR
schen und pflanzlichen Existenz von Kontaminiertes Ge-
Neben GIT Oxidasereaktion negativ
Tieren vor- Ursprungs pathogenen mise durch Aus-
Organe wie
kommend Stdmmen wie scheidungen von V6-
Niere betroffen
EHEC, STEC geln, Nagern, Insek-
ten
Erhitzung von LM
nicht hinreichend
Enterobacter aerogenes
Blutvergiftung
(Septikdmien),
Milchprodukte,
starke Resis- Entziindungen
abhangig Gras, Getreide,
tenz-entwick- der unteren
von Zuckerrohr, Bana- Meist Krankenhaus- Bunte Reihe,
30 bis lung gegenuiber Atemwege,
Entero- siehe E.Coli nen, infektionen nosoko- Voges-Proskauer-Test,
37°C Antibiotika, Haut, Gewebe,
toxin- Gemise, Friichte mialer Natur IMViC-Test
gewinnen Organen, Herz-
bildung Fleisch, Fisch-
an Bedeutung innenhaut (En-
waren (Austern)
dokarditits),
Augen
Citrobacter freundii
Durchfall
durch ent-
weder biogene Katalasetest postiv (typisch
Krauter, Amine fur Enterobacteriaceae)
Kénnen mit
Sprossen, (abgebaute LM) Idol-Test negativ.
Stunden Citrat als
30 bis Salate, Fleisch, Unhygienische Verar- oder Unterscheidung
>107 bis siehe E.Coli einzige
37°C Wurst, Milch, beitungsweise durch Toxine, Citrobacter von
Tage Energiequelle
SoRen, Creme- Adhasine Escherichia und
wachsen
speisen oder virulenz Enterobacter mit IMViC-
assoziierte Test
Stoffwechsel-
produkte
Salmonella enterica
10 bis Hackfleisch, Ausscheider, Konta- wassriger
6h bis 10
47°C Schlachtgeflugel, Verbreitung minierte Durchfall mit
Tage siehe E.Coli, Anziichten der
Opti- Speiseeis, Salate, pandemisch, Nahrungs- und Fut- Fieber und
10%-10° gewohn- Jauche, Kot, . Keime, Serovare
mum Mayonaise, Lange Uber- termittel, Bauchkrampfen
lich 6h- Schlamm bestimmen
35 bis Rohmilch, Roh- lebensdauer verunreinigte Ober- ahnlich wie bei
48h
37°C wurst flachengewasser C. freundii

Alll- Tabelle 1: Verwendete Enterobacteriaceae
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Enterococcaceae

In-fekti- Inkuba-ti- Tem- Allgemeines Vorkommen Bedeutung Ursachen der Symptome/ Nachweis-
ons-dosis onszeit pera- Vorkommen im Lebensmittel des MO Kontamination Folgen der Kon- verfahren
turbe- tamination
reich
Enterococcaceae
Enterococcus faecalis
Pflanzen,
10 bis
Boden, Kom- Katalase negativ, Differenzierung
Stunden 45°C anaeroben
mensale, GIT siehe C. mittels biochemischer Tests in
>107 bis Opti- tierische LM und aeroben siehe C. freundii
des Men- freundii Form von Karten Streifen-syste-
Tage mum Stoffwechsel
schens und men
35°C
Nutztiere

Alll- Tabelle 2: Verwendete Enterococcaceae

Pseudomonadaceae

In-fekti- Inkuba-ti- Tem- Allgemeines Vorkommen Bedeutung Ursachen der Symptome/ Nachweis-
ons-dosis onszeit pera- Vorkommen im Lebensmittel des MO Kontamination Folgen der Kon- verfahren

turbe- tamination

reich
Pseudomonadaceae

Pseudomonas aerigunosa
10° haufig ausgepragte
Haut-infektio-
gilt fur: Resistenz
LM mit hohem nen, Kommerzielle

Mozza- Anpassungsfahigkeit

0 bis aW-Wert, wie besonders Ver- manuelle und
rella u. Stunden Erdboden, Vorliebe fur an unterschiedliche

41°C frisches Fleisch, brennungs- automatisierte
verur- bis Tage, Oberflachen feuchtes Milieu Milieus-

Opti- Fisch, Rohmilch, wunden, in- Identifizierungssysteme
sacht in- gewohn- Gewadsser, -> typischer Problemkeim im

mum Sahne, Mozza- folge schwere ->Verzicht auf
tensive lich 48h Pflanzen Feuchtkeim Krankenhaus, wich-

37°C rella, zerkleinertes Sepsis, YOPIs biochemische
blaue tigster human-patho-

Obst und Gemiise besonders Tests zur Identifizierung
Verfar- gener Vertreter der
gefdhrdet

bung Art Pseudomonas

Alll- Tabelle 3: Verwendete Pseudomonadaceae

Lactobacillaceae
In-fekti- Inkuba-ti- Tem- Allgemeines Vorkommen Bedeutung Ursachen der Symptome/ Nachweis-
ons-dosis onszeit pera- Vork d im Leb ittel des MO Kontamination Folgen der Kon- verfahren
turbe- tamination
reich
Lactobacillaceae
Lactobacillus sakei
Besiedeln
GIT von Vo-
geln u. Sdu- ausgepragte
getieren, aus Fur die Herstel- Fahigkeit zur
fermentier- lung von Milch- Bildung von Lactobacillus-
Ver-meh- bietet fiir den
ten Produk- produkten wie Milchsaure, Arten werden
rung bei menschlichen
<5°C ten tierisch- Kase, Joghurt ver- tragen zur Re- selten mit op-
<5% NaCl Organismus kein ge- Katalase, Oxidase
- 30 bis en u. pflanz- wendet, Konser- gulierung der portunistischen
Kon- sundheits- negativ
40°C lichen Ur- vierung von fri- physiologischen Infektionen in
zentra- gefdhrdendes Konta-
sprungs iso- schem Fleisch ins- Darmflora bei, Verbindung
tion minationsriskio
liert wie aus besondere als genutzt zur gebracht
Sauerkraut, Starterkultur Herstellung
Sauerteig, von Prabiotika
gerducher-
terFisch
Pediococcus pentosaceus
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pflanzliche

Materialien, Keine bekann-
aus Wein, ten
Friichten Erkrankungen
isoliert, nor- verursacht, be-
Verwendet bei der
maler- bietet fiir den kannt als wein-
Ver-meh- Herstellung von
weise in Rot- Fermentation menschlichen schadigen-der
rung Salzgurken,
35 bis wein von Fleisch-, Organismus kein ge- MO durch Aus- Katalase negativ,
zwischen - Sauerkraut.
40°C wahrend Gemiise-, sundheits- bildung eines API-System
8-10%
Fasslagerung Kéasesorten gefahrdendes Konta- Fehl-aromas,
Nacl Als Starterkultur
zu finden, minationsriskio wie "ranzige
fiir Rohwurst
menschli- Butter", "Bitter-
cher Spei- keit", auch bei
chel, Ver- Fruchtsaft und
dauungs- Bier
trakt
Alll- Tabelle 4: Verwendete Lactobacillaceae
Streptococcaceae
In-fekti- Inkuba-ti- Tem- Allgemeines Vorkommen Bedeutung Ursachen der Symptome/ Nachweis-
ons-dosis onszeit pera- Vorkommen im Lebensmittel des MO Kontamination Folgen der Kon- verfahren
turbe- tamination
reich
Streptococcaceae
Lactococcus lactis
fur den Orga-
Opti-
nismus
mum
Verwendet bei der homofermen- nicht schadlich
bei 28- Kann aus fri-
Herstellung von tative Milch- bietet fur den Wildkeime kon-
32°C schem u.
Milch-u. Frisch-ka- sduregarung menschlichen nen als
Vermeh- wachst fermentier- Katalase und
seprodukten: u. produziert Organismus kein ge- Kontaminati-
rung bei - auch tem Pflan- Oxidase negativ,
Quark, Kefir, L-(+)-Milchsdu- sundheitsgefahrden- onskeime mit
4% NaCl bei zenmaterial Bunte Reihe
Kése, Creme re, Konservie- des Kontaminations- der Bildung von
10°C, isoliert wer-
Fraiche sowie Bier, rungsstoff Nisin riskio Estern ein
nicht den
bei Wein, Brot gewonnen fruchtiges Fehl-
ei
aroma in Kdse
42°C
bilden
Alll- Tabelle 5: Verwendete Streptococcaceae
Saccha romycetaceae
In-fekti- Inkuba-ti- Tem- Allgemeines Vorkommen Bedeutung Ursachen der Symptome/ Nachweis-
ons-dosis onszeit pera- Vork d im Leb ittel des MO Kontamination Folgen der Kon- verfahren
turbe- tamination
reich
Saccharomycetaceae
Saccharomyces cerevisiae
Opti- kommt aus- Bekannt
mum schlieBlich unter dem Na- In Bezug auf LM, un- Folgen in Bezug bilden in zuckerhaltigen Losun-
28°C auf reifen men empfindlich gegen- auf LM: Ge- gen bei der Anwesenheit von
Gene-ra- Getrankeschad-
wachst Friichten Backhefe. tUber hoher Saure- ruchs- und Sauerstoff
tions- ling nicht alko-
ca. 72 auch vor. konzentration, ge- Geschmacks- trotzdem Kohlendioxid und Etha-
zeit von holischer Erfri-
Stunden ZWi- Im Darm von Fur die Bier, ringe Nahrstoff-an- fehler, nol.
1 bis 2 schungsge-
schen Wespenko- Wein, Back- spriiche/02-Bedarf, Bombagen Vergédrung und Assimilation:
Stunden tranke
20°C niginnen warenher- niedriges Temperatu- (starke Glucose, Galactose,
und von Herbst stellung roptimum Garung) Saccharose, Maltose
45°C bis Winter bedeutend
Candida albicans
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viele Umwandlung von
Hefe- harmlosem Kom-
pilze kommt nicht mensal zu Pathogen
Zucker, zucker-
haben ubiquitar in moglich.
haltige Speisen,
bei 20 der Natur Candidosen
wie Schokolade, Merkmale zur biochemischen
Gene-ra- bis vor: als bei immunge- (uberschussige
Kekse Differenzierung von Hefen:
tions- 25°C komensaler schwéchten Perso- Ansiedlung von
Fruchtzucker, wie fakultativ Glucose, Maltose schnell,
zeit von ca. 72 ihr Keim in nen und Gleichge- Hefepilzen im
Friichte, Fruch- humanpatho- Galactose langsam umgesetzt.
Spross- Stunden Opti- Schleimhaut, wichtsstorungen der menschlichen
séifte, ballaststoff- gener Keim Lactose nicht anaerob metaboli-
zellen mum. GIT des Mikroflora. Kérper), syste-
arme Kohlenhyd- siert.
20 min C. al- Menschen, mische Infekti-
rate, wie WeiB- N Nucleinsdurenachweis
bicans (feuchtes Ubertragung von onen
brot, polierter
jedoch und warmes Mensch zu Mensch,
Reis, Nudeln
bei 36 Millieu) von Tier zu Mensch
bis Uber Kontakt- oder
37°C Schmierinfektionen.
Alll- Tabelle 6: Verwendete Saccharomycetaceae
Trichocomaceae
In-fekti- Inkuba-ti- Tem- Allgemeines Vorkommen Bedeutung Ursachen der Symptome/ Nachweis-
ons-dosis onszeit pera- Vork 1 im Leb ittel des MO Kontamination Folgen der Kon- verfahren
turbe- tamination
reich
Trichocomaceae
Aspergillus braziliensis
auf allen
Kontinenten
in vielen Kli-
mazonen
Ist eine
entdeckt FUr immunge-
Prifspezies
-> breites schwéchte Personen
Samen, Erdnisse, um fungizide
48-72 24 bis Vorkommen, kann es zu Atem- Antigen-Nach-
- Zwiebeln, Wein- Wirkung von Aspergillose
Stunden 26°C wie Wiste, wegsinfektio-nen weis (EIA)
beeren Desinfektions-
Steppe, Na- durch Inhalation
mitteln zu be-
delholzwald, kommen
stimmen
Salzmarsch,
Mangroven-
schlamm
Innenrdume

Alll- Tabelle 7: Verwendete Trichocomaceae
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Wallemiaceae

In-fekti- Inkuba-ti- Tem- Allgemeines Vorkommen Bedeutung Ursachen der Symptome/ Nachweis-
ons-dosis onszeit pera- Vorkommen im Lebensmittel des MO Kontamination Folgen der Kon- verfahren
turbe- tamination
reich
Wallemiaceae
Wallemia sebi
Sporen sind sehr
>50 klein (deutlich kleiner
Brot, Kase, Mar-
KBE/m? als Aspergillus und
melade, Marzipan,
Luft mis- Penicillium), sodass kann Ausléser
Datteln, Friichte, Mykotoxin-
sen vor- sie leicht in die Atem- von hypersensi-
eingesalzene Boh- bildner von Bei Flachen:
handen Innen- wege gelangen. tiver Pneumo-
25°C nen, Befall bei zu- Walleminol Abklatsch, Abstrich, Klebefilm.
sein, um 90- rdume,Bo- Stehen unter Ver- nitis, Dermatitis
24 bis ckerhaltigen, und Walle- Abrisspraparat, Mikroskopie,
aller-gi- 120min den, Heu, dacht chronische und subkutane
38°C? gepokelten LM minon, tro- biochemische
sche Textilien "Farmerlunge" Infektionen so-
wegen Fahigkeit cken- Summenparameter.
Reaktion- zu verursachen (Er- wie Allergien
hohen osmotisch- liebender
auslésen krankung sein
em Druck stand- Schimmelpilz
zu kon- der Lunge speziell be-
zuhalten
nen obachtet bei Feldar-
beitern, Land-wirten)

Alll- Tabelle 8: Verwendete Wallemiaceae

Die zugehorigen Quelle der hier im Anhang vorgestellten, verwendeten Mikroorganismen bezie-

hen sich alle auf die im Hauptteil angegebenen Organismenfamilien (siehe Kapitel 3.3 Verwendete

Mikroorganismen)
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Anhang IV: Zusammensetzung und Herstellung der validierten Nahr-

medien

Zusammensetzung TBX

Casein, enzymatisch verdaut

Gallensalze Nr 3
5-Brom-4-Chlor-3-Indol-R-D-Glucuronsdure (BCIG)
Dimethylsulfoxid (DMSO)P

Agar

Wasser

20,0g
1,5g
144 umol?®
3 ml
9 g bis 18 g°
1000 ml

a
Zum Beispiel 0,075g Cyclhexylammoniumsalz.
Dimethylsulfoxid schadigt durch Inhalation und (Haut-)Kontakt. Bei der Handhabung ist die Anwendung eines Abzugs ratsam.

c
In Abhangigkeit von der Gelierfahigkeit des Agars

AlV- Tabelle 1: Rezeptur TBX

Herstellung TBX

In Dimethylsulfoxid wird die BCIG gel6st (alternativ das vom Hersteller empfohlene Verdiinnungs-

mittel). Alle Bestandteile sind in Wasser zu |6sen und bis zum Siedepunkt zu erhitzen.

Der pH-Wert betragt nach der Sterilisation (mittels Autoklavs: 121°C fiir 15min) 7,2 £ 0,2 bei 25°C.

Kurz darauf wird das Medium mit Hilfe eines Wasserbades abgekiihlt (44 °C-47 °C).

Zusammensetzung VRBD

Tierische Gewebe, enzymatisch verdaut
Hefeextrakt

Gallensalze Nr. 3

Glucose

Natriumchlorid

Neutralrot

Kristallviolett

Agar

Wasser

708

30¢g

15¢g

10,0 g
50¢g
0,03g
0,002 g

9 g bis 18g?
1000 ml

a
In Abhéangigkeit von den Gelierfahigkeiten des Agars

AlV- Tabelle 2: Rezeptur VRBD
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Herstellung VRBD

Die Komponenten des Nahrmediums sind in Wasser aufzukochen und werden durch diesen Vor-
gang gelost. Alternativ kann auch das vollstandige Trockenmedium direkt aufgekocht und geldst
werden. Das Ziel ist es nach dem Kochen des Agars einen pH-Wert bei 25 °C von 7,4 + 0,2 einzu-
stellen. Das noch fliissige Nahrmedium wird in Kolben, die ein Fassungsvermdgen von maximal
500ml aufweisen gelagert. Besonders wichtig ist es, dass das Medium nicht sterilisiert wird. VRBD
hat eine kurze Haltbarkeit, weshalb es zeitnah vor dem Gebrauch hergestellt werden muss. Ge-
maR der ISO 11133 ist es bei diesem Medium von grolRer Bedeutung, dass es spatestens 4 Stun-
den nach dem Aufschmelzprozess aufgebraucht ist.

Zusammensetzung VRBL

Tierisches Gewebe (enzymatisch verdaut) 7¢

Hefeextrakt 3g
Lactose 10g
Natriumchlorid 58
Gallensalze 15¢g
Neutralrot 0,03 g
Kristallviolett 0,002 g
Agar 13-18 g
Wasser ad 1 000 ml

AlV- Tabelle 3: Rezeptur VRBL

Herstellung VRBL

Die gesamten Komponenten des Agars (39,5 g-44,5 g) werden in einem Liter destilliertem Wasser
suspendiert. Fiir die vollstandige Losung der Zutaten wird das Gemisch unter standigem Riihren
vorsichtig erhitzt.

Eine Sterilisation mittels eines Autoklavs ist nicht notwendig.

Fir die Gussplattenmethode ist es wichtig darauf zu achten, dass der Agar hinreichend homogeni-
siert ist, bevor er gegossen wird. Zusatzlich ist, ahnlich wie bei VRBD, darauf zu achten, den Agar
erst kurz vor der Anwendung herzustellen und nach dem Kochen bei 47 °C im Wasserbad abkiih-
len zu lassen. Zudem ist darauf zu achten, dass er nach drei Stunden nicht mehr verwendet wird.

Zusammensetzung YGC

In der Zusammensetzung des Agar wird eine Antibiotika Art, das sogenannte Chloramphenicol
verwendet, das der in der Begleitflora auftretenden Bakterien wirken soll. Durch Chloramphenicol

ist es im Gegensatz zu anderen Antibiotika Arten, die als Hemmstoff dienen moglich, YGC durch
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einen Autoklav zu sterilisieren. Der mengenmaliig groRte Anteil der Teilzutaten ist Glucose, die

funktionell gesehen das Wachstum von Hefen und Schimmelpilzen beglnstigt.

Hefeextrakt 508
Glucose 20g
Chloramphenicol 02g
Agar 15¢g
Wasser 1 000 ml

AIV- Tabelle 4: Rezeptur YGC

Herstellung YGC

Die oben aufgestellten Ingredienzen (insgesamt 40,2 g) werden in 1 000 ml destilliertem Wasser

gelost. Das Gemisch wird durch mehrfaches Rithren und Schitteln vermischt und durch Erwar-

mung bis zur vollstdndigen Losung der Teilkomponenten homogenisiert. YGC wird fir 15 min im

Autoklav bei 121 °C sterilisiert. Nach der Sterilisation soll ein pH- Wert von 7,0 bei einer Tempera-

tur von 25 °C eingestellt sein.

Zusammensetzung MRS
Casein, enzymatisch verdaut 10¢g
Fleischextrakt 10g
Hefeextrakt 4g
Triammoniumcitrat 2g
Natriumacetat 5g
Magnesiumsulfatheptahydrat 02¢g
Magnesiumsulfattetrahydrat 0,05¢g
Dikaliumhydrogenphosphat 20¢g
Glucose 20g
Tween 80 1,08 g
Agar 12-18¢g
Wasser ad 1 000 ml

AlV- Tabelle 5: Rezeptur MRS

Herstellung MRS

Alle in der oben aufgefiihrter Zutatenliste mit spezifischen Mengenangaben fiir die Herstellung

von MRS-Nahrboden werden in 1 000 ml destilliertem Wasser wahrend des Erhitzens vollstandig

gelost. Wie bei den anderen erwahnten Nahrmedien, die autoklaviert werden missen, wird MRS

genauso bei 121 °C fiir 15 min sterilisiert.
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Zusammensetzung und Herstellung der Referenzndhrboden:

TSA, DG18, SDA, MRS

Zusammensetzung von TSA

Casein, tryptisch verdaut 15¢g
Sojapepton 58
Natriumchlorid 5g
Agar 15¢g
Wasser 1 000 ml

AlV- Tabelle 6: Rezeptur TSA

Herstellung von TSA

Alle Bestandteile werden in 1 Liter destilliertem, zu erhitzendem Wasser gelost. Fir die Sterilisie-

rung wird das Medium in 200 ml grolRe Aliquotes gefiillt und fir 15 min bei 121 °C im Autoklav an-

gestellt. Der gebrauchsfertige Agar wird nun bei ca. 50 °C in Petrischalen gegossen, dessen Fiill-

menge in etwa bei 5 mm liegen sollte. Sofern der Agar nicht direkt verwendet werden muss, sollte

er zwischen 2-8 °C in der Kiihlzelle gelagert werden.

Zusammensetzung von DG18
Pepton 58
Glucose 10g
Kaliumphosphat 1lg
Magnesiumsulfat 05g
Chloramphenicol 01g
Dichloran 0,002 g
Agar 15g
Wasser 1 000 ml

AlV- Tabelle 7: Rezeptur DG18

Herstellung von DG18

Fiir die herzustellende Suspension der Rezepturbestandteile fiir DG 18-Agar werden alle Teilkom-

ponenten (ca. 31,6 g) in 1 Liter destilliertem Wasser erhitzt und nach einiger Zeit unter Riihren

und Schiitteln gelost, sodass ein homogenes Gemisch entsteht. Kurz darauf werden 175 ml Glyce-

rin ((18 % w/w) (entsprechen 220 g)) der Losung hinzugefiigt. AnschlieRen erfolgt die durch einen

Autoklav durchgefihrte Sterilisierung von 15 min bei 118-121 °C.

Zusammensetzung von SDA

Die Komponente des Peptons ist wichtig fur die Kultivierung des auf SDA wachsenden Organis-

mus. Sie dient als Vitamin und Stickstoffquelle. Die Dextrose wirkt als Kohlenstoff und stellt die
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erforderliche Energiequelle dar. Agar wird fiir die notige Festigkeit des Nahrmediums hinzugefiigt.
Fur den Fall, dass SDA als antimikrobielles Breitbandmedium zum Einsatz kommen soll, ist die Zu-
gabe von Chloramphenicol oder Tetracyclin erforderlich, denn diese Bestandteile hemmen viele
unerwiinschte grampositive und gramnegative Bakterien. Gentamicin sorgt speziell fiir die wei-
tere Hemmung von gramnegativen Bakterien und kann zu der Standardrezeptur ebenfalls beige-

fligt werden.

Dextrose (Glucose) 40g
Pepton 10g
Agar 15g
Wasser 1000 ml

AIV- Tabelle 8: Rezeptur SDA/SABC

Herstellung von SDA

Es ist darauf zu achten, dass Antibiotika und das Untermischen von Sduren und Laugen, um den
pH-Wert und so die Hemmung der bakteriellen Begleitflora zu beeinflussen, erst nach der Herstel-
lung der Grundrezeptur von Dextrose, Pepton, Agar und Wasser und vor allem erst nach Ab-
schluss der Sterilisation im Autoklav erfolgt. Jeder fertig gekochten Standard-SDA-Charge werden
je nach Bedarf die Antibiotika und/oder Sauren/Laugen-Komponenten dem sich noch im flissigen
Aggregatzustand befindendem Ndhrmedium bei ca. 50 °C beigefiigt.

Zusammensetzung und Herstellung von MRS

Siehe Verwendete Nahrmedien MRS

Zusammensetzung und Herstellung der Referenzndhrbouillons: TSB-, MRS-, Hefeextrakt Bouillon

Zusammensetzung von TSB

Das pankreatisch abgebaute Casein wie auch das Sojabohnenmehl bieten komplexe und stick-
stoffhaltige Substanzen und beinhalten Aminosduren. Wie zu erwarten ist Glucose die Hauptener-
giequelle. Das Natriumchlorid sorgt fiir eine gleichbleibend osmotische Bilanz und das Kaliumpho-

sphat hat eine Pufferfunktion, um die Aufrechterhaltung des pH-Wertes zu kontrollieren.

193



Casein, pankreatisch abgebaut 17g
Sojabohnen, enzymatisch verdaut 3g
Natriumchlorid 5g
Dikaliumhydrogenphosphat 2,5¢
Glucose 2,5g
Wasser 1000 ml

AlV- Tabelle 9: Rezeptur TSB

Herstellung von TSB

Alle Komponenten (30 g) werden in gereinigtes Wasser (1 Liter) gegeben, in ein lagertaugliches
End Gefal} gefiillt, gut vermischt und geldst. Anschlieffend wird es bei 121 °C fiir 15 min autokla-
viert. Der pH- Wert soll sich bei 25 °C zwischen 7,310,2 einstellen.

Zusammensetzung von MRS Bouillon

Pepton 10g
Hefeextrakt 4g
Tween 80 lg
Natriumacetat 5g
Magnesiumsulfat 02¢g
Rindfleischextrakt 80¢g
Glucose 20g
Dikaliumphosphat 2g
Ammoniumcitrat 2g
Mangansulfat 0,05¢g
Wasser 1000 ml

AlV- Tabelle 10: Rezeptur MRS Bouillon

Herstellung von MRS Bouillon

Die festen Bestandteile (52,25 g), die in obiger Rezepturaufstellung angegeben sind, missen in ei-
nem Liter destilliertem Wasser suspendiert werden. Nach hinreichendem Mischen wird das Me-
dium langsam erhitzt, bis die vollstandige Losung des Nahrmediums eintritt. Die fertige LOsung
wird in geeignete GefadRe fir die Sterilisierung bei 121 °C fir 12 min umgefllt. Nach dem Vorgang

des Sterilisierens ist darauf zu achten, dass sich der pH-Wert bei 6,2 +0,2 einfindet.
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Zusammensetzung von Malzextrakt Bouillon

Malzextrakt 13g
Pepton aus Gelatine 55¢g
Hefeextrakt 05¢g
Wasser 1000 ml

AlV- Tabelle 11: Rezeptur Malzextrakt Bouillon

Herstellung von Malzextrakt Bouillon

Die pulverféormigen Komponenten (19 g) werden zu 1 Liter destilliertem Wasser gefligt und sus-
pendiert. Unter Schiitteln und Rihren verflissigt, stufenweise erwarmen und somit vollstandig
gelost. Besonders wichtig ist es, das Medium wahrend des Sterilisationsvorganges nicht zu liber-

hitzen. Die Malzextrakt Bouillon wird zwischen 115-118 °C fiir 15 min im Autoklav sterilisiert.

Die zugehorigen Quelle der hier im Anhang vorgestellten Rezepturen und Herstellungsvorgange

der verwendeten Nahrmedien beziehen sich alle auf die im Hauptteil beschriebenen Nahrmedien

(siehe Kapitel 3.4 Verwendete Nahredien)
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Anhang V: Probenvorbereitung und Herstellen der Zellkulturen- Bei-

spielrechnung
Berechnung des Zelltiters fiir 50-150 Kolonien auf der Platte

Zellzahl pro mil:

Summe der Zellen aus 5 Gruppenquadraten * Verdiimnung » 1074

Anzahl der Zellen die zu 200 ml Milch gegeben werden miissen, um beim spateren Pipettieren von

1 ml aus den Cryordhrchen, 50-150 Kolonien auf der Platte auszdhlen zu kénnen:

200 ml = 1,5 = 10*
Ergebnis: Zellzahl pro ml

100
Legende
Werte der Formel Definition
200 ml 3% ige Milch
1,5 Hochstzellzahl (150 Kolonien)
104 Berechnet auf 1ml (Durch Multiplikation der
Zellzahl pro Mittelquadrat mit 10* ergibt sich die
Zellzahl fur ein ml, denn 0,1l *10.000 = 1 ml
Ergebnis: In Anlehung der ausgezahlten Zellen fir den zu
Zellzahl pro ml berechnenden Stamm
100 ?

AV- Tabelle 1: Berechnung des Zelltiters fiir ein Volumen von 200 ml Milch

Uberfiihren der 200 ml Zellsuspension in Cryoréhrchen

|
|

LA
{

};Ot RIS RN

LU0
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AV- Abbildung 1: Befiilltes Cryoréhrchen Rack mit errechnetem Zellanteil fiir 200ml Milch
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3.3 Beimpfen und Inkubieren der Milchsdurebakterien

AV- Abbildung 2: Anaerobtopf inklusive Becherglas mit angeimpften Zellen und Anaerobbeutel
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Anhang VI: Durchfihrung des Plattengussverfahrens im Rahmen ei-

nes Produktivitatsnachweises fir Nahrmedien

AVI- Abbildung 1: Aus dem — 80 °C Schrank entnommene Zellen im 20 °C Rack platziert

AVI- Abbildung 2: 250 ml sterile Glasflaschen mit 50 ml errechnetem Zell- und Peptonwasseranteil, Cryoréhrchen und
dahinterstehende Verdiinnungsréhrchen mit jeweiligen Verdiinnungen
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AVI- Abbildung 3: Angesetzte Petrischalen mit unterschiedlichen Zielkeimen fiir die Dreifachbestimmung pro Testdurch-

lauf und bereits gegossener Referenz-Agar fiir die erforderlichen Zielkeime des Nédhrmediums (VRBD)

AVI- Abbildung 4: Angesetzte Petrischalen mit unterschiedlichen Zielkeimen fiir die Dreifachbestimmung pro Testdurch-
lauf der erforderlichen Zielkeime des Ndhrmediums (TBX) mit bereits zuvor gegossenen Platten von vorherigen Testldu-
fen eines Versuchstages

AVI- Abbildung 5: Anaerobe Plastikdosen in denen mikroaerophile Keime bebriitet werden miissen
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AVI- Abbildung 6: Stapelstrategie der gegossenen Platten fiir ein schnelleres Abkiihlen und Erstarren
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Anhang VIl.Untersuchungen zum Aufschmelzprozess der Agar-Fla-

schen

Anordnung der Agar Flaschen bevor sich das Wasserbad auf 95 C erhitzt

AVII- Abbildung 1: Vorbereitete VRBD Flaschen eines Versuchstags bevor sie im WB aufgeschmolzen werden

AVII- Abbildung 2: Im WB angeordnete VRBD Flaschen, bevor WB eingeschaltet wird
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AVII- Abbildung 3: Stapelstrategie der gegossenen Platten fiir ein schnelleres Abkiihlen und Erstarren

Agar-Flaschen werden lber den Aufschmelzprozess hinaus im Wasserbad stehen gelassen

AVII- Abbildung 4: MRS iiber Aufschmelzprozess hinaus im WB kochen lassen (Einfachbestimmung)

Routinebegleitende Untersuchung der Standzeiten von Ndhrmedien liber einen Zeitraum von ma-

ximal 34 Stunden
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AVII- Abbildung 5: Drei auszuzdhlende TBX Platten fiir einen Zielkeim pro Testdurchlauf

Auswertung und Datenanalyse mit Erstellung von Regelkarten fir die Untersuchungen des Auf-

schmelzprozesses und die der Untersuchung der Standzeiten der Routineprifung
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AVII- Abbildung 7: Drei auszuzéhlende VRBL Platte fiir einen Zielkeim pro Testdurchlauf

AVII- Abbildung 8: Drei auszuzéhlende MRS Platten fiir einen Zielkeim pro Testdurchlauf

AVII- Abbildung 9: Drei auszuzéihlende YGC Platten fiir einen Zielkeim pro Testdurchlauf
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Anhang VIII Verwendetes Labormaterial

Definition/Verwendung

Pufferlésungen

0,9% NaCl Isotonische Kochsalzlésung, enthalt 9 g Kochsalz
pro/Liter
Peptonwasser Anreicherungsmedium zur Probenvorbereitung von

Lebensmitteln und Futtermitteln

Sterilisationsartikel

AquaResist

Wasserbad-Schutzmittel

Bacillol

Flachendesinfektionsmittel

Cyclopropanol Flasche

Verwendet fiir Flachen, die mit Mikroorganismen in

Berihrung kamen

Khorsolintiicher

Flachendesinfektionstiicher

Papiertlicherolle

Desinfektion von Flachen

Technische Hilfsmittel

Accu-jet fur 0,1mI-200ml|

Pipettierhilfe

Autoklav Sterilisationsgerat, mind. Druck 1bar,
Temperatur 121 °C
Brutschranke Unterschiedlich eingestellte Temperaturen je bebrite-

ter Mikroorganismen

Eppendorf-Pipette 20-100ul

Beimpfung von gebrauchsfertigen Agarplatten

Eppendorf-Pipette 100 -1000ul

Beimpfung der leeren Petrischalen fir Plattengussver-

fahren

Kihlschrank

Lagerung von Gebrauchskulturen, Bouillons, Zoonose

Proben

Metallschere

Auftrennen von sterilen Verpackungen

Mikrobiologische

Sicherheitswerkbank

Sterile Werkbank fur Zellkulturlabore, schiitzt Probe

sowie den Anwender vor Ausdringen von Mikroorga-

nismen

Mikroskop Untersuchung von Objekten, die mit dem menschli-
chen Auge nicht zu erfassen sind

Peleusball Manuelle Pipettierhilfe

-80°C Schrank Gefrierschrank mit eingefrorenen Mikroorganismen
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Definition/Verwendung

Stomacher

Homogenisationsgerat

Trockenschrank

Dient zur Entfeuchtung von mikrobiologischem Mate-
rial Gber die Entfeuchtung der Luft durch Sorbenzien,
Einstellbarer Temperaturbereich von Raumtempera-
tur bis 250 °C, Aufbewahrungsort flr aufgeschmol-

zene Gussmedien

Wasserbad

Zum Aufkochen fir Ndhrmedien

Zahlscheibe

Schwarze Kunststoffplatte mit weiBer kreisférmiger
Flache (GroRe einer Petrischale) und kuchenférmigen
Unterteilungen. Dient zur Hilfestellung fur die Auszah-

lung von Kolonien

Zahltisch

Keimzahlapparat + VergroRerungsglas + Beleuchtung

Glas und Kunststoffartikel

Anaerobbeutel

Verursacht anaerobe Gasausbreitung im Anaerobtopf

Anaerobtopf

Behaltnis, um anaerobe oder mikroaerophile Umge-

bung zu schaffen

Anaerob Plastikdosen

Behaltnis, um anaerobe oder mikroaerophile Umge-

bung zu schaffen (Ersatz fir Anaerobtopf)

Autoklavierbeutel

Spezielle Plastiktite, in die ausgezahlten bewachse-
nen Platten kommen, um vor der Entsorgung im Auto-

klav sterilisiert zu werden

Cryordhrchen 1,5ml Fassungsver-

mogen

Kleine Plastikrohrchen fur die einzufrierenden

Stamme auf Milchbasis

Deckglas Thoma-Kammer

Quadratische, 100-200 pum diinne Glasplatte fiir Bede-

ckung mikrobiologischer Praparate

DreifuR 120mmx250mm

Gestell aus Stahldraht mit Epoxidharz beschichtet fir

Vernichtungsbeutel

Einweg-Kunststoff Petrischalen

Innendurchmesser 90mm

Behaltnis (flach, rund, durchsichtig mit Deckel) flr
Gussmedien oder Fertigmedien zur Kultivierung von

Mikroorganismen

Entsorgungsbeutel

120mmx250mm

Entsorgung in Gebrauch gewesener Einmalartikel
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Definition/Verwendung

Erlenmeyerkolben 250ml (Schit-
telkolben)

Glasgefall mit eng werdendem Hals und flachem Bo-

den

Kunststoffpipetten 10ml

Aufsatz flir den Akku-jet

Nahrbodenflasche 500ml

Fiir Nahrmedienherstellung geeignete Glasbehalter

mit verschlieBbarem Deckel

Nahrbodenflasche 250ml

Fiir Nahrmedienherstellung geeignete Glasbehalter

mit verschlieBbarem Deckel

Reagenzglas Gestell

Fur Lagerung/Transport von Reagenzgldsern

Sterile Einweg-Impfése 14/10 p |,
200mm lang

Flr die Durchfiihrung von Ausstrichen auf Agarplatten

Material: Polystyrol

Steriler Kunststoff-Einwegspatel

T-formig

Flr die Verteilung der pipettierten Probe auf der Agar-

platte

Sterile-PCR Réhrchen

Kulturrohrchen, starkwandig

Sterile Wegwerf-Pipettenspitzen
1000ul

Einweg-Aufsatz flr Eppendorf-Pipette

Sterile Wegwerf-Pipettenspitzen

Einweg-Aufsatz flir Eppendorf-Pipette

10-100pl
Tablett Zum Stapeln der gegossenen Platten
Thermometer FOr Temperaturiiberprifung des abzukiihlenden Agars

nach dem Aufschmelzen

Thoma-Kammer (Himozytome-

ter)

Neubauer Improved Zahlkammer fir lichtmikroskopi-

sche Zahlung von Mikroorganismen

Schreibmaterial

Bleistift/Kugelschreiber

Zum Protokollieren

Edding (verschiedenfarbig)

Beschriftung der Petrischalen

Erhebungsprotokoll

Untersuchungsunterstiitzende Notizen

Taschenrechner

Errechnung des Zelltiters

Arbeits- und Schutzkleidung

Laborkittel Routinebereich

Bekleidungsschutz, schiitzt vor Gefahrenstoffen, Pro-
benmaterial, helle Farbe macht Kotamination schnell
sichtbar, Material: Leinen, Baumwolle, Polyester Mi-

schung
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Definition/Verwendung

Laborkittel fiir den Bereich des Wird gewechselt, wenn im Bereich des Labors gear-
Labors, indem mit pathogenen beitet wird indem pathogene Keime vorhanden sind

Keimen gearbeitet wird

Latexhandschuhe Werden wahrend des gesamten Labortages getragen,

Verhitung vor Kontamination

Schuhiiberzieher Werden wahrend des gesamten Labortages getragen,

Verhitung vor Kontamination

AVIlI- Tabelle 1: Gerdte und Hilfsmittel im mikrobiologischen Labor
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Eidestattliche Erklarung und Veroffentlichungserklarung Student oder Studentin

Validierung von Nahrmedien fiir Plattengussverfahren gemaf DIN EN I1SO 11133

Eidestattliche Erkldrung Student oder Studentin

Verfasst von: Frau Beer, Laura Katharina

Ich versichere hiermit, dass ich die vorliegende Bachelorarbeit mit dem o.a. formulierten Thema ohne
fremde Hilfe selbstdndig verfasst und nur die angegebenen Quellen und Hilfsmittel verwendet habe.
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Laura Katharina Beer
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