Eigene Untersuchungen

3 Eigene Untersuchungen

Beschrieben werden Konzeption und Erprobung eines Versuchsaufbaues unter Verwendung
von Baumwoll-Tupfern (3.1.), eine Feldstudie zur orientierenden Ermittlung der
Gesamtkeimzahl und des Keimspektrums auf den im Zuge der Fleischgewinnung benutzten
Handgerdten (3.2.) und ein Hauptversuch (3.3.), in dem Techniken zur Reinigung und

Desinfektion von Handgerdten miteinander verglichen werden.

3.1 Material und Methode des Vorversuches

3.1.1 Zielsetzung

Zur Einschitzung der zu priifenden Reinigungs- und Desinfektionstechniken muss eine
reproduzierbare Beprobungstechnik vorliegen. Zu diesem Zweck wurde ein Vorversuch

durchgefiihrt.

Ziel war es, eine moglichst weitgehende Abnahme und Darstellung der Mikroflora auf einer
Oberflache zu erreichen. In jedem Fall musste die letztendlich eingesetzte Entnahme- Technik

eingeschitzt werden konnen.

Die Ergebnisse ermoglichten es, in der nachfolgend durchgefiihrten Feldstudie die beprobten
Messer auf ihren Gesamtkeimgehalt zu untersuchen und im darauf folgenden Hauptversuch
die simulierten unterschiedlichen Techniken zur Reinigung und Desinfektion von

Handgeriten vergleichen zu konnen.

3.1.2 Benotigte Materialien und Medien

Der Vorversuch wurde im mikrobiologischen Labor des Institutes fiir Fleischhygiene und —
technologie des Fachbereiches Veterindrmedizin der Freien Universitit Berlin durchgefiihrt.

Eingesetzt wurden:

Kleinmaterial und Teststimme

e Teststimme (siche Tab. 8.8 im Anhang)

e Sterile Auslaufmesspipetten des Volumens 1 ml gemdl DIN 12695, Genauigkeit
Klasse AS
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e Pipettierhilfen der Firma Roth

e Drigalski- Glasspatel

e Reagenzgléser (Fiillvolumen 20 ml), gefiillt mit je 9 ml NaCl- Pepton

e Sterile Einwegtupfer aus Baumwolle

e Handelsiibliches Spiilmittel

e Erlenmeyerkolben mit dem Fiillvolumen 100 ml, gefiillt mit 20 ml NaCl- Pepton
e Sterile Keimtriiger aus poliertem Edelmetall, GroBe 2 x 5cm (10 cm?)

e Nihrbdden (sieche Anhang)

Laborgerite und Einrichtungen

e Brutschrank (37 °C)

e Kiihlschrank (4-5 °C)
e Rohrchenschiittelgerat
e Stoppuhr

e Bunsenbrenner

Nihrmedien

Zur Bestimmung der Ausgangskeimzahl sowie zur spédteren Auswertung der
Wiederfindungsrate wurden Standard-I- Nihrmedien verwendet. Sie wurden in der

institutseigenen Ndhrbodenkiiche nach Rezeptur der Fa. Merck (siehe im Anhang) hergestellt.

Zur Erstellung der Verdiinnungsreihen wurden mit NaCl- Pepton befiillte Reagenzrohrchen
verwendet. Das NaCl- Pepton wurde ebenfalls in der Néhrbodenkiiche angesetzt (siehe
Anhang) und mit einem geeichten Abfiillgerdt (Dosifit, Integra Biosciences) in die

Reagenzrohrchen gefiillt.
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3.1.3 Entwicklung der Beprobungstechnik

Unter Wiederfindungsrate ist das Verhéltnis von aufgebrachter und zurlickgewonnener
Keimzahl zu verstehen. Sie ist MaBstab flir den Erfolg einer angewandten Technik und als

optimal anzusehen, wenn das Verhéltnis idealerweise gegen 1 tendiert.

In einer Reihe von Modellversuchen wurde ein fiir den Hauptversuch einsatzfahiger

Versuchsaufbau entwickelt. Grundlage hierfiir war das DIN- Verfahren 10113-1, Teil 1.

Es wurden unterschiedliche Aspekte berticksichtigt:
e Auswahl der Keime (Keimmischung)
e Belastung einer Oberflache mit Fett (hydrophob)
e Aufbringen und Fixieren einer definierten Keimmenge

e Zuriickgewinnen der Keimmenge (Anzahl der zu verwendenden Tupfer, Anzahl der

durchzufiihrenden Ausschiittelungen, Anzahl der anzusetzenden Verdiinnungsstufen)

Auswahl der Keime

Die Entscheidung der zu verwendenden Spezies fiel zugunsten von Staphylokokken,
Enterokokken, Enterobakteriaceaen und Pseudomonaden. Verwendet wurden im Institut
vorhandene DSM und ATCC Stamme von S. aureus, E. coli, Ec. faecium und Ps. aeruginosa
(siche Tab. 8.8 im Anhang). Diese Keime wurden stellvertretend fiir die Gesamtheit an

vorkommenden grampositiven und gramnegativen Keimen gewahlt.

Belastung einer Oberfldache mit Fett

Die Belastung der Keimtrdager erfolgte mit einem sterilen Fettfilm. Die Oberfldche einer
Fettschwarte wurde mit dem Bunsenbrenner abgeflammt und dann mit einer sterilen Schere
abgetragen. Die sterilen Edelstahlplattchen wurden dann mit der zu beimpfenden Oberfléche
nach unten auf die freigelegte Flache der Schwarte aufgedriickt und kurz verrieben, sodass sie

von einer Fettschicht bedeckt waren.

Auf eine Belastung der Keimtrdger mit Serum (Eiwei3) wurde im Vorversuch verzichtet, da

nicht zu erwarten war, dass das hydrophile Serum der Abnahme durch die feuchten und
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anschliefend trockenen Tupfer entgegensteht. Im Hauptversuch wurde eine Belastung mit
Eiweil} jedoch erwogen, da es sich — den Gegebenheiten im Schlachtbetrieb folgend — immer

auf den in der Praxis verwendeten Messern finden ldsst.

Aufbringen und Fixieren einer definierten Keimmenge

Gesucht war eine geeignete Technik, mit der 10 cm? groBe Keimtrager aus Edelstahl so

beimpft werden konnten, dass eine definierte Keimmenge auf ihnen Platz fand.

Die in dieser Arbeit in den Versuchsaufbauten von Vorversuch und Hauptversuch

verwendeten Edelstahlplidttchen bestanden aus V,A- Stahl.

Bei einer Belastung der Keimtriger mit der Keimmischung ergab sich das Problem der
Menge, die aufgetragen werden konnte. SchlieBlich stellte sich die Menge von 0,01 ml
Fliissigkeit als praktikabel dar. Sie fand gut Platz auf den 10 cm? und zog innerhalb einer
Wartezeit (Antrocknungszeit) von zwei bis maximal fiinf Minuten in die aufgebrachte Schicht

ein.

Herstellung der diversen Keimmischungen

Aus den in Tabelle 8.8 im Anhang genannten Teststimmen wurden Vorkulturen hergestellt.
Von den oben erwidhnten Teststimmen wurde je eine Impfose eines Stammes in 10 ml
Trypton-Soja- Bouillon iiberimpft und diese dann 18 bis 24 Std bei 37 °C bebriitet. Durch
Mischen im entsprechenden Verhiltnis wurden die unterschiedlichen Keimgemische bzw.

Reinkulturen erst kurz vor Versuchsbeginn im jeweils gleichen Anteil zusammengemischt.

Die Ermittlung der Ausgangskeimzahl der Keimmischung bzw. Reinkulturen wurde an jedem
Versuchstag fiir jede Keimmischung oder jeden einzeln verwendeten Keim neu durch

Erstellung von Verdiinnungsreihen im Spatelverfahren auf Standard-I- Ndhrboden ermittelt.

Zurickgewinnung der aufgebrachten Keimmenge

a) Anzahl der zu verwendenden Tupfer:

Bei Versuchsansitzen, in denen nur ein trockener Tupfer verwendet wurde, stellte sich keine
zufriedenstellende Wiederfindungsrate ein. Auch die Verwendung von mehr als einem nassen

und einem trockenen Tupfer brachte keine verbesserte Wiederfindungsrate.
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Die Verwendung eines nassen und darauf folgend eines trockenen Tupfers stellte sich als

glinstig heraus.

b) Anzahl der Ausschiittelungen:

Das Schiitteln der Tupferpaare erfolgte in mit sterilem NaCl- Pepton gefiilltem
Erlenmeyerkolben fiir 1 min bei 1500 U/min in Anlehnung an das DIN Verfahren 10113-1,
Teil 1. Hiernach wurden die Tupfer mindestens 30 sek so geschiittelt, dass die
Kolbenwandung bis zu einer Hohe von 2-3 cm unterhalb der Kolben6ffnung benetzt wurde.
In der endgiiltigen Versuchsdurchfiihrung erfolgte das Schiitteln des Tupferpaares viermal,
damit sichergestellt werden konnte, dass mdglichst alle Keime aus der Baumwollmatrix der

Tupfer herausgeschiittelt wurden.

c) Anzahl der anzusetzenden Verdiinnungsstufen:

Da durchschnittlich 10° Keime auf die Keimtriger aufgetragen wurden, mussten diejenigen
Verdiinnungsstufen gewahlt werden, die eine auf einem Agar gut auszuwertende Keimmenge
enthielten. Es stellte sich heraus, dass die Verdiinnungsstufen 10~ und 10 der ersten zwei
Kolben, die Verdiinnungen 10 und 10~ des 3. Kolben und die Verdiinnungsstufen 10™" und

10 des vierten Kolben auswertbare Ergebnisse lieferten.

Der Zusatz von 2 Tropfen handelsiiblichen Spiilmittels (Pril) zum NaCl- Pepton, welches zur
Befeuchtung des nassen Tupfers verwendet wurde, erbrachte durch seine emulgierende

Komponente eine weitere Verbesserung der Wiederfindungsrate.

Die zu der Entwicklung der Untersuchungstechnik (Vorversuch) gehdrigen Daten finden sich

im Anhang (Tabelle 8.1 im Anhang).

3.1.4 Versuchsdurchfithrung

Folgende Vorgehensweise wurde gewihlt: Zuerst wurden 0,01 ml des erstellten
Keimgemisches auf den mit Fettfilm beschichteten Keimtrdger aus poliertem Edelmetall

aufgetragen und ausgespatelt. Die anschlieBende Einwirkzeit lag bei durchschnittlich 2 min.

In ein mit 9 ml NaCl- Pepton gefiilltes Reagenzglas wurden 2 Tropfen handelsiibliches

Spiilmittel gegeben und das Gemisch kurz auf dem Schiittler durchmischt. Ein steriler
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Baumwolltupfer wurde in das Gemisch getaucht und dann am Rand des Reagenzglases so
ausgedriickt, dass er nicht mehr nass, sondern lediglich feucht war. Mit diesem Tupfer wurde
10 mal unter leichtem Druck iiber den Keimtrdger gefahren. Der Tupfer wurde danach iiber
einen mit 20 ml NaCl- Pepton gefiillten Erlenmeyerkolben mit einer sterilen Schere so
abgeschnitten, dass lediglich der mit Baumwolle umwickelte Tupferkopf in den Kolben fiel.
Anschlieffend wurde mit einem trockenen sterilen Tupfer abermals 10 mal unter leichtem
Druck iiber den Keimtrager gewischt und der trockene Tupfer zum nassen Tupfer in den
Erlenmeyerkolben gegeben. Der Erlenmeyerkolben mit den 2 Tupferkdpfen wurde dann 1
min bei 1500 U/min geschiittelt. Mit einer sterilen Pipette wurden die beiden eingegebenen
Tupfer leicht ausgepresst und dann in einen 2. Erlenmeyerkolben iiberfiihrt, welcher ebenfalls
I min bei 1500 U/min geschiittelt wurde. Danach wurden die Tupfer in einen dritten und in

einen vierten Kolben {iberfiihrt, mit denen genauso wie mit Kolben 1 und 2 verfahren wurde.

Aus jedem der so vorbereiteten Kolben wurde 1 ml Fliissigkeit entnommen und daraus je eine
dekadische Verdiinnungsreihe erstellt, indem immer 1 ml Fliissigkeit von einem mit 9 ml

NaCl- Pepton gefiillten Reagenzglas in das nichste {iberfiihrt wurde.

Aus den Verdiinnungsreihen von Kolben 1 und 2 wurden jeweils die Verdiinnungen 10~ und
10 im Doppelansatz auf einen Standard-I- Nihragar ausgespatelt (je 0,1 ml). Vom 3. Kolben
wurden die Verdiinnungsstufen 102 und 107 ausgespatelt und vom 4. Kolben die

Verdiinnungsstufen 10 und 1072

Die Niahrbdoden wurden sodann 24 Stunden bei 37 °C im Brutschrank bebriitet und

anschliefend ausgewertet.

Die Bebriitungsdauer von 24 Std wurde unabhingig der verwendeten Keime fiir alle
Keimmischungen korrespondierend zur Bebriitungsdauer der Ausgangsbouillons gleich
gewidhlt. Es galt letztlich nur zu untersuchen, inwieweit sich aufgebrachte und abgenommene
Keimzahl gleichen, daher wurde auf die normalerweise angebrachte Bebriitung von 48 Std

verzichtet.

3.1.5 Vorkultur

Die notwendigen Vorkulturen wurden jeweils aus den in Tabelle 8.8 im Anhang genannten

Teststaimmen hergestellt. Die verwendeten Teststimme sind ATCC- bzw. DSM- Stamme.

Von den genannten Teststimmen wurde je eine Impfose eines Stammes in 10 ml Trypton-

Soja- Bouillon iiberimpft und diese dann 18 bis 24 Std bei 37 °C bebriitet. Die gewiinschten
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Keimgemische wurden erst kurz vor Versuchsbeginn durch Mischen im entsprechenden

Verhiltnis hergestellt.

Die Ausgangskeimzahl wurde durch Erstellung von Verdiinnungsreihen im Spatelverfahren
auf Standard-I- Nihrboden ermittelt. Dies erfolgte an jedem Versuchstag fiir jede

Keimmischung oder jeden einzeln verwendeten Keim neu.

3.1.6 Keimtriger

Die 5 x 2 cm groBlen Edelstahlplittchen wurden mit Wasser und Seife gereinigt und in einem

Becherglas im Autoklaven 15 min bei 121 °C sterilisiert.

3.1.7 Priparieren der Keimtriager

Eine im Handel besorgte Speckschwarte wurde auf eine sterile (abgeflammte) Unterlage
verbracht. Thre in physiologischer Lage der Innenseite des Korpers zugewandte Oberfliche
wurde erst abgeflammt und spiter mit einer sterilen Schere und einer sterilen Pipette

abgetragen.

Zwei sterile Keimtréger aus poliertem Edelmetall wurden nacheinander auf die so préparierte
fettige Oberfliche der Speckschwarte gelegt und leicht angedriickt, um so einen Fettfilm auf

der Keimtrégeroberfldche zu erzeugen.

Anschliefend wurde mit einer Eppendorfpipette 0,01 ml des hergestellten Keimgemisches auf
die so préparierte Oberfldche aufgebracht und mit einem Drigalski- Spatel verrieben. Nach
einer Einwirkzeit von maximal 2 Minuten wurde der Keimtridger in den Versuchsablauf

einbezogen.

Um sicherzugehen, dass von der Speckschwarte keine Verunreinigung ausgeht, wurde ein
Keimtrager auf eine abgeflammte Speckschwarte aufgepresst und direkt danach auf einen
Standard-I- Ndhrboden gedriickt. Nach einer Bebriitungszeit von 24 Stunden bei 37 °C liel3

sich kein Keimwachstum feststellen.
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3.1.8 Auswertung der Laborversuche

Nach einer Bebriitungszeit von 24 Stunden im Brutschrank bei 37 °C wurden die auf den

Néhrboden gewachsenen KbE ausgezihlt. Die Wiederfindungsrate wurde berechnet nach der

Formel:
_ Summe ¢ «d
nx1+nx0,1

Dabei ist:

C der gewichtete Mittelwert der Koloniezahlen

Summe ¢ die Summe der Kolonien aller Sektoren, Petrischalen bzw. Verdiinnungen, die
zur Berechnung herangezogen werden

nl die Anzahl der Sektoren, Petrischalen bzw. Verdiinnungen der niedrigsten
ausgewerteten Verdiinnungsstufe

n2 die Anzahl der Sektoren, Petrischalen bzw. Verdiinnungen der nichst hoheren
Verdiinnungsstufe

d der Faktor der niedrigsten ausgewerteten Verdiinnungsstufe

Die Berechnung erfolgte fiir die Platten eines jeden der 4 Erlenmeyerkolben einzeln. Die 4
separaten Einzelwerte wurden dann zu einem Endergebnis addiert, das seinerseits als

Einzelwert in die weitere Berechnung einging.

3.2 Feldversuch zur Bestimmung der auf Messern in der Praxis
auftretenden Mikroflora

In der nachfolgenden Feldstudie wurde abgeleitet, welcher Keimbelastung - qualitativ und
quantitativ - Messer an unterschiedlichen Stufen der Fleischgewinnung und -zerlegung

ausgesetzt sind.
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3.2.1 Probennahme

Die Beprobungen fanden je einmal an vier verschiedenen Schlachtbetrieben wihrend der
Schlachtung von Schweinen statt. Alle angefahrenen Schlachtbetriebe hatten eine EU-
Zulassung. Pro Probennahmetag wurden in 3 Betrieben 16 und in einem Betrieb 8 Proben

(insgesamt 56) genommen (Tab. 8.2).

Probennahme

Zur Probenentnahme wurden 10 x 10 cm grofe 8- lagige Baumwollkompressen vorbereitet.
Die Hilfte der Kompressen wurde in einem Becherglas (NaCl- Pepton und wenige Tropfen
handelsiibliches Spiilmittel) getrénkt, ausgewrungen, auf Alufolie gelegt und eingepackt. Eine
entsprechende Anzahl an Kompressen wurde trocken auf dieselbe Art eingepackt. Wahrend
die feuchten Kompressen 15 min bei 121 °C autoklaviert wurden, wurden die trockenen

Kompressen 4 Stunden bei 180 °C sterilisiert.
An den 4 Stationen

e Ero6ffnen des Tierkorpers

e Untersuchung des Herzens

e Anschneiden der Lymphknoten

e Nachtrimmen

wurden die wahrend der Arbeit verwendeten Messer beprobt. Es wurde darauf geachtet, an
jeder Station diejenigen Messer zu erhalten, welche gerade benutzt worden waren und die
sogleich in das Sterilisationsbecken gestellt werden wiirden. Fiir die zweite Beprobung

wurden Messer verwendet, die gerade aus dem Sterilisationsbecken genommen wurden.

In 3 der Schlachtbetriebe wurden an jeder der 4 Stationen je 2 Messer vor Benutzung des
Sterilisationsbeckens und je 2 Messer nach Benutzung des Sterilisationsbeckens beprobt. Im
vierten Schlachtbetrieb wurde aufgrund seiner geringen GroBe und der daher niedrigeren
Bandgeschwindigkeit und des geringeren Personalautkommens nur je 1 Messer pro Station

vor und nach der Benutzung des Sterilisationsbeckens beprobt.

Jedes Messer wurde an 2 Baumwolltupfern, der erste feucht, der zweite trocken, je 10 mal

unter leichtem Druck abgestrichen.
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3.2.2 Laboraufarbeitung

Im Labor wurden die 2 Tupfer pro Messer (feucht + trocken) zusammen in einen mit NaCl-
Pepton (50 ml, steril) gefiillten Erlenmeyerkolben iiberfiihrt. Dieser wurde 1 min bei 1500
U/min geschiittelt. Gemal dem entwickelten Vorversuch erfolgte dieses Procedere viermal,
wobei das Tupferpaar jeweils in einen neuen Erlenmeyerkolben iiberfiihrt wurde. Aus den
vier Erlenmeyerkolben einer Reihe wurde je 1 ml entnommen und iiber eine dekadische
Verdiinnungsreihe die Gesamtkeimzahl jedes Einzelkolbens ermittelt. Die Einzelergebnisse
der 4 Kolben wurden zu einem Gesamtergebnis addiert. Im Unterschied zum Vorversuch
wurden jeweils die Verdiinnungsstufen 10°, 10" und 107 ausgespatelt und die verwendeten
Standard-I- Platten wurden nicht 24 Std bei 37 °C, sondern 48 Std bei 30 °C bebriitet. Diese
Abwandlung war notwendig, da sichergestellt werden sollte, dass alle koloniebildenden

Einheiten erfasst werden.

Zusatzlich wurde eine qualitative Keimbestimmung durchgefiihrt. Da nur ein genereller
Uberblick iiber die Keimsituation der einzelnen Stationen gewiinscht war, wurden zu diesem
Zwecke die 2 Proben pro Station (1.= ,,Vor Benutzung des Sterilisationsbeckens™ und 2.=
»Nach Benutzung des Sterilisationsbeckens™) gepoolt, indem die schon fiir die
Gesamtkeimzahl verwendeten Ausgangsverdiinnungsfliissigkeiten (Reihe von 4 Kolben)
zusammengeschiittet wurden. Von jedem der 4 gemeinsamen Kolben wurden 0,1 ml auf
einem Blutmedium (Standard-I- Agar der Fa. Merck mit 5 % defibriniertem Schafblut der Fa.
elocin- lab) im Doppelansatz ausgestrichen und 48 Std bei 30 °C bebriitet.

Von den verschiedenen gewachsenen Kolonien wurden Einzelkolonien entnommen, auf
Standard-I- Platten zur Reinkultivierung tiberimpft und 48 Std bei 30 °C bebriitet. Das
Gramférbeverhalten jeder Reinkultur wurde mittels der Gramfarbung und dem KOH- Test
festgestellt. Anschlieend wurde nach laborgebriduchlichen FlieBschemata fiir gramnegative

bzw. fiir grampositive Bakterien (FRIES 1999) bis auf Genusebene differenziert.

3.2.3 Temperaturen in den Sterilisationsbecken

Bei den vier angefahrenen Schlachtbetrieben wurde zusitzlich jeweils an den Stationen, an
welchen die Messer beprobt wurden, die Wassertemperatur der dort vorhandenen

Sterilisationsbecken erfasst.
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3.3 Material und Methode des Hauptversuches

Mit dem Vorversuch war an einer allgemein auftretenden Mikroflora eine Beprobungstechnik
erarbeitet worden, die es erlaubt, den Keimgehalt einer kontaminierten Flache quantitativ (und
qualitativ) reproduzierbar zu bestimmen. Der Feldversuch gab einen Einblick, welche
Keimbelastung auf den im Schlachthof verwandten Messern an unterschiedlichen Stellen zu
erwarten ist und wie die gefundenen Keime taxonomisch einzuordnen sind. Der hier

beschriebene Hauptversuch basiert auf dem Ergebnis beider Voruntersuchungen.

Ausgehend von einer durchschnittlichen Grundfliche von 54 cm? pro durchschnittlichem
Messer (DUNNEBIER et al. 2001) konnte fiir Messer, die vor dem Sterilisationsbecken
beprobt wurden, eine mittlere Belastung von 4,93 lg KbE pro durchschnittlicher Messerflache

ermittelt werden.

Die taxonomische Differenzierung im Feldversuch ergab, dass auf den Messern zu 60 Prozent
Vertreter der Micrococcaceae und zu weiteren je 20 Prozent grampositive bzw. gramnegative

Stabchen vorhanden waren (Tab. 4.3 Kapitel 4).

Um eine realistische Keimbelastung der im Hauptversuch zu verwendenden Keimtrdger zu
erreichen, wurde jeweils ein Vertreter aller drei Gruppen ausgewdhlt. Fiir die Gruppe der
Micrococcaceae wurde Staphylococcus aureus (DSM 6538), fiir die gramnegativen Stdbchen
Enterobacter aerogenes (ATCC 13046) und fiir die grampositiven Stidbchen Listeria
monocytogenes (DSM 20600) ausgewdhlt.

Von jedem der 3 Testkeime wurde das Wachstumsverhalten tiber 18 Std bei 30 °C festgestellt
(Tab. 8.9 im Anhang). Es ergab sich, dass in einer 18 Std Kultur 10’ Keime/ml von
Staphylococcus aureus und Enterobacter aerogenes und 10° Keime/ml von Listeria

monocytogenes zu erwarten waren.

Fir die Durchfiihrung des Hauptversuches wurden somit folgende Parameter und

Untersuchungsergebnisse als Grundlagen festgelegt:
e Die durchschnittliche Fliche eines Messers wurde mit 54 cm? (beide Seiten) angesetzt

e Ergebnisse der Feldstudie: auf den Messern befanden sich durchschnittlich ca. 5
lg/KbE (ermittelt als Median 4,84 1g/KbE; geometrisches Mittel 4,93 1g/KbE) pro
Messerflache (beide Seiten)
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e In einer 18 Std Bouillon mit Staphylococcus aureus befinden sich durchschnittlich 10°

Keime/ml

e In einer 18 Std Bouillon mit Listeria monocytogenes befinden sich durchschnittlich

10® Keime/ml

e In einer 18 Std Bouillon mit Enterobacter aerogenes befinden sich durchschnittlich 10°

Keime/ml

e Die Edelstahlplattchen haben eine Grundfliche von 10 cm?

Daraus ergab sich:

e Die aerobe Gesamtkeimzahl vor Benutzung des Sterilisationsbeckens lag bei ca.

100.000 Keimen/Messer

e Ausgehend von einer durchschnittlichen Messerflache von 54 cm?, befinden sich auf 1
cm? dann 1851,85 Keime und auf 10 cm? (Gesamtfliche Keimtriager) befinden sich

1851,85 x 10 = 18518,5 Keime = 1,9 x 10

e Bezogen auf die Edelstahlplittchen, miissen sich somit in Wiedergabe realistischer
Bedingungen ca. 1,9 x 10° Keime auf 10 cm? befinden. Es wurde eine
durchschnittliche Belastung von 10* Keimen fiir die gesamte Fliche der

Edelstahlplittchen festgelegt.

3.3.1 Verwendete Gerite

Als Wasserbad wurde ein Gerdt W 12 der Firma Priifgeritewerk Medingen eingesetzt. Es

musste mit Aqua dest. betrieben werden.

Fiir die Ultraschallbehandlung stand das Gerdt ,,Sonex Digital 10 P*“ der Firma Bandelin
(Berlin) zur Verfiigung. Hier lieen sich auBler der Temperatur und der Beschallungsdauer
auch die Beschallungsintensitit (von 10 bis 100 %) einstellen. Die Beschallungsintensitit
(Schallstirke) ist ein Mal3 fiir den Energiefluss, d.h. die je Zeiteinheit durch eine Fliche
eingestrahlte Energie. Sie wird in Watt pro m? ausgedriickt (WIESNER 1999; siehe Kap. 2.4.)
Nach Riicksprache mit der Herstellerfirma wurde die Intensitdt der Ultraschallwellen auf 100
% eingestellt, da diese Intensitit zur Reinigung von beispielsweise Operationsbesteck und
damit metallenen Gegenstinden vorgesehen ist. Die Befiillung des Beckens erfolgte, wie in

der Bedienungsanleitung zugelassen, mit Leitungswasser.
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3.3.2 Die Milchsiure

Bei der eingesetzten Milchsdure handelt es sich um eine 90 %ige DL- Milchsiure (Angabe
erfolgte in Gewichtsprozent pro Volumen: m/v) der Firma Roth, Karlsruhe. Sie lag in
fliissiger Form vor. Das letztliche Mengenverhéltnis im Wasserbad bzw. Wasserbad mit
Ultraschall wurde unter Berticksichtigung ihres spezifischen Gewichtes bzw. Dichte (1,21)
errechnet. Zur Herstellung von 10 1 einer 2 %igen Milchsdurelosung wurden 184 ml der 90 %

Milchsédure auf 9800 ml Wasser gegeben.

Herleitung des Mischverhéltnisses:

Herzustellen sind 10 1 einer Milchsdurelosung mit einer Endkonzentration von 2 %,
e d.h. 200 ml einer 100 %igen Milchsdure auf 9800 ml Wasser.
e Esliegt eine 90 %ige DL- Milchsdure vor.
e Dabher sind 222 ml zuzugeben: (200 ml : 90 %) x 100 %

e Da die Prozentangabe der 90 %igen Milchsdure in Gewichtsprozenten und nicht in
Volumenprozenten angegeben ist, muss die spezifische Dichte der Milchsdure

berticksichtigt werden.
e Diese liegt bei 1,21 (d.h. 222 ml : 1,21 = 184 ml)

e es folgt: 184 ml der 90 %igen Milchsdure miissen auf 9800 ml Wasser gegeben

werden, um eine Losung mit der Milchsédure- Endkonzentration 2 % zu erhalten.

3.3.3 Herstellung der Keimmischung

Vor jedem neuen Versuchsansatz wurde die Keimmischung frisch aus einer 18 Std- Bouillon

der 3 gewihlten Keime hergestellt.

Gemal der im Feldversuch gefundenen Keimzusammensetzung ergab sich:

Die Mikroflora der im Feldversuch beprobten Messer bestand zu 60 % aus grampositiven
Kokken, zu 20 % aus grampositiven Stdbchen und zu weiteren 20 % aus gramnegativen

Stabchen.
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Aufgebracht werden sollte eine gewiinschte mittlere Belastung von 10* Keimen/ml auf den 10
cm? grofBen Plittchen. Da nur 0,01 ml auf diese Fliche aufgetragen werden konnten, waren

die Ausgangslsungen bis auf 10° Keime/ml zu verdiinnen.
Es wurde wie folgt gemischt:

e 3 ml (60 %) der 3. Verdiinnungsstufe der Bouillon von Staphylococcus aureus

(entsprechen ca. 3 x 10° Keimen)

e | ml (20 %) der 3. Verdiinnungsstufe der Bouillon von Enterobacter aerogenes

(entsprechen ca. 1 x 10° Keimen)

e 1 ml (20 %) der 2. Verdiinnungsstufe der Bouillon von Listeria monocytogenes

(entsprechen ca. 1 x 10° Keimen)

Die Keimmischung hatte somit einen Keimgehalt von 5 x 10° Keime in 5 ml bzw. 10°

Keimen/ml.

Die durchschnittliche Antrocknungszeit lag bei ca. 20 min. Anschlieend durchliefen je 10

Keimtrdger eine Versuchsvariante.

3.3.4 Belastung der Keimtriager mit Fett, Eiweill und der Keimmischung

Eine Speckschwarte wurde iiber der Bunsenbrennerflamme abgeflammt und die abgeflammte
Oberflache mit einer sterilen Schere und einer sterilen Pinzette abgetragen. Die Keimtréger
wurden mit leichtem Druck auf der frisch freigelegten fettigen Oberfliche kurz verrieben, bis

ein optisch deutlich wahrnehmbarer Film auf der Fliche vorhanden war.

Danach wurden die Keimtrager auf ein steriles Tablett gelegt. Mit einer Eppendorfpipette
wurde 0,01 ml steriles Pferde- oder Kélberplasma auf jeden Keimtrdger aufgebracht und

sodann mit einem Spatel {iber dessen Oberfldche verteilt.

Das Tablett mit den Keimtrdgern wurde dann kurz {iber eine Bunsenbrennerflamme gehalten,

um ein Zusammenfliefen und Koagulieren von Fett und Eiwei3 zu erreichen.

Nach Abkiihlung der Keimtriger wurde die Keimmischung aufgetragen. Mit einer
Eppendorfpipette wurden 0,01 ml der Keimmischung auf jeden Keimtréger aufgebracht und
mit der sterilen Pipettenspitze in den Fett-Eiweil3- Film gemischt und somit iiber den ganzen

Keimtréger verteilt.
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Nach Trocknung der so belasteten Keimtrager nach ca. 20 min, wurde der jeweils geplante

Versuchsansatz durchgefiihrt.

3.3.5 Priifung der eingesetzten Substanzen auf Hemmstoffe

Die Keimfreiheit der eingesetzten Speckschwarten wurde, wie bereits im Kap. 3.1.3. des

Vorversuches erwéhnt, bei jeder Untersuchung erneut sichergestellt.

Um sicherzustellen, dass das eingesetzte Serum frei von Hemmstoffen ist, wurden einmalig 3

verschiedene Untersuchungen auf Hemmstoffe durchgefiihrt.

Variante 1: 100 pl des Serums wurden auf 3 Standard-I- Agarplatten ausgespatelt. Diese

wurden dann jeweils mit einem 3 Osenausstrich der Keimmischung beimpft.

Variante 2: Auf einer Standard-I- Agarplatte wurde mittig ein Impfstrich des Serums

aufgetragen. An beide Seiten wurde ein Impfstrich der 3 Keime im 90° Winkel aufgetragen.

Variante 3: Auf 3 Standard-I- Agarplatten wurden jeweils 100 pl der Bouillon jedes Keimes
aufgetragen. Auf jede Platte wurden 3 Tropfen des Serums getropft.

Alle Platten wurden 12 Std bei 37 °C bebriitet.

Eine Hemmwirkung des Serums konnte in keinem Fall festgestellt werden.

3.3.6 Das Kontrollplittchen

Zusammen mit den jeweils im Versuch stehenden 10 Keimtrigern wurde ein
Kontrollpldttchen mit der gewiinschten Keimmischung, Fett und Eiweill belastet. Nach
Antrocknen der Oberflichenbelastung wurde in diesem Fall die Oberfliche mit der
entwickelten Nass/Trocken- Tupfertechnik beprobt, ohne dass dieses Pléttchen eine

Versuchsvariante durchlief.

Dies erfolgte jeweils zu Beginn einer neuen Versuchsvariante und erlaubte so einerseits eine
genaue Einschitzung der momentanen Belastung auch der anderen 10 Pléttchen, da hier
gleiche Bedingungen vorherrschten. Andererseits konnte die Effektivitit der verwandten
Tupfertechnik  sichergestellt werden, da die Gesamtkeimzahl der aufgetragenen
Keimmischung bekannt war und so Riickschliisse auf die Wiederfindungsrate gezogen

werden konnten.
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3.3.7 Versuchsvarianten (des Hauptversuches)

Folgende Verfahren wurden in unterschiedlichen Varianten gepriift:
e Wasserbad
e Ultraschall im Wasserbad
e Wasserbad unter Zusatz von Milchsédure (End- Konzentration 2 %)

e Ultraschall im Wasserbad unter Zusatz von Milchsdure (End- Konzentration 2 %)

Pro gepriifter Variante durchliefen 10 Keimtriger und ein Kontrollpldttchen alle
Versuchsanordnungen bei unterschiedlichen Temperaturen und unterschiedlichen Zeiten. Der
Versuchsansatz sah vor, alle Versuchsvarianten in den Kombinationen mit den Temperaturen

40, 50, 60, 70 und 80 °C und in den Zeitintervallen 10, 30 und 60 Sekunden zu priifen.

Zunichst wurden die Eckdaten einer jeden Hauptvariante als Versuchsansitze durchgefiihrt.

Hieraus ergaben sich unterschiedliche Mdglichkeiten im weiteren Vorgehen:

Wenn bereits bei bestimmten Kombinationen kein Wachstum mehr erkennbar war, wurde auf

die Erprobung dieser Variante mit hoheren Temperaturen verzichtet.

Ergab sich, dass bei den vorgesehenen Kombinationen bereits beim niedrigsten Zeitintervall
eine Abtotung aller Keime zu verbuchen war, so wurde das Zeitintervall auf 5 bzw. 1 Sekunde
verkiirzt, um somit die Aussage dieser Kombination zu préizisieren und die Zeit-

Abtotungsrelation genauer festhalten zu kdnnen.

Die im Hauptversuch letztlich durchgefiihrten Varianten sind der Tabelle 8.3 des Anhanges

zu entnehmen.
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34 Interne Qualititssicherung

3.4.1 Bestimmung der Zuverlissigkeit der Ergebnisse der Doppelansitze in den

drei Versuchsteilen

Es galt die Exaktheit der hier verwendeten 10er Verdiinnungsstufen zu iiberpriifen, um so mit

Sicherheit sagen zu konnen, ob die Art und Weise der Aufarbeitung der Proben einheitlich ist.

Die ISO/DIS 14461-2 beschreibt eine Routineiiberpriifung der Ergebnisse von Parallelplatten,

die aus einer 10er Verdiinnungsreihe hergestellt wurden.

Die Uberpriifung von Parallelplatten nach diesem Prinzip sollte regelmiBig im Labor zur

Uberpriifung der Arbeitstechnik durchgefiihrt werden.

Die Uberpriifung erfolgte nach folgendem Prinzip:

Die Ergebnisse, sprich die Koloniezahlen (KbE) zweier paralleler Platten (Doppelansatz)
werden mit Tabellen dieser ISO/DIS 14461-2 verglichen, in denen bestehende Zahlen fiir
Parallelplatten zu finden sind. Lassen sich die iiberpriiften Koloniezahlen der zwei Platten
nicht innerhalb der in der Tabelle genannten Zahlen finden, so kann dies auf ein technisches

Problem bzw. unexakte Arbeitsweise im Labor hinweisen.

Genauer: Das hohere und das tiefere Ergebnis zweier korrespondierender Agarplatten (gleiche
Verdiinnungsstufe!) wird mit den Zahlen der in der oben genannten Vorschrift befindlichen

Tabellen verglichen.

Dazu wird das hohere Ergebnis der zwei Platten herangezogen und in der Tabelle gesucht.
Die dieser Zahl in der Tabelle gegeniiberstehende Zahl gibt an, wie niedrig das Ergebnis der

Parallelplatte maximal liegen darf, um in einem akzeptablen Bereich zu sein.

Beispiel:

Wenn die gezéhlten Koloniezahlen zweier Parallelplatten bei 13 und 11 liegen, so bildet 13
das hohere Ergebnis beider Platten. Der Zahl 13 steht in der Tabelle der ISO/DIS 14461-2 die
Zahl 4 gegeniiber. Entsprechend der Tabelle darf also das Ergebnis der Parallelplatte mit dem
niedrigeren Ergebnis nicht unter 4 liegen. D.h. die Zahl 13 bildet den oberen Rahmen und 4
den unteren. Da das Ergebnis der Parallelplatte mit dem niedrigeren Ergebnis 11 ist, ist das

Verhiltnis der 2 Platten zueinander in einem akzeptablen Rahmen.
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In allen drei Versuchsteilen wurden die Verdiinnungsreihen im Doppelansatz ausgespatelt,
bebriitet und ausgewertet. Die erhaltenen Koloniezahlen wurden nach der ISO/DIS 14461-2

auf Korrespondenz tiberpriift.

Die in den Versuchsreihen erhaltenen Koloniezahlen auf den im Doppelansatz hergestellten

Parallelplatten bewegten sich in jedem Fall im zuldssigen Rahmen.
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