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Begriffe und Definition des
aseptischen Arbeitens:

Keim: vermehrungsfahiger Mikroorganismus

Steril: frei von vermehrungsfahigen Mikroorganismen
jeglicher Art (Phagen, Viren, Sporen miteinbezogen)
Aseptisch: arbeiten unter Bedingungen, die
Fremdorganismen ausschalten

Kontamination: Anwesenheit von Fremdorganismen

Desinfektion: weitgehende Abtdtung von Mikroorganismen
auf Oberflachen

Dekontamination: weitgehende Abtotung von Mikro-
organismen in Nahrmedien

Infektion: Anwesenheit / Parasitierung eines Organismus

durch einen anderen Organismus (patholog. Begriff)
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Grundsatze -
aseptisches Arbeitens 1

Fenster und Turen geschlossen halten

Arbeitsplatz und Umgebung mit
Desinfektionslosung (70% Spiritus)

Husten und Niesen vermeiden

Rander von GlasgefaBBen vor und nach der
Entnahme von Material in der
entleuchteten Bunsenbrenner-Flamme
abflammen
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Grundsatze -
aseptisches Arbeitens 2

Mundpipettieren ist strengstens verboten!

Pipetten nur am oberen Ende, am Mundstuck,
berthren

Gefal3e nur so lange 6ffnen, wie unbedingt
erforderlich ist und dabei das Gefal3 moglichst
schrag halten

Sterile Stopfen nur am oberen, aus dem Gefal3
ragenden Teil anfassen (zwischen kleinen Finger
und Handballen halten, nirgends mit dem
sterilen Teil des Stopfens anstofit)
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Identifizierung von MO Vol s

Form (Kokken-rund; Stabchen-langlich)

Zellverband; Anordnung der Zellen
zueinander s
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Methoden zur
Sichtbarmachung -
Nachweisverfahren
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Koch sches
Gussplattenverfahren

Herstellen der Verdlinnungsreihe

Beschriften der Platten:
Name, Datum, Probennummer ,V, Untersuchungsparameter
Nahrmedien aufschmelzen: Agar (in Eprouvetten oder Kélbchen)

vollstandig aufschmelzen (30 Minuten im Dampftopf) und im Wasserbad
auf 47+2°C abkuhlen

Einpippetieren der Probe: 1ml der jeweiligen Verdiinnung in die
Petrischale pipettieren

Mischen des Nahrbodens mit der Probe: Nahrmedium in Petrischale gieBen
(ca. 13 ml bei 47°C) - 8-schleifenformige Bewegung

Bebriten der Petrischalen:

Nach dem Erstarren des Nahrbodens die umgedrehten Petrischalen (mit
dem Boden nach oben) bei verschiedenen Temperaturen, abhangig von der
optimalen Wachstumstemperatur der Organismen
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Spatelverfahren

Herstellen der Verdinnungsreihe
Beschriften der Platten

Herstellung Agarplatten: etwa 15 ml des geschmolzenen
Nahrbodens in sterile Petrischalen Gberfihren und verfestigen
lassen

Platten vortrocknen: mit Agaroberfliche nach unten, schriag auf
dem abgenommenen Deckel liegend, in einem Brutschrank ca. 30
min. bei 50°C

Spatelverfahren: beginnend mit hochsten Verdiinnung 0,1 ml
auf die Agarplatten pipettieren, mit einem sterilen Drigalski-Spatel

wird die Menge gleichmaBig unter kreisenden Bewegungen verteilt
Bebriiten der Petrischalen
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Auswertung - Koch/Spatel

GuBkultur und Spatelverfahren
Anzahl der Mikroorganismen pro g oder ml

------------------------ x d = KBE/ml bzw. g
(1xn, +0,1xn,)

KBE = Kolonie bildende Einheiten

>c = Summe al
nl = Zahl der P

n2 = Zahl der P

er ausgezahlten Kolonien
atten der 1. Verdunnungsstufe
atten der 2. Verduinnungsstufe

d = Verdinnungsstufe der ersten ausgezahlten Platte(n)
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Berechnungsheispiele
Koch und Spatel

Beispiel 1 Beispiel 2
VerdOnnungsstufe Verdinnungsstufe
c
PN f ™
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I-.n 14 /.I 21 'IE

H'H-_-F" t\__
~ 140+ 143+ 13+ 14 310 _ 245+ 21+18 28B4 __
ST a A2 01 T2 MOSESTTIIo 0y T g 2000

Ergebnis- 140,90 - 10°=1,4 . 10 Ergebnis: 23666 - 10° =24 - 10*
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Berechnungsheispiele
Koch und Spatel

Baispial 3 Beispial 4
Verdinnungsstufe Verdlnnungsstufe
3 Y3 ™
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— 17 +15 32 _ 145 + 16 161
_ E _ 32 _ o = e L.~ B L L N T T
‘=z 1+001- 2 1° T 14101 14 7098

P 4 . - 5
Ergebnis: 16 107=1.6- 10 Ergebnis: 146,36 - 10°=1,5. 10°
na = nicht auswertbar
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Ermittiung der hochstwahrscheinlichen
Keimzahl - Most probable number (MPN)

1 ml 1 ml

Probe 1 ml 1ml 1 ml
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Auswertung - MPN

Rohrchen werden hinsichtlich des

Auftretens eines positiven Ergebnisses
beurteilt

Ermittlung der Indexziffer (Stichzahl)

Berechnung der Keimzahl: MPN-Tabelle
Ergebnis:

KbE/ml = MPN-Index*niedriegste Verdliinnung
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Ax1.0 3601 3x0.01 g (ml) Vertrauensherzich

M P N Anzahl positive Ergebnisse MFM  Katagons =205%

0 0 0 =0.30 0.00 110
0 0 1 0.30 3 0.00 110

Tabelle 0 1 0 0.30 0 0.00 1.20
0 0 0 0.62 3 0.08 2.00
1 0 0 0.36 1 0.01 2.00
1 0 1 0.72 ’ 0.08 200
1 1 0 0.74 1 0.08 220
1 1 1 1.10 3 0,30 1,60
1 0 0 1.10 0 0,30 .60
1 0 1 1.50 3 0.30 4.30
1 3 0 1.60 3 0.30 4,30
0 0 0 0.02 1 0.10 .60
0 0 1 1.40 0 0.30 160
0 1 0 1.50 1 0.30 4.30
0 1 1 2.00 ’ 0.30 4.40
0 0 0 210 1 0.30 4,80
0 0 1 2 80 3 0.70 1110
0 3 0 2.0 3 0.70 1140
3 0 0 230 1 0,30 1110
3 0 1 3,80 1 0.70 1210
3 0 o 8,40 3 140 20,00
3 1 0 4.30 1 0.70 20,00
3 1 1 7.50 1 1.40 23,00
3 1 0 12,00 3 3.00 37.00
3 0 0 9.30 1 180 36,00
3 0 1 15.00 1 3.00 44,00
3 0 o 21,00 0 3.00 47.00
3 0 3 29,00 3 7.00 12200
3 3 0 04,00 1 400 12200
3 3 1 48,00 1 7.00 23500
3 3 o 110.0 1 2000 48000
3 3 3 ~110.0
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Auswertung -MPN

Kategorie 1:

Am wahrscheinlichsten vorkommende Réhrchenkombinationen. Andere
Kombinationen ergeben sich mit einer Wahrscheinlichkeit von héchstens 5 %.
Kategorie 2:

Weniger wahrscheinlich als in Kategorie 1 vorkommende
Roéhrchenkombinationen. Andere Kombinationen als in Kategorie 1 und 2
ergeben sich mit einer Wahrscheinlichkeit von hochstens 1 %.

Kategorie 3:

Noch weniger wahrscheinlich als in Kategorie 2 vorkommende
Roéhrchenkombinationen. Andere Kombinationen als in Kategorie 1 bis 3
ergeben sich mit einer Wahrscheinlichkeit von hochstens 0,1 %.
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