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Hintergrundinformation

Das Verfahren einer Populationswiederfindung unterscheidet sich bei verschiedenen
Bioindikatortypen vor allem beim Aufschluss der Probe. Hier geht es vor allem darum die
Probe so in Losung zu bringen, dass alle Sporen des Bioindikators (Bl) idealerweise vereinzelt
und unbeschadigt nach dem Abloseprozess vorliegen. Eine Schadigung von Sporen durch
Ultraschall oder Mixer ist nicht bekannt. Danach sind verwendete Suspensionsmittel, die
genaue Beachtung eines germinationsfordernden Hitzeschocks und frischer Nahragar von
guter Qualitat sehr wichtige Variablen einer guten Populationswiderfindung. Bei
Durchfuhrung der Verdinnungsreihen sollte auf GlasgefalRe zurtickgegriffen werden, da sich
bei Verwendung von Plastikgefalien durch die hohe Hydrophobizitat des Plastiks, Sporen
vermehrt an den Wandungen ablagern kénnen.

Bei Verwendung von Suspensionen ist kein Aufschluss notwendig, aber beim Arbeiten damit
kann jede Temperaturerhdhung auf Raumtemperatur mit einem Verlust von Population
verbunden sein. Sobald die Suspension auf Tragern getrocknet vorliegt, besteht dieses
Problem nicht mehr. Es wird daher grundsatzlich beim Arbeiten mit Suspensionen die
Verwendung einer Kihlbox oder das Arbeiten auf Eis empfohlen, um die Populationsverluste
moglichst gering zu halten.

Aufschluss der Probe abhédngig vom Material:

Sporentréger aus Materialien, welche mit Hilfe eines Mixers oder Turrax zerkleinert werden kénnen:
Z.B. Streifen, Faden oder Disks aus Papier und Glasfaser (Tyvek, PET, anderes Material etc. je nach
Leistung des Zerkleinerers)

Mindestens 4 unbehandelte Trager (z.B. Sporenstreifen) aseptisch aus dem Glassine-
Umschlag entnehmen und mit 100 ml sterilem Wasser in einen sterilen
Hochgeschwindigkeitsmixer geben und 3-5 min homogenisieren, bis keine gréberen Partikel
in der Suspension zu sehen sind. Bei der Nicht-Verwendung eines Mixers (z.B. Ersatz durch
Glasperlen) ergeben sich erfahrungsgemald geringere Populationen. Ein anschlielender
Einsatz eines Ultraschallbades kann sich sehr positiv auf die Wiederfindung auswirken, da so
potentiell aggregierte Sporen vereinzelt werden.

Sporentréger aus Materialien, welche nicht mit Hilfe eines Mixers oder Turrax zerkleinert werden
kénnen (bzw. es steht kein Mixer zur Verfligung): z.B. Streifen oder Disks aus Edelstahl, feste
Glastrager oder Plastikmaterialien (auch Tyvek kann sich schwierig im Aufschluss verhalten)
Mindestens 4 unbehandelte Trager (z.B. Sporenstreifen) fur mindestens 10 min einweichen
und wenn mdglich mit einem sterilen Magnetruhrer in der FlUssigkeit rihren. Danach 10 min
im Ultraschallbad behandeln und anschlieBend grundlich mittels Vortex mischen oder ein
weiteres Mal 10 min mit Magnetruhrer behandeln.

Bei allen festen Tragern, wie z.B. Metallstreifen oder Disks (PET/Tyvek etc.), kann es bei zu
geringer mechanischer Einwirkung wahrend des Abldseprozesses Probleme einer zu
geringen Populationswiederfindung geben. Dies lasst sich sehr gut mit einer Zugabe von
Detergenzien |8sen, welche nicht das Wachstum beeinflussen.
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Als sehr gute Hilfsmittel haben sich bei internen Tests geringe Mengen Tween 80 oder das
Reagenz Fluid D (s.a. ASTM E 2314) erwiesen. [Vorsicht! Dieses Verfahren steht trotz guter
Eignung im Widerspruch zur USP55, welche eine Ruckgewinnung in sterilem Wasser vorsieht.]

Sporensuspensionen und Stearo-Ampullen

Bioindikator-Suspensionen und Stearo-Ampullen mit Nahrmedium, bei denen die Sporen
bereits in Suspension vorliegen, kdnnen nach Vortexen direkt eingesetzt werden. Jedoch
sollte vor Verdunnung dort auch eine kurze Ultraschallbehandlung von 5 min vorgenommen
werden um sicherzustellen, dass Sporenagglomerate aufgeldst werden.

Sonderfall Proben, die aus NTDF-Prozessen kommen

Wenn Sporenstreifen (oder andere Bioindikatoren [BI]) Formaldehyd ausgesetzt waren (z.B.
zur Prufung nach einem Formaldehyd-Sterilisationsverfahren), mussen die Bls (z.B. Streifen)
vor der Populationsbestimmung nachbehandelt werden, um sie von wachstumshemmenden
(,maskierenden”) Formaldehydresten zu befreien. Hierzu werden die sterilisierten
Sporenstreifen aseptisch fur 10 min in 2 %-Na,SOs-Lésung Uberfihrt und dann fur eine
Stunde bei 90-93°C hitzeaktiviert. AnschlieRend werden die Streifen, wie oben beschrieben
homogenisiert. Eine weitere Hitzeschock-Behandlung (siehe unten) ist nicht mehr notwendig.
FUr weitere Informationen dazu siehe DIN EN ISO 11138-5 oder Gbmann et al.:
Reaktionskinetik des Nieder-Temperatur-Dampf-Formaldehyd (NTDF) -Sterilisationsver-
fahrens, Zentr. Steril. 2000, 8 (5); 290-296.

Verdiinnung der (vorbereiteten) Suspension

Mit sterilisiertem, destilliertem und gemald USP (United States Pharmacopeia) gekuhltem
(2-8°C) Wasser ist eine Verdunnungsreihe derart zu erstellen, dass eine Konzentration von ca.
102 KBE/ml (Kolonie bildende Einheiten/ml) erreicht wird.

(Anmerkung: Erfahrungsgemald ergeben sich hohere Populationswerte bei Verwendung von
gekUhltem (4-8°C) Wasser bei allen Verdunnungsschritten)

Am besten wird dies je Verdinnungsschritt durch Verdunnung von 1 ml der Ausgangs-
konzentration mit 9 ml sterilem destilliertem Wasser erreicht (1:10 Verdinnung).

Es ist immer darauf zu achten, dass die Suspension beim Verarbeiten homogen durchmischt
wird. Aus Sicherheitsgrinden wird empfohlen, von der Ausgangssuspension 2 verschiedene
Verdunnungsreihen  herzustellen und  auszuwerten  (Doppelansatz). Ist die
Ausgangskonzentration der Proben nur ungefahr bekannt, missen mehrere Verdinnungs-
stufen hergestellt und ausgewertet werden. FUr die Auswertung wird dann die Verdinnungs-
stufe verwendet, die eine Keimkonzentration von etwa 30 - 300 KBE/ml enthalt.
(Anmerkung: ein guter Aufschluss der Proben ist sicherzustellen. ggf. ist die Durchfuhrung
einer Ultraschallbehandlung der ersten 1:10 oder 1:100 Verdinnung noch vor Durchfuhrung
des Hitzeschocks sinnvoll (Ultraschall der Intensitat eines Reinigungsbades schadet den
Sporen nicht)).
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Durchfiihrung mit und ohne Hitzeschock

Nach USP sollen die Sporen mit einem Hitzeschock behandelt werden. Es empfiehlt sich, die
Halfte der Suspension mit nachfolgenden Temperaturen und Zeiten zu behandeln und den
Rest unbehandelt zu lassen. Der Hitzeschock stellt ein Germinationssignal fur die Sporen dar
und soll eigentlich zu einer hdheren Wiederfindung fihren. Im Falle von B. atrophaeus kann
aber auch eine geringere Population aus der Hitzeschockbehandlung resultieren, da die
Sporen gegenuber feuchter Hitze wenig Resistenz besitzen - dies stellt keinen Mangel dar.
Die Populationsangaben auf dem GKE-Zertifikat beziehen sich immer auf die Wiederfindung
nach durchgefuhrtem Hitzeschock.

e Bacillus atrophaeus bei 80 - 85°C fur 10 min Einwirkzeit
e Geobacillus stearothermophilus bei 95 - 100°C fur 15 min Einwirkzeit

Hierbei ist die Aufwarmzeit der Proben zu berucksichtigen, so dass effektiv [angere Zeiten als
10 Minuten bzw. 15 Minuten notig sind (Die Einwirkzeit beginnt mit Erreichen der unteren
Einwirktemperaturgrenze).

(Anmerkung: Die Zeit des Hitzeschocks beginnt wirklich erst ab Erreichen der angegebenen
Temperaturwerte (80°C bei B. atrophaeus bzw. 95°C bei G. stearothermophilus). Um die
angegebenen Temperaturbander Uberhaupt innerhalb der Testgefal3e erreichen zu kénnen,
empfiehlt sich ein eher hdherer Einstellwert des Bades, vor allem bei G. stearothermphilus
(z.B. 99°C Einstellwert).

Nach der Behandlung die Suspensionen rasch im Eiswasserbad (0-4°C) abkuhlen.

Ausplattierung der Proben

Jeweils 1 ml der hitzebehandelten und unbehandelten Suspension in verschiedene
Petrischalen geben und diese mit 15-20 ml auf ca. 45°C temperiertem, flissigem TSA (Tryptic-
Soja-Agar) Ubergielen. Die Losungen so schnell wie moglich durch gleichmallige Rotation
der Agarplatte vermischen. Jeder Ansatz sollte dreifach bestimmt werden.

(Anmerkung: Fur die Inkubation sollte man immer frischen Agar verwenden, der nur
insgesamt einmal aufgekocht wurde. Durch wiederholtees Aufkochen verschlechtert sich die
Qualitat des Agars, was sich mit hoher Wahrscheinlichkeit in einer geringen Wiederfindung
aullern kann. Verschiedene Hersteller bieten verschieden gut geeignete Nahrmedien fur
Sporen an (GKE verwendet TSA von BD)).

Als Negativkontrolle eine weitere Petrischale mit verwendetem, sterilem Wasser und als

Positivkontrolle eine weitere Petrischale mit einer Suspension bekannter Population
herstellen.
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Alle Platten 48 Stunden bei optimalen Wachstumstemperaturen inkubieren:

e Bacillus pumilus und Bacillus atrophaeus bei 33 - 37°C
e Geobacillus stearothermophilus bei 55 - 60°C

(Anmerkung: Bei falscher Temperaturwahl ist kein Wachstum mdglich. Eine nicht
ausreichende Einhaltung der Inkubationszeit von 48 h ergibt schlechtere Ausbeuten.)

Nach erfolgter Inkubation die Bakterienkolonien auf den Platten auszahlen, die zwischen 30
und 300 KBE liegen sollten, und die durchschnittliche Population der drei behandelten
Platten  ermitteln. Platten unter 10 Kolonien sollten wegen  madglicher
Absorptionserscheinungen an Oberflachen und der damit verbundenen Fehler nicht mit in
die Berechnung einbezogen werden. Es ist darauf zu achten, dass bei der Ermittlung der
durchschnittlichen Population die hitzeschockbehandelten Platten getrennt von den
unbehandelten Platten ausgewertet werden.

AbschlieBend kann mittels der gezahlten KBE pro Agarplatte unter Einbeziehung des
Verdunnungsfaktors die Population des Bioindikators errechnet werden.

Die erhaltenen Daten der unbehandelten und der hitzeschockbehandelten
Inkubationsergebnisse vergleichen. Es ist moglich, dass es durch die Hitzeschockbehandlung
zu hoheren Wiederfindungsraten kommt als bei den Ergebnissen ohne Warmebehandlung,
da die Hitzeeinwirkung ein Auskeimsignal darstellt. Die Populationszahlen der GKE-
Zertifikate werden bestimmt nach erfolgtem Hitzeschock und Inkubation gemaf der USP.
Nach DIN EN ISO 11138-1 muss die Wiederfindungsrate von Sporenstreifen im Fenster bei -
50 + 300% liegen, bezogen auf die im Zertifikat der Charge angegebenen Werte.
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