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Geleitwort

Trinkwasser muss frei sein von Krankheitserregern

So streng diese grundsitzliche Forderung der Hygiene ist, so schwierig sie in
letzter Konsequenz in der Praxis der Trinkwasserversorgung in voller Konse-
quenz umzusetzen ist, so profitiert die Praxis doch von der Tatsache, dass
Krankheitserreger im Trinkwasser fast immer die Folge einer Kontamination
mit tierischen oder menschlichen Abgingen sind.

Im Vergleich zur chemischen Analyse hat die Mikrobiologie den unschitz-
baren Vorteil, tiber einen Indikator zu verfiigen, um nicht auf alle erdenklichen
Krankheitserreger priifen zu missen: E. coli. Eine Differenzierung war von un-
tergeordnetem Interesse, solange enteropathogene E. coli (z.B. EHEC) keine be-
sondere Aufmerksamkeit erforderten.

Fiir den Praktiker wire es natiirlich erfreulich, wenn es dabei bliebe. Dieser
Standpunkt wurde viele Jahrzehnte in der Praxis vertreten und so konnten sich
Fachbiicher wie das von Karl Holl auf einige wenige Bestimmungsmethoden
beschrinken, einschlieflich der Koloniezahl auf Nahrbdden bei verschiedenen
Temperaturen und dem Nachweis der so genannten Coliformen, was immer da-
runter zu verstehen sein mag. Nun haben sich die wissenschaftlichen Erkennt-
nisse weiterentwickelt und neben den Indikatoren haben eine grofle Zahl von
Pathogenen zunichst ein wissenschaftliches und dartiber hinaus auch ein prak-
tisches Interesse gefunden. Oder umgekehrt: so lange keine praktikablen Nach-
weismethoden vorlagen, mussten mit {iberdehnten Vermutungen, um nicht zu
sagen Spekulationen, Schlussfolgerungen aus den Befunden von Indikatororga-
nismen hilfsweise abgeleitet werden.

Die Weiterentwicklung von mikrobiologischen Nachweismethoden ist also
nicht nur wissenschaftlichem Interesse sondern auch praktischer Notwendigkeit
geschuldet. Die Methodik hat inzwischen einen solchen Umfang erreicht, dass
sie schon seit einiger Zeit nicht mehr in Wasserlehrbiichern abgehandelt wer-
den kann, sondern eine eigenstindige Sammlung erfordert. Diesem Ziel dient
das vorliegende Buch. Es ist die Fortentwicklung einer ersten umfassenden Me-
thodensammlung fur das Wasserfach des vormaligen Instituts fiir Hygiene und
Mikrobiologie in Bad Elster, der jetzigen Dienststelle des Umweltbundesamtes
und Teil seiner Trinkwasserabteilung.

XV
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Geleitwort

Auf eine Besonderheit sei noch hingewiesen: Grundsitzlich ist neben dem
tatsdchlichen Nachweis von Krankheitserregern auch und besonders die Indika-
tion der Reinheit, also der Abwesenheit von Indikatororganismen, das Ziel der
mikrobiologischen Untersuchung zur seuchenhygienischen Bewertung der Was-
serqualitit. Unter diesem Aspekt kommt es nicht so sehr auf wissenschaftliche
Genauigkeit bei der Erfassung einer Gruppe von Bakterien an, als auf die Zu-
verlissigkeit und Einfachheit der Bestimmung. Gemeint sind die Coliformen.
Hieriiber besteht eine wissenschaftliche Meinungsvielfalt, der die Praxis etwas
verstindnislos gegeniibersteht. Einen Ausweg aus einer solchen Vielfalt, die
durchaus ihre Berechtigung haben kann und die im vorliegenden Buch reflek-
tiert wird, kann nur ein normativer Konsens bieten, der entweder in internatio-
nalen Standards oder in besonderen Fillen als Legaldefinition in einer Rechts-
norm, also in der Trinkwasserverordnung, eingebracht wird. Die Entwicklung
unterschiedlicher kommerzieller Methoden fiir den mikrobiologischen Nach-
weis wird zwar die Vergleichbarkeit der Ergebnisse erschweren. Das ist aber fur
die Eigenkontrolle des Trinkwassers hinnehmbar, wenn daftir die immer noch
viel zu lange Zeit zwischen dem Ansatz der mikrobiologischen Probe und dem
Vorliegen eines Ergebnisses abgekiirzt werden kann, wenn keine falsch negati-
ven Ergebnisse erzielt werden und wenn im Zweifel eine Legaldefinition des-
sen, was als mafdgeblicher Befund zu werten ist, herangezogen werden kann.

Hygiene des Trinkwassers ist ein weltweites Problem und die mikrobiologi-
sche Uberwachung iiberall erforderlich. Eine entsprechend weite Verbreitung
wird dem vorliegenden Buch gewtinscht.

Berlin, November 2007
Prof. Dr. Andreas Grohmann
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Allgemeines

Konrad Botzenhart und Irmgard Feuerpfeil

Zum Schutz der menschlichen Gesundheit kommt der Sicherung der Trinkwas-
serversorgung eine hohe Bedeutung zu. Krankheitserreger kénnen iiber das
Trinkwasser wie durch kein anderes Medium in groflen Teilen der Bevolkerung
verteilt werden. Durch die Schaffung grofler, zentraler Wasserversorgungen
konnen gleichzeitig viele Menschen erkranken, wenn ein mit Krankheitserre-
gern belastetes Trinkwasser verteilt wird. Um derartige Gesundheitsgefihrdun-
gen auszuschliefRen, sind strenge Anforderungen an das Trinkwasser festgelegt.

Bereits am 16. Juni 1906 verdffentlichte das Kaiserliche Gesundheitsamt die
,Anleitung fiir die Errichtung, den Bau und die Uberwachung 6ffentlicher Was-
serversorgungsanlagen, welche nicht ausschlieRlich technischen Zwecken die-
nen“. Damit wurde vor 100 Jahren ein Ordnungsrahmen fiir die Trinkwasser-
hygiene in Deutschland geschaffen, der nicht an Aktualitit eingebtiffit hat. In
der dazu entwickelten Strategie spielten Dbereits die bakteriologische Unter-
suchung des Trinkwassers und das Indikatorprinzip eine hervorragende Rolle.

Das Erkennen der Zusammenhinge zwischen Seuchenausbriichen und Was-
serqualitit war eng verbunden mit der Entwicklung der bakteriologischen Un-
tersuchungsverfahren fiir Trinkwasser.

Neuere Entwicklungen seit Bekanntmachung der EG-Richtlinie zur ,Qualitit
des Wassers fiir den menschlichen Gebrauch“ (98/83/EG, 1998) wurden in der
TrinkwV 2001 in nationales Recht umgesetzt.

Mit der Bezeichnung ,Wasser fiir den menschlichen Gebrauch“ wurde durch
die EG-Richtlinie und die TrinkwV 2001 der Geltungsbereich dahingehend er-
weitert, dass nicht nur das Wasser zum Trinken hohen Anforderungen im hy-
gienischen Sinn gerecht werden muss, sondern die gleichen Anforderungen an
das Wasser zur Korperreinigung, zur Zubereitung von Speisen und zum Wi-
schewaschen eingehalten werden miissen.

Um in der EG und auch in Deutschland vergleichbare Untersuchungsergeb-
nisse zu erhalten, wurden in der EG-Richtlinie und in der TrinkwV 2001 fur die
mikrobiologischen Parameter die Untersuchungsverfahren, die Untersuchungs-
volumina, die Untersuchungshiufigkeit und die Stelle der Einhaltung der Para-
meterwerte verbindlich vorgeschrieben.
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1 Allgemeines

Die Untersuchungsverfahren sind in den meisten Fillen genormt. Die in den
letzten Jahrzehnten zur Untersuchung der Trink- und Badewasserproben einge-
setzten Verfahren waren sog. ,presence-absence” Tests und wiesen die Mikroor-
ganismen nur qualitativ nach. Die neuen Anforderungen an die Uberwachung
mit konzentrationsabhingiger Bewertung erfordern Untersuchungsverfahren,
die eine quantitative Bestimmung der Parameter ermdglichen.

Durch die Einfithrung generell neuer Referenzmethoden zum Nachweis der
mikrobiologischen Uberwachungsparameter gibt es auch in dieser Hinsicht fiir
Deutschland Neuerungen.

Im Falle der Bestimmung von E. coli werden z.B. durch Anderung des Nach-
weisprinzips jetzt auch anaerogene E. coli mit erfasst.

Das neue Nachweisverfahren fiir Enterokokken grenzt die nach TrinkwV 1990
bestimmte physiologische Gruppe der Fikalstreptokokken auf den Nachweis
von 4 typisch ,fikalen“ Enterokokkenarten ein.

Ebenso wird mit der Bestimmung von C. perfringens der ,fikale“ Vertreter der
Clostridien anstatt der physiologischen Gruppe ,sulfitreduzierende sporenbil-
dende Anaerobier erfasst.

Neu ist auch, dass nach § 15 Abs. 1 TrinkwV 2001 die Anwendung anderer, al-
ternativer Methoden ermoglicht wird, sofern sie gleichwertige Ergebnisse zum
Referenzverfahren (nach DIN EN ISO 17994) liefern.

Die Entwicklung fithrt neuerdings zu Methoden, mit denen typische Enzym-
wirkungen durch chromogene oder fluorogene Substrate nachgewiesen werden.

Die Trinkwasserinstallation von &ffentlichen Gebduden wurde verstirkt in die
Uberwachung der Trinkwasserqualitit einbezogen, um neu erkannte Gefihrdun-
gen durch Biofilme und Wiederverkeimungen nach der Verteilung des Trinkwassers
unter den Bedingungen der Hausinstallation erkennen und wirkungsvoll bekdmp-
fen zu kénnen. Hier kommt der Trinkwasserinstallation in medizinischen Einrich-
tungen, wie Krankenhiusern und Pflegeheimen, insbesondere Kontaminationen
mit Legionellen und P. aeruginosa, besondere Bedeutung zu. Diese nicht fikal be-
dingten Krankheitserreger werden durch das Indikatorprinzip nicht erfasst und
miissen innerhalb der Uberwachung direkt untersucht werden. Im Falle der Legio-
nellen wurde erstmals die direkte Bestimmung eines Krankheitserregers in der
TrinkwV 2001 gefordert. Legionellen und P. aeruginosa sind aber auch in die Uber-
wachung von nach DIN 19643 betriebenen Beckenbidern einbezogen worden.

Im Falle weiterer Krankheitserreger, wie wasseriibertragbarer Viren oder Para-
sitendauerformen, ist eine sog. ,Endproduktkontrolle des Trinkwassers zur
Uberwachung aus methodischen Griinden nicht sinnvoll, zu aufwendig und zu
kostenintensiv.

Hier sollten zur Risikoabschitzung vor mdglichen Kontaminationen des
Trinkwassers sog. ,water safety plans“, die durch die WHO vorgeschlagen wur-
den, eingesetzt werden.

Die ,Endproduktkontrolle des Trinkwassers wird hier ersetzt bzw. erginzt
durch die , Prozesskontrolle mit Ermittlung der Rohwasserbelastung durch sog.
Indexpathogene (z.B. Campylobacter) und Bestimmung der Reduktionsraten
durch die Trinkwasseraufbereitungsverfahren mittels Indikatoren.
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Auch fir die Badegewisser gibt es seit 2006 eine neue EG-Richtlinie
(2006/7/EG, 2006), deren Vorgaben in deutsches Recht umgesetzt werden
miissen. Hier sind ebenfalls wesentliche Neuerungen zu beachten, die auf den
verbesserten Gesundheitsschutz der Badenden gerichtet sind. Unter anderem
werden ebenfalls neue mikrobiologische Uberwachungsparameter und Nach-
weisverfahren vorgegeben.

Die mikrobiologischen Untersuchungen zur Uberwachung der Trink- und Ba-
dewasserqualitit erfordern von den Untersuchungsstellen auch die Einhaltung
neuer Qualititskriterien — sie miissen eine Akkreditierung nachweisen. Damit
soll sichergestellt werden, dass die Labore mit hoher Zuverlissigkeit und Sach-
kenntnis die Untersuchung der Wasserproben, einschlieRlich der Probenahme,
nach den vorgeschriebenen Nachweisverfahren und Normen durchfithren.

Die fachlich kompetente Untersuchung der Wasserproben, die Befundinter-
pretation durch den Amtsarzt oder in speziellen Fillen gemeinsam mit einem
daftir geeigneten Hygieneinstitut stellen sicher, dass den Verbrauchern ein den
Anforderungen der TrinkwV 2001 und weiterer technischer Regeln entsprechen-
des Trinkwasser zur Verfiigung gestellt werden kann. Dies gilt in gleichem Ma-
e fur die Qualitit des Badewassers.

Zu Fragen der hygienisch-mikrobiologischen Untersuchung der Wasserpro-
ben und zur Befundbewertung sollen die Beitrige in diesem Buch Antworten
und Unterstiitzung geben.
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Methodische Grundlagen

Benedikt Schaefer

Die gesetzlichen Rahmenbestimmungen zum Betrieb eines Labors fiir mikro-
biologische Wasseruntersuchungen umfassen neben den Arbeitsschutzbestim-
mungen auch seuchenrechtliche Aspekte. Da bei der Anzucht von Mikroorga-
nismen aus Umweltproben nicht ausgeschlossen werden kann, dass auch pa-
thogene Erreger angereichert werden, sind die Bestimmungen des Infektions-
schutzgesetztes (IfSG) zu beachten. Eine Ausnahme kann man fiir Laboratorien
annehmen, in denen nur Koloniezahlbestimmungen, Untersuchungen auf das
Vorkommen von E. coli und coliforme Keime und auf intestinale Enterokokken
durchgefiihrt werden. Bei allen anderen Untersuchungen ist davon auszugehen,
dass im Labor mit Krankheitserregern umgegangen werden muss, beispielswei-
se im Rahmen der Qualititssicherung (Positivkontrollen, Ringversuchsproben).
Die wichtigste Voraussetzung fiir den Umgang mit Krankheitserregern ist eine
entsprechende Erlaubnis fiir den Laborleiter gemifl § 44 Infektionsschutzgesetz
(IfSG). Die geplante Aufnahme von Titigkeiten mit Krankheitserregern ist ge-
mif § 49 IfSG anzeigepflichtig.

Laboratorien, die Untersuchungen gemifl Trinkwasserverordnung (TrinkwV)
durchfithren, miissen gemifl § 15 Abs. 4 von der zustindigen Behorde des je-
weiligen Bundeslandes dafiir zugelassen sein. Voraussetzung fur die Zulassung
ist eine Akkreditierung (s.a. Kapitel 3.1).

2.1
Reinigen und Sterilisieren der Labormaterialien
Benedikt Schaefer

Vor der Beschaffung von Labormaterialien ist die grundsitzliche Frage zu kli-
ren, ob Einwegmaterial oder wieder verwendbare Artikel verwendet werden sol-
len. Einwegmaterial ist in der Regel gebrauchsfertig und wird nach Gebrauch
entsorgt. Das fithrt zu groflen Mengen Mill. Die Kosten fur die Miillentsor-
gung miissen bei der Wirtschaftlichkeitsbetrachtung berticksichtigt werden. Das
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Waschen der wieder verwendbaren Materialien erfordert den Einsatz von Ar-
beitszeit, Waschwasser und Reinigungsmitteln.

Petrischalen sind aus Kunststoff oder aus Glas. Glaspetrischalen werden vor
Befiilllen mit Nihrboden durch HeiRluft sterilisiert, Kunststoffpetrischalen
geniigen bei tiblichen Verwendungszwecken ohne weitere Sterilisation den An-
forderungen. Bei lingeren Inkubationszeiten wie zum Beispiel bei der Unter-
suchung auf Legionellen sollte strahlensterilisierten Petrischalen der Vorzug ge-
geben werden.

2.1.1
Reinigung

Glasgerite und wieder verwendbare Kunststoffartikel werden grundsitzlich vor je-
dem Gebrauch, auch vor dem Erstgebrauch, mit handelsiiblichen Spiillmitteln
heif} gewaschen. Vorteilhaft ist die Verwendung von Laborglas-Waschautomaten
mit den dazugehorigen Spezialwaschmitteln. Fiir die verschiedenartigen Glasge-
fifle und Gerite gibt es Wascheinsitze. Besonders fiir die Innenreinigung von en-
gen Rohren wie Glaspipetten sind dafiir konstruierte Wascheinsitze unverzicht-
bar. Bei manuellem Waschen ist unter Waschmittelzugabe ebenfalls heif} zu wa-
schen. Hier empfiehlt sich mehrmaliges Nachspiilen mit heilem Wasser. Wichtig
fur die Sauberkeit des Glases ist ein abschlieRendes Klarspiilen mit Wasser von
hoher Reinheit. Fiir mikrobiologische Untersuchungen reicht in der Regel das
Sptilen mit destilliertem Wasser oder vollentsalztem Wasser (VE-Wasser) aus.

2.1.2
Heifluftsterilisation

Nach dem Waschen wird das Glas im Trockenschrank getrocknet und anschlie-
Rend in HeiRluftsterilisatoren sterilisiert. Offnungen bei Flaschen, Kolben u.4.
werden vor der Sterilisation mit Verschliissen oder mit Aluminiumfolie abge-
deckt. Verschliisse miissen dabei locker sitzen, um ein Platzen der Gefifle zu
vermeiden (Ausnahme: Autoklav mit Stiitzdruck). Bei Verwendung von Glasfla-
schen mit Schliffstopfen ist zwischen Flaschenschliff und Stopfen ein schmaler
Streifen Aluminiumfolie oder Papier anzubringen. Das Ende des Streifens wird
dazu umgeknickt und vor Einsetzen des Stopfens in die Flaschenéffnung ge-
hingt. Den danach eingesetzten Stopfen deckt man mit Aluminiumfolie ab, so
dass Verschluss und Flaschenhals bedeckt sind. Gerite, wie Pinzetten oder Spa-
tel, werden in ein Becherglas gegeben, und der Behilter wird mit Alumini-
umfolie abgedeckt. Bei geringem Verbrauch konnen Kleingerite auch in grofe-
ren Petrischalen oder einzeln in Aluminiumfolie gewickelt sterilisiert werden.
Beim Beschicken eines Heif3luftsterilisators ist darauf zu achten, ob das Mate-
rial die erforderlichen hohen Temperaturen vertrigt. Probleme bereiten dabei
insbesondere Kunststoffartikel und Stopfen aus Zellstoff. Materialien, die nicht
mindesten 160 °C vertragen, sollten durch Autoklavieren sterilisiert werden (s.a.
Abschnitt 2.2.3). Bei Kunststoffteilen, die Erhitzung vertragen, ist hiufig die
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maximal zuldssige Temperatur eingeprigt oder aufgedruckt. Die gebriuchlichen
Laborflaschen mit blauen Schraubverschliissen und Ausgiefringen kénnen nur
bis 140°C autoklaviert werden; gleiche Flaschen mit etwas teueren roten Ver-
schliissen und Ausgiefiringen kénnen bis 200°C erhitzt werden. Wenn Kunst-
stoffartikel nicht mit der Angabe der maximal zulissigen Temperatur gekenn-
zeichnet sind, helfen Nachfragen bei der Bezugsquelle weiter.

Die Hitzesterilisation kann durch Einwirkzeiten von mindestens zwei Stun-
den bei 160°C, einer Stunde bei 170°C oder einer halben Stunde bei 180°C er-
folgen. Siehe hierzu auch die Hinweise in der DIN EN ISO 19458 (2006) oder
im Deutsches Arzneibuch (DAB, 2006). Besonders bei groflen Heiflluftsterilisa-
toren ist die Aufheizzeit zu beriicksichtigen. Auch ist darauf zu achten, dass die
Luftumwilzung im Heifluftsterilisator nicht zu sehr durch dichte Beschickung
behindert wird. An allen Winden muss entsprechender Abstand eingehalten
werden, bei grofen Geriten sollte auch in der Mitte eine Schneise fiir Luft-
umwilzung freigelassen werden. Der Erfolg der HeiRluftsterilisation ist mit In-
dikatoren regelmiflig zu tiberpriifen.

2.1.3
Lagerung von sterilen Labormaterialien

Es ist darauf zu achten, dass einmal sterilisierte Artikel nicht unbegrenzt lange
steril bleiben. Glaspetrischalen miissen spdtestens nach einer Woche Lagerung
erneut sterilisiert werden, andere Laborartikel in der Regel nach einem Monat.
Bereits sterilisierte Labormaterialien sind so zu lagern, dass immer die Artikel
mit der lingsten Lagerzeit zum Gebrauch entnommen werden. Es soll verhin-
dert werden, dass nur ein Teil der Materialien umgeschlagen wird und der
nicht umgeschlagene Rest iiberlagert wird. Als Merksatz hierzu hat sich der Be-
griff ,LILO“ (Last In Last Out) etabliert. Die Linge der Lagerzeit ist fiir die ver-
schiedenen Materialien durch Sterilkontrollen zu evaluieren und zu dokumen-
tieren.

2.2
Herstellung und Aufbewahrung von Nihrbéden
Benedikt Schaefer

Die Herstellung der Nihrboden ist in den einzelnen Kapiteln im Zusammen-
hang mit der Beschreibung des Untersuchungsverfahrens detailliert beschrie-
ben. Hier sollen einige grundlegende Bemerkungen geniigen. Hinweise finden
sich auch in den Normen ISO/TS 11133-1 sowie dem Entwurf ISO 11133-2. Bei-
de Normen gelten fiir Ndhrmedien aus der Lebensmittelmikrobiologie. Derzeit
wird daran gearbeitet, die beiden Teile zu einer neuen einteiligen ISO 11133
mit Geltungsbereich fiir Lebensmittelmikrobiologie und Wassermikrobiologie
fortzuentwickeln. Diese Norm wird Hinweise zu Qualititskontrollen beim Her-
steller sowie beim Verbraucher von Nihrmedien enthalten. Dazu wird eine Liste
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mit Referenzstimmen aufgenommen, die fiir qualitative oder quantitative Qua-
litatskontrollen einzusetzen sind.

Nihrmedien sind hitzeempfindlich. Sie sollten daher so schonend wie
moglich erwidrmt und autoklaviert werden. Die Gefife fiir die Zubereitung von
Nihrmedien sollten so groff gewihlt werden, dass der Inhalt auf einmal ver-
braucht wird.

2.2.1
Fertignihrbéden

Die Vorschrift zur Verwendung von Fertignidhrboden ist normalerweise auf den
Behiltern zu finden, in denen sie gekauft werden. Hersteller von mikrobiologi-
schen Medien oder einzelnen Bestandteilen bieten hiufig ein Buch iiber die
Verwendung, Zubereitung und Zusammensetzung der Medien an. Da Angaben
zur Charge und zum Haltbarkeitsdatum auf der Handelspackung zu finden
sind, sollten die Medien nicht umgefiillt werden. Die GroRe der Packungsein-
heiten und die jeweils bestellte Menge miissen sich am Verbrauch orientieren.
Die Lagerung erfolgt trocken und dunkel bei Raumtemperatur in den dicht ver-
schlossenen Behiltern. Nach Uberschreiten des Mindesthaltbarkeitsdatums
durfen Medien und ihre Bestandteile nicht mehr verwendet werden. Verklump-
te Pulver und Granulate sind zu verwerfen. Es werden gebrauchsfertige Petri-
schalen, Kolben, Flaschen oder Nihrkartonscheiben mit verschiedenen Nihr-
medien angeboten. Bei allen Produkten dieser Art wird die Verwendung vom
Hersteller genau beschrieben. Trotz grofier Anstrengungen der Hersteller zur
Chargenkontrolle ist eine Eingangskontrolle der Fertignihrboden beim Kunden
unverzichtbar. Sinnvoll ist in diesem Zusammenhang die Verwendung von Re-
gelkarten zur Uberpriifung des méglichen Einflusses von Chargenwechseln auf
das Untersuchungsergebnis (s. Kapitel 3). Dabei sollten die Nihrboden so
itberpriift werden, wie es dem spiteren Einsatz bei Untersuchungsauftrigen
entspricht. So muss zum Beispiel bei Medien, die fiir Membranfiltrationen ein-
gesetzt werden, auch die Chargenkontrolle mit Membranfiltrationsansitzen
durchgefiithrt werden.

222
Zubereitung

Die meisten Nihrmedien werden in Pulver- oder Granulatform angeboten. Diese
werden gegebenenfalls mit den weiteren Bestandteilen des Mediums in ein
gentigend grofles Gefifl eingewogen und durch Zugabe von entsalztem oder frisch
destilliertem Wasser aufgeschlimmt. Die Bestandteile werden durch Umschiitteln
und bei agarhaltigen Medien nach ca. 20-miniitigem Quellenlassen durch Erhit-
zen im Dampftopf gelost. Erst wenn die Losung homogen ist, kann der pH-Wert
mittels Indikatorpapier oder hitzebestindiger Elektrode kontrolliert und gegebe-
nenfalls korrigiert werden. Dabei ist die Abhingigkeit des pH-Wertes von der Tem-
peratur zu beachten. Nach Einstellen des pH-Wertes wird mit Aqua dest. zum End-
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volumen aufgefiillt. Als Gefifie fiir die Zubereitung von Nihrmedien haben sich
neben Glaskolben und ,Nahrbodenflaschen, die mit Kappen oder Stopfen ver-
schlossen werden, auch Laborglasflaschen mit Schraubverschluss durchgesetzt.

2.2.3
Sterilisation

Sie ist im Anschluss an die Bereitung des Nihrbodens erforderlich, weil Peptone
bzw. Trockennihrboden immer in geringem Mafle keimhaltig oder sporenhaltig
sind. Die Sterilisation erfolgt im Autoklav bei 121 °C in 15-20 min. Die Zeitspan-
ne vom Erreichen der Sterilisationstemperatur am Thermometer des Autoklaven
bis zum Erreichen der Sterilisationstemperatur im Nihrboden, die sog. Aus-
gleichszeit, betrigt bei kleinen Volumina (bis 50 ml) etwa 3 min. Dies fillt kaum
ins Gewicht. Die Ausgleichszeit betrigt jedoch bei einem Liter etwa 20 min. Daher
ist von dem Ansatz groflerer Volumina als einem Liter abzusehen. Wenn ein Au-
toklav ohne Stiitzdruck verwendet wird, empfiehlt es sich, ein Volumen Nihr-
boden in einem doppelt so groflen Gefif zu autoklavieren, also z.B. 11 in einer
2 1-Flasche. Bei flitssigem Beschickungsgut ist eine Deckelverriegelung vor-
geschrieben, die ein Offnen des Gerites erst erlaubt, wenn das Beschickungsgut
auf Temperaturen unter 80 °C abgekiihlt ist. Das soll verhindern, dass es zum Sie-
deverzug und damit zur Gefihrdung des Personals kommen kann. Die Kontrolle
der Temperatur des Beschickungsgutes muss dabei mit einem Messfiihler in ei-
nem Referenzgefifs erfolgen. Wenn diese direkte Kontrolle der Fliissigkeitstem-
peratur nicht mdéglich ist (z.B. bei alten Autoklaven oder Autoklaven mit einem
geringen Kammervolumen), muss die Kammertemperatur auf 50-60 °C gefallen
sein, bevor der Deckel gedffnet werden darf. Der Erfolg des Autoklavierens ist
wie bei der Heilluftsterilisation durch geeignete Indikatoren zu tiberpriifen.

Empfindliche Nihrboden, besonders zuckerhaltige, werden fiir 30 min bei
maximal 110°C oder fraktioniert an drei aufeinanderfolgenden Tagen fiir
30 min bei 100°C im stromenden Wasserdampf sterilisiert. Fir Sterilisation bei
Atmosphirendruck kann auch ein Dampftopf eingesetzt werden. Zur Herstel-
lung von Agarplatten ist der Nahrboden nach dem Autoklavieren in einem Was-
serbad auf 48-50°C abzukiihlen und dann in sterile Petrischalen auszugieflen.
Wird zu heif} gegossen, bildet sich sehr viel Kondenswasser. Miissen nach der
Sterilisation dem Nahrboden hitzeunvertriagliche Substanzen oder deren steril-
filtrierte Losungen zugegeben werden, so sind sterile Arbeitsbedingungen und
die in der Gebrauchsanweisung vorgeschriebene Temperatur einzuhalten.
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Lagerung der gebrauchsfertigen Nihrbéden

Nihrboden sollten nach der Herstellung nicht unnétig gelagert, sondern be-
darfsgerecht jeweils frisch zubereitet werden. Wenn eine Lagerung notwendig
erscheint, sollten die sterilen Flussignihrmedien in dicht verschlossenen Gefi-
en bei 4-8 °C dunkel aufbewahrt werden.
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Vor der Verwendung ist das Medium auf Anzeichen einer Kontamination wie
zum Beispiel Tritbung oder Kahmbhautbildung zu kontrollieren. Agarhaltige
Nihrboden sollten in Petrischalen gegossen und ebenfalls bei 4-8°C auf-
bewahrt werden. Die Petrischalen miissen bei lingerer Lagerung vor Austrock-
nung geschiitzt werden, z.B. in einem Plastikbeutel.

Wie bei anderen sterilen Labormaterialien ist die maximale Lagerzeit der
Nihrmedien in Petrischalen oder anderen Gefiflen festzulegen und zu doku-
mentieren. Auch fiir die Lagerung gebrauchsfertiger Nihrboden muss sicher-
gestellt sein, dass keine iiberlagerten Materialien verwendet werden (s. Ab-
schnitt 2.1.3).

Vor der Verwendung miissen Petrischalen auf Raumtemperatur erwirmt und
erforderlichenfalls getrocknet werden. Die Schalen werden dazu mit dem De-
ckel nach unten fiir einige Minuten bis zu einer halben Stunde in einen Brut-
schrank gelegt und die Unterteile etwas seitlich schrig auf die Deckel gesetzt.

2.2.5
Konfektionierung

Im mikrobiologischen Wasserlabor werden tiblicherweise Petrischalen mit ca.
90 mm Durchmesser eingesetzt. Diese Petrischalen werden mit ca. 15-20 ml
agarhaltigem Nihrmedium befiillt. Eine zu geringe Filllmenge kann erhebliche
Auswirkungen auf das Wachstum von Bakterien haben. Eventuell sich an der
Oberfliche des Mediums bildende Luftblasen kénnen durch Ficheln mit der
Bunsenbrennerflamme entfernt werden. Hierbei ist besonders bei der Verwen-
dung von Kunststoffschalen Vorsicht angebracht. Zur Herstellung von
Réhrchen mit Fliissigmedium fiir die Untersuchung auf Gasbildung durch Bak-
terien, mussen diese Rohrchen vor oder nach Fillung mit Flissigmedium so
mit den Girrshrchen (sog. Durham-Réhrchen) versehen werden, dass die Off
nung der Girrshrchen nach unten zeigt. Um die Sterilitit zu gewihrleisten
und gleichzeitig die Luft aus den Réhrchen zu treiben, miissen die so gefiillten
Réhrchen autoklaviert werden. Wenn aus Griinden der Nihrbodenstabilitit ein
Dampftopf benutzt wird, ist mehrfach zu erhitzen und anschliefend zu kon-
trollieren, ob die Luft vollstindig aus den Girréhrchen verdringt worden ist.
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Entsorgung
Benedikt Schaefer

Alle bei mikrobiologischen Wasseruntersuchungen verwendeten Materialien
sind nach Benutzung ordnungsgemif zu entsorgen. Dabei ist davon auszuge-
hen, dass alle Gegenstinde mit Krankheitserregern kontaminiert sein kénnen.
Aus Griinden der Arbeitssicherheit und auch zur Vereinfachung der Arbeits-
organisation werden ausnahmslos alle Abfille und alle verwendeten Laborgerite
und Gefifle autoklaviert. Eine chemische Desinfektion ist nicht mehr Stand der



