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Entwicklung eines mikrobiologischen Kultivierungssystems
mit integriertem Ausstrichelement unter Einsatz von RP-Technologien

'PIA’ - Petrischale mit Integriertem Ausstrichsystem

Die konventionelle Petrischale

Julius Richard Petri, 1887
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Problemstellung - Luftkeime

Begleitende Beurteilung des mikrobiologischen Status mittels Messung
von Luftkeimen im Rahmen von GebaudesanierungsmafRnahmen

vor Sanierung nach Sanierung
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Problemstellung - Luftkeime

Begleitende Beurteilung des mikrobiologischen Status mittels Messung
von Luftkeimen im Rahmen von GebaudesanierungsmafRnahmen

vor Sanierung nach Sanierung

10.530 KBE /m?®
. (auRen: 6.840 KBE/m?)

¢ 1.360 KBE /m?®
& (auRen: 2.800 KBE/m?)
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Problemstellung - Luftkeime @

Sammeln von Luftkeimen (gebrauchliche Verfahren)

1.Filtrations-Verfahren 2.Impaktor-Verfahren 3.Impingement-Verfahren

Verfahren:  direkt (oder indirekt) direkt indirekt
MB: 10° bis 10* KBE/m? 10° bis10* KBE/m?® 10° bis 10° KBE/m?
Probleme: - Aggregate - Aggregate - Abscheideeffizienz
-,Sammelstress* (Austrocknung) - Uberlagerungen - Verdunnungsschritt
- hohe Konzentrationen - hohe Konzentrationen - niedrige Konzentrationen
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Problemstellung - Luftkeime E

Sammeln von Luftkeimen (gebrauchliche Verfahren)

1.Filtrations-Verfahren 2.Impaktor-Verfahren 3.Impingement-Verfahren

Verfahren:  direkt (oder indirekt) direkt indirekt
MB: 10° bis 10* KBE/m? 10° bis10* KBE/m?® 10° bis 10° KBE/m?
Probleme: - ,Sammelstress” - Aggregate - Abscheideefffizienz
(Austrocknung) - Uberlagerungen - Verdunnungsschritt
- hohe Konzentrationen - hohe Konzentrationen - niedrige Konzentrationen
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Problemstellung - Luftkeime g

Bio-Partikel-Sammler = automatisierter Luftprobennehmer nach dem Impingerverfahren
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Problemstellung - Luftkeime @

Sammeln von Luftkeimen (gebrauchliche Verfahren) / Probenaufarbeitung

1.Filtrations-Verfahren 2.Impaktor-Verfahren 3.Impingement-Verfahren

direkte Filteraufnahme einfache Entnahme der Applizierung eines Aliquotes auf
mit Kulturplatte(adhasiv) Kulturplatte und Verschluss Kulturplatte und Ausstrich (Labor !)
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Problemstellung - Wasserproben

(Eigen-) Kontrolle des mikrobiologischen Status von Wasserproben vor Ort

- Brunnenwasser

- Trinkwasser an Entnahmestellen
- Oberflachenwasser

Bedarf ??

Erhdhte Keimbelastungen an
Trinkwasserendstellen sind

Vermehrungsfahige Keime, 22°C
[KBE/mI]

i.d.R. auf veraltete bzw. vernachlassigte

Gebaudeinstallationen, Armaturen,

Vorfilter u.a. zurickzufihren;

die Abgabequalitat ab Versorger

unterliegt Kontrollen !

Keimbelastungen an Trinkwasserentnahmestellen
(Stichproben, privat und gewerblich)

Ba0
_________ T A B 1= A
. . . |
& & & & &
a, N N
&P @“9? §& & @"D?
o L L & [Ny
Stichprobe
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Problemstellung - Wasserproben @

(Eigen-) Kontrolle des mikrobiologischen Status von Wasserproben vor Ort

Stand der Technik

Probenahme vor Ort

Versand

'

Laboranalyse

(Ausstrich, Inkubation,
Auszahlen, Protokollieren)

Zeitaufwand (=Veranderungen),
Kostenaufwand

4. Merseburger Rapid Prototyping Forum, 09.09.10, Bild 8 GMB l ]
Matthias Leifheit




Problemstellung - Wasserproben @

(Eigen-) Kontrolle des mikrobiologischen Status von Wasserproben vor Ort

Stand der Technik

Vor-Ort-Direkt-
Beprobung mit
Eintauchsystemen
(z.B. Dip Slides)

Probenahme vor Ort

Versand
l Auswertung
nach Vorschrift
Laboranalyse
(Inkubation, Bewertung)
(Ausstrich, Inkubation,

Auszahlen, Protokollieren)

Zeitaufwand (=Veranderungen), halbquantitativ
Kostenaufwand
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Aufgabenstellung / Losungsansatz

=

Mikrobiologisches Einweg-Kultivierungssystem mit Nahrboden zur Keimzahlbestimmung

in flussigen Proben,

ausgestattet mit integrierten Vorrichtungen fur Probenaufgabe und Probenausstrich
zur Verwendung unter unsterilen Bedingungen im Feldeinsatz.

Studie 1 / GMBU

Oberteil (Deckel)
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Anforderungen

Funktionalitat

mehrteiliges System nach dem Prinzip der Petrischale (Schale+Nahrboden / Deckel)
geschlossen und aseptisch, nicht zu 6ffnen

Gasaustausch ohne Gefahr von Fremdinfektionen (Deckelauflage)

mit flussigem und sich erhartendem Nahrboden beflllbar (maschinell)

mechanisches Fuhrungssystem zum Ausstrich

Elastisches, flachenuiberstreichendes Ausstrichelement

,Parkstellung® des Ausstrichelementes uber der Nahrbodenoberflache (nicht beruhrend)

Probenaufgabe lokal definiert uber Septum

definierte, vorbestimmte Absenkung der Lippe & gleichmaRig gefuhrter Ausstrich
Ruckfuhrung in ,,Parkstellung“ nach Ausstrich

Geometrie: gunstigerweise radialsymmetrisch

L I T T T T

Stapelbarkeit
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Anforderungen

Materialfrage

Transparenz (Beobachten / Auszahlen)

(Strahlen-) Sterilisierbarkeit

Thermische Stabilitat bis mind. 80°C

Chemische + biochemische Inertheit

Mechanische Stabilitat

Ausstrichsystem: Flexibilitat, Elastizitat der Ausstrich-Lippe

Septum: Elastizitat

20 R L

Preis (Pramisse: Einwegartikel)

Stand der Technik fur Petrischalen: Glas, Polycarbonat, Polystyren
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Konstruktive Schwerpunkte

einfache, selbsterklarende und schnelle Handhabung durch den Anwender
leichtgange Mechanik
exakte Absenkung der Ausstrichlippe (Toleranzen, Fuhrungsrichtung)

vollstandige und gleichmaRige Verteilung der Flussigkeit

2o Y e

Bauteilverriegelung

!

Rekursive Entwicklungsphase
mit Rapid Prototyping erforderlich

Studie / HOME
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Produktentwicklungskonzept

Rapid Prototyping

- FDM-Verfahren
- LOM-Verfahren Modell

| Schale/Deckel
Ausstrichlippe

Entwurf
A

{(Re-)Konstruktlon/} Phase |

V

Begutachtung/
Prinziptests
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Produktentwicklungskonzept @

Phase Il
Rapid Prototyping V
- FDM-Verfahren W % Urmodell /
- LOM-Verfahren Modell Prototypfertigung
IDosiersystem Optimierung V
% Erweiterte Tests
(Re-)Konstruktion/
Entwurf Phase | !
A Nachfolgeverfahren
V ‘ Silikonform +
Begutachtung/ | ~ |Vakuumspritzgussteile
Prinziptests V
Labor- und
. { Feldversuche,
Validierung

4. Merseburger Rapid Prototyping Forum, 09.09.10, Bild 13b GMB l ]
Matthias Leifheit




Produktentwicklungskonzept @

Phase |l
Rapid Prototyping V
- FDM-Verfahren W % Urmodell /
- LOM-Verfahren Modell Prototypfertigung
IDosiersystem Optimierung V
% Erweiterte Tests J
(Re-)Konstruktion/ Ph |
Entwurf ase v
A Nachfolgeverfahren
V ‘ Silikonform +
Begutachtung/ | ~ |Vakuumspritzgussteile
Prinziptests V
Labor- und
Phase I e { Feldversuche,
Validierung

Sterilisation, F% Produktion % (Vor-)Serien- 1<
Nahrbodenbeflllung (Spritzguss) werkzeug
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Ergebnisstand aus Entwicklungsphase |

Ausstrichelement

Modell 1 / HOME:

- relativ starr

- PET-Folie

- mit Laser eingearbeitete
Taschen (1000x1000x20 pm)

;""""Tﬁ\v»‘\
s ) Modell 2 / HOME:
e il O - flexible, weiche Lippe
i - Silikon
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Ergebnisstand aus Entwicklungsphase |

Schale — Deckel - System

-.

Modell 2 / GK Kunstofftechnik:

- 2-teilig

- aul3enliegende Fuhrungsnuten

- gefuhrter Ebenentbergang

- 1-flugeliges Ausstrichsystem
(Lippe axial flexibel)

Modell 1 / GK Kunstofftechnik:

- 3-teilig

- aulBenliegende Fuhrungsnuten

- stufenformiger Ebenenubergang

- 4-flugeliges Ausstrichsystem
(Lippe radial flexibel)
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Ergebnisstand aus Entwicklungsphase |

Schale — Deckel - System

Modell 2 / GK Kunstofftechnik:

- 2-teilig

- aul3enliegende Fuhrungsnuten

- gefuhrter Ebenentbergang

- 1-flugeliges Ausstrichsystem
(Lippe axial flexibel)
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Periphere Entwicklungen

Nahrbodenrezeptur

Besonderheiten fur die schnelle Probenverarbeitung vor Ort:

a) der Probentropfen soll sich nach Auftropfen bereits moglichst schnell selbst verteilen

und die Verteilungsmaldnahme des Ausstrichsystems unterstitzen

— gutes Benetzungsverhalten des Nahrbodens

b) der verteilte Flussigkeitsfilm muss schnell im Nahrboden einziehen,

jedoch fur eine festgelegte ,offene” Zeitspanne verarbeitbar bleiben

— definierte FlUussigkeitsresorption des Nahrbodens

— Spielt keine groere Rolle bei der konventionellen Verarbeitung im Labor «—
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Periphere Entwicklungen

Nahrbodenrezeptur

EinflussgroBen fur die Flussigkeitsbenetzung / -resorption von Festnahrboden:

Agarkonzentration

Agarqualitat (gel strength)

Alter und Lagerungseigenschaften

Zugabe von Glycerin

Zugabe von Tensiden
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Periphere Entwicklungen

Nahrbodenrezeptur / Benetzung / Kontaktwinkelmessungen

Kontaktwinkel als Funktion der Agarkonzentration

12 4

10 +

Kontaktwinkel [7]
(s3]
|

D T T T 1
0,5 1,0 15 2,0 25

c_Agar [%]

radiale Tropfenausbreitung [mm/s]

3,5 1

3,0 1

2,51

2,0 1

1.5

1,0 A

0,51

0,0

Radiale Tropfenausbreitung auf unterschiedlichen Oberflichen A
29
2,1
1,8
0,5
0.1
T T T T
Nahragar DG 18 - Agar Nahragar Glas PTFE
(4 dalt) (4 d alty (>10d alt)
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Periphere Entwicklungen

Nahrboden / Wasserresorption

Prozedur mit automatischer
Dosierburette:

0,040 -

- definiertes Agarstuck, d= 16 mm

- Ermittlung der Grundmasse [
- Aufpipettieren von 50 pl Wasser 0,030 - \
- 5 min. Wartezeit

- Absaugen von Restwasser
- Ermittlung der Endmasse
-n=5

0,020 - I I [

Aming

Ergebnis: 0.010 - l

— tendenziell weniger
Wasseraufnahme mit zunehmendem
Agaranteil

0,000

(4d alt) (4d alt)

MNA T25%

(4d alt)
NA 1.5%

(4d alt)
NA 2,0%

(> 10d alt)
NA 1,3%

— ausgetrockneter Agar nimmt MNA 1.0%
mehr Wasser auf als frischer
(Lagerungszeit/-art entscheidend)
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Zusammenfassung §

(1) Die Verarbeitung wassriger Proben zur Keimzahlbestimmung unter unsterilen
Bedingungen am Probenahmeort durch mikrobiologisch ungeschulte Anwender
erfordert ein einfach und definiert handhabbares, preiswertes Kultivierungssystem.

(2) Ein entscheidender Punkt ist eine genaue und gleichmaldige Verteilung des flussigen
Probensegmentes auf der Nahrbodenoberflache.

(3) Rapid Prototyping bildet ein gutes Werkzeug zur schnellen und rekursiven
Konstruktion / Modellbildung im Vorfeld einer Abformung.

(4) Angewandte Verfahren: FDM (Fused Deposition Modelling),
LOM (Laminated Object Manufacturing)

(5) Neben der Fertigung der Kunsstoffteile spielen die Eigenschaften des Nahrbodens,
wie die Benetzbarkeit und Flussigkeitsaufnahme, eine entscheidende Rolle.

(6) Untersuchungen zeigten z.B., dass mit zunehmender Agarkonzentration die
Benetzbarkeit verbessert, die Resorptionseigenschaften aber verschlechtert werden.

(7) Das Alter der Nahrboden sowie die Agarqualitaten haben entscheidenden Einfluss.

— Bei positiver Produktentwicklung ergibt sich ein neuartiges low cost — Schnelltestkit
fur die gewerbliche und private Kontrolle des mikrobiellen Zustands von Fllissigproben «—
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