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(except mycobacteria) to antimicrobial agents; agar diffusion test

1 Anwendungsbereich und Zweck

Diese Norm gilt fiir die Empfindlichkeitsprufung aerober bak-
terieller Krankheitserreger (auBer Mykobakterien) mit dem
Agar-Diffusionstest. Die Untersuchung ist in einem medizi-
nisch-mikrobiologischen Laboratorium durchzufihren, das
mindestens Typ 2 nach DIN 58 956 Teil 1 entsprechen muB.

Zweck dieser Festlegungen ist es, von Laboratorium zu Labo-
ratorium vergleichbare (d. h. wiederholbare und reproduzier-
bare) Ergebnisse mit dem Agar-Diffusionstest zu ermogli-
chen.

Die Krankheitserreger werden nachfolgend Erreger genannt.

2 Begriffe
Nach DIN 58 940 Teil 1

3 Bezeichnung

Bezeichnung der Empfindlichkeitspriifung von aeroben bak-
teriellen Erregern gegen Chemotherapeutika nach dem Agar-
Diffusionstest (AD):

Agardiffusionstest DIN 58 940 - AD

4 Gerédte

Zur Aufnahme des Kulturmediums dienen Petrischalen aus
Glas nach DIN 12 339, vorzugsweise Petrischale DIN 12 339 -
AB 2 -100 x 15 und Petrischale DIN12339 - AB2 - 150 x 30
oder Petrischalen aus klarem Kunststoff mit planem Boden
und einem Innendurchmesser (SollmaB) von 90 mm bzw.
140 mm.

5 Kulturmedien

Als Referenz-Kulturmedium dient festes Mueller-Hinton-
Medium*). Andere Kulturmedien kommen fur Routine-
untersuchungen in Frage. Fiir alle Kulturmedien miissen die
Beziehungen zwischen minimaler Hemmkonzentration
(MHK) und Hemmhofdurchmesser (HHD) bekannt sein und
damit entsprechende Tabellen zur Auswertung der Hemm-
hofdurchmesser (HHD) zur Verfligung stehen bzw. fiir das
jeweilige Laboratorium ermittelt und schriftlich festgelegt
werden.

Bei Petrischalen mit einem Innendurchmesser (SolimaB) von
90 mm wird ein Volumen der Kulturmedien von (20 + 1) ml
bendétigt. Bei Petrischalen mit einem Innendurchmesser (Soll-
maB) von 140 mm wird ein Volumen der Kulturmedien von
(48 = 3) ml bendtigt. Dies entspricht einer Schichtdicke von
etwa 3 bis 3,5 mm.

*) Uber die Bezugsquelle gibt Auskunft:
NormenausschuB Medizin (NAMed) im DIN Deutsches
Institut fiir Normung e. V., BurggrafenstraBe 6,

1000 Berlin 30

6 Kontrollstdmme

Bei jedem Testansatz sollen als Kontrollstamme die nach der
Tabelle angegebenen Stamme mitgefiuhrt werden.

Kontrollstamm

Stammsammlungs-

Spezies
P nummer ')

Staphylococcus aureus ATCC 25923 = DSM 1104

Staphylococcus aureus ATCC 29213 = DSM 2569

Enterococcus faecalis ATCC 29212 = DSM 2570

Escherichia coli ATCC 25922 = DSM 1103

Pseudomonas aeruginosa | ATCC 27853 = DSM 1117

1) Siehe Erlauterungen

Die Sollwerte der Hemmhofdurchmesser der verschiedenen

Testsubstanzen bei den Kontrollstammen sind im Beiblatt 2

zu DIN 58 940 Teil 3 angegeben.

Anmerkung: Eine Norm liber das Mitfiihren von Kontrollstam-
men bei der Empfindlichkeitsprifung von Krank-
heitserregern ist in Vorbereitung.

7 Durchfiihrung
7.1 Entnahme der Erreger

Zur Sicherung einer reprasentativen Auswahl sollen Erreger
von moglichst vier bis funf morphologisch gleichartigen Kolo-
nien der gleichen Keimspezies entnommen werden.

Das Inokulum soll so beschaffen sein, daB es nach der Aus-
saat und nach der Bebriitung des Kulturmediums zu dicht
stehenden Kolonien, jedoch noch nicht zu konfluierendem
Wachstum kommt.

7.2 Beimpfen (Inokulation)

Eine ausreichende Menge der Erregersuspension wird auf
das Kulturmedium aufgebracht und gleichmaBig auf der
Oberfliche des Kulturmediums verteilt.

7.3 Aufiegen der Wirkstofftrager

Nach dem Trocknen der beimpften Kulturmedien werden
nach DIN 58 940 Teil 2 hergestelite Wirkstofftrager mit leich-
tem Druck aufgelegt. Grundsatzlich muB (auch bei Verwen-
dung von Dispensern) der Abstand der Wirkstofftrager
untereinander und vom Rand der Petrischale so bemessen
sein, daB kreisformige Hemmhofe ohne Uberschneidung ent-
stehen konnen.
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7.4 Bebriitung

Spatestens nach Ablauf einer Zeitspanne von 30 min miissen
die Petrischalen mit den beimpften Kulturmedien und auf-
gelegten Wirkstofftrdgern in einen Brutschrank eingelegt
werden.

die Rander des deutlich in der KoloniegroBe reduzierten
Wachstums.

Bei mehr als drei Einzelkolonien innerhalb eines Hemmhofes
muB die Reinheit der Ausgangskultur geprift werden, weil
Verdacht auf resistente Varianten besteht.

Zur Bebriitung dient ein Brutschrank nach DIN 58 945 Teil 1,
dessen Temperatur auf (36 *+ 1) °C gehalten wird.

8.2 Bewertungsstufen
Die Bebrutungsdauer betragt (18 & 2) h. 9

Die gemessenen Hemmhofdurchmesser (HHD) sind den
Bewertungsstufen ,empfindlich”, ,maBig empfindlich“ und
~unempfindlich (resistent)” nach DIN 58 940 Teil 4 zuzuord-
nen. Beispiele fur die Zuordnung sind im Beiblatt 1 zu
DIN 58 940 Teil 3 aufgefiihrt.

7.5 CQualitatspriifung

Sterilitdts- und Wachstumskontrollen sind bei jeder Charge
mitzufiihren, auBerdem die Kontrollstamme nach Abschnitt 6
mit bekanntem Hemmhofdurchmesser (HHD).

8 Auswertung

8.1 Hemmhofe

Die Durchmesser der entstandenen Hemmhofe werden
gemessen und in vollen mm angegeben. Als Grenzen gelten

9 Befundbericht

Der Befundbericht muB den Anforderungen nach DIN 58 941
Teil 4 entsprechen.

Zitierte Normen und andere Unterlagen
DIN 12 339
DIN 58 940 Teil 1

Laborgerite aus Glas; Petrischalen

Medizinische Mikrobiologie; Methoden zur Empfindlichkeitspriifung von bakteriellen Krankheitserregern

(auBer Mykobakterien) gegen Chemotherapeutika; Begriffe

DIN 58 940 Teil 2 Methoden zur Empfindlichkeitspriifung von bakteriellen Krankheitserregern (auBer Mykobakterien) gegen
Chemotherapeutika; Wirkstofftrager fiir den Agar-Diffusionstest

Beiblatt 1 zu Medizinische Mikrobiologie; Methoden zur Empfindlichkeitspriifung von bakteriellen Krankheitserregern

DIN 58 940 Teil 3  (auBer Mykobakterien) gegen Chemotherapeutika; Agar-Diffusionstest; Beispiele fur die Auswertung der
Hemmhofdurchmesser

Beiblatt 2 zu Medizinische Mikrobiologie; Methoden zur Empfindlichkeitspriifung von bakteriellen Krankheitserregern

DIN 58 940 Teil 3  (auBer Mykobakterien) gegen Chemotherapeutika; Agar-Diffusionstest; Hemmhofdurchmesser der Test-
substanzen bei Kontrollstimmen

DIN 58 940 Teil 4 Medizinische Mikrobiologie; Methoden zur Empfindlichkeitspriifung von bakteriellen Krankheitserregern
(auBer Mykobakterien) gegen Chemotherapeutika; Bewertungsstufen der minimalen Hemmkonzentration

DIN 58 941 Teil 4 Medizinische Mikrobiologie; Qualitatssicherung in der humanmedizinischen Bakteriologie und Mykologie;

Untersuchungsauftrag und Befundbericht

Brutschrédnke fiir mikrobiologische Zwecke; Begriffe, Anforderungen, Anwendung

Medizinische Mikrobiologie; Medizinisch-mikrobiologische Laboratorien; Begriffe, Risikobereiche, Raum-
lichkeiten, sicherheitstechnische Anforderungen und Priifung -~

DIN 58 945 Teil 1
DIN 58 956 Teil 1

Frilhere Ausgaben
DIN 58 940 Teil 3: 05.81

Anderungen

Gegeniiber der Ausgabe Mai 1981 wurden folgende Anderungen vorgenommen:
a) Korrektur von Druckfehlern und redaktionelle Uberarbeitung

b) Normbezeichnung der Methode aufgenommen.

c) Das Volumen des Kulturmediums bei Petrischalen mit einem Innendurchmesser von 140 mm wurde von (60 + 3) ml auf
(48 = 3) ml verringert. Dies entspricht einer Schichtdicke von etwa 3 bis 3,5 mm.

d) Kontrolistamme festgelegt, die bei jedem Testansatz mitzufiihren sind.
e) Auf einzuhaltende Anforderungen an den Befundbericht verwiesen.
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