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1 Anwendungsbereich und Zweck 

Diese Norm gilt für die Empfindlichkeitsprüfi 

  

anaerober bakterieller Krankheitserreger, 
sondere der Gattungen Bacteroides, Prevotella [1], 
Porphyromonas, Peptostreptococcus, Peptococcus und 
Clostridium mit der Agar-Dilutions- und der Mikro- 
Bouillon-Dilutionsmethode [2], [3]. 

Die Untersuchungen sind in einem medizinisch-mikro- 
biologischen Laboratorium durchzuführen, das min- 
destens Typ 2 nach DIN 58 956 Teil 1 entsprechen 
muß. 

  

Die Agar-Dilutionsmethode nach dieser Norm 
allem geeignet zur 

vor 

Untersuchung größerer Stammkollektive 

Bestimmung von Resistenzmustern 

periodischen Erfassung der Resistenzlage (Chemo- 
therapeutikaempfindlichkeit) 

vergleichenden Untersuchung mit bekannten Chemo- 
therapeutika 

- Evaluierung neuer Chemotherapeutika 

Die Mikro-Bouillon-Dilutionsmethode eignet sich 
inaus zur Testung einzelner Bakterien-     

Zweck dieser Festlegungen ist es, in den bakterio- 
Togischen Laboratorien vergleichbare, d. h. wieder 
holbare und reproduzierbare Ergebnisse der Chemo- 
therapeutika-Empfindlichkeitsprüfung von anaeroben 
bakteriellen Krankheitserregern zu ermöglichen [4], 
[5], [6] und [7]. 

  

Normenausschuß Medizin (NAMed) 

DIN 58 944 T 2/02.86 

2 Begriffe 

Grundbegriffe nach DIN 58 940 Teil 1 und DIN 58 956 
Teil 1. 

2.1 Anaerobe Bakterien (Anaerobier) 

  

fln    

  

     

Anaerobier im Sinne dieser Norm sind Bakterien 
sich mittels Oberflächenkultur ausschließ]i 
anaerober Atmosphäre, nicht jedoch bei 
sowie nicht in einem Gemisch von Luft 
Volumenanteil bis 10 % COp (z. B. 
vermehren lassen 

   Luf 
mit einem 

im Kerzentopf) 
  

  

Anmerkung: Für Flüssigkulturen gelten 
besondere Bedingungen. 

teilweise 

       2.2 erobe bakterielle Krankheitserreger 

Anaerobe bakterielle Krankheitserreger sind Ur- 
sachen von Toxiinfektionen oder eitrigen und/oder 
septischen Infektionen [8]. 

  

2.3 Anaerobe Atmosphär 

Eine anaerobe Atmosphäre wird dadurch erreicht, daß 
in dicht verschließbaren Kulturgefäßen oder Brut- 
schränken durch chemische oder physikalische Ver- 
fahren der Volumenanteil des Sauerstoffs auf < 2 % 
gesenkt und aufrechterhalten wird. 

  

2.4 Kontrollstämme 

Kontrollstämme 
bierkulturen, 

jm Sinne dieser Norm sind Anaero- 
deren Empfindlichkeit gegenüber be- 

Fortsetzung Seite 2 bis 6 
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stimmten Chemotherapeutika aufgrund von publizier- 
ten multizentrischen Vergleichsuntersuchungen als 
bekannt und konstant betrachtet wird. 

3 Bezeichnung 

Bezeichnung der Empfindlichkeitsprüfung von anae- 
roben bakteriellen Krankheitserregern gegen Chemo- 
therapeutika 

nach der Agar-Dilutionsmethode (AD): 
hode DIN 94 AD      

nach der Mikro-Bouillon-Dilutionsmethode (MBD): 

Methode DIN 58 944 - MBD 

4 Geräte 

4.1 Kulturgefäßt 

  

Zur Aufnahme des Kulturmediums dienen Petrischalen 
aus Glas nach DIN 12 339 oder Petrischalen aus 
‚unststoff mit Nocken oder andere geeignete Gefäße 

bzw. Systeme. 

  

    

  

ine anaerobe Atmosphäre in den Kulturgefäßen muß 
sichergestellt sein. 

4.2 Geräte zum Beimpfen der Kulturmedien 

Kulturmedien und Mikrotitra- 
&umäsfle„üävn sind Pipettier-/Auftragesysteme not- 

ndig, eine ä@{runmäü‘\@‚ reproduzierbare Volu- 
menabgabe im 'eich 0,001 bis 100 ul mit einer 
Abweichung von max. 5 % sicherstellen. 

  

die Beimpfung 
      

   
    

    

Zur Beimpfung fester Kulturmedien wird ein Multi- 
l\>m;‘1kßfl@&@lf m„ Ü !Rg|@'luß‘a(tW nach 

   

    

al 
in é3%ü’&&.izfc„ 
0,001 m1 sicherstellen. 

4.3 Anaerostaten   

  

Als Anaerostaten sind Afia‘flg@?äß%e *) mit H2- und 
CO2-Entwicklern sowie z. B. Palladium-Katalysatoren 
oder Spezialgefäße mit sauerstoffbindendem Eisen- 
katalysator und COp-Entwickler ') zu verwenden, die 
eine osphäre nach Abschnitt 6 sicher- 
stellen. 

    

  

        

  

jie Handhabung der einzelnen Produkte erfolgt nach 
den Anweisungen der Hersteller. 

  

   

  

ive kommen Anaerobier-Brutschränke '), 
3 konstant eine anaerobe Atmosphäre (Gaszusammen- 

nertes Gas, z „ N2 mit ein Vo1lumenan- 
il von 80 bis 90 %, Wasserstoff mit einem Volu- 

menanteil von 3 bis 7 % und Kohlenstoffdioxid mit 
einem Volumenanteil von 5 bis 10 % in Gegenwart 
eines Katalysators) erreicht werden kann, in Be- 
tracht. 

  

      
  

    

4.4 Mikrotitrat 

  

onsplatten 

Zur Aufnahme des Kulturmediums dienen Kunststoff- 
oder Glasbehältnisse aus inertem Materi 
geeigneten Anzahl (?> 3) 
fungen mit einem Fassungsvermögen von < 500 jl. 

    

  

5 Kulturmedien 

Anmerkung: Nicht alle anaeroben Krankheitserreger 
lassen sich mit den nachfolgend beschriebenen 
Kulturmedien ausreichend gut anzüchten. 

Bei Verwendung von Zusätzen, z. B. Serum, Blut, 
(außer den in den Abschnitten 5.1, 5.2 und 5.3 an- 
gegebenen Zusätzen) müssen die Kontrollstämme nach 
Abschnitt 7 Ergebnisse erbringen, die mit den Er- 

gebnissen von Kontrollstänmen ohne Zusatz ver- 
gleichbar sind. Andernfalls müssen die Ergebnisse 
für jedes Chemotherapeutikum neu evaluiert und für 
die Kontrollstämme entsprechende Grenz(Kontroll)- 
bereiche nach DIN 58 959 Teil 15 *) festgelegt wer- 
den. 

  

  

   

5.1 Kulturmedien für die Vorkultur und Bebrütungs; 
zeit 

Für die Vorkultur der zu prüfenden anaeroben $ä\’:äl\]‚{m 
ist Rosenow-Bouillon *) zu verwenden. In 
Kulturmedium sollten Clostridium 24 h, Bacteroide: 
und Prevotella-Arten 48 h und Peptostreptococcus-, 
Peptococcus- und Porphyromonas-Arten 72 h lang 
anaerober Atmosphäre bei (36 * 1) °C bebrüte 
den. 

    

   

  

    

  

Sollen andere anaerobe bakterielle Krankheitser- 
reger geprüft werden, so ist eine der Generations- 

t dieser Stämme angepaßte Bebrütungszeit zu 
wählen. 

  

     

Als Alternative kommt die Anzüchtung in Thioglyko- 
latmedium ohne Indikator in Betracht, welches vor 
dem Sterilisieren mit Hämin (5 mg/l) und unmittel- 
bar vor Gebrauch mit Vitamin Kj (0,1 mg/1) in den 
angegeben Konzentrationen supplementiert wird 

  

Auf den Zusatz von Natriumhydrocarbonat (1 g/) darf 
verzichtet werden, wenn die Festlegungen der anae- 
roben Atmosphäre nach Abschnitt 6 berücksichtigt 
werden. Eine Bebrütungszeit von 18 bis 24 h bei 
(36 * 1) °C ist empfehlenswert, wenn hiermit repro- 
duzierbare Ergebnisse sichergestellt werden. 

    

  

Die Verwendung eines anderen, jedoch mindestens 
gleichwertigen Kulturmediums ist möglich. 

Die Vorkultur darf auch auf festen Oberflächet 
medien (z. B. Schaedler-Agar mit Zusatz von 5 % 
Schafblut und Vitamin K1) erfolgen. Dazu wird der 
Stamm auf dem Kulturmedium fraktioniert ausge- 
strichen. Bebrütet wird bei (36 * 1) °C im Anaero- 
staten nach Abschnitt 4.3 in einer anaeroben At 
sphäre nach Abschnitt 6. Die Bebrütungszeit sollte 
bei Clostridien 24 bei Bacteroides und Prevo- 
tella 48 h, und bei Fusobacterium, Peptostrepto- 
coccus und Peptococcus 72 h betragen. 

  

   

    

  

  

Der Zeitraum zwischen der Entnahme der Vorkultur 
aus dem Anaerostaten und Herstellung des Inokulums 
darf 30 min nicht überschreiten. 

    

Die Stämme, die zuvor tiefgefroren oder 1lyophili- 
siert aufbewahrt wurden, müssen vor der Empfind- 
lichkeitsprüfung über drei anaerobe Subkulturen ge- 
führt werden. 

    

*) Z. Z. Entwurf 

') Über die Bezugsquellen gibt Auskunft: 

Normenausschuß Medizin (NAMed) im DIN Deutsches 
Institut für Normung e. V., Postfach 11 07, 
1000 Berlin 30. 
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