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1 Anwendungsbereich und Zweck Weitere Begriffe nach DIN 58 940 Teil 1, DIN 58 959

Teil 1 *) und DIN 58 959 Teil 6 *)
Die Festlegungen dieser Norm beziehen sich auf die
Bedingungen und Verfahren, die fir den Einsatz von
Kontrollstammen bei der Empfindlichkeitsprifung

aerober, schnellwachsender Bakterien gegeniiber Che- 3 Allgemeine Anforderungen an das Mitfihren von
motherapeutika zu beachten sind und auf die MafBsta- Kontrollstammen

be, nach denen die mit den Kontrollstammen erhalte-

nen Ergebnisse auszuwerten sind. Nach DIN 58 959 Teil 7 *) und DIN 58 959 Teil 13 *)

Zweck dieser Norm ist es, die Ergebnisse der in
medizinisch-mikrobiologischen Laboratorien unter

aeroben Bedingungen durchgefiihnrten Empfindlich- 4 Anforderungen an den Nachweis der Qualitat der
keitspriifungen durch das Mitfilhren von Kontroll- Methoden zur Empfindlichkeitspriifung von aeroben
stammen in bezug auf ihre Zuverlassigkeit, Verwert- Krankheitserregern

barkeit und Reproduzierbarkeit zu sichern.
Anmerkung: Zur Empfindlichkeitsprifung von aeroben

Krankheitserregern gegen Chemotherapeutika
steht eine Vielzahl von Methoden mit indivi-

2 Begriffe duellen Modifikationen zur Verfigung, [1], [2]
und [3].

Medizinisch-mikrobiologische Begriffe, die als

bekannt vorausgesetzt werden, sind in dieser Norm —mmm——

nicht definiert. *) Z. Z. Entwurf

Zitierte Normen und andere Unterlagen und Erlauterungen siehe Originalfassung der Norm

Fortsetzung Seite 2 bis 7

NormenausschuB Medizin (NAMed) im DIN Deutsches Institut fur Normung e. V
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Seite 2 Entwurf DIN 58 959 Teil 14

Genormt sind z. Z.:

- Agar-Diffusionstest nach DIN 58 940 Teil 3
mit Testblattchen nach DIN 58 940 Teil 2,
- Agar-Dilutionsmethode nach DIN 58 940
Teil 6,
- Makro-Bouillon-Dilutionsmethode nach
DIN 58 940 Teil 5 und
- Mikro-Bouillon-Dilutionsmethode nach
DIN 58 940 Teil 8.

Die Festlegungen nach dieser Norm zur Quali-
tatssicherung der Empfindlichkeitspriufungen
beschranken sich auf die genormten Methoden.
Qualitatssichernde MaBnahmen fir den Einsatz
von Kontrollstammen bei der Empfindlichkeits-
prifung von speziellen Krankheitserregern sind
nach DIN 58 959 Teil 16 *) beschrieben.

4.1 Qualitdtsmerkmale

Die zu prifenden Qualitdtsmerkmale beziehen sich
auf:

- Kontrollstamme

- Kulturmedien

- Inokulum

- Reagenzien

- Testblattchen

- Chemotherapeutika und Standardsubstanzen
- Testdurchfiihrung

- Auswertung/Testinterpretation

- Dokumentation

4.2 Kontrollstamme
Anforderungen nach DIN 58 959 Teil 6 *).

Entsprechend der gewahlten Methode zur Empfindlich-
keitspriifung sind mindestens die festgelegten Kon-
trollstamme einzusetzen, fir:

- Agar-Diffusionstest nach DIN 58 940 Teil 3

- Agar-Dilutionsmethode nach DIN 58 940 Teil 6

- Makro-Bouillon-Dilutionsmethode nach DIN 58 940
Teil 5

- Mikro-Bouillon-Dilutionsmethode nach DIN 58 940
Teil 8

Fir HHD- oder MHK/MBK-Bestimmungen mit einer Kom-
bination B-Lactam-Chemotherapeutika + p-Lactamase-
hemmer sind 2zusatzlich die entsprechenden pB-Lac-
tamasebildenden Kontrollstamme mitzufiihren.

4.3 Kulturmedien

Als Kulturmedium sollte Mueller-Hinton-Agar ')
bzw. Mueller-Hinton-Bouillon ') verwendet werden.

Das Kulturmedium ist bei der Eigenherstellung nach
Angaben der Hersteller zuzubereiten und zu sterili-
sieren.

Kulturmedien durch Fremdbezug dirfen nur wvon Her-
stellern stammen, welche mindestens die Qualitats-
merkmale nach Abschnitt 4.3.1 nachweisen konnen.

Andere Kulturmedien diirfen nur verwendet werden,
wenn alle Parameter der jeweiligen Methode der
Empfindlichkeitsprifung wvalidiert worden sind,
fur:

- Agar-Diffusionstest nach DIN 58 940 Teil 3

- Agar-Dilutionsmethode nach DIN 58 940 Teil 6
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Kationensupplemente sollten bei der Agar-Dilu-
tionsmethode nicht zugesetzt werden. Supplemen-
tierte Kulturmedien oder sterile Hamoglobinlosung
sollen nur verwendet werden fir spezielle Krank-
heitserreger, die nicht auf unsupplementierten
Kulturmedien wachsen und wenn entsprechende Kon-
trollstamme mitgefihrt werden konnen; siehe auch
DIN 58 959 Teil 16 *).

- Makro-Bouillon-Dilutionsmethode nach DIN 58 940
Teil 5§ und Mikro-Bouillon-Dilutionsmethode nach
DIN 58 940 Teil 8

Kationensupplement:

Fuir Mueller-Hinton-Bouillon '), bei der mit ver-
schiedenen Gentamicin-Verdunnungen und Pseudomo-
nas aeruginosa ATCC 27583 ein MHK-Wert auBerhalb
der in Beiblatt 1 zu DIN 58 959 Teil 14 *) ange-
gebenen Grenz(Kontroll)bereiche festgestellt
wird, ist der Kationengehalt wie nachstehend zu
erganzen: Mueller-Hinton-Bouillon ') wird herge-
stellt wie vom Hersteller angegeben, im Sterili-
sator sterilisiert und uUber Nacht bei 4 °C gela-
gert bzw. im Eisbad aufbewahrt, wenn sie am
gleichen Tag verwendet wird. Je 1 Liter kaltes
Kulturmedium werden unter Rihren 2,5 mg der ge-

kiihlten Mg'*-Stammiosung und 5 m1 der gekiihlten
++ . .

Ca -Stammlosung zugegeben, so daB eine Engﬁon-

zentration von 25 mg Mg /ml bzw. 50 mg Ca /ml

erreicht wird. Dieses Medium wird als supplemen-

tierte Mueller-Hinton-Bouillon ') bezeichnet.

4.3.1 Qualitatsmerkmale fir Kulturmedien

Die zu prifenden Merkmale gelten sowohl fir die
Eigenherstellung als auch fir den Fremdbezug und
beziehen sich auf:

- Sterilitat

- pH-Wert

- Thymidin- oder Thymingehalt

- Kationengehalt

- Uberschissige Feuchtigkeit

- Wachstums-/Hemmeigenschaften

- Eignung fir Empfindlichkeitspriifung

- Dokumentation der getesteten Qualitatsmerkmale

4.3.2 Kontrollstamme fir Kulturmedien
Es sind die zu der jeweiligen Methode der Empfind-

lTichkeitsprifung angegebenen Kontrollstamme zur
Prifung der eingesetzten Kulturmedien zu ver-

wenden:

- Agar-Diffusionstest nach DIN 58 940 Teil 3

- Agar-Dilutionsmethode nach DIN 58 940 Teil 6

- Makro-Bouillon-Dilutionsmethode nach DIN 58 940
Teil 5

- Mikro-Bouillon-Dilutionsmethode nach DIN 58 940
Teil 8

4.3.3 Priifhéufigkeit der Kulturmedien

Bei Eigenherstellung: jede Charge (neue Chargen-

nummer) des Trockenmediums

*) Z. Z. Entwurf

') Uber die Bezugsquelle gibt der NormenausschuB
Medizin (NAMed) 1im DIN Deutsches Institut fir
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Bei Fremdbezug: bei Bezug von einem neuen Liefe-
ranten, danach jede 5. bis 10. Charge des gleichen
Lieferanten.

4.3.4 Qualitatspriifung der Kulturmedien

Die Qualitatsprifung erfoigt nach DIN 58 959
Teil 9 *) und bezieht sich auf:

- Sterilitat

Eine reprasentative Anzahl (bei Eigenherstellung
mindestens 3) wvon Platten st fir 72 h bei
(36 * 1) °C zu inkubieren. Falls sich kein Bak-
terienwachstum zeigt, entspricht die Charge den
Anforderungen. Diese Platten sind nicht mehr fir
die Empfindlichkeitsprifung zu verwenden.

- pH-Wert

Die Messung erfolgt nach Mazeration einer kleinen
Medienmenge nach der Sterilisation und Abkiihlung
oder mittels einer Oberflachenmethode. Der pH-
Wert mud 7,2 bis 7,4 betragen.

- Thymin/Thymidingehalt

Die Prufung ist mit Mueller-Hinton-Agar ') bzw.
Mueller-Hinton-Bouililon ') und Enterococcus fae-
calis ATCC 29212 oder ATCC 19434 und Trimetho-
prim-Sulfamethoxazol durchzufihren.

Akzeptable Ergebnisse:

Agar-Diffusionstest: Klare Hemmhofe mit einem
Durchmesser von 2 24 mm und € 34 mm. Kulturmedien
mit einem iberschissigen Thymidingehait zeigen
keine oder trube Hemmhofe mit Wachstum winziger
Kolonien in dem Hemmhof.

Dilutionsmethoden: Die Endpunkte sollten ein-
fach zum Ablesen sein (entweder kein Wachstum
bzw. 80 % Reduktion im Vergleich zur Kontrolle)
und innerhalb der 1in Beiblatt 1 zu DIN 58 959
Teil 14 *) angegebenen Grenz(Kontroll)bereiche
Tiegen.

- Kationen [Hg++, Ca++)—Geha1t

Unterschiedlicher Kationengehalt beeinfluBt die
Testblattchen bzw. Kulturmedien mit Tetracyli-
nen, Polymyxin und Aminoglycosiden.

Akzeptable Ergebnisse: HHD- bzw. MHK-Werte liegen
innerhalb der in Beiblatt 1 zu DIN 58 959
Teil 14 *) aufgefilhrten Grenz(Kontroll)bereiche
fur Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

- Uberschiissige Feuchtigkeit

Die Prifung ist wvisuell durchzufuhren, ob die
Oberflache feucht ist oder sich Wassertropfen an-
gesammelt haben. Bei uberschissiger Feuchtigkeit
sind die Platten geoffnet (Agarseite nach unten)
im Brutschrank fir 15 bis 30 min bei (36 * 1) °C
zZu inkubieren.

- Wachstums/Hemmeigenschaften

Agar-Diffusionstest: Die Kulturmedien sind mit
jeweils 102 bis 10® KBE 2) der unter Ab-
schnitt 4.3.2 aufgefiihrten Kontrollstamme zu be-
impfen. Zusatzlich wird entsprechend DIN 58 940
Teil 3 eine Platte mit Ente rococcus faecalis
ATCC 29212 beimpft und ein Trimethoprim-Sulfa-
methoxazol-Testblattchen aufgelegt.

Das Kulturmedium entspricht den Qualitatsmerkma-
len, wenn alle eingesetzten Kontrollstamme inner-
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halb von 24 h ausreichendes Wachstum zeigen (> 20
bis 50 KBE 2)/Platte) und wenn sich bei Entero-
coccus faecalis klare Hemmhofe um das Testblatt-
chen mit einem Durchmesser > 24 mm ergeben.

Agar-Dilutionsmethode: Die Kulturmedien sind mit
jeweils 102 bis 103 KBE 2) der wunter Ab-
schnitt 4.3.2 aufgefuhrten Kontrollstamme zu be-
impfen. Zusatzlich wird entsprechend DIN 58 940
Teil 6 eine Platte mit Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 beimpft und ein 10-ug-Gentamicin-Test-
blattchen aufgelegt. Das Kulturmedium entspricht
den Qualitatsmerkmalen, wenn alle eingesetzten
Kontrollstamme innerhalb wvon 24 h ausreichendes
Wachstum zeigen (> 20 bis 50 KBE 2)/Platte) und
wenn der Hemmhofdurchmesser um das Testblattchen
innerhalb des in Beiblatt 1 zu DIN 58 959
Teil 14 *) angegebenen Grenz(Kontroll)bereiches
Tiegt.

Bouillon-Dilutionsmethoden: Die Kulturmedien sind
mit jeweils 102 bis 10* KBE 2) der unter Ab-
schnitt 4.3.2 aufgefiihrten Kontrollstdmme zu be-
impfen.

Das Kulturmedium entspricht den Qualitatsmerkma-
Ten, wenn alle eingesetzten Kontrollstamme inner-
halb von 24 h ausreichendes Wachstum zeigen (bei
Uberimpfen auf festen Kulturmedien > 20 bis
50 KBE 2)/Platte).

Eignungsprifung

Eine Eignungsprifung von Kulturmedien ist nur bei
der Evaluierung neuer Kulturmedien durchzufiihren.
Hierbei ist eine Empfindlichkeitsprifung mit je-
weils den unter Abschnitt 4.3.2 angegebenen Kon-
trollstammen und mindestens je einem antibakte-
riell wirksamen Chemotherapeutikum aus jeder
Wirkstoffgruppe, die im Beiblatt 1 zu DIN 58 959
Teil 13 *) aufgefihrt ist, durchzufiihren.

4 Inokulum

Das Inokulum muB den Anforderungen an die jeweilige
Methode der Empfindlichkeitsprifung entsprechen:

a.

Agar-Diffusionstest nach DIN 58 940 Teil 3
Agar-Dilutionsmethode nach DIN 58 940 Teil 6
Makro-Bouillon-Dilutionsmethode nach DIN 58 940
Teil 5

Mikro-Bouillon-Dilutionsmethode nach DIN 58 940
Teil 8

5 Testblattchen

Die Testblattchen missen den Anforderungen nach
DIN 58 940 Teil 2 entsprechen.

4.

') Siehe Seite 2

2) KBE = Koloniebildend. E nl

6 Chemotherapeutika-Losungen (Stammlosung)

Als Standardsubstanzen sollten Reinsubstanzen der
Chemotherapeutika entsprechend der jeweiligen
Pharmakopoe bzw. direkt vom pharmazeutischen Her-
steller verwendet werden. Substanzen aus der
Apotheke oder fiir die Applikation bereits ge-
brauchsfertiger Chemotherapeutika dirfen nicht
verwendet werden.

*) Z. Z. Entwurf
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