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Seite 2 Entwurf DIN 58 959 Teil 6

1 Anwendungsbereich und Zweck

Diese Norm gilt fir alle Kontrollstamme von Bakte-
rien und Pilzen, die als Referenzstamme, Stamm- und
Gebrauchskulturen zur Qualitatssicherung im medizi-
nisch-mikrobiologischen Laboratorium im Rahmen der
Qualitatssicherung eingesetzt werden.

Diese Norm spezifiziert die standardisierte Ziich-
tung, Lagerung, Bereitstellung und laufende Kon-
trolle von definierten und einheitlichen Reinkultu-
ren, die als Kontrollstamme zur Qualitatssicherung
eingesetzt werden, um reproduzierbare Resultate und
eine gesicherte mikrobiologische Diagnostik zu er-
moglichen.

2 Begriffe

Medizinisch-mikrobiologische Begriffe, die als be-
kannt vorausgesetzt werden, sind in dieser Norm
nicht definiert.

Begriffe zum Qualitatssicherungssystem nach
DIN 58 959 Teil 1 *).

2.1 Kulturmedien

Kulturmedien fiir Bakteriologie nach DIN 58 942
Teil 1.

2.2 Referenzstamm

Ein Referenzstamm ist ein wvon Kulturensammlungen
(siehe Beiblatt 1 zu DIN 58 959 Teil 7 *) erhdlt-
licher, katalogisierter und in seinen Merkmalen
charakterisierter und definierter Bakterien- oder
Pilzstamm, der bei der Qualitatssicherung einge-
setzt wird.

2.3 Stammkultur

Eine Stammkultur ist eine Subkultur eines Referenz-
stammes, die in den einzelnen Laboratorien weiter-
geziuchtet und aufbewahrt wird. Sie dient als
Ausgangsmaterial fiir die Gebrauchskulturen (= Kon-
trollstamme) im mikrobiologischen Laboratorium.

2.4 Gebrauchskultur

Eine Gebrauchskultur ist eine Subkultur von Stamm-
kulturen, die als Ausgangsmaterialien (= Kontroll-
stamme) fir die Qualitatssicherung dienen.

3 Allgemeine Anforderungep
3.1 Bakterien- und Pilzstamme
3.1.1 Referenzstiamme

Referenzstamme sind von Kulturensammlungen zu be-
ziehen und miissen in geeigneten, z. B. 1in den von
den Kulturensammiungen empfohlenen Kulturmedien an-
gezichtet werden. Sie miissen auf Reinheit und stam-
mestypische Merkmale untersucht und anschlieBend in
ein empfohlenes Stammkulturmedium iiberimpft bzw.
aufbewahrt werden, siehe Abschnitt 3.3 und Ab-
schnitt 4.1.4.

3.1.2 Stammkulturen und Gebrauchskulturen

Stammkulturen und Gebrauchskulturen miissen in ihren
Merkmalen mit den Merkmalen des Referenzstammes
ubereinstimmen. Sie miussen die entsprechenden Merk-
male besitzen, die bei der Qualitatskontrolle wvon
Bedeutung sind.
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*) Z. Z. Entwurf

Bewahrte Methoden zur Herstellung und Aufbewahrung
von Stamm- und Gebrauchskulturen zur Qualitats-
sicherung sind 1im Beiblatt 1 und Beiblatt 2 zu
DIN 58 959 Teil 6 *) aufgefiihrt.

3.1.3 Kennzeichnung

Die Referenzstamme sind durch Angabe des abgekiirz-
ten Namens der Sammlung, der Sammlungsnummer und
einer taxonomischen Bezeichnung eindeutig gekenn-
zeichnet (z. B. E. coli DSM 1103); ATCC- und DSM-
Nummern siehe Beiblatt 2 zu DIN 58 959 Teil 7 *).

Bei der laborinternen Kennzeichnung der Stamm- und
Gebrauchskulturen sollten die Empfehlungen der
ECCCO (European Culture Collection Curator's Orga-
nisation) eingehalten werden [1]:

- Die Stamme sind nur mit der vollen Bezeichnung zu
verwenden.

- Wurden die Stamme urspringlich von einer Kul-
turensammlung bezogen und im eigenen Laboratorium
weiter subkultiviert und als Kontrollstamme auf-
bewahrt, werden sie mit der urspringlichen Nummer
und einem Zusatz neu gekennzeichnet. Der Zusatz
kann numerisch oder alphanumerisch gewdhlt wer-
den. Es ist anzuraten, als Zusatz einen speziel-
len Code zu verwenden, der Bezug auf die Firma
bzw. das Laboratorium nimmt (z. B. aus E. coli
DSM 1103 wird E. coli DSM 1103/LAB3, wobei LAB3
das Laboratorium ist, in dem der Kontrollstamm
aufbewahrt wird).

- Stammt der Kontrollstamm nicht aus einer ECCO-
Kulturensammlung wird der Stamm neu gekennzeich-
net mit der Ursprungsbezeichnung und dem Kon-
trollcode des Laboratoriums oder vorzugsweise mit
dem Kontrollcode des Laboratoriums und einer Num-
mer oder einer Kombination wvon Buchstaben und
Ziffern, die in der Stammkartei die genaue Be-
zeichnung und Herkunft des Stammes erkennen
lassen miissen (siehe Abschnitt 7).

- Jede Anderung der Stammeseigenschaften und Wei-
terzichtung dieses Stammes bedingt eine Anderung
des Zusatzes der Identifikationsnummer.

Nicht gekennzeichnetes Material bzw. ein Stamm ohne
Identifikationsnummer darf nicht verwendet werden.

3.1.4 Anzuchtbedingungen

Die Kulturmedien zur Aufbewahrung von Stamm- und
Gebrauchskulturen dirfen keine Selektivmedien sein.

Zur Aufbewahrung von Stammkulturen sollten die Kul-
turmedien keine Kohlenhydrate enthalten.

Gebrauchliche Kulturmedien ([2], [3], sofern nicht
anders angegeben, zur Anziichtung von Referenzstam-
men sowie die Herstellung von Stamm- und Gebrauchs-
kulturen sind in den Handbichern der Kulturensamm-
lungen sowie im Beiblatt 1 und Beiblatt 2 zu
DIN 58 959 Teil 6 *) aufgefiihrt.

3.2 Bebriitungsdauer und Bebriitungstemperatur

Die Bebriitung der Stamm- und Gebrauchskulturen er-
folgt fur Bakterien bei (36 * 1) °C fir 24 bis
48 h, fir Pilze bei 22 bis 25 °C fur 5 bis 16 d,
je nach Reifezeit des Pilzes (als Richtwert
10 d) bzw. 72 h bei Hefen, sofern im Einzelfall
keine abweichende Temperatur oder Bebriitungszeit
empfohlen wird oder organismenbedingt anzuwenden
ist.
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3.3 Aufbewahrung und Lagerzeitkonservierung von
Bakterien und Pilzen

Fur die Aufbewahrung von Bakterien- und Pilzkultu-
ren im Laboratorium stehen neben der Gefriertrock-
nung zahlreiche und einfache Methoden zur Langzeit-
konservierung zur Verflugung, die jedoch nicht fir
alle Spezies gleichermaBen geeignet sind [2], z. B.

- Trocknen 1in sterilem Sand, wasserfreiem Silica-
Gel oder Molekularsieben

- Trocknen an Glas- oder Keramikperien
- Trocknen in Gelatineplattchen
- Vakuumtrocknung (L-Trocknung)

- Gefriertrocknung (Ein- oder Doppelampullenme-
thode)

- Einfrieren bei etwa - 80 °C

- Aufbewahrung in flussigem Stickstoff
Bakterienkulturen werden auch heute noch zu oft
durch regelimadBiges Uberimpfen auf frische Kulturme-
dien iber langere Zeitraume konserviert. Neben er-
heblichem Zeit- und Materialaufwand sprechen noch
weitere Punkte gegen dieses (Subkultur) Verfahren:

- Kontamination

Selektion von Mutanten

Verlust stammestypischer Eigenschaften

Anderung des Resistenzverhaltens

Verwechslung der Kontrollstamme beim Uberimpfen
- Falsche Beschriftung/Bezeichnung

Neben den noch verwendeten Methoden zur Langzeit-
konservierung, siehe Tabelle 1 und Tabelle 2 sowie
Beiblatt 1 und Beiblatt 2 zu DIN 58 959 Teil 6 *)
haben sich miniaturisierte Verfahren zur Tieftempe-
raturlagerung (Behalter mit fllssigem Stickstoff,
Tiefkihlschrank bzw. Tiefkihltruhe) als besonders
vorteilhaft erwiesen. Hierbei werden Zellsuspen-
sionen 1in Kunststoffhalmen, Glas- oder Keramik-
perlen, Glas- oder Kunststoffkapillaren als Trager
eingefroren (2].

Bewahrter Methoden sind im Beiblatt 1 und Bei-
blatt 2 zu DIN 58 959 Teil 6 *) beschrieben.

3.4 SicherheitsmaBnahmen

Die als Referenzstamme vorgesehenen Bakterien- und
Pilzstamme sind mit einem unterschiedlichen Risiko
fir den Arbeitsausfiihrenden und die Umwelt behaf-
tet. Der Umgang mit solchen Kulturen erfordert ent-
sprechende sicherheitstechnische MaBnahmen nach
DIN 58 956 Teil 1 und [4].

Kulturen sind nur durch fachlich vorgebildete oder
durch unterwiesene Personen zu bearbeiten. Entspre-
chend der jeweiligen Risiko-Gruppe darf mit Bak-
terien- und Pilzstammen nur in Laboratorien Typ 2,
Typ 3 oder Typ 4 nach DIN 58 956 Teil 1 und [4],
gegebenenfalls in einer Sicherheitswerkbank der
Klasse 1, 2 oder 3 nach DIN 12 950 Teil 10 gearbei-
tet werden.

Dariiber hinaus sind die Empfehlungen nach [5], [6]
und [7] zu beachten.
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4 Anzucht und Kontrolle
4.1 Referenzstamme
4.1.1 Bezugsquellen

Um reproduzierbare Resultate bei mikrobiologischen
Priufverfahren und der Qualitatssicherung zu erhal-
ten, ist die Bereitstellung von einheitlichem und
standardisiertem Versuchsmaterial erforderlich. Die
Referenzstamme, die fiir die Qualitatssicherung ein-
gesetzt werden, sind daher von Kulturensammlungen
Zu beziehen. Bezugsquellen sind im Beiblatt 1 zu
DIN 58 959 Teil T *) aufgefiihrt.

4.1.2 Anzucht

Die Anzucht ist unter Beachtung der von den Kultu-
rensammlungen beigelegten Informationen bzw. in
deren Katalogen ausgedruckten Hinweise und Methoden
durchzufiihren.

Sofern nicht anders angegeben, erfolgt die Anzucht
fur Bakterien in Caseinpepton-So jamehlpepton-
Bouillon oder -Agar bei (36 *# 1) °C fir 24 bis
48 h, fur Pilze bei 20 bis 28 °C fur 2 bis 7d
in Sabouraud-, Malzextrakt- oder Czapek-Dox-Medium,
bei Hefen z. B. in supplementiertem Yeast-Nitrogen
(YN)-Medium.

4.1.2.1 Ab Lyophilisat (gefriergetrocknete Kul-
turen)

Das Offnen von Ampullen gefriergetrockneter Kultu-
ren erfolgt nach den Abschnitten 4.1.2.1.1 bis
4.1.2.1.5.

Zur Zeit sind 5 verschiedene Arten von Ampullen in
Gebrauch (siehe Abschnitt 4.1.2.1.1, Bild 1 bis
Bild 5).

Die Ampullentypen der verschiedenen Kulturen-
sammlungen und deren Offnung sind unter Ab-
schnitt 4.1.2.1.1 und Abschnitt 4.1.2.1.2 zusammen-
gefaBt.

4.1.2.1.1 Offnen der Einzelampulle

Die Ampulle wird mit einem Glasmesser etwa in hal-
ber Hohe rundherum angeritzt (siehe Pfeil) und an-
schlieBend oberflachendesinfiziert (z. B. 5 min
einlegen in sporenfreiem Ethanol mit einer Volumen-
konzentration von 80 %).

Danach wird die Ampulle mit einem sterilen Watte-
oder Filzstreifen, steriler Gaze oder sterilem
Zellstoff umwickelt und an der angeritzten Stelle
aufgebrochen.

an der

markierten Glasampulle
Stelle —

anritzen und

aufbrechen gefrierge-

trocknete
Mikroorganismen

Bild 1. Einzelampulle (Typ 1 nach NRRL 1))
(einfache, einwandige Ampulle ohne Watte-
stopfen)

*) Z. Z. Entwurf

') Abkiirzungen der Kultri ernnmnglcumen.LS
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