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Bereitstellung von Stamm- und Gebrauchskulturen von Pilzen

fir mikrobiologische Priifverfahren

Herausgegeben von der Arbeitsgruppe ,Mikrobiologie der Packstoffe”
in Zusammenarbeit mit der Gesellschaft fiir Biotechnologische Forschung mbH, DSM — Deutsche Sammlung von Mikroorganismen —
Gottingen

1. Zweck und Anwendung

Einheitliches Vorgehen bei der Anzucht von Kulturen ist unbe-
dingte Voraussetzung, reproduzierbare Resultate in mikrobio-
logischen Prifverfahren zu erhalten. Erforderlich ist die Bereit-
stellung von einheitlichem Versuchsmaterial, die standardisierte
Anzucht von Stamm- und Gebrauchskulturen und deren laufende
Uberwachung.

2. Kurzbeschreibung

Von offiziellen Kulturensammlungen bezogene Pilzstémme wer-
den angeziichtet, auf Reinheit und die bekannten, typischen
Stammerkmale untersucht. AnschlieBend werden zehnwochige
Stamm- und zweiwdchige Gebrauchskulturen gehalten, die auf
Ubereinstimmung mit dem Originalstamm geprift werden
mussen.

3. Sicherheitsmafinahmen

Da eine Gefdhrdung nie mit Sicherheit ausgeschlossen werden
kann, sollten alle Manipulationen mit dem lebenden Material
unter Beachtung der Sicherheitsbestimmungen fiir mikrobiolo-
gische Laboratorien von entsprechend geschultem Personal
durchgefiihrt werden!.

‘Werden Kulturen und Zellmaterial nicht mehr benétigt, sind sie
vor dem Vernichten im Autoklaven zu sterilisieren (mindestens
20 min bei 121 °C}.

t Berufsgenossenschaft fiir Gesundheitsdienst und Wohlfahrtspflege: Unfall-

verhiitungsvorschrift, Medizinische Laboratoriumsarbeiten (VBG 114).

4. Anzucht und Kontrolle des Materials

41, Bezug der Kulturen

Als Ausgangsmaterial dienen Kulturen aus offiziellen Samm-
lungen, die entweder als Lyophilisat oder als Lebendkultur auf
Schrdgagar-Rohrchen bezogen werden konnen,

Die Kulturen sind durch Angabe einer taxonomischen Bezeich-
nung (Gattungs- und Artname) und einer Sammlungsnummer
eindeutig gekennzeichnet. Nicht gekennzeichnetes Material soll
nicht verwendet werden.

42. Anzucht der Prifstdamme
4.2.1, Lieferform: Lyophilisat

Ist den lyophilisierten Ampullen keine Anleitung zur Wieder-
belebung des Materials beigefiigt, kann im allgemeinen wie
folgt vorgegangen werden:

4.2.1.1. Einfache, dickwandige Ampullen werden genau in der
Mitte des Wattebausches mit einer Ampullenfeile ange-
ritzt, mit einem alkoholgetrdnkten (70%0 v/v Ethanol)
Lappchen umwickelt und aufgebrochen. Es kénnen auch
konfektionierte Desinfektionstiicher verwendet werden.
Nach Entfernen der Watte unter sterilen Bedingungen
wird das Lyophilisat mit Nahrlésung (4.2.1.2) bedeckt
und soll nach WiederverschlieBen mit der Watte etwa
15 min stehen. Alternativ kann das lyophilisierte Ma-
terial, sofern es durch leichtes Klopfen vom Glas gelést
werden kann, mit einer sterilisierten und befeuchteten
Ose direkt in ein R6éhrchen mit flissigem Medium iiber-
tragen und nach etwa einer Stunde durch kriftiges
Schiitteln suspendiert werden.



Die so, gegebenenfalls nach Aufriihren, erhaltene Sus-
pension kann direkt zum Animpfen der Kulturen ver-
wendet werden.

Die Anzucht der Stdmme erfolgt, sofern nicht anders an-
gegeben, auf mykologischen Standardmedien, wie Pilz-
ndhrboden nach Sabouraud, Malzextrakt- oder Czapek-
Dox-Medium (4.3.1.1).

4.2.1.2, Von Ampullen, die in einem inneren Rohrchen das
Lyophilisat enthalten (double-vial-Methode}, wird die
Spitze durch Erhitzen und vorsichtiges Auftropfen von
Wasser (Spritzflasche) gesprengt. Das Glas kann durch
leichtes Klopfen entfernt und anschliefend das innere
Roéhrchen mit der Kultur entnonimen werden.

Dann wird, wie unter 4.2,1.1 beschrieben, weiter gear-
beitet.

4.2.2. Lieferform: Lebendkultur

Werden die Priifstimme als Schrédgagarkultur geliefert, wird im
Fall sporenbildender Pilze eine ausgegliihte und durch Ein-
tauchen in sterilen Agar o.da. wieder abgekiihlte Impfése iiber
die Kultur gezogen und das anhdngende Sporen/Myzel-Gemisch
direkt zum Animpfen der Kultur verwendet.

Reine Myzelkulturen werden durch Ausstechen eines kleinen,
myzeldurchwachsenen  Agarblédkchens (Kantenldnge etwa
2-3 mm) zum Animpfen verwendet.

43. Anzuchtbedingungen
4.3.1. Ndhrmedien
4.3.1.1. Néahragar

4.3.1.1.1, Pilznahrboden nach Sabouraud, modifiziert:
Zusammensetzung:

5 g Pepton aus Casein, tryptisch verdaut
5 g Pepton aus Fleisch, tryptisch verdaut
10 g D(+)-Dextrose - H,O
10 g Maltose - H,O

10-15 g Agar-Agar

40-45 g

4.3.1.1.2, Malzextrakt-Agar:
Zusammensetzung:

30 g Malzextrakt
3 g Pepton aus Sojamehl
10-15 g Agar-Agar
43-48 g

4.3.1.1.3. Czapek-Dox-Agar:
Zusammensetzung:

30 g Saccharose
3 g Natriumnitrat
0,5 g Magnesiumsulfat
0,5 g Kaliumchlorid
0,01 g Eisen(II)-sulfat
1,0 g di-Kaliumhydrogenphosphat
10-13 g Agar-Agar
45-48 g

4.3.1.1.4. Bereitung:

Die angegebenen Mengen Néhrstoffe werden einem Liter frisch
destilliertem oder voll entsalztem Wasser zugesetzt und unter
ausgiebigem Schiitteln gleichméBig verteilt. AnschlieBend wird
im Dampftopf bis zur vollstdndigen Losung gekocht und in vier
300-ml-Ndhrbodenflaschen umgefiillt. Die Sterilisation erfolgt im
Autoklaven 15 min bei 120 °C mit aufgesetzien Kapsenberg-
kappen. Der pH-Wert der fertigen Nahrmedien (4.3.1.1.1 und
4.3.1,1.2} soll 56 * 0,1, bezogen auf eine MeBtemperatur von
20 °C, betragen. Falls erforderlich, wird der pH-Wert des Néhr-
mediums mit 1 mol/l Natronlauge oder 1 mol/l Salzsdure einge-
stellt, Der pH-Wert des Nahrmediums 4.3.1.1.3 betrdgt 7,3 +0,1.

4.3.1.1.4.1. Vorbereitung der Petrischalen:

Nach Abkiihlen des Néhrbodens auf ca. 45 °C werden in sterilen
Petrischalen jeweils etwa 10 ml des flissigen sterilen Nihr-
bodens unter sterilen Bedingungen eingegossen und der Néhr-
boden erstarren gelassen. Sofort nach dem EingieBen wird der
Petrischalendeckel aufgelegt. Die Petrischalen mit N&dhrboden
sind bei -+ 4°C aufzubewahren, eine Lagerzeit von 14 Tagen
darf nicht iiberschritten werden., Kondenswasserbildung auf dem
Dedkel der Petrischale ist zu vermeiden,

4.3.1.1.4.2. Vorbereitung der Reagenzgléser:

Nach Abkiihlen des Né&hrbodens auf ca. 45 °C werden in die
sterilen Reagenzglédser jeweils etwa 10 ml des fliissigen sterilen
Néahrbodens unter sterilen Bedingungen eingegossen und sofort
mit sterilen Zellstoffstopfen verschlossen. Die Reagenzglaser
werden so gelegt, daB der Nahrboden mit schrdager Oberfliche
erstarrt. Sie sind bei + 4°C aufzubewahren, eine Lagerzeit
von 14 Tagen darf nicht tiberschritten werden.

4.3.1.2. Néhrlésungen

4.3.1.2,1, Pilzndhrlésung nach Sabouraud, modifiziert:
Zusammensetzung:

5 g Pepton aus Casein, tryptisch verdaut
5 g Pepton aus Fleisch, tryptisch verdaut
10 g D(+)-Dextrose - H,O

10 g Maltose - H,O

30g

4.3.1.2.2, Malzextraktlosung:
17 g Malzextrakt

4.3.1.2.3. Bereitung:

Die angegebenen Mengen Néahrstoffe werden einem Liter frisch
destilliertem oder voll entsalztem Wasser zugesetzt. Anschlie-
Bend wird im Dampftopf bis zur vollstdndigen Loésung gekocht
und in vier 300-ml-Nahrbodenflaschen umgefiillt. Die Sterilisa-
tion erfolgt im Autoklaven 15 min bei 120 °C mit aufgesetzten
Kapsenbergkappen. Der pH-Wert des gebrauchsfertigen Néhr-
bodens soll bei 20 °C 5,6 £ 0,1 betragen. Ist dies nicht der Fall,
muB mit 1 mol/l Natronlauge oder 1 mol/l Salzsdure eingestellt
werden. Die Loésungen missen bei Lagerung bei Zimmer-
temperatur innerhalb von acht Tagen verbraucht werden.

Werden sie bei + 4 “C gelagert, darf eine Lagerzeit von 14 Ta-
gen nicht iberschritten werden. Es ist auch moglich, diese Lo-
sungen Uber Membranfilter (Porengréfie ca. 0,2 pm) zu sterilisie-
ren.

4.3.2. Bebriitung
4.3.2.1. Temperaiur

Sofern im Einzelfall nicht anders angegeben, erfolgt die Bebri-
tung der Kulturen bei (22 £ 1) °C,

4.3.2.2. Dauer

Die Dauer der Bebriitungszeit ist abhdngig von der Entwick-
lungsgeschwindigkeit des Pilzes, sie kann zwischen drei und
16 Tagen variieren, Als Richtwert kénnen zehn Tage angenom-
men werden.

44. Lagerung der Kulturen

Optimal entwickelte Kulturen werden im Fall von Stammkul-
turen maximal 10 Wochen, im Fall von Gebrauchskulturen
maximal 14 Tage bei (4 £ 1) °C gelagert. Stammkulturen miis-
sen vor dem Austrocknen geschiitzt werden.

45 . Eingangskontrolle

In der Eingangskontrolle soll die Kultur ab Lyophilisat bzw. ab
Lebendkultur auf Reinheit, spezifische Art- und eventuell
Stammcharakteristika untersucht werden. Dabei mufl die Kultur
frel von Fremdinfektionen und einheitlich sein (vergleiche 8.).
AnschlieBend werden, soweit méglich, morphologische und bio-
chemische Merkmale tiberpriift.



Konserve Suspension

weitere nach

Bedarf

:

Prifung

Eingangskontrolle

g
?

Stammkulturen

(maximal 10 Wochen

lagern)

]
/1
?i

y

Prifung

weitere
nach Bedarf

weitere nach
Bedarf

\

Gebrauchskulturen

Arbeitschema gemdaB Abschnill 5.

Bei positivem Ausgang der Uberpriifung dient die Kultur als
Ausgangsmaterial zur Anlage der Stamm- und Gebrauchskul-
turen.

Bei negativem Ergebnis ist die Sammlung, von der der Stamm
bezogen worden war, zu benachrichtigen. '

5. Herstellung von Stammkulturen

Unter Stammkulturen werden Lebendkulturen auf festen Nahr-
bdden verstanden, die als Ausgangsmaterial flir die wodchent-
lichen Gebrauchskulturen dienen. Sie stammen direkt von einem
Lyophilisat bzw. einer Lebendkultur einer offiziellen Sammlung
von Mikroorganismen, die die Eingangskontrolle bestanden
haben.

Die Schragagar-Réhrchen eines geeigneten Mediums (4.3.1.1) mit
Kulturen im optimalen Reifezustand (4.3.2) werden unter Beach-
tung des Austrocknungsschutzes maximal 10 Wochen bei
4 * 1) °C gelagert,

Nach Ablauf dieser Zeit wird mit neuem Basismaterial gestar-
tet (vergleiche das Arbeitsschema im Bild).

6. Herstellung von Gebrauchskulturen

Gebrauchskulturen auf Schrdgagar, Petrischalen o.4d. dienen
unmittelbar der Herstellung von Sporen- oder Myzelsuspen-
sionen bzw. konnen direkt fiir Prifzwecke verwendet werden.
Sie haben ihren Ursprung in Stammkulturen, aus denen sie ent-
sprechend dem aktuellen Bedarf so angesetzt werden, daBl sie
im optimalen Reifezustand vorliegen. Sie werden nach Gebrauch
umgehend vernichtet (siehe 3.}.

7. Zwischenkontrolle

Neben der umfassenden Eingangskontrolle miissen alle Kul-
turen laufend auf Reinheit und Ubereinstimmung mit dem Ori-
ginal Uberpriift werden.

8. Verfahren zur charalkterisierenden Untersuchung von
Schimmelpilzen

8.1, Mikroskopisches Prdparat
(Adhédsionsprédparat)

8.1.1, Material
8.1.1.1. Néahragar nach 4.3.1.1.

8.1.1.2. Hohlgeschliffene Objekttrdger (24 x 76) und groBe Deck-
gldser (24 x 40)

8.1.1.3.
8.1.1.4.

Objekttragerhalter und Pinzette
Kleiner Pinsel und Vaseline

8.1.1,5. Feuchte Kammer, z.B. rechteckige Prédparatengldser mit
Dedkel (ausgestattet mit feuchtem Zellstoff bzw. Filtrier-
papier auf dem Boden liegend und mit zwei, dartiber im
geringen Abstand parallel verlaufenden Glasstdben als
Objekttrdgerbank; Glasstdbe an der seitlichen Wandung
des Priparatenglases, z. B. mit Knetmasse, fixiert).

8.1.2. Durchfithrung

8.1.2.1. Einen hohlgeschliffenen Objektitrdger sterilisieren, in-
dem er ausreichend durch die Bunsenbrennerflamme
gezogen wird (Objekttragerhalter).

Den Objekttragerhalter mit dem sterilisierten Objekt-
trdger (Hohlseite nach oben} vor sich auf den Tisch
stellen.



8.1.2,2. Danach ein Deckgldschen mit einer Pinzette in Ethanol
tauchen, den Alkohol abbrennen lassen und sofort einen
Tropfen mit geschmolzenem, auf 50°C abgekiihlten
Néhragar (mit steriler Impfése Nahrboden 1-3 x ent-
nehmen) in die Mitte des Deckgldschens geben.

8.1.2.3. Mit steriler Impfose sehr wenig Sporenmaterial von der
zu Uberprifenden Pilzkultur entnehmen und auf den
Agartropfen in die Mitte impfen.

8.1.2.4. Den Hohlraum des sterilisierten Objekttrdgers vorsich-
tig anhauchen und umgehend das Deckglaschen sorgfal-
tig Uber den Hohlraum des Objekttrdgers setzen, indem
der beimpfte Agartropfen in der Mitte dieses Hohl-
raumes zwischen Deckglas und Objekttrdger zu liegen
kommt.

Mit einem kleinen, sauberen Pinsel Vaseline auf drei
Seiten des Deckglases zum Fixieren auf den Objekt-
trager bringen.

8.1.2,5. Das fertige Prdparat sogleich in die feuchte Kammer auf
die Glasbank iiberfithren, Deckel wieder auf das Préapa-
ratenglas setzen und bei etwa 22 °C die Objekttréger-
kulturen bebriiten. Vom dritten Tag an tdglich mikro-
skopisch kontrollieren, bis die typischen Wuchsformen
des Pilzes deutlich erkennbar sind.
Merkmale:

Entwicklung des Myzels innerhalb und auBerhalb des
Agartropfens.

Wuchsformen und Sporen besonders im Luftraum zu
erkennen. Diese Objekttrdgerkultur kann mikroskopisch
gut untersucht werden.

82. Riesenkolonie
8.2.1. Material

8.2.1.1, Nahragar nach 4.3.1.1,
8.2.1.2. Impfnadel

8.2.2.
8.2.2.1. Platten wenden, so dafl Deckel unten liegt.

Durchfithrung

8.2.2.2. Ausgeglihte Impfnadel in sterile, fliissige Nahrlosung
(4.3.1.2) tauchen, dann mit der nun klebrigen Spitze
Sporen von der Kultur entnehmen.

8.2.2,3. Boden der Petrischale abheben mit Agarschicht nach
unten hangend, von unten mit der mit Sporen ver-
sehenen Impfnadelspitze — vorsichtig nach oben ge-
fiihrt — die Mitte der Flache in einem Punkt beimpfen;
ein Vibrieren der Nadel ist wegen mdéglicher Streubeimp-
fung zu vermeiden.

8.2.2.4. Kultur hdngend bei etwa 22 °C bebriiten, tédglich kon-
trollieren.
Merkmale:

Wachstumsgeschwindigkeit (Durchmesser der Kolonie
am 3., 5. usw. Tag), Form der Pilzkolonie, Farbung, Zeich-

nung der Oberflache und der Kolonieunterseite und
evtl. Verfdrbung des Substrates, Exsudatbildung in der
Kolonie usw.

Die Riesenkolonie kann zusédtzlich auch noch auf Czapek-Dox-
Agarplatten angelegt werden.

9. Priifbericht

Im Priifbericht sind unter Hinweis auf dieses Merkblatt anzu-
geben:

— Stammsammlung

— Sammlungsnummer

— Nahrmedien

— Datum der Animpfung der ersten Kultur
— Ergebnis der Untersuchung auf Reinheit
— Prifer

— Ort

10. Anmerkungen

10.1. Mikroorganismen kénnen von der DSM — Deutsche Samm-
lung von Mikroorganismen, Gesellschaft fiir Biotechnolo-
gische Forschung mbH, Griesebachstr, 8, 3400 Géottingen,
bezogen werden.

10.2. Die Né&hrmedien kénnen auch aus Trocken-Né&hrbdden her-
gestellt oder fertig zubereitet (Fertigplatte, Einwegrdhr-
chen) in den Zusammensetzungen, wie beschrieben, bezo-
gen werden. Trockenndhrmedien werden nach den Vor-
schriften des Herstellers aufgeldst, gekocht und sterilisiert.

10.3. Die Herstellercodes sind wie folgt:

Malzextrakt-Agar:

Merck 5398

Becton, Dickinson (BBL) 11403
Difco B112

OXOID CM 59

Malzextrakt-Nahrlosung:
Merck 5397

Becton, Dickinson (BBL) 11406
Difco B113

OXOID CM 57

Pilzndhrboden nach Sabouraud, modifiziert:
Merck 7662

Becton, Dickinson (BBL) 11591

Difco B110

OXOID CM 41a

Pilznghrlésung nach Sabouraud:
Merck 5399

Becton, Dickinson (BBL) 10986
Difco B429

Czapek-Dox-Agar:
Merck 5460

Difco B339
OXOID CM 97
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