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Bereitstellung von Stamm- und Gebrauchskulturen von Bakterien

fiir 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 Bakterienkulturen
ist unbedingte Voraussetzung, reproduzierbare Resultate in
mikrobiologischen Prifverfahren zu erhalten. Erforderlich ist die
Bereitstellung von einheitlichem Versuchsmaterial durch stan-
dardisierte Anzucht von Stamm- und Gebrauchskulturen und
deren laufende Uberwachung.

2. Kurzbheschreibung

Von offiziellen Kulturensammlungen bezogene Bakterienstdmme
werden angezilichtet, auf Reinheit und die bekannten, typischen
Stammerkmale untersucht. AnschlieBend werden vierwéchige
Stamm- und einwdéchige Gebrauchskulturen gehalten, die auf
Ubereinstimmung mit dem Original gepriuft werden missen.

3. Sicherheitsmafinahmen

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

‘Werden Kulturen und “Zellmaterial nidit mehr benétigt, sind sie
vor dem Vernichten im Autoklaven zu sterilisieren {mindestens
20 min bei 121 °C).

4, Anzucht und Kontrolle des Materials

41. Bezug der Kulturen

Als Ausgangsmaterial dienen Kulturen aus offiziellen Sanun-
lungen, die entweder als Lyophilisat oder als Lebendkultur auf
Schragagar-Réhrchen bezogen werden kénnen,

! Berufsgencssenschatt fir Gesundheitsdienst und Wohlfahrtspflege: Unfall-

verhutungsvorschrift, Medizinische Laboratoriumsarbeiten (VBG 114).

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

42, Anzuchtder Prifstdmme
4.2,1. Lieferform: Lyophilisat

Ist den lyophilisierten Kulturen 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 alkoholgetrankten (70% v/v Ethanol)
Lappchen umwickelt und aufgebrochen, Es konnen auch
konfektionierte Desinfektionstlicher verwendet werden.
Nach Entfernen der Watte unter sterilen Bedingungen
wird das Lyophilisat mit Nahrlésung (4.3.1.2) bedeckt
und soll nach WiederverschlieBen mit der Watte etwa
15 min stehen. Die so, gegebenenfalls nach Aufrithren,
erhaltene Suspension kann direkt zum Animpfen der
Kulturen und fir die Eingangskontrolle verwendet wer-
den.

Die Anzucht der Stamme erfolgt, sofern nicht anders
angegeben, auf Caseinpepton-Sojamehlpepton-Agar oder
Bouillon (siehe 4.3.1). Alternativ kann das lyophilisierte
Material, sofern es durch leichtes Klopfen vom Glas ge-
16st werden kann, mit einer sterilisierten und befeuch-
teten Ose direkt in ein Rohrchen mit flissigem Medium
ibertragen und nach etwa einer Stunde durch kréftiges
Schitteln suspendiert werden.

4.2,1.2, Von Ampullen, die in einem inneren Réhrchen das Lyo-
philisat enthalten (double-vial-Methode), wird die Spitze
durch Erhitzen und vorsichtiges Auftropfen von Wasser
(Spritzflasche) gesprengt. Das Glas kann durch leichtes
Klopfen entfernt und anschlieBend das innere Rohrchen
mit der Kultur entnommen werden.

Dann wird wie unter 4.2.1.1 beschrieben, weitergearbei-
tet.
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Bild 1: Herslellung von Stammkulturen; Eingangskonlrolle.
1 = Lyophilisal, 2 = Lebendkullur, 3 = Suspensjon von 1 oder 2 in einer Suspension in H,O, 8 = Eingangskonlrolle, § = Uberlragung auf

=

Ndhrlésung, 4 = Plaltenaussirich, 5 =
Rohrchen, 6 = Uberlragung auf Schrigagar-Réhrchen, 7 =

Uberiragung auf Schrigagar-
Herstellung

4.2.2. Lieferform: Lebendkultur

Werden die Prufstamine als Schrdgagarkultur geliefert, wird
eine ausgeglihte und durch Eintauchen in sterilen Agar o. a.
wieder abgekiihlte Impfose Uber die Kultur gezogen und
das anhdngende Zellmaterial in fliissigem Medium suspendiert,
Dabei soll eine sichtbare Tribung des fliissigen Mediums ent-
stehen.

43. Anzuchtbedingungen

4.3.1. Néahrmedien und Lésungen

4.3.1.1. Caseinpepton-Sojamehlpepton-Agar

Zusammensetzung:
15 g Pepton aus Casein
5 g Pepton aus Sojamehl
5 g Natriumchlorid
12-15 g Agar-Agar
37-40 g

4.3.1.1.1. Bereitung:

Die angegebenen Mengen Nahrstoffe werden einem Liter frisch
destilliertein oder vollentsalztem Wasser zugeseizt, unler aus-
giebigem Umschitteln gleichméBig verteill und 15 min geweicht.
Die Lésung wird in vier 300-ml-Nédhrbodenflaschen umgeftllt.
Die Sterilisation erfolgt im Autoklaven 15 min bei 121 °C mil
aufgeselzten Kapsenbergkappen. Der pH-Wert des gebrauchs-
fertigen Néhrbodens soll bei 20 °C 7,4 £ 0,2 betragen.

4.3.1.1.1.1. Vorbereitung der Petrischalen:

Nach Abkiihlen des Nahrbodens aul ca. 45°C werden in die
sterilen Petrischalen jeweils etwa 10 ml des fliissigen sterilen
Né&hrbodens unter sterilen Bedingungen eingegossen und der

Schrdgagar-Réhrchen, 10 = Ubertragung in Ndhrlésung, 11 = Lagerung
der Stammkuitur bei 4 °C,

Nahrboden erstarren gelassen. Sofort nach dem EingieBen wird
der Petrischalendeckel aufgelegl. Die Petrischalen mit Néhr-
boden sind bei + 4°C aufzubewahren, eine Lagerzeit von
14 Tagen darf nicht iiberschritten werden.

4.3.1.1.1.2. Vorbereitung der Reagenzgldser:

Nach Abkiihlen des Néhrbodens auf ca. 45 °C werden in die
sterilen Reagenzglaser jeweils etwa 10 ml des flissigen sterilen
Néahrbodens unter sterilen Bedingungen eingegossen und soforl
mit sterilen Zellstoffstopfen verschlossen. Die Reagenzgldser
werden so gelegt, daB der Nahrboden mit schrédger Oberflache
erstarrt. Sie sind bei + 4 °C aufzubewahren, eine Lagerzeit von
14 Tagen darf nicht Giberschritten werden.

4.3.1.2, Caseinpepton-Sojamehlpepton-Bouillon

Zusamulensetzung:

17 g Pepton aus Casein

3 g Peplon aus Sojamehl
5 g Natriumchlorid

2,5gD (+) - Dextrose - H,0O
2,5 g di-Kaliumhydrogenphosphat
30 g
4.3.1.2.1. Bereitung:

Die angegebenen Mengen Néhrstoffe werden einem Liter frisch
destillierten oder vollentsalztem Wasser zugesetzt. Anscilie-
Bend wird im Dampftopf bis zur vollstandigen Losung gekocht
und in vier 300-ml-Nahrbodenflaschen umgeftllt. Die Sterilisa-
tion erfolgt im Autoklaven 15 min bei 121 °C mit aufgesetzten
Kapsenbergkappen. Der pH-Wert des gebrauchslertigen Né&hr-
bodens soll bei 25°C 7,3 * 0.3 betragen. Ist dies nicht der Fall,
muB mit 1 mol/l Natronlauge oder 1 mol/l Salzsdure eingestellt
werden.
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Bild 2: Anzucht der Gebrauchskulturen; Reinheitskontrollen.
1 = Stammkultur, 2 = Beimpfung der Vorkultur, 3 = nach etwa 24stiin- impilen Kulturen zu Priifzwecken, 10 = neue Stammkultur, 11 = Be-

diger Bebriitung kalt stellen, 4-7 = Uberimpfung der Gebrauchskullur,
8 = Ausstrich fiir Reinheitskontrollen, 9 = Verwendung der zuvor {iber-

Die Bouillon ist bei 4 °C aufzubewahren, eine Lagerzeit von
14 Tagen darf nicht tiberschritten werden.

4,3.1.3. Physiologische Kochsalzlésung

8,5 g Natriumchlorid, reinst

4.3.1.3.1. Bereitung:

Die angegebene Menge wird in 1000 ml frisch destilliertes oder
vollentsalztes Wasser, das einen pH-Wert nicht unter 6 haben
soll, gegeben und gel&st. Die frisch angesetzte Lésung wird auf
drei Nahrbodenflaschen verteilt und 15 min bei 120 °C sterili-
siert. Die Losung mufl bei Lagerung bei Zimmertemperatur in-
nerhalb von acht Tagen verbraucht werden. Wird sie bei + 4 °C
gelagert, darf eine Lagerzeit von 14 Tagen nicht iiberschritten
werden. Es ist auch moglich, diese Lésung tiber Membranfilter
zu sterilisieren.

4.3.2. Bebriitungsdauer und -temperatur

Sofern im Einzelfall nicht anders angegeben, erfolgt die Bebriu-
tung der Kulturen bei 30 °C. Die Dauer der Bebriitung soll fir
Stammkulturen 48 Stunden, fiir Gebrauchskulturen 16-24 Stun-
den betragen. Nur die erste, sechzehn Stunden vorbebritete
Wochenkultur wird iiber das Wochenende bei etwa 4 °C auf-
bewahrt.

44, Eingangskontrolle

In der Eingangskontrolle soll die Kultur ab Lyophilisat bzw.
Lebendkuliur auf Reinheit, spezifische Art- und evtl. Stamn-
charakteristika untersucht werden. Dabei mul ein Ausstrich der
Kultur aus der ab Lyophilisat oder Lebendkultur hergestellten
Suspension visuell frei von Fremdinfektionen und einheitlich
sein. AnschlieBend werden, soweit moglich, morphologische
und biochemische Merkmale Uberprift. Zu dieser Priiffung wird

impfung der Vorkultur.

die zur Beimpfung der Stammkulturen hergestellte Suspension
(vergleiche 5.) verwendet.

Bei positivem Ausgang der Uberprifung 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 (vgl. Bild 1)

Unter Stammkulturen werden Lebendkulturen auf festen Nahr-
béden verstanden, die als Ausgangsmaterial fir die wdchent-
lichen Gebrauchskulturen dienen. Sie stammen direkt aus einer
offiziellen Sammlung von Mikroorganismen, die die Eingangs-
kontrolle beslanden haben. Jede Stammkultur wird nur einmal
fiir die Herstellung von Gebrauchskulturen oder fiir die Ein-
gangskontrolle verwendet.

Ein Schrdagagar-Rohrchen (4.3.1.1.2) wird aus der ab Lyophilisat
(4.2.1) oder aus der ab Lebendkultur (4.2.2) hergestellten Suspen-
sion unter Verwendung einer Use beimpft. Nach einer Bebrii-
tung von 72 Stunden bei 30 °C wird aus dieser Kultur auf ein
frisches Schrégagar-Réhrchen iibertragen, das 24 Stunden be-
briitet wird.

Zur Herstellung von Stammkulturen wird Zellmaterial dieses
Rohrchens in steriler physiologischer Kochsalzlésung (4.3.1.3)
suspendiert, so dall eine deutliche Triihung entsteht, Mindestens
finf Schragagar-Rohrchen werden mit dieser Suspension be-
impft, 48 Stunden bebriitet und unter Beachtung des Austrock-
nungsschutzes maximal vier Wochen bei etwa 4 °C gelagert.

Nach Ablauf dieser Zeit kénnen bis ldngstens secis Monate
neue Stammkulturen aus einer vierwdchigen Stammkultur an-



gelegt werden. Parallel hierzu ist das Verfahren der Eingangs-
kontrolle zu wiederholen.

6. Herstellung von Gebrauchskulturen (vgl. Bild 2}

Gebrauchskulturen sind 16- bis 24stiindige Kulturen im Flissig-
Medium. Sie werden wochentlich von einer neuen Stammkultur
abgeimpft und (mit Ausnahme der ersten Vorkultur) tdglich
weiter iberimpft. Hierzu wird eine Use Material ibertragen.
Parallel mit den tdglichen Uberimpfungen der Gebrauchskultu-
ren werden Ausstriche auf Agarplatten (4.3.1.1.1.1) gemacht, um
Reinheit und Homogenitdt der Kultur visuell ilberprifen zu
koénnen, Zeigt sich bei dieser Kontrolle eine Kontamination,
so ist die Gebrauchskultur zu verwerfen, und es muB auf eine
reine Stammkultur zuriickgegriffen werden,

7. Maximal zuldssige Einsatzzeitspannen fiir verschiedene
Kulturen

Die aus einer Sammlung bezogenen lyophilisierten Kulturen
kénnen in ungeéffnetem Zustand bei etwa 4 °C Uber mehrere
Jahre gelagert werden.

Fir andere Kulturen sind folgende Einsatzzeitspannen zu be-
ricksichtigen:

— gelieferte Lebendkulturen 4 Wochen,
— angelegte Stammkulturen 4 Wochen,
— Gebrauchskulturen 1 Tag.

Nach einem Zeitraum von sechs Monaten sollen alle Prifstdimme
durch neue Sammlungskulturen ersetzt werden.

8. Verfahren zur charakterisierenden Untersuchung von
Bakterien

Hierzu wird auf die Literatur verwiesen.

9. Priifbericht

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

— Stammsammlung

— Sammlungsnummer

— Né&hrmedien

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

— Ort

10. Anmerkungen

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

10.2. Die Néahrmedien kénnen aus Trocken-Ndhrbdéden herge-
stellt oder fertig zubereitet (Fertigplatte, Einwegrohrchen)
in den Zusammensetzungen, wie beschrieben, bezogen
werden.

Trockenndhrmedien werden nach den Vorschriften des Her-
stellers aufgelost, gekocht und sterilisiert.

10.3. Die Herstellercodes sind wie folgt:

Caseinpepton-Sojamehlpepton-Agar:
Becton, Dickinson (BBL) 11043
OXOID CM 131

Caseinpepton-Sojamehlpepton-Né&hrlésung:
Becton, Dickinson (BBL) 117 68
OXOID CM 129
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