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Vorwort

Diese Norm wurde vom NA 063-05-10 AA ,Chemotherapeutische Untersuchungsmethoden” des Normen-
ausschusses Medizin (NAMed) im DIN Deutsches Institut fiir Normung e. V. in Zusammenarbeit mit der Paul-
Ehrlich-Gesellschaft fir Chemotherapie (PEG) und der Deutschen Gesellschaft fir Hygiene und Mikrobiologie
(DGHM) erarbeitet.

DIN 58940 Medizinische Mikrobiologie — Empfindlichkeitsprifung von mikrobiellen Krankheitserregern gegen
Chemotherapeutika besteht aus (Beiblatter werden nicht aufgefiihrt):

— Teil 1: Begriffe

— Teil 2: Wirkstofftréger fiir den Agar-Diffusionstest

— Teil 3: Agar-Diffusionstest

— Teil 4: Bewertungsstufen fiir die minimale Hemmkonzentration

— Teil 6: Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration nach der Agar-Dilutionsmethode
— Teil 7: Bestimmung der minimalen bakteriziden Konzentration (MBK) mit der Mikrodilution
— Teil 8: Mikrodilution — Allgemeine methodenspezifische Anforderungen

— Teil 9: Regressionsanalyse zur Korrelation von Hemmhofdurchmesser (HHD) und minimaler Hemm-
konzentration (MHK)

— Teil 10: Kriterien fiir die Bewertung der In-vitro-Wirksamkeit neuer Chemotherapeutika

— Teil 20: Codierung von antimikrobiellen Wirkstoffen

— Teil 31: Ergénzende Verfahren bei der Empfindlichkeitspriifung

— Teil 81: Mikrodilution — Spezielle Anforderungen an die Testung von nicht anspruchsvollen Bakterien
— Teil 82: Mikrodilution — Spezielle Anforderungen an die Testung von anspruchsvollen Bakterien

— Teil 83: Mikrodilution — Spezielle Anforderungen an die Testung von obligat anaeroben Bakterien

— Teil 84: Mikrodilution — Spezielle Anforderungen an die Testung von Pilzen gegen Antimykotika

Anderungen
Gegeniiber DIN 58940-6:1989-06 wurden folgende Anderungen vorgenommen:

a) Ausdehnung des Anwendungsbereiches auf Anaerobier, bestimmte anspruchsvolle Bakterienspezies und
Sprosspilzarten;

b) Anpassung der Festlegungen an den Stand der Wissenschaft;
c) zweisprachige Veroffentlichung (deutsch/englisch);

d) redaktionelle Uberarbeitung.
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Friilhere Ausgaben

DIN 58940-6: 1979-08, 1989-06

Einleitung

Der Agar-Dilutionstest empfiehlt sich insbesondere zur gleichzeitigen (Referenz-)Testung einer groRen Zahl
an lIsolaten, ist jedoch aufgrund des relativ hohen Aufwandes nur bedingt fir den Routineeinsatz zur
Empfindlichkeitsprifung geeignet.

1 Anwendungsbereich

Diese Norm gilt fir die Empfindlichkeitsprifung von Mikroorganismen gegenuber Chemotherapeutika mittels
der Agar-Dilutionsmethode fur:

— aerobe schnell wachsende Bakterienspezies;

— (in Bezug auf Wachstum) bestimmte anspruchsvolle Bakterienspezies ;

— obligat anaerob wachsende Bakterienspezies;

— Sprosspilzarten.

Da die Durchfiihrung dieser Methode fiir alle genannten Anwendungsbereiche im Prinzip gleich ist, legt diese
Norm die grundlegenden Anforderungen an eine effektive Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration
(MHK) mit der Agar-Dilution fest mit dem Ziel, vergleichbare (d.h. wiederholbare und reproduzierbare)

Ergebnisse zu sichern.

Alle weiterfiihrenden Standardmethoden zur Empfindlichkeitspriifung spezieller Mikroorganismen mit der Agar-
Dilution bauen auf den Elementen dieser Norm auf.

2 Normative Verweisungen

Die folgenden zitierten Dokumente sind fiir die Anwendung dieses Dokuments erforderlich. Bei datierten
Verweisungen gilt nur die in Bezug genommene Ausgabe. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte
Ausgabe des in Bezug genommenen Dokuments (einschlieRlich aller Anderungen).

DIN 12339, Laborgeréte aus Glas — Petrischalen

DIN 12696, Laborgeréte aus Glas — Messpipetten fiir vélligen Ablauf, Klasse A und Klasse B

DIN 12697, Laborgeréte aus Glas — Messpipetten, schnell ablaufend, Wartezeit 15 Sekunden, Klasse AS

DIN 58936-1, Qualitédtssicherung in der Laboratoriumsmedizin — Teil 1: Grundbegriffe

DIN 58940-1, Medizinische Mikrobiologie — Empfindlichkeitspriifung von mikrobiellen Krankheitserregern
gegen Chemotherapeutika — Teil 1: Begriffe

DIN 58940-3, Medizinische Mikrobiologie — Empfindlichkeitspriifung von mikrobiellen Krankheitserregern
gegen Chemotherapeutika — Teil 3: Agar-Diffusionstest
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DIN 58940-4, Medizinische Mikrobiologie — Empfindlichkeitspriifung von mikrobiellen Krankheitserregern
gegen Chemotherapeutika — Teil 4: Bewertungsstufen fiir die minimale Hemmkonzentration

DIN 58940-81, Medizinische Mikrobiologie — Empfindlichkeitspriifung von mikrobiellen Krankheitserregern
gegen Chemotherapeutika — Teil 81: Mikrodilution; Spezielle Anforderungen an die Testung von nicht
anspruchsvollen Bakterien

DIN 58940-82, Medizinische Mikrobiologie — Empfindlichkeitspriifung von mikrobiellen Krankheitserregern
gegen Chemotherapeutika — Teil 82: Mikrodilution; Spezielle Anforderungen an die Testung von anspruchs-
vollen Bakterien

DIN 58940-83, Medizinische Mikrobiologie — Empfindlichkeitspriifung von mikrobiellen Krankheitserregern
gegen Chemotherapeutika — Teil 83: Mikrodilution; Spezielle Anforderungen an die Testung von obligat
anaeroben Bakterien

DIN 58940-84, Medizinische Mikrobiologie — Empfindlichkeitspriifung von mikrobiellen Krankheitserregern
gegen Chemotherapeutika — Teil 84: Mikrodilution; Spezielle Anforderungen an die Testung von Pilzen
gegen Antimykotika

DIN 58959-3, Qualitdtsmanagement in der medizinischen Mikrobiologie — Teil 3: Anforderungen an Unter-
suchungsauftrag und Befundbericht

DIN 58959-14, Qualitdtsmanagement in der medizinischen Mikrobiologie — Teil 14: Anforderungen an den
Einsatz von Kontrollstdmmen bei der Empfindlichkeitspriifung von aeroben Bakterien

DIN 58959-15, Qualitdtsmanagement in der medizinischen Mikrobiologie — Teil 15: Anforderungen an den
Einsatz von Kontrollstdmmen bei der Empfindlichkeitspriifung von anaeroben Krankheitserregern

DIN 58959-16, Qualitdtsmanagement in der medizinischen Mikrobiologie — Teil 16: Anforderungen an den
Einsatz von Kontrollstdmmen bei der Empfindlichkeitspriifung von speziellen Bakterien

DIN 58959-19, Qualitatsmanagement in der medizinischen Mikrobiologie — Teil 19: Anforderungen an den
Einsatz von Kontrollstdmmen bei der Untersuchung von Pilzen

DIN EN ISO 385, Laborgeréte aus Glas — Biuiretten (ISO 385:2005)

DIN EN 12128, Biotechnik — Laboratorien fiir Forschung, Entwicklung und Analyse — Sicherheitsstufen
mikrobiologischer Laboratorien, Gefahrenbereich, Rdumlichkeiten und technische Sicherheitsanforderungen

3 Begriffe

Far die Anwendung dieses Dokuments gelten die Begriffe nach DIN 58936-1.

4 Bezeichnung

Bezeichnung der Empfindlichkeitsprifung von mikrobiellen Krankheitserregern gegen Chemotherapeutika nach
der Agar-Dilutionsmethode (AD):

Agar-Methode DIN 58940-6 — AD
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5 Untersuchungslaboratorium und Ausriistung

5.1 Untersuchungslaboratorium

Die Untersuchung muss in einem medizinisch-mikrobiologischen Laboratorium durchgefiihrt werden, das
mindestens der Sicherheitsstufe 2 (S 2) nach DIN EN 12128 entspricht.

5.2 Ausriistung

5.2.1 Petrischale DIN 12339 — AB2 — 100 x 15 oder Petrischale aus Kunststoff mit etwa 90 mm Durch-
messer.

5.2.2 Reagenzglas, etwa 16 mm x 100 mm, mit glattem Rand (z. B. Zentrifugenréhrchen nach DIN 58970-2,
sterilisiert).

5.2.3 Auslaufpipette nach DIN 12696 oder DIN 12697, sterilisiert, oder Mikroliterpipette.

5.2.4 Biurette nach DIN EN ISO 385, Messkolben, sterilisiert, oder andere manuelle geeignete oder auto-
matische Dosiereinrichtungen.

5.2.5 Replikator, Dispenser oder Mikroliterpipette zur Beimpfung.

6 Kulturmedien und Verdinnungsmittel

Als geeignetes Referenzkulturmedium fir die Empfindlichkeitsprifung von
— aeroben, schnell wachsenden Bakterien nach DIN 58940-81;

— anspruchsvollen Bakterien nach DIN 58940-82;

— Anaerobiern nach DIN 58940-83 und

— Sprosspilzen nach DIN 58940-84

werden die Kulturmedien und sterilisierten Verdiinnungsflissigkeiten nach 58940-3 verwendet.

7 Referenz-Kontrollstaimme

Bei der Anwendung der Agar-Dilutionsmethode sind mindestens zwei geeignete Kontrollstamme auszuwahlen
und bei jeder Testung zur Uberprifung der Methodik mitzufihren. Dies gilt fir die Empfindlichkeitsprifung
von:

— aeroben, schnell wachsenden Bakterien;

— anspruchsvollen Bakterien;

— Anaerobiern;

— Sprosspilzen.
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8 Wirkstoff-Stammlosung

Der Wirkstoff fir die Herstellung einer Stammlésung muss als Reinsubstanz oder Standardsubstanz bezogen
und verwendet werden. Fertigarzneimittel (Extrakte von Arzneimitteln) dirfen nicht verwendet werden. Die
Aktivitat des Wirkstoffes muss angegeben sein.

Die Stammldsung wird entsprechend der vom Hersteller angegebenen Aktivitat unter Verwendung eines
geeigneten Losemittels hergestellt, nach Bedarf aufgeteilt und bei der vorgegebenen Temperatur bzw. bei
4 °C bis 8 °C in verschlossenen Behaltnissen aufbewahrt. Sie darf auch portionsweise eingefroren werden,
sofern die Stabilitat der Chemotherapeutikaldsung dies zulasst.

BEISPIEL Aktivitat 0,818 bzw. 81,8 % — 1,22 mg, um einen Gehalt von 1 mg/ml Wirksubstanz zu erreichen.

Der Wirkstoffgehalt der Stammldsung sollte nach Tabelle 1 eingestellt werden. In destilliertem Wasser
unlésliche Substanzen missen mit Lésungsvermittler oder durch Einstellung auf einen geeigneten pH-Wert

vorbereitet werden. Falls erforderlich, ist die Stammlésung durch Membranfilter (mit einer Porenweite von
0,2 um) zu filtrieren.

Tabelle 1 — Herstellung der Wirkstoffkonzentrationen aus den Stammlosungen

1 2 3 4 5 6 7
Mischung
Wirkstoff-
i konzentration im
conzeniaon | Vlumeniste: | Volumenisle: | voumentene | ooeerney, | AsarMedum® | o[ fa o
der Stammldsung | Dest. Wasser® B Fin
Stammldsung
pg/ml pg/ml pg/ml
2000 6.4 3,6 10 1280 128 7
1280 2 2 4 640 64 6
1280 1 3 4 320 32 5
1280 1 7 8 160 16 4
160 2 2 4 80 8 3
160 1 3 4 40 4 2
usw.
@  Die Endkonzentration wird durch Zugabe von neun Volumenteilen Agar-Medium erzielt.
b Ib* steht fiir den bingren Logarithmus; es gilt Ib x = log, x (siehe DIN 1302).
€ Nach dem jeweils giltigen Arzneibuch [1].

Von jeder Stammldsung sind am Testtag die entsprechenden Verdinnungen (Ublicherweise log,) frisch
herzustellen.
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9 Agar-Platten

9.1 Allgemeines

Die Petrischalen sind vor der Beflillung mit der vorgesehenen Wirkstoffverdiinnung zu beschriften. Fir
Kontrollzwecke sind neben den wirkstoffhaltigen Kulturmedien mehrere (fir jeden Wirkstoff mindestens zwei)
wirkstofffreie Kulturmedien von der gleichen Kulturmediencharge herzustellen.

9.2 Fullmenge und Fiillhéhe
Die Fillhéhe in den Petrischalen muss mindestens 4 mm betragen und sollte 4,5 mm nicht Uberschreiten.

ANMERKUNG 1 Fur Petrischalen mit einem Durchmesser von 9 cm werden 25,5 ml Kulturmedium bendtigt, fur
Petrischalen mit einem Durchmesser von 10 cm 31,4 ml, fir Petrischalen mit einem Durchmesser von 15 cm 70,7 ml, fir
quadratische Platten mit einer Kantenlange von 12 cm 70 ml.

ANMERKUNG 2 Unterdosierung bewirkt ein zu schnelles Austrocknen des agarhaltigen Mediums und ergibt keine
ausreichend gleichmaRige Schichtdicke, da nahezu alle Petrischalen ein nicht vollstdndig planes Bodenteil besitzen. Um
eine zusatzliche Wirkstoffgradientenbildung durch unterschiedliche Schichtdicken beim Gielten zu vermeiden, sollte die
Befiillung mit Kulturmedium und das Erstarren des flissigen Kulturmedium auf einem ausnivellierten Untergrund erfolgen.

9.3 Aufbewahrung

Die festen Kulturmedien durfen nicht langer als 48 h bei einer Temperatur von 4 °C bis 8 °C aufbewahrt
werden. Sie dirfen langer aufbewahrt werden, wenn entsprechende Haltbarkeitsdaten vorliegen.

Fir Referenzuntersuchungen dirfen Agar-Platten nicht langer als 24 h nach Herstellung bei 4 °C bis 8 °C
aufbewahrt werden.

10 Herstellung der wirkstoffhaltigen Kulturmedien

Fir jede Wirkstoffverdinnung und die Kontrollen sind entsprechende Behéltnisse mit der flr eine oder
mehrere Platten bendtigten verflissigten Kulturmedienmenge bereitzustellen und entsprechend (mit der
Wirkstoffverdiinnung) zu markieren. Dieses Agar-Medium kann bei (48 + 2) °C flissig gehalten werden.

Ein Teil Verdinnung jeder Verdinnungsstufe wird mit jeweils neun Teilen Agar in ein steriles Gefal gegeben,
gemischt, in Petrischalen gegossen und zum Erstarren gebracht. Bei jeder Untersuchung muss eine
wirkstofffreie Platte, die das entsprechende Lésungsmittel enthalt, als Kontrolle mitgefiihrt werden.

Ausgangskonzentrationen, Mischungsverhaltnisse und Konzentrationen nach Zugabe von neun Volumen-
teilen Agar-Medium sind in Tabelle 1 angegeben.

11 Inokulum

11.1 Beschaffenheit

Das Inokulum muss so beschaffen sein, dass es nach dem Auftragen auf der Agaroberflache und nach der
Bebritung zur Bildung eines kolonieférmigen Zellrasens kommt. Hierzu wird eine entsprechende Menge der
Erregersuspension mittels eines Replikators aufgetragen oder mittels einer Mikroliterpipette so auf das
Kulturmedium aufgetropft, dass auf einer Fliche von etwa 0,5 cm?bei Bakterien 1 x 10* bis 5 x 10* Zellen und
bei Sprosspilzen 5 x 10° bis 1 x 10* Zellen resultieren.
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