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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 fir Normung e. V. in Zusammenarbeit mit der
Paul-Ehrlich-Gesellschaft fir Chemotherapie e. V. (PEG) und der Deutschen Gesellschaft fir Hygiene und
Mikrobiologie (DGHM) erarbeitet.

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

— 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: Ergdnzende 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

Gegenliber DIN 58940-7:1994-09 wurden folgende Anderungen vorgenommen:

a) die Norm wurde redaktionell Gberarbeitet;

b) die Festlegungen wurden insgesamt dem neuesten wissenschaftlichen Stand angepasst;
c) das Inokulum wurde aus der DIN EN ISO 20776-1 Ubernommen;

Anhang A erganzt.

Frithere Ausgaben

DIN 58940-7: 1994-09
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1 Anwendungsbereich

Diese Norm gilt fir die Empfindlichkeitsprifung schnellwachsender aerober bakterieller Krankheitserreger
(aulBer Mykobakterien) zur Bestimmung der minimalen bakteriziden Konzentration (MBK) mit der Bouillon-
Dilutionsmethode in Mikrotitrationsplatten (Mikrodilution), siehe DIN 58940-8.

Zweck dieser Festlegungen ist es, vergleichbare (d. h. wiederholbare und reproduzierbare) Ergebnisse bei der
Bestimmung der minimalen bakteriziden Konzentration mit der Mikrodilution zu ermdglichen.

2 Normative Verweisungen

Die folgenden zitierten Dokumente sind fir 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 (einschlieBlich aller Anderungen).

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

DIN 58940-4 Beiblatt 1, Medizinische Mikrobiologie — Empfindlichkeitspriifung von mikrobiellen Krankheits-
erregern gegen Chemotherapeutika — Teil 4: Bewertungsstufen fiir die minimale Hemmkonzentration —
MHK-Grenzwerte von antibakteriellen Wirkstoffen

DIN 58940-8, Medizinische Mikrobiologie — Empfindlichkeitspriifung von mikrobiellen Krankheitserregern
gegen Chemotherapeutika — Teil 8: Mikrodilution — Allgemeine methodenspezifische Anforderungen

DIN 58956-1, Medizinische Mikrobiologie — Medizinisch-mikrobiologische Laboratorien — Klassifizierung,
Abgrenzung der Arbeitsstétten, Rdumlichkeiten — Sicherheitstechnische Anforderungen und Priifung

DIN EN ISO 20776-1:2007-02, Labormedizinische Untersuchungen und In-vitro-Diagnostika-Systeme —
Empfindlichkeitspriifung von Infektionserregern und Evaluation von Gerdten zur antimikrobiellen
Empfindlichkeitspriifung — Teil 1: Referenzmethode zur Testung der In-vitro-Aktivitdt von antimikrobiellen

Substanzen gegen schnell wachsende aerobe Bakterien, die Infektionskrankheiten verursachen
(ISO 20776-1:2006); Deutsche Fassung EN ISO 20776-1:2006

3 Begriffe

Fir die Anwendung dieses Dokuments gelten die Begriffe nach DIN 58940-1.

4 Bezeichnung
Bezeichnung der Bestimmung der minimalen bakteriziden Konzentration (MBK) mit der Mikrodilution (MD):

MBK-Bestimmung DIN 58940-7 — MD

5 Untersuchungslaboratorium und Ausriistung

5.1 Untersuchungslaboratorium

Die Untersuchung ist in einem medizinisch-mikrobiologischen Laboratorium durchzufihren, das mindestens
der Sicherheitsstufe 2 (S 2) nach DIN 58956-1 entsprechen muss.
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5.2 Ausriistung

5.2.1 Behiltnisse zur Durchfiihrung des Tests

Zur Aufnahme des Kulturmediums dienen Glas- oder Kunststoffbehéltnisse aus inertem Material mit einer
geeigneten Anzahl (> 6) Vertiefungen mit einem Fassungsvermogen von < 500 ul (z. B. Mikrotitrationsplatte).
Eine Behandlung der Kunststoffoberflache, wie fir die Systeme zur Zellkultur Gblich, ist nicht erforderlich.

Zur Bestimmung der koloniebildenden Einheiten je ml (CFU/ml) des Inokulums und nach Inkubation der

Suspension in antibiotikahaltigem Medium dienen Petrischalen aus klarem Kunststoff mit planem Boden und
einem Durchmesser von 90 mm bzw. 140 mm.

5.2.2 Gerite zum Beschicken der Testbehiltnisse und zum Ubertragen der Keimsuspension aus der
antibiotikumhaltigen Bouillon auf feste Kulturmedien

Verwendung finden Prazisionspipetten oder vergleichbare Gerate, die reproduzierbare Volumina von 10 pl bis
100 pl abgeben.

6 Kulturmedium

Als Referenzkulturmedium dient ein wie im Anhang beschriebenes Miiller-Hinton-Medium oder ein vergleich-

bares Medium, in welchem die Referenzstamme nach Abschnitt 7 vergleichbare Wachstumskurven zeigen.

7 Referenzstamme

Tabelle 1 gibt die Referenzstamme an')
Tabelle 1

Referenzstamm (Kontrollstamm)

Spezies Stammsammlungsnummer
Staphylococcus aureus ATCC?2 25923 oder DSMP 1104
Staphylococcus aureus ATCC 29213 oder DSM 2569

Enterococcus faecalis ATCC 29212 oder DSM 2570
Escherichia coli ATCC 25922 oder DSM 1103
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 oder DSM 1117

a ATCC
American Type Culture Collection,
12301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland 20852, USA

b Dpsm
Deutsche Stammsammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen, Mascheroder Weg 1 b,
D-38124 Braunschweig

1) Uber die Bezugsquelle gibt Auskunft:
Normenausschuss Medizin (NAMed) im DIN Deutsches Institut fir Normung e. V., 10772 Berlin
(Hausanschrift: Burggrafenstr. 6, 10787 Berlin)
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8 Chemotherapeutika

Die zu untersuchenden Konzentrationsbereiche missen im Serum oder Gewebe realisierbar sein. Die in
Beiblatt 1 zu DIN 58940-4 aufgefiihrten MHK-Werte flir die Bewertungssufe ,sensibel” sind ein geeigneter
Richtwert fir die mittlere zu prifende Konzentration.

9 Durchfiihrung

9.1 Beschickung der Testbehaltnisse

Die Testbehaltnisse werden mit jeweils 50 pyl Testmedium mit dem zu testenden Chemotherapeutikum in
geeigneten Konzentrationen beschickt. Jede Konzentration des Chemotherapeutikums wird dabei mindestens
in zwei Vertiefungen des Testbehaltnisses eingebracht (mindestens 2facher Parallelansatz). Eine antibiotika-
freie Wachstumskontrolle muss fiir jeden Testansatz mitgefiihrt werden.

Die Konzentrationen des Chemotherapeutikums in dem Testmedium missen doppelt so hoch sein wie die zu
testende Endkonzentration, um den Verdiinnungseffekt durch das Inokulum in ebenfalls 50 yl Testmedium
auszugleichen.

Zum Zeitpunkt der Beimpfung muss die Temperatur der Bouillon in den Testbehaltnissen > 20 °C bis maximal
37 °C betragen. Die Erwarmung der Testbehaltnisse darf erst kurzfristig (max. 1 h) vor dem Zufligen des
Inokulums geschehen, da vor allem B-Lactam-Antibiotika durch Warme rasch degradiert werden kdnnen.

9.2 Inokulum

9.2.1 Allgemeines

Die Standardisierung des Inokulums ist von ausschlaggebender Bedeutung fur die Genauigkeit und Reprodu-
zierbarkeit der Empfindlichkeitsprifung mit Dilutionsmethoden. Fir jedes Isolat, das mit dieser Referenz-
methode getestet wird, muss daher sowohl die Reinheit und als auch die Zelldichte in koloniebildenden
Einheiten bestimmt werden.

Das Inokulum darf entweder mittels Verdinnung einer Flissigkultur gewonnen werden oder durch
Suspension von Uber Nacht auf nichtselektiven Agarmedien gewachsenen Kolonien in Nahrmedium oder
physiologischer Kochsalzlésung. In beiden Fallen sind vier bis finf Kolonien von einem nichtselektiven
Agarmedium zu verwenden, um die zufallige Auswahl atypischer Varianten auszuschlieRen.

Die Zelldichte des Inokulums im Testansatz muss 5 x 105 CFU/ml betragen (Bereich: 2 x 10° CFU/ml bis
8 x 105 CFU/ml).

9.2.2 Fliissigkulturmethode

Drei bis funf Kolonien, die auf einem nichtselektiven Agarmedium gewachsen sind, werden mit einer Impfése
in ein Flussigmedium wie Trypton-Sojabouillon oder Hirn-Herz-Bouillon Gberimpft. Das Nahrmedium darf die
Aktivitdt des getesteten Pharmakon nicht inhibieren. Die FlUssigkultur wird bei 34 °C bis 37 °C inkubiert, bis
ihre Tribung dem McFarland-Standard 0,5 entspricht. Falls erforderlich, wird die Kultur durch Verdinnen mit
physiologischer Kochsalzlésung oder Medium auf diesen Tribungsgrad eingestellt. Dazu kann ein
Photometer (Absorption 0,08 bis 0,13 bei 625 nm Wellenlange in 1-cm-Kiivetten) oder ein geeichtes Nephelo-
meter verwendet werden. Alternativ kénnen Inokulum und der McFarland-Standard 0,5 vor einem weil3en
Hintergrund mit schwarzen Linien visuell verglichen werden (Inokulum und Standard in gleichartigen
Roéhrchen). Auch jede andere Methode, mit der sich reproduzierbare Zelldichten (CFU/mI) einstellen lassen,
kann verwendet werden.

ANMERKUNG  Herstellung eines McFarland-Standards 0,5: 0,5 ml einer 0,048-molaren BaCl,-L6sung (11,72 g/l BaCl,

2 H,0) unter standigem Rihren zu 99,5 ml H,SO, 0,18 mol/l pipettieren. Es entsteht eine Bariumsulfat-Suspension.
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9.2.3 Koloniesuspensionsmethode

Drei bis funf auf nichtselektivem Agar gewachsene Kolonien (Inkubation bei 34 °C bis 37 °C fiir 18 h bis 24 h;
falls erforderlich, auch langer) werden mit einer Impfése aufgenommen und in steriles Medium oder
physiologische Kochsalzlésung transferiert. Die Suspension wird auf eine Tribung von McFarland-Standard
0,5 eingestellt, wie in DIN EN ISO 20776-1:2007-02, 3.4.2, fur Flissigkulturen beschrieben.

Die Dichte lebensfahiger Zellen im gebrauchsfertigen Inokulum hangt bei allen Bakterien vom Zustand der
Kultur ab. Der Effekt ist bei anspruchsvollen Keimen wie Streptococcus pneumoniae besonders ausgepragt,
hier kann die Verwendung alterer Kulturen zu einer signifikanten Reduktion der Dichte lebensfahiger Zellen im
Inokulum fihren.

Mit einer der beiden Methoden hergestellte bakterielle Suspensionen haufigerer klinisch relevanter Spezies
enthalten bei korrekt eingestellter Dichte etwa 1 x 108 CFU/ml.

Das wie beschrieben hergestellte und dichteadjustierte Inokulum wird in Nahrbouillon auf eine
Arbeitszelldichte von 5 x 102 CFU/mI (Bereich 2 x 105 CFU/ml bis 8 x 10° CFU/ml) eingestellt. Die jeweils
bendtigte Verdiinnung hangt von der Spezies des Mikroorganismus und dem Inokulationsmodus ab. Werden
0,1 ml einer standardisierten Bakteriensuspension in ein Rohrchen mit 9,9 ml Medium pipettiert (Verdiinnung
1:100), entsteht eine Suspension mit einer Zelldichte von 1 x 108 CFU/ml. Werden davon 50 ul dem gleichen
Volumen einer Antibiotikalésung zugesetzt, ergibt sich bei vielen Gram-negativen Bakterien (z. B. Escherichia
coli) ein gebrauchsfertiges Inokulum von 5 x 102 CFU/ml. Enthalten die Vertiefungen der Mikrotitrationsplatte
100 pl Nahrlésung mit Antibiotikum/Antimykotikum, sollte die Zellsuspension so eingestellt werden, dass das
bendtigte Inokulum in 5 yl Volumen enthalten ist. Bei Gram-positiven Erregern und Pilzen kann eine geringere
Verdinnung der auf McFarland-Standard 0,5 eingestellten Suspension erforderlich sein; die geeignete
Verdinnung ist in Vorversuchen festzulegen.

9.3 Inokulation der Mikrotiterplatten

Die Inokulation der Mikrotitrationsplatten muss binnen 30 min nach Standardisierung der Inokulumsuspension
erfolgen, um die Dichte lebender Zellen mdglichst konstant zu halten. In jede Vertiefung, die 50 pl
Nahrmedium mit Antibiotika- bzw. Antimykotikaverdiinnung (siehe DIN EN ISO 20776-1:2007-02, 3.3) enthalt,
werden 50 pl der Mikroorganismensuspension (siehe DIN EN ISO 20776-1:2007-02, 3.4) pipettiert. Werden
100 pl Antibiotika- bzw Antimykotikaverdinnung vorgelegt, sollte das zugegebene Inokulum ein Volumen von
maximal 5 ul haben.

Aus dem Inokulum wird ein geeignetes festes Kulturmedium fraktioniert beimpft, um die Reinheit der
Bouillonkultur zu tberprufen.

9.4 Ermitteln der CFU im Inokulum

Zur Ermittlung der Bakterizidie muss die Anzahl der CFU je ml im Inokulum zu Versuchsbeginn bekannt sein.
Dies kann z. B. dadurch erreicht werden, dass die hergestellte Keimsuspension in Bouillon oder physiolo-
gischer NaCl-Lésung 102, 10-3, 10~4 und 10~° verdiinnt wird. Jeweils 100 ul der Suspension werden mit der
Prazisionspipette auf einem geeigneten Agarmedium gleichmaRig verteilt. Nach 18- bis 20-stindiger
Inkubation bei 37 °C werden die Kolonien ausgezahlt und die Anzahl der CFU je ml berechnet.
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