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1 Anwendungsbereich und Zweck

Diese Norm gilt fur kulturelle Untersuchungen zum Nachweis
von Mykobakterien. Diese Untersuchungen sind nach
DIN 58957 Teil 1 der Risiko-Stufe B zugeordnet und in
medizinisch-mikrobiologischen Laboratorien mindestens
Typ 2 nach DIN 58 956 Teil 1 durchzufiihren.

Zweck dieser Festlegungen ist es, die Vergleichbarkeit und
Reproduzierbarkeit der Untersuchungsergebnisse zu
sichern.

2 Begriffe
2.1 Grundbegriffe
Nach DIN 58 942 Teil 1, DIN 58 956 Teil 1 und DIN 58 957 Teil 1.

2.2 Untersuchungsgut

Das Untersuchungsgut nach dieser Norm ist das in das
medizinisch-mikrobiologische Laboratorium zur Untersuchung
gelangende Material (Probe).

2.3 Mykobakterien

Mykobakterien sind stdbchenférmige Bakterien, die bei

Anwendung besonderer Farbeverfahren den einmal auf:

genommenen Farbstoff so fest binden, daB sie auch durch

Anwendung von Sédure und Alkohol nicht entfarbt werden.

Sie werden daher auch als séurefeste Bakterien (sdurefeste

Stabchen) bezeichnet.

2.3.1 Tuberkulosebakterien

Als Tuberkulosebakterien werden bezeichnet:

- Mycobacterium tuberculosis einschlieBlich geographischer
Varianten

- Mycobacterium bovis einschlieBlich BCG-Stamme

2.3.2 Ubiquitdr vorkommende ,atypische“ Mykobakterien

Alle neben den Tuberkulosebakterien im Rahmen der Tuber-
kulosediagnostik vorkommenden Mykobakterienarten, die in

NormenausschuB Medizin (NAMed) im DIN Deutsches Institut fir Normung e.V. Documents

erster Linie in der Umgebung des Menschen gefunden
werden, werden unter dem taxonomisch nicht zugelassenen
Sammelnamen L ubiquitar vorkommende atypische“
Mykobakterien zusammengefaBt.

2.4 Begleitkeime

Begleitkeime sind die in einem Untersuchungsgut neben den
Mykobakterien vorhandenen Mikroorganismen.

2.5 Sputum

Sputum ist das aus den tieferen Atemwegen spontan oder
durch Provokation hervorgebrachte Sekret.

Anmerkung: Speichel ist kein Sputum.

2.6 Sammelsputum

Sammelsputum besteht aus mehreren Proben, die in einer
Zeitspanne bis zu maximal 12 Stunden gesammelt werden.
2.7 Bronchialsekret

Bronchialsekret ist das instrumentell mit oder ohne Spiilung
gewonnene Sekret der tieferen Atemwege.

2.8 Magenniichternsekret

Magenniichternsekret ist der mittels Sonde beim niichternen
Patienten gewonnene Mageninhalt.

2.9 Magenspiilwasser

Magenspiilwasser ist der mittels Sonde beim niichternen
Patienten durch Spiilung mit steriler Natriumchlorid-L6sung
mit einem Massengehalt von 9 g/l oder sterilem Wasser
gewonnene Mageninhalt.

2.10 Morgenurin

Morgenurin ist der erste nach der Nachtruhe entleerte Urin.

2.11 Menstrualblut

Menstrualblut ist das mittels geeigneter Vorrichtungen
wéahrend der Menstruation aufgefangene bluthaltige Sekret
der Gebarmutter.

Fortsetzung Seite 2 bis 7
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3 Bezeichnung

Bezeichnung der kulturellen Methode zur Isolierung von
Mykobakterien (K):

Kulturmethode DIN 58 943 - K

4 Anforderungen an das Untersuchungsgut
4.1 Sputum und Bronchialsekret

Das Volumen soll bei Bronchialsekreten mindestens 1 ml,

bei Sputum mindestens 2 ml (optimal 5 ml) betragen.

Anmerkung: Bronchoskopisch gewonnenes Material ist
dem Sputum in der Ausbeute iiberlegen.

4.2 Magenniichternsekret und Magenspiilwasser

Das Volumen soll mindestens 2 ml betragen.

Zur Neutralisierung von Magenniichternsekret oder Magen-
spulwasser eignen sich Rohrchen mit Trinatriumphosphat,
die folgendermaBen vorbereitet werden:

Von einer gesattigten Losung (70 g Na3gPO4-12 H,0 in 100 ml
kochendem Wasser gelost) werden 1 bis 2 ml in heiBem
Zustand in die VersandgefdaBe gefiillt. Nach Abkiihlung
kristallisiert das Salz aus. Die VersandgefaBe dirfen dann
aufbewahrt werden.

4.3 Morgenurin

Nach Einschrankung der Flissigkeitszufuhr am Vorabend
soll der Morgenurin unter Vermeidung mikrobieller
Verunreinigungen (siehe DIN 58 958 Teil 1) in einem Behdltnis
mit steriler Innenoberfliche aufgefangen werden.

Fir die Abklarung einer Urogenitaltuberkulose ist die
Untersuchung von mindestens 3 Urinproben mit einem
Mindestvolumen von 30 ml je Probe erforderlich. Entnahme
der drei Proben an drei verschiedenen Tagen (je eine
Probe/Tag).

Anmerkung: 24-h-Sammelurin ist wegen der starkeren
Verunreinigung durch  Begleitkeime  weniger
geeignet.

4.4 Menstrualblut

Menstrualblut wird nach der Gewinnung mit sterilem Wasser
etwa zu gleichen Teilen versetzt und in sterilen Behaltnissen
versandt.

4.5 Sperma und Prostatasekret

Sperma und Prostatasekret sind in einem sterilen Behiltnis
aufzufangen und ohne Zusatz zu versenden.

4.6 Blut

Die Untersuchung von Blutproben ist nur sinnvoll bei
immungeschwéchten Patienten. Zur Untersuchung werden
5 bis 10 ml heparinisiertes Vollblut benotigt.

4.7 Sonstige Punktionsfliissigkeiten

Punktionsflissigkeiten mussen unter sterilen Bedingungen
entnommen werden. Das Volumen sollte mdglichst 20 ml
betragen.

4.8 Gewebeproben und Abstriche

Gewebeproben und Abstriche sollen vor Verdunstung
geschiitzt und in sterilen GefaBen versandt werden. Ist
wegen der Gefahr der Austrocknung ein Zusatz von
Flissigkeit erforderlich, so muB diese steril sein, keine
bakterienhemmenden Zusétze enthalten und im Volumen so

4.9 Anzahl der Proben

Die Anzahl der Proben hangt von der Fragestellung ab, die
AnlaB zu der Untersuchung ist.

4.9.1 Noch nicht gesicherte Diagnose

Bei noch nicht gesicherter Diagnose sind nach Moglichkeit
drei Proben an drei verschiedenen Tagen (je eine Probe/Tag)
zu entnehmen. Sie erbringen mehr als eine einzige Probe.
In diagnostisch besonders schwierigen Féllen kann eine
groBere Anzahl von Proben angezeigt sein.

4.9.2 Behandlungskontrolle

Die Zeitabstande der Behandlungskontrolle sind abhangig
von der Art des Falles und der Chemotherapie. Im allgemei-
nen sind Wiederholungen im Abstand von etwa 4 Wochen
zweckmaBig.

410 Transport des Untersuchungsgutes

Bei Verpackung und Versand von medizinischem Unter-
suchungsgut fiir den Nachweis von Mykobakterien sind
DIN 55515 Teil 1 und Teil 2 und die verkehrsrechtlichen
Vorschriften [1] und [2] unbedingt zu beachten. Das
Untersuchungsgut soll in einem sterilen und verschlossenen
Versandbehiltnis transportiert werden. Das Versandbehalt-
nis muB so eindeutig beschriftet sein, daB die Herkunft und
Identitat des Untersuchungsgutes jederzeit erkennbar ist.

Die Transportdauer, d.h. die Zeit von der Gewinnung des
Untersuchungsgutes bis zum Eingang im medizinisch-
mikrobiologischen Laboratorium, soll so kurz wie maglich
sein und 48 h nicht iberschreiten.

Uber den geeigneten Versand in Sonderfillen miissen sich
Einsender und Laboratorium verstandigen.

Dem Untersuchungsgut ist ein schriftlicher, vom Einsender
unterschriebener, gegen Durchfeuchtung und Verschmut-
zung geschiitzter Untersuchungsauftrag beizufiigen, dessen
Aufbau und Inhalt den Mindestanforderungen nach
DIN 58 941 Teil 4 entsprechen muB. Insbesondere ist fiir
den Untersucher (z.B. Laborarzt) von Bedeutung:

- gewiinschte Untersuchung
Kulturmethode DIN 58 943 - K
gegebenenfalls zusammen mit
Tierversuch DIN 58 943 - TV

Mikroskopie DIN 58 943 - M

- Untersuchungsgut

Entnahme vor oder wéahrend der Erst- bzw. Wieder-
holungsbehandlung.

5 Untersuchungslaboratorium

Die kulturellen Methoden zum Nachweis von Mykobakterien
sind in einem medizinisch-mikrobiologischen Laboratorium
mindestens Typ 2 nach DIN 58 956 Teil 1 durchzufiihren, unter
Einhaltung der sicherheitstechnischen Anforderungen an
Untersuchungen der Risiko-Stufe B nach DIN 58 957 Teil 1.
Es muB sichergestellt werden, daB die nachstehenden
Vorschriften und Regeln in der jeweils gultigen Fassung
beachtet werden:

- Unfallverhiitungsvorschriften und Merkblatter der gesetz-
lichen Unfallversicherungstrager [3] bis [5]

- Richtlinien des Bundesgesundheitsamtes (BGA) uber
DesinfektionsmaBnahmen bei Tuberkulose [6]

- Empfehlungen des Deutschen Zentralkomitees zur
Bekampfung der Tuberkulose (DZK) [7] und [8]

- die Liste der vom Bundesgecundheit @élm-ﬁlltﬁ
und anerkannten Desinfe ¢ isi ‘(leb%mgﬁgtyﬁgrﬁ% Hub

gering wie maoglich sein.
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6 Annahme des Untersuchungsgutes

Das im Untersuchungslaboratorium eingetroffene Unter-
suchungsgut und der dazugehdrige Untersuchungsauftrag
sind auf Ubereinstimmung und etwaige Auffalligkeiten hin
zu uberpriifen und zu numerieren. Fiir eine Dokumentation
nach DIN 58 941 Teil 4 ist Sorge zu tragen.

Die kulturelle Untersuchung soll am Eingangstag des
Untersuchungsgutes beginnen. Untersuchungsgut, das
nicht innerhalb 1 bis 2 h verarbeitet werden kann, ist bei
Kihlschranktemperatur (5 & 1) °C zu lagern.

7 Vorbehandlung des Untersuchungsgutes

Das Untersuchungsgut enthalt haufig Begleitkeime, die das
Kulturverfahren storen. Je nach Art des Untersuchungsgutes
werden unterschiedliche Methoden angewandt, um bei
groBtmaoglicher Schonung der Mykobakterien die Begleit-
keime abzutoten, siehe Tabelle 1.

Dariber hinaus ist in den meisten Fillen eine Homogeni-
sierung des Untersuchungsgutes erforderlich. Hierdurch wird
die Dekontaminierung und die in vielen Fallen erforderliche
Konzentrierung erleichtert.

Zur Vorbehandlung sollten nur Einmalzentrifugenrdhrchen
z.B. nach DIN 58 970 Teil 2 benutzt werden,

Zur Qualitatssicherung sind die Anforderungen nach
Abschnitt 9.1.2 zu erfiillen.

7.1 Reagenzien
7.1.1 Natriumchlorid-Lésung

NaCl') 9g
steriles destilliertes Wasser 11
7.1.2 Sulfosalizylsdure

Sulfosalizylsdure 1) 200 g
steriles destilliertes Wasser 11
7.1.3 N-Acetyl-L-Cystein-NaOH-Lésung

sterile Nag-Citrat - 2 H,0, 2,9%ige Losung 50 ml
sterile NaOH, 4 %ige Losung 50 ml
N-Acetyl-L-Cystein 500 mg

Natriumcitratlosung und NaOH mischen und N-Acetyl-L-
Cystein dazugeben. Die Losung ist instabil; sie ist taglich
frisch anzusetzen.

7.1.4 Phosphatpufferlosung

Phosphatpuffer pH = 6,8 (nach Sorensen) 1/15 molar
(4,849 KHzPOd_ +5.539 NEQHPO4'2 H20+1000ml Aqua dest.)

7.1.5 Natriumlaurylsulfat

Natriumlaurylsulfat ) 3g
NaOH 19
Aqua dest. 100 ml
7.1.6 Phosphorsédure
Phosphorsdure ') 1,5 ml
Bromkresolpurpurldsung (0,25 g/l) 1.5 ml
Aqua dest. 1000 ml
7.1.7 Modifizierte Nekal-BX-Ldosung
a) Losung 1: Nekal-BX') trocken 001g
NaOH1) fest 05 g
NazPO, - 12 H,01) 01 g
steriles destilliertes Wasser auf 100 ml
b) Losung 2: CaCly") - 2 H,0O1) 20g
BaCl,') - 2 H,0O1) 4049

steriles destilliertes Wasser auf 100 ml

Beide Losungen sind bei Temperaturen von 4 bis 25 °C etwa
4 Wochen stabil.
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7.1.8 Schwefelsidure

a) Schwefelsdure mit einem Volumengehalt zwischen 4
und 8%, je nach Untersuchungsgut und Grad der
Verunreinigung (siehe Abschnitt 7.3.5).

b) zur Neutralisation: Natronlauge mit Indikator (siehe
Abschnitt 7.1.9)

7.1.9 Natronlauge-Bromkresolpurpurlésung

NaOH") in rotulis reinst 4 g
destilliertes Wasser 100 ml
Bromkresolpurpur-Lésung (1 : 250) 25 ml

0,4 g Bromkresolpurpur') wird in 2 bis 3 ml Natronlauge
mit einem Volumenanteil zwischen 10 und 209% geldst und
auf 100 ml mit destilliertem Wasser aufgefiillt.

7.2 Konzentrierung

Die Mykobakterien werden in fliissigen bzw. nach Abschnitt
7.3 verflissigten Proben durch Zentrifugieren fur mindestens
20 min in verschlossenen Zentrifugenrohrchen z.B. nach
DIN 58970 Teil 2 in einer gekiihlten Zentrifuge z.B. nach
DIN 58970 Teil 3 bei einer relativen Zentrifugalbe-
schleunigung von nicht weniger als RZB = 30002) und
einer Rotorraumtemperatur von (16 *+ 10) °C im Sediment
angereichert.

Durch Fallungsmethoden, z.B. Sulfosalizylsaure, mit einer
Massenkonzentration von 200 g/l, nach Abschnitt 7.1.2 kann
bei eiweiBarmem Untersuchungsgut der Anreicherungseffekt
verbessert werden, gegebenenfalls nach vorheriger Zugabe
von etwas EiweiB (z.B. 1 ml Serum oder Plasma auf 100 ml
Flissigkeit).

7.3 Dekontaminierung und Homogenisierung

7.3.1 Auswahl der Vorbehandlungsmethoden

Nach derzeitigem Erkenntnisstand ist es nicht mdglich, eine
Standardmethode zur Vorbehandlung des Untersuchungs-
gutes zu empfehlen. Die Tabelle 1 gibt eine Ubersicht iiber
die z.Z. gebrauchlichsten Methoden mit ihren Vor- und
Nachteilen.

7.3.2 Vorbehandlung mit N-Acetyl-L-Cystein

Bis zu 10 ml Probe mit einem gleichen Volumen N-Acetyl-
L-Cystein-NaOH-Lésung nach Abschnitt 7.1.3 in einem
Zentrifugenglas mit einem Fassungsvermdgen von 30 bis
50 ml versetzen. Rohrchen verschlieBen, gut durchschiitteln
und fiir die weitere Einwirkungszeit von 25 min auf einen
Schiittler geben. Danach Réhrchen bis 1 cm unter den Rand
mit Phosphatpufferlosung nach Abschnitt 7.1.4 auffiillen
und bei mindestens RZB = 30002) fiir 20 min zentrifugieren.
Uberstand verwerfen und das Sediment in 1 ml steriler
Kochsalzlosung nach Abschnitt 7.1.1 resuspendieren.
Suspension auf Kulturmedien verimpfen.

7.3.3 Vorbehandlung mit Natriumlaurylsulfat

In einem Zentrifugenrohrchen (Fassungsvermogen 50 ml,
mit spitzem Boden) 2 Teile Sputum und 3 Teile Natriumlauryl-
sulfatiosung nach Abschnitt 7.1.5 mischen. Rohrchen fest
verschlieBen und kréaftig mit der Hand schiitteln. Danach das
Gemisch fiir 40 min in einem Schiittelapparat durchmischen.
AnschlieBend mit Phosphorsdaure nach Abschnitt 7.1.6
(30 bis 40 ml) bis zum Farbumschlag des pH-Indikators
neutralisieren und fiir 30 min bei mindestens RZB = 30002)
zentrifugieren. Uberstand vorsichtig abgieBen und verwerfen.
Das Sediment verimpfen.

1) Uber die Bezugsquelle gibt Auskunft:

NormenausschuB Medizin (NAMeg), im DIN Deutscl_’teé
Institut fiir Normung e.V.. Postfach ‘ 6

2) Siehe DIN 58 970 Teil 1
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