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1 h und Zweck 

Diese Norm gilt für kulturelle Untersuchungen zum Nachweis 

von Mykobakterien. Diese Untersuchungen sind nach 

DIN 58957 Teil 1 der Risiko-Stufe B zugeordnet und in 
medizinisch-mikrobiologisc! Eh©m°cmrlvan mindestens 
Typ 2 nach DIN 58 9! ren. 

Zweck dieser Festlegungen ist es, die Vergleichbarkeit und 

Reproduzierbarkeit der Untersuchungsergebnisse zu 

sichern. 

    

   

  

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). 

Mykobakterien 

Mykobakterien sind stäbchenförmige Bakterien, die bei 

Anwendung besonderer Färbeverfahren den einmal auf- 
genommenen Farbstoff so fest binden, daß sie auch durch 

Anwendung von Säure und Alkohol nicht entfärbt werden. 

Sie werden daher auch als säurefeste Bakterien (säurefeste 
Stäbchen) bezeichnet. 

2.3.1 Tuberkulosebakterien 

Als Tuberkulosebakterien werden bezeichnet: 

— Mycobacterium tuberculosis einschließlich geographischer 

Varianten 

Mycobacterium bovis einschließlich BCG-Stämme 

2.3.2 VUbiquitär vorkommende „atypische“ Mykobakterien 

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

  

2.3 

  

  

   erster Linie in der Umgebung des Menschen gefunc 

werden, werden unter dem taxonomisch nicht zugelassenen 

Sammelnamen „ubiquitär vorkommende ische“ 

Mykobakterien zusammengefaßt. 

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 Spülung 
gewonnene Sekret der tieferen Atemwege. 

Magennüchternsekret 

Ms@mrmw;ufi@„ nsekret ist der mittels Sonde beim nüchternen 
Patienten gewonnene Mageninhalt. 

    

2.9 Magenspülwasser 

Magenspülwasser ist der mittels Sonde beim nüchternen 
Patienten durch Spülung mit steriler Natriumchlorik ‚ung 

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 

während der Menstruation aufgefangene bluthaltige Sekret 
der Gebärmutter. 
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3 
Bezeichnung 

Bezeichnung der kulturellen Methode zur Isolierung von 

Mykobakterien (K): 

Kulturmethode C 
  

, 

4 Anforderungen an das Untersuchungsgut 

4.1 Sputum und Bronchi 

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 überlegen. 

    

4.2 Magennüchternsekret und Magenspülwasser 

Das Volumen soll mindestens 2 ml betragen. 

Zur Neutralisierung von Magennüchternsekret oder Magen- 

spülwasser eignen sich Röhrchen mit Trinatriumphosphat, 

die folgendermaßen vorbereitet werden: 

Von einer gesättigten Lösung (70 g Na3PO4 - 12 H2O in 100 ml 

kochendem Wasser gelöst) werden 1 bis 2 ml in heißem 
Zustand in die Versandgefäße gefüllt. Nach Abkühlung 

kristallisiert das Salz aus. Die Versandgefäße dürfen dann 

aufbewahrt werden. 

   

  

4.3 Morgenurin 

Nach ischränkung der Flüssigkeitszufuhr am Vorabend 

soll der Morgenurin unter Vermeidung mikrobieller 
Verunreinigungen (siehe DIN 58 958 Teil 1) in einem Behältnis 

mit steriler Innenoberfläche aufgefangen werden. 

Für die Abklärung 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 stärkeren 

Verunreinigung durch _Begleitkeime weniger 

geeignet. 

  

Menstrualblut 

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

  

    

  

Sperma und Prostatasekret 

Sperma und Prostatasekret sind in einem sterilen Behältnis 

aufzufangen und ohne Zusatz zu versenden. 

4.6 Blut 

Die Untersuchung von Blutproben ist nur sinnvoll bei 
immungeschwächten Patienten. Zur Untersuchung werden 

5 bis 10 ml heparinisiertes Vollblut benötigt. 

4.7 Sonstige Punktionsflüssigkeiten 

Punktionsflüssigkeiten müssen unter sterilen Bedingungen 

lichst 20 ml 

  

  
entnommen werden. Das Volumen sollte mögl 

betragen. 

  

proben und Abstriche    
jewebeproben und Abstriche sollen vor Verdunstung 

geschützt und in sterilen Gefäßen versandt werden. Ist 
wegen der Gefahr der Austrocknung ein Zusatz von 

Flüssigkeit erforderlich, so muß diese steril sein, keine 

bakterienhemmenden Zusätze enthalten und im Volumen so 
gering wie möglich sein. 

4.9 An Proben 

Die Anzahl der Proben hängt von der Fragestellung ab, die 
Anlaß zu der Untersuchung ist. 

  

  4.9.1 Noch nicht gesicherte Diagnose 

Bei noch nicht gesicherter Diagnose sind nach Möglichkeit 

drei Proben an drei verschiedenen Tagen (je eine Probe/Tag) 

zu entnehmen. Sie erbringen mehr als eine einzige Probe. 

In diagnostisch besonders schwierigen Fällen kann eine 

größere Anzahl von Proben angezeigt sein. 

    

  

‚ehandlungskontrolle 

Die Zeitabstände der Behandlungskontrolle sind abhät 

von der Art des Falles und der Chemothera Im allgemei 

nen sind Wiederholungen im Abstand von etwa 4 Wochen 
zweckmäßig. 

  

     

      

  

4.10 Transport des Untersuchungsgutes 

Bei Verpackung und Versand von medizinischem Unter- 

suchungsgut für 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 

Versandbehältnis transportiert werden. Das Versandbehält- 
nis muß so eindeutig beschriftet sein, daß die Herkunft und 

Identität 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 möglich 

sein und 48 h nicht überschreiten. 

Über den geeigneten Versand in Sonderfällen müssen sich 
Einsender und Laboratorium verständigen. 

Dem Untersuchungsgut ist ein schriftlicher, vom Einsender 

unterschriebener, gegen Durchfeuchtung und Verschmut- 

zung geschützter Untersuchungsauftrag beizufügen, dessen 
Aufbau und Inhalt den Mindestanforderungen nach 

DIN 58941 Teil 4 entsprechen muß. Insbesondere ist 
den Untersucher (z. B. Laborarzt) von Bedeutung: 

— gewünschte Untersuchung 

Kulturmethode DIN 58 943 - K 

gegebenenfalls zusammen mit 
Tierversuch DIN 58 943 - TV 

Mikroskopie DIN 58 943 - M 

Untersuchungsgut 

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

    

  

    
   

  

    Untersuchungslaboratorium 

Die kulturellen Methoden zum Nachweis von Mykobakt: 
sind in einem medizinisch-mikrobiologischen Lat 

mindestens Typ 2 nach DIN 58 956 Teil 1 durchzu! 

Einhaltung der sicherheitstechnischen Anforderungen an 

Untersuchungen der Risiko-Stufe B nach DIN 58 957 Teil 1. 

Es muß sichergestellt werden, daß die nachstehenden 

Vorschriften und Regeln in der jeweils gültigen Fassung 
beachtet werden: 

   

   
erien 

Unfallverhütungsvorschriften und Merkblätter der gesetz- 

lichen Unfallversicherungsträger [3] bis [5] 

— Richtlinien des Bundesgesundheitsamtes (BGA) über 

Desinfektionsmaßnahmen bei Tuberkulose [6] 

- Empfehlungen des Deutschen Zentralkor 

Bekämpfung der Tuberkulose (DZK) [7] und [8] 

— die Liste der vom Bundesgesundheitsamt (BGA) geprüften 

und anerkannten Desinfektionsmittel und -verfahren [9]. 

  

es zur

Full document details: DIN 58943-3:1988-11

http://www.avadocuments.com/doc/din-58943-3-1988-11
http://www.avadocuments.com/doc/din-58943-3-1988-11


      6 nahme des Untersuchungsgutes 

Das im Untersuchungslaboratorium eingetroffene Unter- 

suchungsgut und der dazugehörige Untersuchungsauftrag 

51“z2] auf Übereinstimmung und etwaige Auffälligkeiten hin 

ın und zu numerieren. Für eine Dokumentation 
nach DI 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 
Kühlschranktemperatur (5 + 1) °C zu lagern. 

     

  

    

  

  

7 Vorbehandlung des Untersuchungsgutes 

Das Untersuchungsgut enthält h*u%éfu"7ig Begleitkeime, die das 
Kulturverfahren stören. Je nach Art des Untersuchungsgutes 

werden unterschiedliche Methoden angewandt, um bei 

größtmöglicher Schonung der Mykobakterien die Begleit- 

keime abzutöten, siehe Tabelle 1. 

inaus ist in den meisten Fällen eine Homogeni- 
si Jntersuchungsgutes erforderlich. Hierdurch wird 

die Dekontaminierung und die in vielen Fällen erforderliche 

Konzentrierung erleichtert. 

Zur Vorbehandlung sollten nuı ‚malzentrifugenröhrchen 
. nach DIN 58 970 Teil 2 benutzt werden, 

ır Qualitätssicherung sind die Anforderungen nach 

Abschnitt 9.1.2 zu erfüllen. 

   

    

    

  

7.1.1 Natriumchlorid-Lösung 

NaC1') 9g 
steriles destilliertes Wasser 11 

7.1.2 Sulfosalizylsäure 

Sulfosalizylsäure ') 200 g 
steriles destilliertes Wasser 1l 

7.1.3 N-Acetyl-L-Cystein-NaOH-Lösung 

  sterile Nag-Citrat - 2 H2O, 2,9 %ige Lösung 50 ml 

5(Iurne; NaOH, 4 %ige Lösung 50 ml 

|-Acetyl-L-Cystein 500 mg 
Nanm meitratlösung und NaOH mischen und N-Acet      
Cystein dazugeben. Die Lösung ist instabil; sie ist täglic! 
frisch anzusetzen. 

7.1.4 Phosphatpufferlösung 

Phosphatpuffer pH = 6,8 (nach Sörensen) 1/15 molar 

(4,849 KH2PO4+5,53g NazHPO4:2 H20 +1000ml Aqua dest.) 

  

    7.1.5 Natriumlauryisulfat 

Natriumlaurylsulfat ') 3g 

NaOH 19g 
Aqua dest. 100 ml 

7.1.6 Phosphorsäure 

Phosphorsäure ') 1,5 ml 
Bromkresolpurpurlösung (0,25 g/l) 1,5 ml 
Aqua dest. 1000 mi 

7.1.7 Modifizierte Nekal-BX-Lösung 

a) Lösung 1: Nekal-BX') trocken 0,01g 
NaOH') fest 05g 
NagPO4 : 12 H20') 19g 
steriles destilliertes Wasser auf 100 ml 

b) Lösung 2: CaCl2') + 2 H20') 20g 
BaCl2') - 2 H20') 409 
steriles destilliertes Wasser auf 100 ml 

Beide Lösungen sind bei Temperaturen von 4 bis 25 °C etwa 

4 Wochen stabil. 

  

   

DIN 58 943 Teil 3 

  

Schwefelsäure mit einem Volumengehalt zwisch 

7.1.8 Sch 
a) 

    

n 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-Bromkresolpurpurlösung 

NaOH'') in rotulis reinst 4 
destilliertes Wasser 
Bromkresolpurpur-Lösung (1 : 250) 

0,4 g Bromkresolpurpur') wird in 2 bis 3 ml Natr 

mit einem Volumen: 
auf 100 ml mit desti 

   

  

lauge 
eil zwischen 10 und 20% gelöst und 
rtem Wasser aufgefüllt. 

    

7.2 Konzentrierung 

Die Mykobakterien werden in flüssigen bz' \ach Abschnitt 

7.3 verflüssigten Proben durch Zentrifugieren für mindestens 
20 min in verschlossenen £@n0"u1?ug@mruh chen z.B. nach 

DIN 58970 Teil 2 in einer gekühlten rifuge z.B. nach 

DIN &7:‘@’5®7@] Teil 3 L:xczü einer m[lsxvl @m‘ Z® t ”mfgafb@u 

    

   

      

einer ’“'@(Imnrlrawlr\nflemr;z@rüw von (fl@ * ?Cflh °C im „@<;hmu®w„ 

angereichert. 

Durch Fällungsmethoden, z Sulfosalizylsäure, 

Massenkonzentration von 200 g/l, nach Abschnitt kann 

bei eiweißarmem Untersuchungsgut der Anreicherungseffekt 
verbessert werden, gegebenenfalls nach vorheriger Zugabe 

von etwas Eiweiß (z.B. 1 ml Serum oder Plasma auf 100 ml 

Flüssigkeit). 

    

7.3 Dekontaminierung und Homogenisierung 

7.3.1 Auswahl der Vorbehandlungsmethoden 

Nach derzeitigem Erkenntnisstand ist es nicht möglich, eine 

Standardmethode zur Vorbehandlung des Untersuchungs- 

gutes zu empfehlen. belle 1 gibt eine Übersicht über 
die z. gebräuchlichsten Methoden mit ihren Vor- und 

Nachteilen. 

   

      

    

7.3.2 Vorbehandlung mit N-Ac -Cystein 

Bis zu 10 ml Probe mit einem gleichen Volumen N-Acetyl- 

stein-NaOH-Lösung nach Abschnitt 7.1.3 in m 

'entrifugenglas mit einem Fassungsvermögen von bis 

50 mI versetzen. Röhrchen verschließen, gut durchschütteln 

und für die weitere Einwirkungszeit von 25 min auf einen 

Schüttler geben. Danach Röhrchen bis 1 cm unter den Rand 
mit Phosphatpufferlösung nach Abschnitt .4 auffüllen 

und bei mindestens RZB 30002) für 20 min zentrifugieren. 

Überstand verwerfen und das Sediment in 1 ml steriler 
Kochsalzlösung nach Abschnitt 7.1.1 resuspendieren. 
Suspension auf Kulturmedien verimpfen. 

    

    

      

    

7.3.3 Vorbehandlung mit Natriumlauryisulfat 

In einem Zentrifugenröhrchen (Fassungsvermögen 50 ml, 

mit spitzem Boden) 2 Teile Sputum und 3 Teile Natriumlauryl- 

sulfatlösung nach Abschnitt 7.1.5 n Röhrchen fest 
verschließen und kräftig mit der Hand schütteln. 

Gemisch für 40 min in einem Schüttelapparat durchı 
Anschließend mit Phosphorsäure nach Abschnitt 

(30 bis jis zum Farbumschlag des Indikators 

neutralis Ur 30 min bei mindestens 30002) 
zentrifugieren. Überstand vorsichtig abgießen und verwerfen. 

Das Sediment verimpfen. 

  

      

   
   

    
   

') Über die Bezugsquelle gibt Auskunft: 

Normenausschuß Medizin (NAMed) im DIN Deutsches 

Institut für Normung e.V., Postfach 11 07, 1000 Berlin 30. 

2) Siehe DIN 58 970 Teil 1 
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