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1 Anwendungsbereich und Zweck 2 Begriffe

Diese Norm gilt fir eine Modifikation des Kulturmediums 21 Kulturmedium

nach Lowenstein-Jensen, das zur Anzlchtung von Myko- s pegriffe der verschiedenen Kulturmedien fiir die Bak-
bakterien nach DIN 58943-3 und zur Empfindlichkeitsprui- teriolog%e sind in DIN 58942-1 definiert.

fung von Tuberkulosebakterien nach DIN 58943-8 dient.

Zweck dieser Norm ist es, die biologischen Mindestanfor-

derungen an das Kulturmedium durch Definition seiner

Zusammensetzung, Herstellung und Qualitatsprifung 22 Modifiziert.es Léwenstein-Jensen-
festzulegen. Kulturmedium

Das Kulturmedium nach dieser Norm gilt als Standard- Das modifizierte Léwenstein-Jensen-Kulturmedium ist ein
kulturmedium, mit dem alle anderen flir die Tuberkulose- festes Kulturmedium zur Anziichtung von Mykobakterien
diagnostik erforderlichen Kulturmedien verglichen werden aus Untersuchungsgut und fiir die Empfindlichkeitspru-
kénnen. fung von Tuberkulosebakterien.

Fortsetzung Seite 2 bis 4
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3 Bezeichnung
Bezeichnung eines modifizierten Lowenstein-Jensen-Kul-
turmediums zum Nachweis von Mykobakterien (LJ):

Kulturmedium DIN 58943 — LJ

4 Anforderungen

41 Zusammensetzung und Herstellung der
Lésungen, Emulsion und Eimasse

411 Salzlosung

Zusammensetzung:

Kaliumdihydrogenphosphat, wasserfrei

(M = 136,09 g/mol) nach Ph. Eur. 1) 24 g
Magnesiumsulfat « 7-hydrat

(M = 246,47 g/mol) nach Ph.Eur. 1) 0,24 g
tri-Magnesiumdicitrat + 14-hydrat

(M = 703,33 g/mol) nach Ph. Eur. 1) 06 g
L-Asparagin Monohydrat reinst

(M =150,14 g/mol) 36 g
Glyzerin 84 % bis 87 % V/V

(M = 92,10 g/mol) nach Ph. Eur. 1") 120 ml
destilliertes Wasser 600,0 ml
Herstellung:

Die festen Substanzen werden in 400 ml destilliertem
Wasser gel6st. Nach Zusatz des Glyzerins wird mit destil-
liertem Wasser auf 600 ml aufgefullt.

41.2 WMalachitgriinlosung?)

Zusammensetzung:

Malachitgrin 29
destilliertes Wasser ad 100 ml
Herstellung:

Das Malachitgrin wird in destilliertem Wasser geldst. Die
Lésung kann lichtgeschitzt bei Umgebungstemperatur
von 12 bis 28°C vorréatig gehalten werden und muB vor
Gebrauch filtriert werden, um ausgefallene Kristalle zu
entfernen.

41.3 Kartoffeimehlemulsion
Zusammensetzung:

Salzlésung nach Abschnitt 4.1.1 600,0 ml
Malachitgriinlésung nach Abschnitt 4.1.2 20,0 ml
Kartoffelmehi 30,0¢g

Herstellung:

Zu 200 ml der Salzlésung werden 20 ml Malachitgrin-
I6sung zugegeben, 30 g Kartoffelmehl zugesetzt und
durch Rihren gleichmaBig verteilt. Der Rest der Salz-
I6sung (400 ml) wird aufgekocht und der Kartoffelmehl-
emulsion hinzugefligt. Unter weiterer Erwarmung wird so
lange gerihrt, bis die Emuision véllig homogen ist. Die
fertige Emulsion wird 30 min bei 112°C autoklaviert.

4.1.4 Eimasse

Zusammensetzung:

1000 ml Eimasse aus 20 bis 25 frischen Eiern (nicht alter
als 1 Woche; das Gewicht der einzelnen Eier soll 40 g
nicht unterschreiten, damit das richtige Verhaltnis zwi-
schen Eigelb und EiweiB sichergestellt ist).

Herstellung:

Die Eier werden mechanisch gereinigt, in Ethanol (ver-
géllt) mit einem Volumenanteil von 70% getaucht und
nach dem Herausnehmen abgeflammt. Danach werden
sie aufgeschlagen, in ein steriles Gefa3 entleert und
homogenisiert.

4.2 Herstellung des Kulturmediums

1000 ml Eimasse nach Abschnitt 4.1.4 werden mit 620 ml
Kartoffelmehlemulsion nach Abschnitt 4.1.3 gemischt.
Schaumbildung ist zu vermeiden.

Das Kulturmedium wird zu 5 ml abgefilit in Réhrchen.
Das Erstarren des Kulturmediums erfolgt in Schraglage in
Wasserdampf bei 85 °C fir 30 min bis 40 min.

Der VerschiuB der Réhrchen muB einen Gasaustausch
sicherstellen, aber eine Austrocknung verhindern. Be-
wahrt haben sich neben durchbohrten Stopfen [1] und [2]
vor allem Kappenverschlisse, denen aus Sicherheits-
griinden der Vorzug zu geben ist.

4.3 Biologische Eigenschaften des
Kulturmediums

4.31 Sterilitat

Das Kulturmedium muB keimfrei sein, d.h., das unbe-

impfte Kulturmedium darf nach einer Bebriitung bei 22°C

bis 28°C und (36 = 1)°C fir 8 Wochen kein makroskopi-

sches Wachstum von Mikroorganismen zeigen.

4.3.2 Nachweis des charakteristischen Wachstums
Das Kulturmedium muB — bei Beimpfung bis zum Verfall-
datum — das Wachstum subkultivierbarer Kolonien von
Mycobacterium tubercuilosis nach Abschnitt 5.2 sicher-
stellen.

5 Qualitatspriifung

Zur Qualitatsprifung des Kulturmediums ist der pH-Wert
im fertig koagulierten Kulturmedium nach Abschnitt 5.1 zu
bestimmen. Ferner sind 6 Kulturréhrchen jeder Charge
mit Suspensionen vom Teststamm Mycobacterium tuber-
culosis Hy;Rv nach Abschnitt 5.2 zu beimpfen.

51 AQualitatspriifung durch pH-Messung

Zur pH-Messung wird ein pH-Papier mit einem MeBbe-
reich um 7 mit destilliertem Wasser schwach angefeuch-
tet und auf die Oberflache des fertig koagulierten Kultur-
mediums aufgelegt.

Die Beurteilung des pH-Wertes erfolgt unmittelbar nach
Eintreten von Farbkonstanz des pH-Streifens.

Der pH-Wert des Kulturmediums muB in einem Bereich
zwischen 6,3 und 7,2 liegen.

5.2 Biologische Qualitatspriifung
5.21 Teststamm

Als Teststamm ist eine Kultur von Mycobacterium tuber-
culosis Hz;Rv in der Phase des aktiven Wachstums zu
verwenden.

Zur besseren Beurteilung der Morphologie wachsender
Kolonien ist die Beimpfung mit Suspensionen definierter
Keimdichte nach den Abschnitten 5.2.2 und 5.2.3 erfor-
derlich.

" Nach Ph. Eur. I: Pharmacopoea Europaea (Européi-
sches Arzneibuch) Band 1

2y Uber die Bezugsquelle gibt Auskunft: Normenaus-
schuB Medizin (NAMed) im DIN Deutsches Institut fir

Normung e.V,, BurggrafenstraBe 6, 10787 Bﬂb
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