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1 Anwendungsbereich und Zweck

Diese Norm gilt fur die mikroskopische Untersuchung von
Untersuchungsgut nach DIN 58962-1 auf Zellen und
Mikroorganismen zur Diagnostik von Infektionen der tie-
fen Atemwege. Die Analyse der Zellen gibt AufschluB
Uber die Qualitat des Originaluntersuchungsgutes, insbe-
sondere darlber, ob es mit Keimen der Mund- oder
Rachenflora kontaminiert ist. Sie dient als Entscheidungs-
hilfe fiir den weiteren Untersuchungsgang. Die mikrosko-
pische Beurteilung der Mikroorganismen ergibt innerhalb
kurzer Zeit Hinweise Uber die in Frage kommenden
Krankheitserreger und damit eine Entscheidungshilfe fir
die Wahl der antimikrobiellen Therapie.

2weck dieser Festlegungen ist es, die Vergleichbarkeit
und Reproduzierbarkeit der Untersuchungsergebnisse zu
sichern.

2 Begriffe

2.1 Grundbegriffe

Nach DIN 58956-1, E DIN 58959-4 und DIN 58962-1

2.2 Untersuchungsgut
Nach DIN 58962-1

2.3 Originalpraparat

Originalpraparat ist das direkt aus dem Untersuchungsgut
hergestellte Praparat.

2.4 Kulturpraparat

Kulturpraparat ist das Praparat von einer Suspension von
Mikroorganismen, die in fllissigen oder auf festen Kultur-
medien gewachsen sind.

25 Nativpraparat

Nativpréparat ist ein Original- oder Kulturprdparat, das
ohne vorausgehende abtdtende oder formverédndernde
Behandlung, z. B. Farbung, angefertigt wird.

3 Bezeichnung

Bezeichnung der mikroskopischen Untersuchung zum
Nachweis pathogener Mikroorganismen der tiefen Atem-
wege (M):

Mikroskopie DIN 58962 — M
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4 Allgemeine methodenspezifische
Voraussetzungen

4.1 Untersuchungsgut

Die aligemeinen Anforderungen an das Untersuchungs-
gut, an die praanalytischen Bedingungen und an die Vor-
behandiung des Untersuchungsgutes sind nach
DIN 58962-1 festgelegt.

4.2 Untersuchungslaboratorium und
spezielle Ausriistung

Uber die Anforderungen nach DIN 58962-1 hinausge-
hend ist fir die mikroskopische Untersuchung folgende
Ausriistung erforderlich:

— Mikroskopierarbeitsplatz nach E DIN 58959-4

— Fur den Immunfluoreszenztest ist ein Mikroskop
mit Auflicht-Fluoreszenzeinrichtung, ausgerustet mit
einer Quecksilber-Hochdrucklampe mit Kontrollmég-
lichkeit der Brennqualitat erforderlich.

— Filtersystem: Bei der Verwendung von Fluores-
ceinisothiocyanat wird als Erregerfilter ein Interferenz-
Schmalbandfilter (485 + 10) nm, als Spertfilter ein
Interferenz-LangpabBfilter 515 nm und ein Farbteiler
510 nm benétigt. Gleichwertige Fluorochrom-Filtersy-
steme kénnen verwendet werden
— Objektive und Okulare, die VergréBerungen zwi-
schen dem 80- bzw. 100fachen (Ubersichtsbeurtei-
lung) und 1000fachen erzielen.
ANMERKUNG: Ein Phasenkontrastmikroskop
erméglicht eine unmittelbare Beurteilung ohne
Farbung.

5 Auswahl der Methoden fiir die
mikroskopischen Untersuchungen

Sekrete und andere Proben aus den tiefen Atemwegen
sind in jedem Fall mikroskopisch auf Zellen und Mikroor-
ganismen zu untersuchen. Daneben kommen in Einzelfal-
len gezielte Untersuchungen auf bestimmte Krankheitser-
reger mit speziellen Farbungen in Betracht. In Abhéngig-
keit von dem Untersuchungsziel sind die nachstehenden
Methoden anzuwenden.

5.1 Nativpréiparat

Das Nativpréaparat nach 2.5 und 6.2 dient vorwiegend der
Untersuchung auf Pilzelemente.

5.2 Methylenblau-Farbung

Die Methylenblau-Férbung nach 6.3.1 zahlt zu den einfa-
chen Farbungen und dient u. a. der Erkennung von Zell-
strukturen in der Zytologie sowie zur Darstellung von Bak-
terien und Pilzelementen.

ANMERKUNG: Die zytologische Untersuchung ist
Voraussetzung fiir die Beurteilung der Qualitat von
Sputum, Trachealsekret, Bronchialsekret und bron-
choalveoldrer Lavage-Fllssigkeit (BAL-Fllssig-~
keit).

5.3 Gram-Farbung

Die Gram-Farbung nach 6.32 kann wertvolle Hinweise
auf bakterielle Erreger geben und dient der frihzeitigen
Erkennung einer bakteriellen Infektion. Diese Untersu-
chung sollte bei jedem Untersuchungsgut durchgefiihrt
werden.

ANMERKUNG: Die Beurteilung zelluldrer Struktu-
ren ist in der Gram-Férbung erschwert; hierfir ist

5.4 Fluoreszenzimmunologische Verfahren

Fluoreszenzimmunologische Verfahren nach 6.4 kommen
fur klinisch indizierte, gezielte Untersuchungen z.B. auf
Legionelien und Pneumocystis carinii in Frage. Fir diese
Untersuchungen sind Bronchialsekret, BAL-FlUssigkeit,
Biopsiematerial, Lungenpunktat und intraoperativ ent-
nommenes Material besonders geeignet. Andere Materia-
lien sind weniger geeignet.

ANMERKUNG: siehe Abschnitt 5.6

5.5 Grocott-Farbung

Die Grocott-Farbung nach 6.3.3 wird unverdndert fiir den
Nachweis von Zysten von Pneumocystis carinii empfohlen.
Sie eignet sich auch zur Darstellung von Pilzelementen.

ANMERKUNG: siehe 5.6

5.6 Giemsa-Farbung

Die Giemsa-Farbung nach 6.3.4 dient dem Nachweis der
Trophozoiten und intrazystischen Kdrperchen von Pneu-
mocystis carinii.
ANMERKUNG: Wegen des isolierten Auftretens
von Trophozoiten chne Zystennachweis wird emp-
fohlen, fluoreszenzimmunologische Verfahren bzw.
die Grocott-Farbung mit der Giemsa-Farbung zu
kombinieren.

6 Durchfiihrung der Untersuchung
6.1 Direkter Ausstrich

Etwa 10 pl des Untersuchungsgutes werden auf einem
gereinigten und entfetteten Objekttrdger, gegebenenfalls
mit markierter Auftragestelle, auf einer Flache von etwa
2 cm x 3 cm ausgestrichen und luftgetrocknet. Die Fixie-
rung richtet sich nach der Art der Féarbeverfahren
nach 6.3.

6.2 Nativpriparat

Das Untersuchungsgut wird direkt oder in isotonischer
Kochsalzlésung verdinnt auf einem markierten Objekttra-
ger aufgetragen und mit einem Deckglas bedeckt. Mikro-
skopiert wird in der Regel mit 100- bis 400facher
GesamtvergréBerung (z. B. Objektiv 10- bis 40fach, Oku-
lar 10fach). Fir die Untersuchung von Nativpraparaten ist
die Verwendung eines Mikroskopes mit Phasenkontrast-
einrichtung der einfachen lichtmikroskopischen Untersu-
chung vorzuziehen.

6.3 Farbeverfahren

6.3.1 Methylenblau-Farbung

6.3.1.1 Reagenzien
— Alkalische Methylenblauldsung
nach Loffler [1]
Methylenblau-Stammiésung)
Kalilauge 0,01 %ige Lésung

30,0 ml
70,0 mt

6.3.1.2 Durchfihrung der Farbung
— Herstellung des Préaparates nach 6.1
— Fixieren mit Methanol absolut; 3 min
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