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Vorwort

Diese Norm wurde vom Arbeitskreis E 3/E9
»Molekularbiologischer Nachweis von Mykobak-
terien“ des Normenausschusses Medizin (NAMed)
im DIN Deutsches Institut fir Normung e. V. erar-
beitet.

DIN 58969 Medizinische Mikrobiologie — Serologi-
sche und molekularbiologische Diagnostik von In-
fektionskrankheiten besteht aus:

— Teil 10: Komplementbindungsreaktion (KBR)
(zz. Entwurf)

— Teil 41: Immunoblot (IB); Spezielle Anforderun-
gen fur den Nachweis von Antikérpern gegen
Human-Immunschwéche-Virus HIV-1 oder
HIV-2

— Teil 42: Immunoblot (IB); Spezielle Anforderun-
gen an den Nachweis von Antikérpern gegen
Helicobacter pylori (zz. in Vorbereitung)

— Teil 43: Immunoblot (IB); Spezielle Anforderun-
gen an den Nachweis von Antikérpern gegen
Yersinia (zz. in Vorbereitung)

— Teil 44: Immunoblot (IB); Spezielle Anforderun-
gen an den Nachweis von Antikérpern gegen
Borrelia (zz. in Vorbereitung)

— Teil 61: Polymerase-Kettenreaktion (PCR);
Spezielle Anforderungen flir den Nachweis von
Nukleinsduresequenzen der Human-Immun-
schwéche-Viren HIV-1 oder HIV-2

— Teil 62: Polymerase-Kettenreaktion (PCR);
Spezielle Anforderungen flir den Nachweis von
Nukleinsduresequenzen des Mycobacterium-
tuberculosis-Komplexes (MTC)

Foreword

This standard was drafted by the working party
E 3/E 9 “Molecular detection of mycobacteria” of
the Medical Standards Committee (Normen-
ausschuss Medizin; NAMed) at the German Insti-
tute for Standardization (DIN Deutsches Institut
fir Normung e. V.).

DIN 58969 Medical microbiology — Diagnosis of
infectious diseases in serology and molecular bi-
ology includes:

— Part 10: Complement fixation reaction (CFR)
(presently draft).

— Part 41: Immunoblot (IB); Special requirements
for the detection of antibodies against Human
Immunodeficiency Virus HIV-1 or HIV-2.

— Part 42: Immunoblot (IB); Special require-
ments for the detection of antibodies against
Helicobacter pylori (presently in preparation).

— Part 43: Immunoblot (IB); Special require-
ments for the detection of antibodies against
Yersinia (presently in preparation).

— Part 44: Immunoblot (IB); Special require-
ments for the detection of antibodies against
Borrelia (presently in preparation).

— Part 61: Polymerase chain reaction (PCR);
Special requirements for the detection of nu-
cleic acid sequences of the Human Immunode-
ficiency Viruses HIV-1 and HIV-2.

— Part 62: Polymerase chain reaction (PCR);
Special requirements for the detection of nu-
cleic acid sequences of the mycobacterium tu-
berculosis complex (MTC).
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— Teil 64: Polymerase-Kettenreaktion (PCR);
Genotypisierung von Hepatitis-C-Virus (HCV)
(zz. in Vorbereitung).

Diese Norm bertihrt Schutzrechte. Auskunft erteilt
der Normenausschuss Medizin (NAMed) im DIN
Deutsches Institut fur Normung e. V., 10772 Ber-
lin.

Einleitung

Zur Darstellung der Problematik des Nuklein-
sédurenachweises von Tuberkulosebakterien wird
auf Folgendes hingewiesen:

Die Tuberkulose ist weltweit weiterhin eine der
haufigsten Todesursachen bei Infektionskrank-
heiten im Erwachsenenalter. Die Tuberkulose ist
eine in Deutschland nach § 6 und § 7 Infektions-
schutzgesetz meldepflichtige Krankheit. Eine
moglichst frihzeitige Diagnose der Tuberkulose
ist wlnschenswert, da sie die Behandlungs-
erfolge verbessert und dadurch Infektketten ver-
meidet bzw. unterbricht.

Der mikroskopische Nachweis saurefester Stéb-
chen ist schnell, aber mit dem Problem mangeln-
der Sensitivitat und Spezifitat behaftet. Der kultu-
relle Nachweis liefert haufig erst Tage bis Wochen
nach Probenverarbeitung Ergebnisse. Beide
Nachweismethoden kénnen jedoch durch mole-
kularbiologische Nachweismethoden nicht er-
setzt werden; die Mikroskopie und die Kultur gel-
ten weiterhin als Standardmethoden, die parallel
zur Amplifikation durchgefiihrt werden. Einzelhei-
ten zum differenzierten Einsatz der Nachweis-
Methode siehe [1].

Der Nachweis von Tuberkulosebakterien erfor-
dert technische Voraussetzungen fir den siche-
ren Umgang mit Mykobakterien (siche Normen
der Reihe DIN 58943 und DIN EN 12128).

Diese Norm ist auf den Nachweis des
Mycobacterium-tuberculosis-Komplexes (MTC)
beschrankt. Technisch ist der Nachweis anderer
Mykobakterien mit vergleichbaren Methoden
mdglich. Der molekularbiologische Nachweis des
MTC kann die konventionellen Methoden ergan-
zen auf Grund seiner Sensitivitat und Spezifitat
und der geringen Verzugszeit zwischen Proben-
entnahme und Ergebnisstellung. Die Aussage-
kraft (positiv pradiktiver Wert) des Nukleinsaure-
nachweises fur MTC ist zwischen 65 % und 95 %
abhangig von den Mykobakterien und vom
Untersuchungsgut.

Der Nukleinsdurenachweis von MTC korreliert
nicht notwendigerweise mit Infektiositat und Le-
bensfahigkeit der Erreger. Deshalb ist der Nuklein-
sdurenachweis von MTC fir eine Therapiekontrolle
zurzeit nicht geeignet.

— Part 64: Polymerase-Kettenreaktion (PCR);
Genotypisierung von Hepatitis-C-Virus (HCV)
(presently in preparation).

This standard concerns patent rights. Details can
be obtained from Normenausschuss Medizin
(NAMed) im DIN Deutsches Institut fir Normung
e. V. 10772 Berlin, Germany.

Introduction

The following notes describe the problematic na-
ture of the detection of nucleic acid of tuberculo-
sis bacteria:

Tuberculosis still being world-wide for adults one
of the most frequent causes of death with infec-
tious diseases. In Germany, tuberculosis is a dis-
ease obliged to be registered according to § 6 and
§ 7 of the Protection against Infection Act (Infek-
tionsschutzgesetz). A diagnosis of tuberculosis as
early as possible is desirable as it may help to
improve the success of treatment and thus to
avoid or to interrupt respectively chains of trans-
mission.

The microscopic detection of acid-fast rods is
quick but is unfortunately afflicted with the lack of
sensitivity and specificity. After sample process-
ing the detection by culturing often delivers results
only after days to weeks. However, both detection
methods cannot be replaced by molecular biolog-
ical detection methods; both methods, microscopy
and culturing, still apply as standard methods
which are carried out in parallel to amplification.
For details for the differentiated use of the detec-
tion method see [1].

The detection of tuberculosis bacteria requests
technical requirements for the handling of myco-
bacteria (see standards of the series DIN 58943
and DIN EN 12128).

This standard only applies to the detection of the
mycobacterium tuberculosis complex (MTC). The
detection of other mycobacteria by means of
comparable methods is technically possible. Be-
cause of its sensitivity and specificity and the
short time period between sample taking and re-
porting of result, the molecular biological detec-
tion of MTC may supplement conventional meth-
ods. The precision of the statements (positive
predicative value) of the detection of nucleic acids
of the MTC ranges between 65 % and 95 % de-
pending on the mycobacteria and the test mate-
rial.

The detection of nucleic acids of the MTC does
not necessarily correlate with infectiousness and
viability of the pathogen. This is why the detection
of nucleic acid of MTC actually is not suitable as
an appropriate instrument for therapy control.
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Spezifikationen zum Einsatz der Nukleinsdure-
amplifikate von MTC sind aufgefihrt in [1], [5], [6]
und in DIN 58943 Bbl 1 (zz. in Vorbereitung).

1 Anwendungsbereich

Diese Norm gilt fir den Direktnachweis von Nukle-
insduren des Mycobacterium-tuberculosis-Kom-
plexes (MTC) aus menschlichem Untersuchungs-
gut Uber die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
nach DIN 58967-60 und andere A&quivalente
Nukleinsdurenachweis-Verfahren. Sie legt die
methodenspezifischen Anforderungen an den
qualitativen und quantitativen Nachweis der Nu-
kleinsduren Uber Nukleinsdureamplifikation und/
oder Nukleinsdurehybridisierung fest.

Die Festlegungen dieser Norm gelten analog auch
far weitere Amplifikationsverfahren zum Direkt-
nachweis von Nukleinsauren des MTC, sofern diese
Verfahren zu einem Ergebnis mit einer mindestens
gleichwertigen diagnostischen Aussage flhren.
Voraussetzung fir den Direktnachweis von MTC
mit dem gewdahlten Nukleinsdurenachweis-Ver-
fahren ist die Erflillung der in Abschnitt 10 getrof-
fenen Festlegungen hinsichtlich Sensitivitat und
Spezifitat.

Derzeitige Indikationen fur die Durchfihrung der
Nukleinsdureamplifikation und Nukleinsaurehybri-
disierung fur MTC setzen den begriindeten Ver-
dacht auf das Vorliegen einer Tuberkulose voraus.
Unter diesen Voraussetzungen gehdren dazu

— Abklarung fraglicher Befunde nach mikrosko-
pischer Untersuchung;

— Abklarung verdéachtiger klinischer und réntge-
nologischer Befunde;

— Proben von Patienten mit besonderer Disposi-
tion, z.B. Immunsuppression, verdachtige
Krankheitszeichen nach Aufenthalt in
Endemiegebieten;

— Differenzierung zwischen Spezies des MTC
und ubiquitar vorkommender Mykobakterien.

Diese Norm gilt nur fiir die zum MTC gehdrenden
Mykobakterien. Sie gilt nicht fir andere Myko-
bakterien wie z. B. Mycobacterium avium, Myco-
bacterium leprae, Mycobacterium kansasii und
Mycobacterium abscessus.

Ziel dieser Norm ist es, bei der Durchfihrung des
Nukleinsdurenachweises, am Beispiel der PCR,
far die Diagnostik der Tuberkulose von Laborato-
rium zu Laboratorium reproduzierbare und ver-
gleichbare Untersuchungsergebnisse zu ermdég-
lichen.

2 Normative Verweisungen

Diese Norm enthalt durch datierte und undatierte
Verweisungen Festlegungen aus anderen Publi-
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Specifications for the use of nucleic acid amplifi-
cates of MTC are listed in [1], [5], [6] and in Sup-
plement 1 to DIN 58943 (currently under prepara-
tion).

1 Scope

This standard applies to the direct detection of
nucleic acids of the Mycobacterium tuberculosis
complex (MTC) from human test material by
means of the polymerase chain reaction (PCR)
according to DIN 58967-60 as well as to other
equivalent methods for the detection of nucleic
acids. It establishes the method-specific require-
ments for the qualitative and quantitative detec-
tion of nucleic acids by means of nucleic acid
amplification and/or nucleic acid hybridisation.

The specifications of this standard also apply
analogously to other amplification methods for the
direct detection of nucleic acids of MTC, as far as
these methods ensure results with at least equiva-
lent diagnostic statements. Prerequisite for the
direct detection of MTC with the chosen method
of detection of nucleic acid is that all specifica-
tions made under clause 10 are fulfilled with re-
gards to sensitivity and specificity.

Present indications for the performance of nucleic
acid amplification and nucleic acid hybridisation
for MTC assume the well-founded suspicion of the
presence of tuberculosis. Under these circum-
stances this includes:

— Verification of questionable results after
microscopic examination;

— Verification of suspicious clinical and X-ray
results;

— Samples of patients with special disposition,
e.g. immunosuppression, suspicious
symptoms after travelling in endemic areas;

— Differentiation between species of MTC and
ubiquitous mycobacteria in the environment.

This standard is only valid for mycobacteria be-
longing to MTC. It does not apply for other myco-
bacteria, such as Mycobacterium avium, Myco-
bacterium leprae, Mycobacterium kansasii and
Mycobacterium abscessus.

The purpose of this standard is to enable with the
performance of the nucleic acid detection proce-
dure, by way of example of PCR, comparable and
reproducible test results among various laborato-
ries for the diagnosis of tuberculosis.

2 Normative references

This standard incorporates by dated or undated
references, provisions from other publications.
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kationen. Die normativen Verweisungen sind an
den jeweiligen Stellen im Text zitiert, und die Pu-
blikationen sind nachstehend aufgefihrt. Bei da-
tierten Verweisungen gehéren spatere Anderun-
gen oder Uberarbeitungen dieser Publikationen
nur zu dieser Norm, falls sie durch Anderung oder
Uberarbeitung eingearbeitet sind. Bei undatierten
Verweisungen gilt die letzte Ausgabe der in Bezug
genommenen Publikation.

DIN 58936-1, Qualitdtssicherung in der Laborato-
riumsmedizin — Teil 1: Grundbegriffe.

DIN 58936-2, Qualitdtssicherung in der Laborato-
riumsmedizin — Teil 2: Begriffe zur Qualitdt und
Anwendung von Klassierungs-, Zahl- und Mess-
systemen.

DIN 58943-3, Medizinische Mikrobiologie — Tuber-
kulosediagnostik — Teil 3: Kulturelle Methoden
zum Nachweis von Mykobakterien.

DIN 58943-7, Medizinische Mikrobiologie — Tuber-
kulosediagnostik — Teil 7: Modifiziertes Léwen-
stein-Jensen-Kulturmedium zur Anzichtung von
Mykobakterien.

DIN 58943-8, Medizinische Mikrobiologie — Tuber-
kulosediagnostik — Teil 8: Empfindlichkeitspru-
fungen von Tuberkulosebakterien gegen Chemo-
therapeutika.

E DIN 58943-9, Medizinische Mikrobiologie -
Tuberkulosediagnostik — Teil 9: Mindestanforde-
rungen zur Identifizierung von Tuberkulose-
bakterien.

DIN 58943-32, Medizinische Mikrobiologie -
Tuberkulosediagnostik — Teil 32: Mikroskopische
Methoden zum Nachweis von Mykobakterien.

DIN 58959-3, Qualitdtsmanagement in der medi-
zinischen Mikrobiologie — Teil 3: Anforderungen
an Untersuchungsauftrag und Befundbericht.

DIN 58967-10, Serodiagnostik von Infektions- und
Immunkrankheiten — Teil 10: Begriffe, allgemeine
Anforderungen.

DIN 58967-30, Serodiagnostik von Infektions- und
Immunkrankheiten - Teil 30: ELISA (Enzyme-
Linked-Immuno-Sorbent-Assay); Begriffe, allge-
meine methodenspezifische Anforderungen.

DIN 58967-60, Serodiagnostik von Infektions- und
Immunkrankheiten — Teil 60: Polymerase-Ketten-
reaktion (PCR); Begriffe, allgemeine methoden-
spezifische Anforderungen.

DIN EN 12128, Biotechnologie — Laboratorien flir
Forschung, Entwicklung und Analyse — Sicher-
heitsstufen mikrobiologischer Laboratorien, Ge-
fahrenbereiche, Rdumlichkeiten und technische
Sicherheitsanforderungen; Deutsche Fassung EN
12128:1998.

[1] Kirschner, P. et al.: Diagnosis of Mycobacterial
Infections by Nucleic Acid Amplification:
18-Month  Prospective Study, J. Clin.
Microbiol. (1996) 34, 304-312

These normative references are cited at the ap-
propriate places in the text and the publications
are listed hereafter. For dated references, subse-
quent amendments to or revisions of any of these
publications apply to this standard only when in-
corporated in it by amendment or revision. For
undated references the latest edition of the pub-
lication referred to applies.

DIN 58936-1, Quality assurance in laboratory
medicine — Part 1: Basic terminology.

DIN 58936-2, Quality assurance in laboratory
medicine — Part 2: Terminology for quality and
application of classification, counting and meas-
uring systems.

DIN 58943-3, Medical Microbiology — Diagnosis of
tuberculosis — Part 3: Culturing methods for the
detection of mycobacteria.

DIN 58943-7, Medical Microbiology — Diagnosis of
tuberculosis - Part 7: Modified Léwenstein-
Jensen-culture medium for the growth of myco-
bacteria.

DIN 58943-8, Medical Microbiology — Diagnosis of
tuberculosis — Part 8: Susceptibility testing of tu-
berculosis bacteria to antimicrobial agents.

E DIN 58943-9, Medical Microbiology — Diagnosis
of tuberculosis — Part 9: Minimum requirements to
the identification of tuberculosis bacteria.

DIN 58943-32, Medical Microbiology — Diagnosis
of tuberculosis — Part 32: Microscopic methods
for the detection of mycobacteria.

DIN 58959-3, Quality management in medical
microbiology — Part 3: Requirements for request
and report forms.

DIN 58967-10, Serodiagnosis of infectious dis-
eases and diseases of the immune system -
Part 10: Terminology, general requirements.

DIN 58967-30, Serodiagnosis of infectious dis-
eases and diseases of the immune system -
Part 30: ELISA (Enzyme-Linked-Immuno-
Sorbent-Assay), Terminology, general method-
specific requirements.

DIN 58967-60, Serodiagnosis of infectious dis-
eases and diseases of the immune system -
Part 60: Polymerase-chain reaction (PCR), Termi-
nology, general method-specific requirements.

DIN EN 12128, Biotechnology — Laboratories for
research, development and analysis — Safety cat-
egories for microbiological laboratories, areas of
risk, localities and technical safety requirements;
German edition EN 12128:1998.

[1] Kirschner, P. et al.: Diagnosis of Mycobacterial
Infections by Nucleic Acid Amplification:
18-Month  Prospective Study, J. Clin.
Microbiol. (1996) 34, 304-312
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[2] Béddinghaus, B. et al.: Detection and Identifi-
cation of Mycobacteria by Amplification of
rRNA, J. Clin. Microbiol. (1990) 28, 1751-1759

[3] Eisenach, K. D. et al.: Polymerase Chain
Reaction Amplification of a Repetitive DNA
Sequence Specific for Mycobacterium tuber-
culosis, J. Infect. Dis. (1990) 161, 977-981

[4] Tevere, V. J. et al.: Detection of Myco-
bacterium tuberculosis by PCR Amplification
with Pan-Mycobacterium Primers and Hybridi-
zation to an M. tuberculosis-Specific Probe, J.
Clin. Microbiol. (1996) 34, 918-923

3 Begriffe

Far die Anwendung dieser Norm gelten die Begriffe
nach

— DIN 58967-10 fUr die Diagnostik von Infektions-
und Immunkrankheiten;

— DIN 58936-1 und DIN 58936-2 flir die Quali-
tatssicherung in der Laboratoriumsmedizin;

— den Normen der Reihe DIN 58943, insbeson-
dere DIN 58943-3, DIN 58943-7, DIN 58943-8,
E DIN 58943-9 und DIN 58943-32 fir die
Tuberkulosediagnostik;

— DIN 58967-60 fur die PCR
zusammen mit folgenden:

3.1
analytische Sensitivitdt der PCR von MTC

berechnete analytische Empfindlichkeit des
Nukleinsdurenachweises, wobei die Bewertung
des Ergebnisses der Probe als richtig-positiv und
falsch-negativ anhand des kulturellen Myko-
bakterien-Nachweises derselben Probe nach
DIN 58943-3 vorgenommen wird

3.2
diagnostische Sensitivitat der PCR von
MTC

berechnete diagnostische Empfindlichkeit des
Nukleinsdurenachweises, wobei die Bewertung
des Ergebnisses als richtig-positiv und falsch-
negativ durch die klinische Diagnose der Tuberku-
lose gegeben wird

3.3
analytische Spezifitat der PCR von MTC

berechnete Spezifitdt des Nukleinsdurenach-
weises, wobei die Bewertung der Ergebnisse als
richtig-negativ oder falsch-positiv anhand des
kulturellen Mykobakterien-Nachweises dersel-
ben Probe nach DIN 58943-3 vorgenommen wird
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[2] Béddinghaus, B. et al.: Detection and ldentifi-
cation of Mycobacteria by Amplification of
rRNA, J. Clin. Microbiol. (1990) 28, 1751-1759

[3] Eisenach, K. D. et al.: Polymerase Chain
Reaction Amplification of a Repetitive DNA
Sequence Specific for Mycobacterium tuber-
culosis, J. Infect. Dis. (1990) 161, 977-981

[4] Tevere, V. J. et al.: Detection of Myco-
bacterium tuberculosis by PCR Amplification
with  Pan-Mycobacterium  Primers and
Hybridization to an M. tuberculosis-Specific
Probe, J. Clin. Microbiol. (1996) 34, 918-923

3 Definitions

For the use of this standard the definitions apply
according to

— DIN 58967-10 for the diagnosis of infectious
diseases and diseases of the immune system;

— DIN 58936-1 and DIN 58936-2 for the quality
assurance in laboratory medicine;

— the standard of the series DIN 58943, especially
DIN 58943-3, DIN 58943-7, DIN 58943-8,
E DIN 58943-9 and DIN 58943-32 for the dia-
gnosis of tuberculosis;

— DIN 58967-60 for PCR
together with the following:

3.1
analytical sensitivity of PCR of MTC

related analytical sensitivity of the detection of
nucleic acid, where the assessment of the result of
the sample as true-positive and false-negative is
linked to the cultural detection of mycobacteria of
the same sample according to DIN 58943-3

3.2
diagnostic sensitivity of PCR of MTC

calculated diagnostic sensitivity of the detection
of nucleic acid, where the assessment of the result
of the sample as true-positive and false-negative
is related to the clinical diagnosis of tuberculosis

3.3
analytical specificity of PCR of MTC

calculated specificity of the detection of nucleic
acid, where the assessment of the results as true-
negative or false-positive are related to the cul-
tural detection of mycobacteria of the same sam-
ple according to DIN 58943-3

Documents

Document Sharing Hub

Full document details: DIN 58969-62:2003-01


http://www.avadocuments.com/doc/din-58969-62-2003-01
http://www.avadocuments.com/doc/din-58969-62-2003-01

