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Mykobakterien-Ringversuch

Nr. 421 Tuberkulosediagnostik I
Mikroskopischer Nachweis säurefester Bakterien

Nr. 425 Tuberkulosediagnostik V
Empfindlichkeitsprüfung 

Nr. 424 Tuberkulosediagnostik IV 
Nachweis von Tuberkulosebakterien mit der 

Nukleinsäureamplifikation (PCR) (nicht NRZ) 

Nr. 423 Tuberkulosediagnostik III
Identifizierung von Mykobakterien

Nr. 422 Tuberkulosediagnostik II
Kultureller Nachweis von Mykobakterien 

und Differenzierung zwischen TB und NTM 



Mykobakterien-Ringversuch

6 Proben, 
Mikroskopische Sputum-Präparate,

negativ und positiv 

5 Proben, 
Sputum zur Vorbehandlung

negativ und positiv,
TB oder NTM

5 Proben, 
Mykobakterien-Kulturen,
verschiedene Spezies

5 Proben, 
TB-Kulturen,

sensibel oder resistent

Nr. 421 Tuberkulosediagnostik I
Mikroskopischer Nachweis säurefester Bakterien

Nr. 425 Tuberkulosediagnostik V
Empfindlichkeitsprüfung 

Nr. 424 Tuberkulosediagnostik IV 
Nachweis von Tuberkulosebakterien mit der 

Nukleinsäureamplifikation (PCR) (nicht NRZ) 

Nr. 423 Tuberkulosediagnostik III
Identifizierung von Mykobakterien

Nr. 422 Tuberkulosediagnostik II
Kultureller Nachweis von Mykobakterien 

und Differenzierung zwischen TB und NTM 



Mikroskopischer Nachweis
von Mykobakterien

- Ziehl-Neelsen-Färbung

- Kinyoun-Färbung (Kaltfärbung)

- Auraminfärbung

- Auramin-Rhodaminfärbung

Färbetechniken:



Primärisolierung von Mykobakterien

bis zu 10 ml Untersuchungsgut
↓

Zugabe der gleichen Menge NALC-NaOH
↓

20 Minuten Einwirkungszeit (Schüttler)
↓

Auffüllen mit sterilem Phosphatpuffer,
Zugabe von 1-2 Tropfen einer

5%igen Tween 80-Lösung
↓

20 - 30 Min. Zentrifugation (3.500 x g)
↓

Überstand verwerfen,
Aufnahme des Sediments in 1,0 ml sterilem Phosphatpuffer

N-Acetyl-L-Cystein-Vorbehandlung



Mykobakterien-Ringversuch

Nr. 421 Tuberkulosediagnostik I
Mikroskopischer Nachweis säurefester Bakterien

Nr. 422 Tuberkulosediagnostik II
Kultureller Nachweis von Mykobakterien 

und Differenzierung zwischen TB und NTM 

2 x jährlich:

ca. 280 Teilnehmer

d.h. 1800 mikroskop. Präparate

d.h. ca. 30 ml Sputum

ca. 200 Teilnehmer

je 5 Proben á 1,0 ml Sputum

d.h. ca. 1000 ml Sputum



Mykobakterien-Ringversuch

Sammeln von 1000 ml Sputum:

• ca. 300 – 500 Patientenproben dafür nötig

• Patienten-Einwilligung, da keine Reste verwendet werden können

• Ausschluss von Mykobakterien benötigt 6-8 Wochen

• keine Sicherheit über andere Infektionserreger 



Artifizielles Sputum

Yamada et al. IJTLD, 2006, 10: 899-905



Artifizielles Sputum

Methylzellulose als Substrat

+ humane Zellen

+ ‚Begleitflora‘

+ Mykobakterien für die positiven Proben



sollte verwendet werden für: 

mikroskopische Präparate

Sputumproben zur Vorbehandlung

d.h.

Artifizielles Sputum

• mikroskopisches Bild sollte ähnlich wie bei Sputum sein

• gleiche Bakterienzahlen für alle mikr. Präparate (ca. 280 St.)

• Viskosität und Verarbeitbarkeit sollte wie bei Sputum sein

• ausreichende Mengen für ca. 1000 Proben



Nr. 421, mikroskopische Präparate:

- von den Teilnehmern nicht als artifiziell beurteilt

- Raten der falsch positiven und falsch negativen 

Ergebnisse im üblichen Bereich 

(1-8 % bzw. 3-6 %)

Ergebnisse Ringversuche



Ergebnisse Ringversuche

Nr. 422, kultureller Nachweis:

- normale Vorbehandlung möglich

- normale Verunreinigungsrate

- kultureller Nachweis von TB-Bakterien

und NTM möglich



Vorteile

von artifiziellem Sputum zur Herstellung von RV-Proben

mit Methylzellulose als Basis:

• kann in ausreichenden Mengen hergestellt werden

• getrennte Ansätze für positive und negative Proben möglich

• kann sehr reproduzierbar hergestellt werden

• kein Patientenmaterial, damit keine Biogefährdung

• kein Risiko, dass Mykobakterien in dem Probenmaterial  
vorhanden sind

• keine toxische Gefährdung des Personals


