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Einleitung

Die Zunahme der Tuberkulose weltweit, das vermehrte
Auftreten hochresistenter Tuberkulose-Stimme und die
gesteigerte Vulnerabilitit abwehrgeschwichter HIV-Pa-
tienten gegeniiber Mykobakterien-Infektionen verdeutli-
chen die Bedeutung einer sensitiven, spezifischen und
schnellen Mykobakterien-Diagnostik im mikrobiologi-
schen Routine-Labor.

Durch die Einfihrung radiometrischer Nachweisver-
fahren aus Fliissigkulturen (Bactec®System) in Kombi-
nation mit Gen-Sonden-Tests zur Mykobakterien-Identi-
fizierung konnte die Zeit bis zur Ubermittlung eines Be-
fundes im Vergleich zur konventionellen Anzucht auf fe-
sten Nahrbdden mit nachfolgender biochemischer Diffe-
renzierung deutlich verkiirzt werden. Aber sowohl die
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radiometrischen als auch die konventionellen Nachweis-

verfahren erfordern ein kulturelles Wachstum und erlau-

ben keinen dirckten Nachweis siurefester Stibchen aus

dem Patientenmaterial. Ein solcher Direktnachweis ist mi-

kroskopisch erst ab 10* CFU méglich.

Die PCR hat in Bezug auf Sensitivitit, Spezifitit und
Schnelligkeit eine revolutionire Entwicklung im Bereich
der mikrobiologischen Diagnostik eingeleitet. Die erwar-
teten Vorteile sollen in der schr hohen Sensitivitdt und
der Méglichkeit des Mykobakteriennachweises und der
Identifizierung innerhalb weniger Stunden bis Tage lie-
gen. Dabei wird der PCR-Einsatz in der Mykobakterien-
Diagnostik kontrovers diskutiert [1-5]. In letzter Zeit
wurden auch alternative Amplifikationsmethoden entwik-
Kkelt, u. a, die isotherme Amplifikation.

In der vorliegendenArbeit wurden n =387 unterschied-
liche Materialien von n = 286 Patienten mit Hilfe des
Amplicor® M. tuberculosis complex Tests (PCR) und des
GEN-PROBE Amplified® Mycobacterium tuberculosis
complex Direkt-Tests (isotherme Amplifikation) analy-
siert. Der AF-Test basiert auf der isothermen Amplifika-
tion spezifischer rRNA-Sequenzen iiber DNA-Zwischen-
produkte. Die Detektion der amplifizierten rRNA erfolgt
iiber die schon im Kulturbestitigungstest der Fa. Gen Pro-
be®erprobten DNA-Sonden. .

Zum Vergleich mit diesen beiden neuen molekular
biologischen Verfahren wurde auch die bisher gebrauch-
liche Routineanalytik unseres Labors durchgefiihrt.

Diese besteht im einzelnen aus:

— dem radiometrischen Nachweis aus Flissigkulturen
(Bactec®-System),

— verschiedenen DNA-Sonden-Hybridisierungstesten
zur Erreger-Identifizierung,

— der konventionellen Anzucht auf Festnahrboden mit
anschlieSender biochemischer Differenzierung sowie
dem

— mikroskopischen Direktnachweis saurefester Stabchen
im Untersuchungsmaterial (Firbung nach Ziehl-
Neelsen).

Abkiirzungen:

AC = Amplicor® M. tuberculosis complex Test,
Fa. Roche

AF = Amplified® M. tuberculosis complex Direkt
Test, Fa. Gen-Probe

CFU = Colony Forming Units

GI = Growth Index

M. = Mykobakterium

MTC = Mycobacterium tuberculosis complex
(bestehend aus: M. microti, M. tuberculosis,
M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum)

OD = Optical Density

PCR = Polymerase Chain Reaction

RLU = Relative Lichteinheiten

TMB = Tetramethylbenzidin
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Material und Methoden

Insgesamt wurden n = 387 unterschiedliche Materialien
von n = 286 Patienten mit den oben beschriebenen Ver-
fahren auf das Vorhandensein von Mykobakterien unter-
sucht.

Im einzelnen standen folgende Materialien fir die
Untersuchung zur Verfligung:
-~ Sputum, n =190
- Bronchialsekret, Bronchiallavage, n = 162
— Magensaft,n= 25

Mikroskopischer Direktnachweis nach Ziehl-
Neelsen-Farbung

Bei der Ziehl-Neelsen-Farbung handelt es sich um eine
Standardfarbung zum direkten Nachweis von siurefesten
Stibchen. Sie wurde entsprechend den Empfehlungen des
Deutschen Zentralkomitees zur Bekampfung der Tuber-
kulose (DIN-Nr. 58943, 1991) durchgefiihrt. Ein mikro-
skopischer Direktnachweis erfordert mindestens eine
Keimzahl von 10*-10° pro ml Probe. Bei den niedrigen
Keimzahlen in vielen Untersuchungsmaterialien gelingt
der Direktnachweis daher haufig nicht. Eine Spezies-Dif-
ferenzierung 148t sich nicht oder nur sehr ungenau tref-
fen.

Kulturverfahren zur Anziichtung
von Mykobakterien

Vor einer Kultivierung ist das Patientenmaterial einer
selektiven Dekontamination zu unterziehen, um evtl. vor-
handene Begleitkeime zu unterdriicken. Aufgrund des
langsamen Wachstums der Mykobakterien benétigt ihr
kultureller Nachweis auf dem von uns verwandten
Festagar-Medium nach Léwenstein-Jensen in der Regel
4-8 Wochen. Danach kann aufgrund der Kolonie-Mor-
phologie und des Pigmentverhaltens eine grobe Spezi-
es-Einteilung vorgenommen werden. Als negativ kann
eine Kultur ohne sichtbares Wachstum erst nach ca.
8 Wochen definiert werden.

Identifizierung von Mykobakterien Giber -
kulturmorphologische und biochemische
Differenzierungen

Die Differenzierung von Mykobakterien nach morpho-
logischen und biochemischen Gesichtspunkten stellt zur
Zeit noch immer die Methode der Wahl in den meisten
mykobakteriologischen Routinelaboratorien dar. InTabel-
le 1 sind die in unserem Haus angewendeten 18 Differ-
enzierungsparameter, z. T. mit Inkubationszeiten, aufge-
fihrt. Die meisten dieser biochemischen Tests, die erst
nach Anzucht der Mykobakterien eingesetzt werden kon-
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Tabelle 1. Konventionelle Differenzierungsparameter in der My-
kobakterien-Diagnostik mit Angabe der Inkubationszeit der bio-
chemischen Tests

Konventionelle Differenzierung Inkubationszeiten der
Bestimmungsparameter biochemischen Tests
1. Wuchsverhalten

2. Pigmentbildung

3. Cordbildung

4. Kletterphanomen

5. Nitrat-Reduktase-Test 2 Stunden

6. Niacin-Test 30 Minuten

7. BSH-Brenzschleimsaurehydazid %]

8. Toluidinblau 1]

9. Semiquantitative Katalase 14 Tage

10. HitzefesteKatalase 68° C 1 Stunde

11. Arylsulfate 3 Tage

12. Phosphatase 24 Stunden

13. Pyrazinamidase 4 Tage

14. Urease 2 Stunden
15. Amidreihe 20-40 Stunden
16. Zuckerreihe . 8-10 Tage

17. Ciprofloxacin-Testblattchen %]

18. Tweenhydrolyse Auswertung nach 3,

7 und 10 Tagen

@ = Keine weitere Inkubationszeit,
Beurteilung des Wachstums mit + oder -

nen, sind rein qualitativ und basieren auf einem Farb-
umschlag. Das Vorliegen von Reinkulturen und gutes
Wachstum sind die Voraussetzungen zur korrekten Durch-
filhrung des Tests.

Die Mitteilung eines definitiv positiven Ergebnisses
kann hiufig erst nach Ablauf mehrerer Wochen erfolgen.

Erregernachweis mit dem
Bactec® 460-Tb-System

Grundlage dieses Verfahrens bildet das radiometrische
Nachweisverfahren von Stoffwechsel-Leistungen der
Mykobakterien. Das fliissige Kulturmedium enthilt ra-
dioaktiv-markierte (**C) Palmitinséure, die von Mykobak-
terien abgebaut wird. Dabei entstehendes radioaktiv mar-
kiertes '“CO, kann im Kulturiiberstand vom Bactec®-Ge-
rit direkt quantitativ bestimmt werden. Dieser gemesse-
ne Wert ist direkt proportional zur Wachstumsge-
schwindigkeit der Mykobakterien und wird als Growth
Index (GI) bezeichnet. Verschiedene Studien zeigen, dafl
das Verfahren zur Anziichtung von Mykobakterien aus
Sputum, Bronchialsekret, Pleurapunktat und extra-
pulmonalen Proben nach entsprechender Vorbehandlung
geeignet ist 3, 6].

DNA-Gensonden-Test

Der in der vorliegenden Arbeit angewandte DNA-Gen-
sonden-Test zur Erreger-ldentifizierung ist ein kommer-

ziell erhiltlicher Kulturbestitigungstest zum Nachweis
ribosomaler RNA verschiedener Mykobakterien-Subspe-
zies mittels spezifischer DNA-Sonden (Fa. Gen-Probe,
Inc., San Diego, CA, USA; Fa. Biermann GmbH, Bad
Nauheim).

Folgende DNA-Sonden-Tests wurden verwendet:

M. tuberculosis complex (umfafit M. tuberculosis,
M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M. microti)
M. avium

M. intracellulare

M. kansasii

M. gordonae.

Der DNA-Sonden-Hybridisierungstest ist ein Kultur-
bestitigungstest, sowohl fiir Kolonien fester Kulturen als
auch flir Fliissigkulturen. Grundlage ist die Hybridisie-
rung einer Acridiniumester-markierten einzelstrangigen
DNA mit der rRNA des Zielorganismus. Zielsequenz ist
die 16 S-RNA, die sehr spezifisch und konservativ im
Vergleich zu enzymkodierten DNA-Abschnitten ist. Die
ribosomale RNA des Mykobakteriums wird durch die
Zugabe eines lysierenden Reagenz freigesetzt und bildet
beiVorhandensein komplementérer Nukleotidsequenzen
mit der DNA-Sonde stabile DNA/RNA-Hybride. An-
schlielend erfolgt die Trennung, d. h. die selektive che-
mische Desintegration des Acridiniumesters der nicht-
hybridisierten DNA-Sonde. Wahrend der Acridiniumester
in den hybridisierten Molekiilen durch die Interkalierung
im Hybrid eine Stabilisierung erfahrt, zerfallt der
Acridiniumester der unhybridisierten Probe in alkalischer
Losung und kann bei anschlieBender Messung kein Licht-
signal mehr abgeben. Wihrend des Mefvorganges im
Luminometer (PAL, Fa. Biermann) wird der Acridi-
niumester auf den hybridisierten Sonden durch Zugabe
von H,0, und NaOH zunichst aktiviert und emittiert beim
nachfolgenden Zerfall Licht, das im Photomultiplier re-
gistriert und in Lichteinheiten pro Sekunde (RLU/sec)
angezeigt wird. Anhand eines angegebenen cut-off’s kann
zwischen einem positiven und negativen Ergebnis unter-
schieden werden.

Amplicor® M. tuberculosis complex Test (PCR)

Grundsitzlich wird iiber die PCR-Reaktion ein DNA-
Fragment (Template) iiber die sequenzspezifische Hy-
bridisierung und Elongation von zwei Oligonukleotid-
Primern in exponentieller Weise amplifiziert. Das
Grundprinzip dieser dreistufigen thermozyklischen Re-
aktion basiert auf der wiederholten Denaturierung
doppelstringiger DNA zu Einzelstringen, der spezifi-
schen Hybridisierung kurzer Oligonukleotide (Primer)
und einer templatespezifischen Elongation dieser Primer
mit Hilfe einer thermostabilen DNA-Polymerase. Uber
diese Reaktionsfolge wird eine exakte Kopie des
Template-Nukleinsiurebereiches zwischen den beiden
Primer-Hybridisierungsstellen erzeugt. Da diese neu-
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synthetisierten Elongationsprodukte jeweils zusitzliche,
identische Template-Molekiile darstellen, verdoppelt
sich wihrend jedes Replikationsschrittes die Anzahl der
Template-Molekiile im Reaktionsansatz [7].

Das Konzept der AC-Teste basicrt auf einer Kombina-
tion aus PCR mit nachfolgender Nukleinsdure-Hybri-
disierung sowic anschlieffender Produktdetektion mittels
Farbentstchung und ermdglicht so einen schnellen und
direkten DNA-Nachweis des Erregers.

Mit dem AC-Test ist der Nachweis von Mykobakterien
des MTC in dekontaminierten Sputum- und Bronchial-
lavage-Proben moglich. ’

Der AC-Test verwendet in der PCR genusspezifische
Primer aus einer hochkonservierten Region der 16S
ribosomalen RNA, um eine Sequenz aus 584 Basenpaaren
des Mykobakterien-Genoms zu sequenzieren.

In der Hybridisierungsreaktion werden die amplifizier-
ten rRNA-Sequenzen (Amplicone) chemisch zu Einzel-
stringen denaturiert und in Mikrotiterplatten iiberfiihrt,
die eine amplicon-spezifische Oligonukleotidsonde in
gebundener Form enthalten. Diese M. tuberculosis
complex spezifische Sonde wurde aus der hypervariablen
16S rRNA Gen-Region des Bakteriums ausgewahlt.

Nach dem Waschvorgang wird in der Detektions-
reaktion Avidin-Meerrettich-Peroxidase-Konjugat hinzu-
gegeben, welches an das biotinylierte Amplicon bindet.
Als Substrate werden H,0, sowie Tetramethylbenzidin
(TMB) eingesetzt.

Eine selektive Amplifikation der Ziel-DNA in den
Patientenproben wird durch den Einsatz der AmpErase
erreicht, welche das Enzym Uracil-N-Glycosylase enthlt.
Dieses Enzym erkennt und katalysiert die Destruktion
Uracil-, aber nicht Thymidin-enthaltender DNA. Uracil ist
in Bakterien-DNA nicht enthalten, dagegen immer in
Ampliconen. Uracil wird anstelle von Thymin als eines
der Desoxynukleotid-triphosphate im Reaktionsgemisch
verwendet, so dafl nur die Amplicone Uracil enthalten.

Gen-Probe® Mycobakterium tuberculosis
complex Direkt-Test (Isotherme Amplifikation)

Der Direktnachweis von Mykobakterien des M. tuber-
culosis complex mittels isothermer Amplifikation wurde
speziell fiir Sputum- und Bronchiallavage-Proben entwik-
kelt, die mit N-Acetyl-L-Cystein/NaOH oder NaOH de-
kontaminiert wurden.

Dieser Test ist spezifisch fir den M. tuberculosis

complex, ohne allerdings zwischen den einzelnen Myko-.

bakterien des Komplexes differenzieren zu koénnen. Er
erfafit aufler den genannten Arten des Komplexes keine
anderen Mykobakterienspezies.

Das Verfahren zur Amplifizierung von Zielsequenzen
nutzt die Moglichkeit der spezifischen Basenpaarung,
komplementirer Oligonukleotid-Primer mit anschlie-
Render enzymatischer Amplifizierung der Ziel Nuklein-
sduresequenzen. Das Amplifizierungssystem von Gen-
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Probe® vervielfiltigt spezifische TRNA iiber DNA-
Intermediate. Der Nachweis der amplifizierten rRNA-
Sequenzen erfolgt iiber die schon im Kulturbestitigungs-
test der Fa. Gen Probe eingesetzte Nukleinséure-
hybridisierung mittels erprobter Acridiniumester-mar-
kierter DNA-Sonden. Die Chemilumineszenz-markier-
te Einzelstrang-DNA-Sonde ist komplementir dem
Amplicon. Die markierte DNA-Sonde bildet mit dem
Amplicon ein stabiles RNA-DNA-Hybrid. Das Selek-
<tionsreagenz differenziert zwischen hybridisierten und
nicht-hybridisierten Sonden. Die markierten RNA/DNA-
Hybride werden in einem Luminometer bestimmt und
das Ergebnis anhand eines cut-offs als positiv oder ne-
gativ bewertet.

Um Durchfiihrbarkeit sowie Schnelligkeit der Teste
miteinander vergleichen zu kdnnen, sind die einzelnen
Arbeitsschritte in Tabelle 2 aufgefiihrt.

Die zeitaufwendigsten Phasen wihrend der Testdurch-
fiihrung sind die Prazisions-Pipettierschritte. Wihrend des
letzten Pipettierschrittes wird das Amplifikat im 4C-Test
in ein anderes Rohrchen iiberfiihrt. Dies ist der proble-
matischste Schritt hinsichtlich einer méglichen Konta-
minationsgefahr.

Besonders hervorzuheben ist, daf} die eingesetzten Pa-
tienten-Materialien einer Dekontamination mit N-acetyl-
L-cystein unterzogen wurden. Die Richtlinien des Herstel-
lers wurden bei der Durchfiilhrung exakt beachtet.

Da bekannt ist, da3 Blutbeimengungen in der Probe
moglicherweise zu falsch positiven Ergebnissen fiihren,
wurden lediglich diejenigen Materialien eingesetzt, bei
denen eine derartige Kontamination weitgehend ausge-
schlossen werden konnte.

Ergebnisse

Die Untersuchungsergebnisse der Analyse von 387
Patientenmaterialien sind im einzelnen in Tabelle 3 auf-
gefiihrt. Bei der Analyse von 238 Patientenmaterialien
ergab sich kein Unterschied hinsichtlich Sensitivitat und
Spezifitit zwischen der PCR und der isothermen Ampli-
fikation. Sowohl mit der PCR als auch mit der isothermen
Amplifikation wurde jeweils in 2 verschiedenen Sputen
ein positives Ergebnis gefunden, welches weder mittels
Bactec®-System, Festagarkultur, dem mikroskopischen
Bild noch mit der anderen molekularbiologischen Me-
thode bestitigt werden konnte. Aufgrund dieser Beob-
achtung, und aufgrund der Tatsache, dafl der Einsatz der
PCR in der Tuberkulosediagnostik schon in mehreren Stu-
dien[8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17] untersucht wur-
de, entschlossen wir uns, die restlichen 149 Patienten-
materialien, auch im Hinblick auf die immer noch hohen
Kosten, nur mit der isothermen Amplifikation zu analy-
sieren. Es soll noch einmal betont werden, daf3 dort, wo
die PCR falsch negative Ergebnisse lieferte, auch mit der
isothermen Amplifikation ein falsch negatives Ergebnis
zustande kam.
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Tabelle 2. Vergleich der Arbeitsanleitungen des Roche Amplicor®- und des Gen Probe Amplified® Direkt-Tests

Roche Amplicor® Test Gen Probe Amplified® Direkt Test
Abschnitt 1: Abschnitt 1:
Reagenzienvorbereitung Reagenzienvorbereitung

- Vorbereitung des Master Mix durch Pipettieren von 100 pl
AmpErase in den Master Mix. Gut durchmischen.

- Vorbereitung der PCR-Rohrchen einschlieBlich einer positiven

und drei negativen Kontrollen |
- In jedes Roéhrchen werden 50 pl des vorbereiteten
Master Mix pipettiert.

~ 750 ul des Rekonstitutionspuffers werden zu dem
lyophilisierten Reagenz.gegeben und gut durchmischt.

- Vorbereitung der Amplifikationsréhrchen plus einer Positiv-
und einer Negativkontrolle.

- 25 pl des geldsten Amplifikationsreagenz in jedes
Ampilifikationsrhrchen pipettieren.

~ Zugabe von 200 pl Olreagenz in jedes Rohrchen.

Abschnitt 2:
Probenvorbereitung

Abschnitt 2:
Probenvorbereitung

- 500 pl einer Waschlésung werden in 1,5 ml GeféBe pipettiert.

- 100 ul des Probensediments werden in jedes
dieser Rohrchen gegeben.

- Fiir 10 Minuten bei 12 500 g zentrifugieren.

- Uberstand verwerfen.

- 100 pl des Sputum-Lysis-Reagenz in jedes Rohrchen
pipettieren, vortexen.
- Proben und Kontrollen fir 45 Minuten bei 60° C inkubieren.

- 5 Sekunden anzentrifugieren.

~ 100 pl des Sputum-Neutralisierungs-Reagenz zugeben
und vortexen.

- 50 pl der vorbereiteten Proben und Kontrolién in die
zugehorigen PCR-Rohrchen pipettieren.

- 200 pl Probenverdinnungspuffer werden in jedes Lysis-
Rohrchen gegeben. -
- 50 pl Probensediment werden in jedes Rohrchen pipettiert.

- Ultraschallbehandlung der Lysisrohrchen fur 15 Minuten.

- 50 pl der Lysate werden in die zugehdrigen Amplifikations
réhrchen gegeben.

- Inkubieren der Rdhrchen bei 95° C fir 15 Minuten.

- Auflésen des lysophilisierten Enzymreagenzes in 1,4 mi
Enzymitsungspuffer.

Abschnitt 3:
Amplifikation

Abschnitt 3:
Amplifikation

- Probenhalter in Thermocycler geben und das Gerit
programmieren.
- Protokoll lauft ca. 1,5 Stunden

- Vorsichtiges Entfernen der Verschliisse von jedem Rohrchen
(Aerosolbildung vermeiden).
- 100 pl Denaturierungslésung in jedes PCR-Réhrchen geben.

- 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

- Réhrchen in einem Mindestzeitraum von 15 Minuten auf
42° C bringen.

- 25 pl Enzymreagenz in jedes Rohrchen geben und zum
Mischen das Rack schiitteln.

- Inkubation bei 42° C fiir 2 Stunden.

- 20 pl Terminationsreagenz in jedes Réhrchen geben,
anschlieBend kurzes Schiitteln des Racks.

- Inkubation bei 42° C fur 10 Minuten.

Abschnitt 4:
Hybridisierung und Detektion

Abschnitt 4:
Hybridisierung und Detektion

- Vorbereitung des Waschpuffers

- Mikrotiterplatten auf Raumtemperatur bringen und
100 pl Hybridisierungspuffer zugeben.
- 25 pl denaturierte Amplifizierungsprobe in die Kavitéten.
pipettieren, mischen.
- Inkubation fir 1,5 Stunden bei 37° C
- Platte 5 mal waschen, jeweils 30 Sekunden Einwirkzeit der
Waschlésung nach jedem Waschgang.
- Zugabe von 100 pl Avidin-Meérrettich-Peroxidase
in jede Kavitat.
- 15 Minuten Inkubation bei 37° C.
- 100 pl der fertigen Substratiésung werden in .
jede Kavitat pipettiert.
- 10 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubieren.
- 100 pl Stop-Reagenz in jede Kavitat pipettieren.
- Messung im Mikrotiterplatten-Lesegerét.

- Lyophilisiertes Sondenreagenz mit 6 ml
Hybridisierungspuffer aufnehmen und vortexen.

- 100 pl Sondenreagenz in jedes Amplifizierungs-Réhrchen
geben.

-~ Rohrchen 3 mal 3 Sekunden in einem Multi-Tube-Vortex
mischen.

~ Inkubation fiir 15 Minuten bei 60° C.

- Zugabe von 300 pi Selektionsreagenz und nachfolgend
kraftiges Durchmischen in einem Multi-Tube-Vortex.

~ 10 Minuten bei 60° C inkubieren.

— 5 Minuten bei Raumtemperatur abkihlen.
- Messung im Luminometer.
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Tabelle 3. Vergleich verschiedener Methoden in der Myco-
bakterien-Diagnostik. Auflistung der positiven Ergebnisse in den
einzelnen Verfahren

Material Mikros- Isotherme Bactec®- Festagar- Differen-
kopischer  Ampli- System ndhr-  zierung
Nachwels fikation bdden MT/ATM

Sputum 23 25 34 34 28/6

(n=190)

BS+BL 25 29 38 38 32/6

(n=162)

Magensaft 1 1 2 2 171

(n = 25) .

Summe 49 55 74 74 61/13

(n=387)

BS = Bronchialsekret

BL = Bronchiallavage

MT = M. tuberculosis
ATM = atypische Mykobakterien

Von n = 387 Patienten-Materialien wurden mittels Kultur-
verfahren (Flussig- und Festagarkultur) in n = 74 Féllen
Mykobakterien nachgewiesen.

Von diesen n = 74 positiven Mykobakterien-Nachweisen
fanden sich in n = 61 Féllen M. tuberculosis und

in n = 13 Féllen atypische Mykobakterien.

Diese n = 13 atypischen Mykobakterien gliederten sich wie
folgt: n = 6 M. xenopi, n = 4 M. kansasii und

n =3 M. gordonae.

Sowohl mit dem AC- als auch mit dem 4 F-Test gelingt
der Nachweis von Mykobakterien des M. tuberculosis
complex, ohne allerdings zwischen einzelnen Mykobak-
terien dieses Komplexes unterscheiden zu konnen. Atypi-
sche Mykobakterien kénnen also mit keiner der beiden
molekularbiologischen Teste nachgewiesen werden. Bei
atypischen Mykobakterien ist also eine Kultur mit nach-
folgender Erregeridentifizierung mittels Gensonde oder
konventioneller biochemischer Methoden weiterhin zwin-
gend notwendig. Der AF- und der AC-Test konnten in der
vorliegenden Untersuchung sicher zwischen den atypischen
Mykobakterien und dem M. tuberculosis unterscheiden.

Betrachtet man die Ergebnisse aus Tabelle 3 im ein-
zelnen, so konnten bei der Analyse von n = 387 unter-
schiedlichen Materialien bei n =286 Patienten in 74 Fal-
len mit den Kulturverfahren (Fliissig- und Festagarkultur)
Mykobakterien nachgewiesen werden. Von den genann-
ten n = 74 Fillen, in denen Mykobakterien nachgewie-
sen wurden, handelte es sich in n = 61 Materialien um
M. tuberculosis und in n = 13 Fillen um atypische My-
kobakterien. Diese gliederten sich wie folgt:

n=6 M. xenopii
n=4 M. kansasii
n=3 M. gordonae

Von den n = 61 positiven M. tuberculosis-Nachweisen in
der Kultur als ,, Golden Standard “, konnten mithilfe der
isothermen Amplifikation n= 55 direkt aus dem Patienten-
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material richtig detektiert werden. Daraus ergibt sich fiir
diese molekularbiologische Methode eine Sensitivitit von
90 %. Neben den n = 6 falsch negativen Resultaten der
isothermen Amplifikation sind auch n =2 falsch positive
Ergebnisse von Sputum-Analysen zu verzeichnen. In die-
sen beiden Sputum-Proben liefien sich weder mikrosko-
pisch noch unter Zuhilfenahme der Kulturverfahren My-
kobakterien nachweisen. Auch die ausfiihrliche klinische
Anamnese lieferte keinen Hinweis auf eine akute bzw.
stattgehabte Thbe.

Rechnerisch ergibt sich fiir die isotherme Amplifika-
tion eine Spezifitit von > 99 %.

Wie aus Tabelle 3 ersichtlich, lag die Sensitivitit des
mikroskopischen Nachweises fiir alle Mykobakterien bei
66 % (49/74). .

Betrachtet man die Ergebnisse der PCR, so wurden
von n = 238 Materialien 38 Fille mit kulturell positivem
Mykobakterien-Nachweis ermittelt. In 33 der 38 positi-
ven Mykobakterien-Befunde lag M. tuberculosis vor. Von
diesen n = 33 M. tuberculosis-Fillen konnten sowohl
mithilfe der PCR als auch mittels der isothermen Ampli-
fikation n = 30 direkt aus dem Patientenmaterial richtig
detektiert werden. Damit ergibt sich eine Sensitivitit der
PCR-Methode von 91 %.

Neben den n = 3 falsch negativen Resultaten der PCR
sind wiederum n = 2 falsch positive Ergebnisse von
Sputumanalysen aufgetreten. Auch in diesen Sputen lie-
Ben sich weder anamnestisch, mikroskopisch noch kul-
turell Hinweise auf das Vorliegen einer Mykobakterien-
Infektion gewinnen.

Rechnerisch ergibt sich auch fiir die PCR-Methode eine
Spezifitit von = 99 %.

Bei beiden molekularbiologischen Methoden werden
im Kit enthaltene Kontrollen fiir die Amplifikation und
Hybridisierung mitgefiihrt.

Der AF-Test verwandte eine positive und negative
Amplifikationskontrolle sowie eine positive und negati-
ve Hybridisierungkontrolle:

Positive isotherme Amplifikationskontrolle cut-off
> 500 000 RLU

Negative isotherme Amplifikationskontrolle cut-off
< 20000 RLU

Positive Hybridisierungskontrolle
cut-off > 20 000 RLU

Negative Hybridisierungskontrolle
cut-off <5 000 RLU

Beim AC-Test wurden eine Positiv- und drei Negativ-
kontrollen eingesetzt: *

Positive Kontrolle cut-off >3.0 OD

Negative Kontrolle cut-off <0.25 OD

Zur Analyse des Patientenmaterials wurden insgesamt 24
isotherme Amplifikations- und 26 PCR-Laufe durchge-
fithrt.

Bei den 24 isothermen Amplifikationen lag eine posi-
tive Amplifikationskontrolle mit 476 387 RLU sowie eine
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positive Hybridisierungskontrolle mit 18 940 RLU un-
terhalb des zuldssigen cut-off. Alle anderen Amplifika-
tions- und Hybridisierungs-Kontrollen bewegten sich in-
nerhalb des von der Herstellerfirma deklarierten Bereichs.

Bei 16 PCR-Liufen lag eine negative Kontrolle mit
einem OD-Wert von 0.271 zu hoch. Alle anderen Kon-
trollen befanden sich in dem voin Hersteller deklarierten
Bereich. . .

In Tabelle 4 sind Mittelwerte und Standardabweich-
ungen der einzelnen Kontrollen, die im deklarierten Be-
reich lagen, angegeben.

Insgesamt sind die Ergebnisse der Kontrollen, sowohl
bei den PCR- als auch bei den isothermen Amplifikations-
laufen, zufriedenstellend, so daf nur wenige Laufe beim
routineméifigen Einsatz dieser molekularbiologischen
Methoden wiederholt werden mufiten.

Beziiglich der Analyse des Patientenmaterials lag der
cut-off fiir ein positives Ergebnis in der isothermen Am-
plifikation bei > 30 000 RLU, in der PCR bei > 0.35 OD.

Bei der Betrachtung der positiven Ergebnisse des
Patientenmaterials ist zu vermerken, daB sich der nied-
rigste RLU-Wert bei 853 290 befand. Alle anderen posi-
tiven Ergebnisse wiesen RLU-Werte > 1 500 000 auf.

Der niedrigste OD-Wert bei positiven Ergebnissen aus
Patientenmaterial lag bei 0,699. Alle anderen positiven
Ergebnisse lagen oberhalb einer OD von 0,8.

Tabelle 4. Mittelwerte und Standardabweichungen der
packungsinternen Kontrollen des Amplified® und des Amplicor®
Tests

Mittelwert Standard-

abweichung

Kontrollen

Positive 2235749 RLU 365 621 RLU
Amplifikationskontrolle
(N=23)

Negative
Amplifikationskontrolle
(N =24)

Positive
Hybridisierungskontrolle
(N=23)

Negative
Hybridisierungskontrolle
(N=24)

Positive PCR-Kontrolle
(N=16)

Negative PCR-Kontrolle
(N=15)

3201 RLU 469 RLU

28 343 RLU 5973 RLU

1027-RLU 127 RLU

>3,00.D* *

0,083 O.D. 0,011 O.D.

RLU = Relative Lichteinheiten __

0.D. = optische Dichte

- = Mit dem in den Untersuchungen verwendeten Photo-
meter war eine Linearitat nur bis zu einer optischen
Dichte von 3,0 gegeben, so daB hier keine exakten
Daten hinsichtlich Standardabweichung und Mittelwert
angegeben werden konnen.

Insgesamt wurden n = 24 Amplifikationsldufe
und n = 16 PCR-Léaufe durchgefﬁhn.

97 % der negativen Ergebnisse wiesen RLU-Werte
von < 10 000 auf, und 89 % hatten RLU-Werte von
< 5000 bei der isothermen Amplifikation. Der hchste
RLU-Wert bei negativem Patientenmaterial war 14 752.

Bei der PCR lagen 95 % der negativen Patientenproben
unterhalb einer OD von 0,1. Die hochste negative
Patientenprobe wies eine OD von 0,132 auf.

Zusammenfassend zeigten beide molekularbio-
logischen Verfahren eine sehr gute Diskriminationsfihig-
keit zwischen positiven und negativen Resultaten.

In der vorliegenden Untersuchung wurden auch die
Sputen aus Teil 2 und 3 des Mykobakterien-Ringver-
suchs Ende 1994 mit dem AF- und dem AC-Test unter-
sucht. Wie bereits oben erwihnt gelang mit beiden Test-
systemen die sichere Detektion von M. tuberculosis,
wihrend die atypischen Mykobakterien sicher nicht
detektiert wurden.

Diskussion

Mit dem neuen A4F-Test steht eine alternative molekular-

biologische Untersuchungsmethode fiir die Tuberkulose-

Diagnostik zur Verfliigung, die auf der isothermen Am-

plifikation von rRNA-Sequenzen basiert.

Das Verfahren bietet einige Vorteile gegeniiber dem

Einsatz der konventionellen PCR-Analytik:

1. Der Gen-Probe Test detektiert rRNA, die in einer An-
zahl von ca. 2000 Kopien pro Zelle vorliegt. Damit
kann theoretisch die Sensitivitit des Assays gegeniiber
anderen Verfahren, die Zielsequenzen mit einer we-
sentlich niedrigeren Kopienzahl pro Zelle erkennen,
erhoht werden. Uberdies nimmt damit auch die Wahr-
scheinlichkeit einer Amplifikationsmdglichkeit zu.

2. DerTest kann dhnlich wie die Roche-PCR zum Direkt-
nachweis aus Patientenmaterial ohne vorausgehende
aufwendige Nukleinsdure-Aufreinigung eingesetzt
werden. Der Detektionsschritt ist ein Hybridisierungs-
vorgang mit einer sensitiven, Acridiniumester-markier-
ten Gensonde, welche spezifisch fiir den M. tuber-
culosis complex ist. 124 andere Bakterienspezies rea-
gieren nicht mit dieser Gensonde [18]. Die routinema-
Bige Einsatzfihigkeit der Acridiniumester-markierten
Gensonde wird bisher bereits im Kultur-Bestétigungs-
test der Fa. Gen-Probe unter Beweis gestellt.

3. Alle Schritte von der Amplifikation bis zur Detektion
werden in nur einem Réhrchen durchgefiihrt. Damit
wird die Gefahr der Kontamination deutlich reduziert;
zudem ist der Test auch einfach in der Handhabung.

4. Das RNA-Produkt, welches als Folge der Amplifikati-
on entsteht, ist theoretisch auflerhalb des Reaktions-
gefifes labiler als das DNA-Produkt, welches bei an-
deren molekularbiologischen Verfahren erzeugt wird.
Damit ist die Gefahr einer Kontamination durch im
Labor befindliches anderes Nukleinsdure-Material
geringer als bei der PCR, so daf3 die Zahl falsch posi-
tiver Ergebnisse geringer sein sollte.

Lab. med. 19: 341-350 (1995)
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Sowohl mit Hilfe der isothermen Amplifikation als auch
mit der PCR kann der Nachweis von M. tuberculosis aus
Patientenmaterial innerhalb eines Tages durchgefiihrt
werden. Dies bedeutet cinc erhebliche Zeitersparnis ge-
geniiber allen herkdmmlichen Methoden.

Trotz diescr Zeitersparnis wird der routineméfBige Ein-
satz molckularbiologischer Mcthoden in der Tuberkulo-
se-Diagnostik kontrovers diskutiert [1, 2, 4, 5, 19], zu-
mal beide Verfahren zur Zeit relativ teuer und arbeitsauf-
wendig sind.

Angesichts der Konsequenzen der Diagnose ,,Tuber-
kulose* fiir die betroffencn Patienten ist die Frage nach
der Spezifitiit einer Methode von ganz besonderer Be-
deutung. Das Risiko eines falsch positiven Befundes sollte
so gering wie eben moglich sein. Da bekanntlich
10-100mal mehr Menschen mit Mykobakterien infiziert
werden als tatsichlich an einer manifesten Tuberkulose
erkranken, ist ein grofes Reservoir fiir potentiell falsch

positive Resultate einer hochsensitiven Methode gegeben.

Daraus stellt sich fiir Mauch [2] die Frage, bis zu welcher
Grenze der Nachweis von Mykobakterien-DNA-Bruch-
stiicken als falsch positiv anzusehen ist. In zahlreichen
Publikationen wird auf das Problem falsch positiver Re-
sultate hingewiesen [10, 20, 21]. Dabei ist meist nicht
geklirt, ob es sich bei diesen falsch positiven Ergebnis-
sen um methodisch oder klinisch-diagnostisch falsch po-
sitive Ergebnisse handelt. In vielen Studien sind die ein-
zelnen Testgruppen zudem recht klein [12, 14, 22].

Beziiglich falsch positiver Ergebnisse muf} beriicksich-
tigt werden, daf} sowohl die isotherme Amplifikation als
auch die PCR Nukleinsdure-Fragmente nicht kultivier-
barer Mykobakterien detektieren konnen. Wird als ,,Gol-
den Standard* die Kulturmethode (Fliissigkultur oder
Festagar) zum Vergleich hinzugezogen, so muf} das Er-
gebnis ,, falsch positiv* kritisch hinterfragt werden. Un-
bedingt sollte eine prazise Analyse der Anamnese und
anderer Labordaten zur Verifizierung des Ergebnisses
herangezogen werden.

Sehr interessant ist eine kiirzlich publizierte Studie {iber
die Validitdt und Reproduzierbarkeit der PCR bei der
Detektion von M. tuberculosis in klinischen Materialien
[23]. An einem externen Ringversuch nahmen 7 interna-
tionale Referenzlaboratorien teil. Der Prozentsatz falsch
positiver Befunde der PCR lag zwischen 3 und 77, die
der falsch negativen bei einer Konzentration von
10? Mykobakterien zwischen 0 und 90 %. Bei einer Kon-
zentration von 10* Mykobakterien wurden die Mykobak-
terien mittels PCR in 5 von 7 Laboratorien nur zu 20 bis

90 % erkannt [23]. Dies 148t die Schwierigkeiten,

molekularbiologischer Techniken beim Routineeinsatz
erahnen. Die Moglichkeit falsch positiver Reaktions-
ergebnisse aufgrund von Kontaminationen (kontaminie-
rende Nukleinsiuren aus Luftaerosolen, Pipetten-Tot-
volumina etc.) zwingt die mit diesen Methoden arbeiten-
den Laboratorien, aufwendige Vorsichtsmafinahmen zu
treffen. Zusitzlich erschwerend war in der Vergangen-
heit die Tatsache, daf} die auf dem Markt erhéltlichen Pra-
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parate der Tag-DNS-Polymerase hiufig mit bakterieller
DNS verunreinigt waren [24, 25].

In den meisten Studien wird die Sensitivitat der
molekularbiologischen Methoden in der Mykobakterien-
Diagnostik als gut beschrieben. Die meisten mikrosko-
pisch und kulturell positiven Befunde sind auch in der
PCR positiv. Berichtet wird allerdings iiber Probleme mit
Inhibitoren der PCR-Reaktion in Sputen und anderen
Probenmaterialien. Vereinzelt wurde auch von PCR-Er-
gebnissen berichtet, deren Sensitivitit schlechter war als
im Kulturverfahren. Dies konnte von der Wahl der Primer
bzw. Sonden und auch von der DNA-Isolierungs- und
Reinigungstechnik abhingen.

Die bisher publizierten und unsere eigenen erhobenen
Daten zum AF-Test sind in Tabelle 5 dargestellt.

Tabelle 5. Sensitivitat der isothermen Amplifikation (Amplified®
Test) in bisher veréffentlichten sowie eigenen Untersuchungen

Literatur Sensitivitat Spezifitat
Pfyffer et al. 97,2 % 96,1 %
(1994) [26]

Jonas et al. 798 % 96,7 %
(1993) [18]

Abe et al. 91,9 % 100 %
(1993) [27]

Miller et al. 91 % 98,5 %
(1994) [28]

Eigene Daten 90 % 299 %
(1995)

Hierbei ist zu beriicksichtigen, daf3 die klinische Sen-

sitivitdt eines Testes von 4 Hauptfaktoren abhéngt:

— der analytischen Sensitivitat,

— der Sensitivitat der Standardmethode (in diesem Fall
der Kultur-Technik),

— der Verteilung der Positivproben (Verteilung von
schwach positiv zu deutlich positiv) und-

— dem Einfluf} der Probenheterogenitit (insbesondere bei
schwach positiven Proben).

Daher ist es verstandlich, daf in unterschiedlichen Labo-
ratorien verschiedene Sensitivititen fiir diesen kommer-
ziell erhiltlichen Test gefunden werden.

Die falsch negativen Ergebnisse in unserer Untersu-
chung kdnnten z. B. folgendermaflen erklart werden:

— Vorhandensein méglicher Inhibitoren der Amplifika-
tion in der Probe (dnialog zu den beschriebenen Inhibi-
toren der PCR-Reaktion) sowie

- nicht einheitliche Verteilung der Mikroorganismen im
Patientenmaterial.

Mit dem neuen A F-Test steht eine interessante Alternati-
ve zur konventionellen PCR zur Verfiigung. Sensitivitt
und Spezifitit der AC-PCR und der AF- isothermen Am-
plifikation sind in unserer Untersuchung mit ca. 90 %
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bzw. 299 % vergleichbar gewesen. Es handelt sich dabei
aber nur um vorldufige Ergebnisse, die noch an einem
grofleren Studienkollektiv weiter evaluiert werden soll-
ten.

Der AF-Test bietet einige theoretische Vorteile gegen-
iiber dem AC-Test. Desweiteren ist besonders hervorzu-
heben, dal beim AF-Assay alle Testschritte von der Am-
plifikation bis zur Detektion in nur einem Réhrchen
durchgefiihrt werden. Damit wird die Gefahr einer Kon-
tamination und falsch positiver Resultate verringert. Des-
weiteren ist dieser Test einfach durchzufiihren.

Bei der Betrachtung der RLU- und OD-Werte von
positiven und negativen Testergebnissen aus Patienten-
material wird die gute Diskriminationsfahigkeit der bei-
den Tests deutlich. Die Werte der Kontrollen beider Tests
lagen in der Regel im deklarierten Bereich, so daf nur
selten eine Testwiederholung aufgrund fehlerhafter Kon-
trollen notwendig war.

Beim Einsatz von Ringversuchsproben konnten beide
Tests M. tuberculosis sicher detektieren, wahrend die aty-
pischen Mykobakterien zuverldssig nicht detektiert wur-
den.

Wie bereits ausgefiihrt, gelingt sowohl mit dem AC-
als auch mit dem 4 F-Test der Nachweis von Mykobakte-
rien aus dem M. tuberculosis complex, ohne allerdings
zwischen diesen Mykobakterien unterscheiden zu kon-
nen. Atypische Mykobakterien werden also mit keiner
der beiden molekularbiologischen Tests nachgewiesen.
Bei atypischen Mykobakterien ist demzufolge eine Kul-
tur mit nachfolgender Erreger-Identifizierung mittels
Gensonde oder konventioneller biochemischer Methoden
weiterhin erforderlich. Sowohl der AF- als auch der 4AC-
Test konnten in der vorliegenden Untersuchuntg sicher
zwischen den atypischen Mykobakterien und M. tuber-
culosis differenzieren.

Der Einsatz molekularbiologischer Verfahren in der .

Tuberkulosediagnostik diirfte in Zukunft insbesondere bei

der Untersuchung folgender Probenmaterialien von Be-

deutung sein:

— Liquor bei Verdacht auf tuberkulose-Meningitis,

— Pleurapunktate bei Verdacht auf Tuberkulose,

— Biopsien extrapulmonaler Herde zum Ausschluf} ei-
ner Tuberkulose sowie _

—~ Sputum von Patienten mit hochgradigem Tuber-
kuloseverdacht und

— Material immunsuppremierter Patienten (z. B. AIDS)
mit'V. a. Tbe.

In diesem Zusammenhang muf darauf hingewiesen wer-
den, daB die Bearbeitung von Liquorproben mit beiden
molekularbiologischen Verfahren Schwierigkeiten berei-
tet. Hier gilt es in der Zukunft, noch ein Untersuchungs-
protokoll zu entwickeln, das eine valide Analyse solcher
Liquorproben und eine eindeutige Befundung erméglicht.

Ein positives Resultat mit einer der molekularbio-
logischen Nachweismethoden erlaubt allenfalls die Mit-
teilung einer Verdachtsdiagnose, sofern entsprechende

klinische Hinweise bestehen. Eine Tuberkulose sollte erst
bei zusétzlichen positiven Kulturbefunden und in Zusam-
menhang mit entsprechenden klinischen Befunden als
gesichert angesehen werden. Eine Mykobakterienkultur
wird auch in niherer Zukunft notwendig sein, zum einen
zur genauen Resistenztestung, zum anderen, weil nur die
Kultur die Vermehrungsfihigkeit der Mykobakterien
nachweist.
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