Infektionsdiagnostik

TB or not TB?

Mit der Einfiihrung der PCRist die Tu-
berkulosediagnostik wesentlich einfacher,
sensitiver und schneller geworden.

Die Tuberkulose (TB) fiihrt die welt-
weite Statistik der todlichen Infektions-
krankheiten an: Jeder dritte Mensch ist
infiziert, weltweit fordert sie jedes Jahr
rund zwei Millionen Todesopfer. Auch
wenn im deutschsprachigen Raum weit
weniger als ein Fall auf 10.000 Einwohner
kommt, stellt diese Krankheit eine infek-
tiologische Herausforderung dar. Sie ist
schwer zu behandeln und die Infektionsra-
te mit multiresistenten Bakterien (MTB),
die vor allem auch gegen das Hauptmedi-
kament Rifampicin unempfindlich sind,
hat in den letzten Jahren erheblich zuge-
nommen.

Bis zum Aufkommen moderner mole-
kularbiologischer Tests war die Antwort
auf die Frage ,,TB or not TB?* insbeson-
dere ein Zeitproblem, weil die Kultur, die
nach wie vor als Goldstandard gilt, bis zu
acht Wochen bendtigt — zu lang fiir eine
rasche Reaktion im Verdachtsfall.

Initialer Schritt der Diagnostik istimmer
die Mikroskopie, weil sie schnell, preis-
wert und im positiven Fall aussagekriftig

Bedrohung von Osten. Die Tuberkulose ist
viel verbreiteter als die meisten von uns an-
nehmen (rote Gebiete) und steht unmittelbar
vor unserer Hausttir. Vor allem in den Jahren
nach dem Fall des Eisernen Vorhangs stellte

ist. Der Nachweis von sdurefesten Stéib-
chenin respiratorischem Material bedeu-
tet fiir TB-Patienten, dass sie ansteckend
fiirandere sind. Neben der konventionellen
Ziel-Neelsen-Farbung kommt zunehmend
die empfindlichere Fluoreszenzmikrosko-
pie zum Einsatz. Eine neuere Entwick-
lung ist das iLED-Mikroskop von Zeiss;
es wurde speziell fiir Entwicklungslinder
mit hohem Tuberkuloseaufkommen kon-
zipiert, ist weitgehend wartungsfrei und
kann batteriebetrieben auch im Freien
eingesetzt werden.

Als zweiter Schritt der Diagnostik folgt
die Kultur; sie hat die hdchste Spezifitit und
Sensitivitdt und erlaubt eine weitere Diffe-
renzierung und Typisierung der angeziich-
teten Mykobakterien aus respiratorischen
Materialien mit molekularbiologischen
Verfahren (z.B. Line-Probe von Hain
LifeScience). Drei negative Befunde ma-
chen eine TB sehr unwahrscheinlich, falsch
positive Ergebnisse gehen fast immer auf
Verwechslungen zuriick, die je nach Orga-
nisationsgrad von Labor und Einsendern
bis zu 3% ausmachen konnen. Eklatanter
Nachteil der Kultur ist der erwihnte hohe
Zeitbedarf, weil Mykobakterien sehr lang-
sam wachsen.

sie eine wirkliche Bedrohung fiir Deutschland
dar. Mitdem Riickgang der Immigrantenzahlen
aus der ehemaligen Sowjetunion nimmt die
Gefdhrdung zwar wieder ab, aber gebannt ist
sie nicht: Die stédbchenférmigen Bakterien (un-
ten links) sind extrem widerstandsféhig, was
man sich bei der Ziehl-Neelsen-Férbung so-
gar diagnostisch zunutze macht (unten rechts:
rot geférbte sdurefeste Stdbchen). Und sie
entwickeln zunehmend Resistenzen gegen
die wenigen Antibiotika, die bei Tuberkulose
wirksam sind. Bildquelle: Wikipedia.

Eine erhebliche Verbesserung der
Diagnostik brachte die Einfithrung der
Real-Time-PCR (z.B.Light Cycler oder
COBAS TagMan, Roche) mit sich, die
sowohl schnell und spezifisch als auch 4du-
Berstempfindlichist: Sie deckt noch 70 bis
80% der in der Mikroskopie falsch nega-
tiven Tuberkulosefille der Lunge auf. Der
im nebenstehenden Poster beschriebene
Kassettentest auf dem GeneXpert-Gerit
ist brandneu und eine echte Innovation.
Ahnlich wie beim bereits friiher in die-
ser Zeitschrift vorgestellten MRS A-Test
flillt man die vorbereitete Probe lediglich
in eine Plastikkartusche ein, stellt sie in
das RT-PCR-Geriit und erhilt nach gut
einer Stunde als Ergebnis ,,positiv oder
,.hegativ und zusitzlich auch noch ,,in-
hibiert™.

Eigene Erfahrungen haben gezeigt: Es
klingt nicht nur einfach, sondern ist es
auch. Ein Hindernis fiir die Einfiihrung
konnte - wie bei den meisten neuartigen
Verfahren — allenfalls der hohere Preis
sein. Alternative Verfahren bedienen sich
der NASBA Technik (z.B. Hain Lifesci-
ence). Hauptindikationen fiir den Einsatz
dieser molekulardiagnostischen Verfahren
sind schwere, bedrohliche Verldufe wie
Miliar-TB oder Sepsis, schwer zu be-
schaffendes oder unwiederbringliches
Untersuchungsgut wie z.B. OP-Material
sowie sozial dringliche Fille, z.B. Miitter
kleiner Kinder.

Der friiher standardmifig eingesetzte
Tuberkulin-Hauttest ist heute weitgehend
obsolet. Er wurde von den sogenannten In-
terferon Gamma Release Assays (IGRA:
T-SPOT-TB oder QuantiFERON Gold)
abgelost, die seit 2004 auf dem Markt sind.
Sie dienen der Erkennung latenter TB, z.B.
nach Kontakt mit Infizierten oder vor ei-
ner immunmodulatorischen Therapie mit
TNF-alpha-Blockern.

Serologische Tests schlieflich sind in-
novativ, aber noch nicht reif fiir den Einsatz
inder routinemifBigen TB-Diagnostik. Es
gibt Schnelltests, die mit hoher Spezifitit
einen TB-Verdacht untermauern kénnen.
Thre Sensititivétist aber zu gering, umihn
auszurdumen.
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— PLATTFORM DIAGNOSTIK E

Dr. Heiko Hofmann, Genzyme Virotech GmbH

PCR-Test fiir MTB und MDR-TB
T Gwewng

Etwa alle 20 Sek. stirbt ein Mensch an Tuber-
kulose. Einerder Grinde fir diese erschre-
ckende Statistik ist das Fehlen schneller und
einfacher Testverfahren, die tGberall zum Ein-
satz kommen kdnnen, wo sie benétigt werden.
Das GeneXpert-Systemist eine geschlossene,
automatisierte PCR-Plattform, die ohne Kultur-
verfahren in nur 105 Min. den M. tuberculosis
Komplex (MTB) nachweist und zuséatzlich auf
Rifampicin-Resistenz (MVDR-TB) prift.

GeneXpert Workflow

DieserTest wird die MTB-Diagnostik und Thera-
pie revolutionieren: Furihre Patienten erwarten
Arzte deutlich verbesserte Behandlungserfol-
ge, denn bereits beim ersten Patientenkontakt
kénnen klare Therapieentscheidungen geféllt
und resistente Keime erkannt werden. Der Test
bietet nahezu 100% Sicherheit furr die Diagno-
se aus frischen Sputumproben und aufbereite-
ten Sedimenten. Die Testdurchfihrung ist mit
geringem Trainingsaufwand mdglich.
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Automatisierter Prozess (90 Min.)

Die Sputumprobe wird mit STB-Reagenz ver-
flissigt und in die Kartusche berfihrt, die ein
komplettes ,Miniaturlabor” enthalt.

Die analytische Sensitivitat des Tests liegt bei
112 cfu/mL, die Spezifitat bei 100% (getestet mit
MTB-neg. Sputumproben). Andere Mycobakte-
rienstdmme (MOTT) sind dank der optimierten
Sondenauswahl leichtabgrenzbar. Mitder rpoB-
Sonde werden Rifampicin-resistente Isolate ab
einem Anteil > 0,5% sicher erfasst.

Die klinische Sensitivitat des Xpert MTB/RIF-
Tests bei Patienten, die als ausstrichnegativ,

Im Gerat laufen Filtration, Ultraschallaufschluss
sowie die nested RT-PCR mit 5 MTB-Sonden
und einer Kontrolle B. globigii (Pfeil) ab.

kulturpositiv (S-C+) klassifiziert sind, liegt bei
90,9% (70/77) und bei denjenigen, die als aus-
strichpositiv, kulturpositiv klassifiziert sind, bei
100% (275/275).

Die klinische Spezifitat der ausstrichnegativen,
kulturnegativen Patienten liegt bei 98,3%. Die
Xpert MTB/RIF-Sensitivitat fur die Rifampicin-
Resistenz liegt bei 96,7%, wahrend die Spezi-
fitt 98,6% betragt (Rifampicin-sensibel).

Die Cepheid GeneXpert®Kartusche ist ein
komplettes molekularbiologisches Minia-
turlabor fur die integrierte Aufbereitung der
Probe vom Aufschluss bis zur Entsorgung.

Integrierte
Probenaufbereitung
Kontaminationen
unter Kontrolle, .
da Probe und FIembeeTest—
Reagenzien kapazitaten
nie die Kartusche
verlassen
GeneXpert®
Cartridges
Ein Test enthalt Einfache
alle Reagenzien Entsorgung

Die Vorteile auf einen Blick

e Schneller Nachweis des MTB Komplexes
und der Rifampicin-Resistenz, einem Mar-
ker fir MDR Stamme

e Hohe Sensitivitat fir die Detektion von MTB
— auchin Mikroskopie negativen, kulturpo-
sitiven Proben

*  Ergebnis nach zwei Stunden; Sie bendtigen
keine Gerate auBer dem GeneXpert

* Ergebnisse zeitgleich zu klinischen Ent-
scheidungen

* Semi-quantitative Ergebnisse

e Voll automatisiert und immer verfligbar

Zusammenfassung und Ausblick Quelle / Kontakt

Die hohe Anzahl von Neuerkrankungen an TB
und die rasante Entwicklung von resistenten
Bakterienstammen erfordern dringend eine
sichere und schnelle Identifizierung der Tu-
berkulose. Der Xpert verfligt Uber einzigartige
technische Eigenschaften, diese Aufgabe mit
Hilfe der Molekulardiagnostik zu I6sen.

Zuverlassige Testergebnisse in jeder klinischen
Situation ermdglichen zeitnahes Therapiema-
nagement und die Einddmmung der Ubertra-

gungsmoglichkeiten. Der MTB/RIF-Test ist
zudem neuartig konfiguriert: Die bereits in der
Testkassette enthaltenen Trockenreagenzien
werden mit gebrauchsfertigen Flussigreagen-
zien versetzt, was die Testprozedur um ein
Vielfaches vereinfacht und die hands-on time
auf etwa eine Minute reduziert.

Angesichts der obigen Daten erscheintder Test
als eine der wichtigsten Neuentwicklungen der
Diagnostik in den letzten Jahren.

J. Clin. Microbiol. doi:10.1128/JCM.01463-09
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