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Zusammenfassung

v

Der schnelle und sichere Nachweis einer Tuber-
kulose ist das primadre Ziel der mikrobiologischen
Untersuchungen. Er dient nicht nur der frithen
Diagnosestellung und damit einem friihzeitigen
Start einer addquaten Therapie, sondern auch der
Unterbrechung der Transmission und damit auch
der Verbreitung der Erkrankung. Voraussetzung
fiir den erfolgreichen Nachweis von Mykobakte-
rien ist die sorgfiltige Auswahl des Untersu-
chungsguts und die addquate Entnahme und Ver-
sendung. Neben den klassischen mikrobiologi-
schen Verfahren, d.h. der Firbung auf sdurefeste
Stdbchen und den kulturellen Methoden, bekom-
men zunehmend molekularbiologische Nach-
weisverfahren (PCR; NAT) Bedeutung. Aufer
dem Nachweis von Tuberkulosebakterien kénnen
resistenzassoziierte Genmutationen bereits di-
rekt im Untersuchungsmaterial analysiert wer-
den und so schon einen frithen Hinweis auf resis-
tente Stimme geben. Von jeder positiven Kultur
muss eine Identifizierung zeigen, ob Tuberkulose-
bakterien oder nicht-tuberkulése Mykobakterien
nachgewiesen wurden. Eine alle Erstlinienmedi-
kamente umfassende Empfindlichkeitspriifung
muss bei Tuberkulosebakterien von einem Erst-
isolat jedes Patienten durchgefiihrt werden und
sollte wiederholt werden, wenn nach ca. 2 Mona-
ten Therapie weiterhin Tuberkulosebakterien
nachgewiesen werden. Die Testung von Zweit-
linienmedikamenten muss bei Vorliegen von Re-
sistenzen oder Unvertraglichkeiten folgen.

Abstract

v

The rapid and reliable detection of tuberculosis is
the main goal of microbiological analyses. This is
not only of great value for an early diagnosis and
early start of an adequate therapy, but also helps
to stop transmission and spread of the disease.
Prerequisites for successful detection of myco-
bacteria are careful selection of patient speci-
mens, proper sampling and appropriate shipping.
In addition to the classical microbiological me-
thods such as staining for acid-fast bacteria and
culture procedures, newer molecular methods
are gaining greater importance (PCR; NAT). TB
bacteria and resistance-associated mutations can
be detected from the specimens directly, provi-
ding an early hint about resistant strains. In posi-
tive cultures, M. tuberculosis complex and non-
tuberculous mycobacteria must be discriminated
from each other. Drug susceptibility testing (DST)
of all first-line drugs has to be performed from
one isolate of each patient and repeated if TB
bacteria are still isolated after 2 months of ther-
apy. DST of second-line drugs should follow in
case of drug resistance or drug intolerance.
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Einleitung

v

Den mikrobiologischen Verfahren kommt in der Diagnostik einer
durch Mykobakterien verursachten Infektionskrankheit ein ho-
her Stellenwert zu. Nur durch den Nachweis von Mykobakterien
mit mikroskopischen, kulturellen und/oder molekularbiologi-
schen Verfahren kann eine Verdachtsdiagnose einer Mykobakte-
riose mit Sicherheit bestdtigt werden. Der Nachweis von Tuber-
kulosebakterien und nicht-tuberkulésen Mykobakterien (NTM)
erfolgt prinzipiell mit den gleichen Verfahren. Unterschiede bei
den kulturellen und molekularbiologischen Methoden werden
in den jeweiligen Kapiteln erldutert.

Keine Bedeutung in der Laboratoriumsdiagnostik haben der
Nachweis von Antikérpern (serologische Verfahren) und der
Tierversuch.

Untersuchungsmaterial

v

Fiir den mikroskopischen, molekularbiologischen und kulturel-
len Nachweis von Mykobakterien kann eine Vielzahl von Unter-
suchungsmaterialien eingesetzt werden, abhdngig von der mog-
lichen Lokalisationen der Mykobakteriose. Aufgrund der vorwie-
genden Erkrankungslokalisation sind respiratorische Untersu-
chungsproben wie Sputum, Bronchialsekret, bronchoalveolire
Lavagefliissigkeit, aber auch Magenniichternsekret oder Magen-
spiilfliissigkeit oder transbronchiale Biopsien am haufigsten.
Extrapulmonale Proben umfassen Biopsiematerial (z.B. von
Lymphknoten, Haut), Punktate (z.B. Pleurapunktate, Liquor, Peri-
cardpunktat), Urin, Blut und Knochenmark [1,2].

In der Regel werden die Untersuchungsproben nativ, ohne Zu-
sdtze zur Untersuchung bendtigt. Magenniichternsekret und
Magenspiilfliissigkeit miissen durch Zusatz von Phosphatpuffer
neutralisiert werden. Biopsien sollen in wenig (1-2ml) physio-
logische Kochsalzlosung gegeben werden, um ein Austrocknen
zu verhindern. Abstrichtupfer sind weniger gut geeignet, sie soll-
ten v.a. nicht in ein spezielles Transportmedium gegeben, son-
dern mit steriler physiologischer Kochsalzldsung versetzt wer-
den. Blut und Knochenmark sind nur bei immunsupprimierten
Patienten sinnvoll; sie miissen durch Antikoagulantia stabilisiert
werden, am besten ist Heparin geeignet, aber auch Na-Citrat.

Ein mikroskopischer Nachweis im Urin wird wegen der Haufig-
keit von nicht-tuberkulésen Mykobakterien nicht empfohlen.
Fiir den molekularbiologischen Nachweis durch Nukleinsdure-
amplifikation (NAT) kénnen alle Materialien mit Ausnahme von
Blut und Knochenmark eingesetzt werden.

Bei noch nicht gesicherter Diagnose sind, wenn moglich, drei, zu
verschiedenen Zeiten, moglichst an verschiedenen Tagen, ge-
wonnene Proben zu untersuchen (z.B. Atemwegssekrete, Urin).
Bei gesicherter Diagnose sind Kontrollen im Abstand von 2 bis 4
Wochen sinnvoll.

Mikroskopie

v

Die Mikroskopie ist trotz moderner Techniken immer noch das
erste und ein sehr wichtiges diagnostisches Verfahren zum Nach-
weis von Mykobakterien. Ein Nachweis sdurefester Stibchen in
respiratorischen Materialien ist ein starker Hinweis auf eine offe-
ne Lungentuberkulose und damit auch auf die Infektiositdt des
Patienten, sodass die notwendigen MaRnahmen, wie z.B. Isolie-
rung des Patienten, sehr schnell eingeleitet werden kénnen. Der
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mikroskopische Nachweis der Mykobakterien beruht auf der
durch ihre typische Zellwand hervorgerufenen Sdurefestigkeit.
Sdurefest, zumindest partiell, konnen auch den Mykobakterien
nahe verwandte Bakterien wie z.B. Nocardia oder Rhodococcus
sein, aber auch Pilz- und Bakteriensporen kénnen sdurefest er-
scheinen. Die Sensitivitdt der Mikroskopie ist im Vergleich zur
Kultur geringer (benétigt werden mindestens 10* Keime/ml Un-
tersuchungsmaterial), dariiber hinaus kann mit der Mikroskopie
nicht zwischen Tuberkulosebakterien und NTM bzw. zwischen
lebenden und toten Mykobakterien unterschieden werden [3].
Fiir die Analyse sind die gidngigsten Verfahren die lichtmikrosko-
pische Untersuchung/Hellfeldmikroskopie sowie die Fluores-
zenzmikroskopie. Mit der ersten Methode werden die mit der
klassischen Ziehl-Neelsen-(ZN-)Methode und der schnelleren
Kinyoun-Methode gefdrbten Praparate untersucht. Verschiedene
Fluoreszenzfarbstoffe wie Auramin, Auramin-Rhodamin oder
Acridinorange konnen fiir den farberischen Nachweis eingesetzt
werden [4].

Der Nachweis sdurefester Stibchen im Sputum ist nach IFSG
meldepflichtig [5].

Nukleinsdureamplifikationstechniken (NAT)

v

Der schnelle Nachweis einer Tuberkuloseinfektion ist von grof3er
therapeutischer und infektionshygienischer Bedeutung. Aus die-
sem Grund werden molekularbiologische Nachweisverfahren
von Tuberkulosebakterien mehr und mehr in die Diagnostik ein-
bezogen.

NAT basieren auf verschiedenen in vitro-Amplifikationsverfah-
ren wie der klassischen PCR oder alternativen isothermalen Ver-
fahren zum Nachweis von kurzen, fiir den Erreger spezifischen
Nukleinsduresequenzen (DNA oder RNA). Es steht eine Vielzahl
von kommerziell erhdltlichen Verfahren zum TB-Nachweis zur
Verfiigung, die den sog. ,home made‘-Verfahren vorzuziehen
sind. Wegen der geringeren infektionshygienischen Relevanz
von NTM gibt es bislang fast ausschlief8lich ,home-made‘-Techni-
ken fiir deren Direktnachweis [2].

Bei Patienten mit mikroskopisch positiven Untersuchungsmate-
rialien kann durch den Einsatz von molekularbiologischen Ver-
fahren sehr schnell unterschieden werden, ob es sich um eine
isolierungspflichtige Tuberkulose oder um eine Mykobakteriose
durch NTM handelt, da diese Verfahren in der Regel integrierte
Inhibitionskontrollen enthalten, sodass falsch negative Ergeb-
nisse unwahrscheinlich sind. Bei Patienten mit mikroskopisch
negativen Untersuchungsmaterialien, aber hohem klinischen
Verdacht, kann der molekularbiologische Nachweis von Tuber-
kulosebakterien die richtige Diagnose erheblich beschleunigen.
Da die Sensitivitdt der molekularbiologischen Verfahren bei mi-
kroskopisch negativen Materialien nur 80 bis 90% betragt, kann
eine TB durch ein negatives Ergebnis nicht sicher ausgeschlossen
werden. Die Spezifitdt der molekularbiologischen Verfahren bei
mikroskopisch negativen Materialien ist ebenfalls geringer als
100% [6]. Positive Befunde sollten daher stets mit dem einsen-
denden Arzt besprochen und gegebenenfalls durch Mehrfach-
untersuchungen bestatigt werden.

Uber den reinen Nachweis von Tuberkulosebakterien hinaus sind
in den letzten Jahren Methoden entwickelt worden, mit denen
bereits im Untersuchungsgut ein Nachweis von Resistenzen
gegen bestimmte Antibiotika mdoglich ist. Bei Mykobakterien
basieren Resistenzen gegeniiber Antibiotika auf spezifischen
Mutationen in der genomischen DNA. Die molekularbiologische
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Ubersicht

Abb.1 Das Cepheid
GeneXpert System mit
einer Xpert MTB/RIF-
Kartusche zur Detek-
tion von M. tuberculosis-
Komplex Bakterien und
der Rifampicin-Resis-
tenz.

GeneXpert

Analyse der relevanten Gene der Tuberkulosebakterien ermog-
licht eine schnelle Einschdatzung einer Resistenz. Das z.Zt.
schnellste Verfahren ermdéglicht den Nachweis einer Resistenz
gegen Rifampicin (RMP) (GeneXpert; Cepheid, USA) in der Pa-
tientenprobe innerhalb von 2 Stunden [7] (© Abb.1). Ein Nach-
weis einer Resistenz gegen RMP und Isoniazid (INH) (GenoType®
MTBDRplus; HAIN Lifescience) sowie gegen Ethambutol, Fluor-
chinolone und injizierbare Antibiotika (Amikacin, Capreomycin)
(GenoType® MTBDRsl; HAIN Lifescience) ist mit der sogenannten
,Line Probe‘-Technologie mdglich [8,9]. Die beiden Methoden
sind vor allem bei mikroskopisch positiven Proben sehr aussage-
kraftig. Jedoch werden mit diesen Verfahren nicht alle Resisten-
zen gegeniiber den untersuchten Antibiotika und auch nicht alle
Erstrangmedikamente erfasst. Dar{iber hinaus werden vor allem
bei RMP Mutationen im relevanten Genbereich (rpoB-Gen) beob-
achtet, die keine phdnotypische Resistenz gegen RMP hervor-
rufen. Aus diesen Griinden sollte mindestens ein Isolat jedes
Patienten mit einer phdnotypischen Sensibilitatspriifung unter-
sucht werden.

Mit diesen Methoden kann jedoch heute innerhalb von wenigen
Stunden nicht nur ein Tuberkuloseverdacht bei einem Patienten,
sondern zusétzlich auch noch die Diagnose einer multiresisten-
ten (Multi Drug Resistant; MDR) Tuberkulose hoch wahrschein-
lich gemacht werden.

Eine ausschlief8lich auf NAT beruhende Mykobakteriendiagnostik
ohne kulturelle Verfahren ist derzeit nicht ausreichend und ada-
quat. Die Verfahren sind nicht ausreichend sensitiv, sodass Pro-
ben mit geringen Keimzahlen nicht erfasst werden. Ebenso sind
NAT nicht zur Verlaufskontrolle einer Tuberkulosetherapie geeig-
net, da DNA auch von geschédigten oder abgestorbenen Tuberku-
losebakterien noch nachgewiesen werden kann. Dar{iber hinaus
werden Kulturen zur phdnotypischen Resistenzbestimmung wie
auch zur Differenzierung der Spezies innerhalb des TB-Komple-
xes benotigt. Auch werden nicht-tuberkulése Mykobakterien
(NTM) mit den Methoden zum TB-Nachweis nicht erkannt und
konnen nur kulturell nachgewiesen werden. NAT-Verfahren, die
in ihrem Nachweis auch NTM mit einschlieen, erfassen in der
Regel nicht alle Mycobacterium-Spezies [2].

Primaérisolierung von Mykobakterien mittels
kultureller Verfahren

v

Der kulturelle Nachweis ist immer noch der Gold-Standard in der
Mykobakteriendiagnostik, sodass bei Verdacht auf eine Tuberku-
lose oder Mykobakteriose immer eine kulturelle Untersuchung
angestrebt werden muss [10,11]. Der kulturelle Nachweis be-
weist das Vorliegen vermehrungsfiahiger Mykobakterien und ist
die Voraussetzung fiir eine umfassende Empfindlichkeitstestung,
fiir die exakte taxonomische Identifizierung und die Feintypisie-
rung von v.a. Tuberkulose-Stammen fiir epidemiologische Analy-
sen. Die Nachweisgrenze liegt bei 10-100 Bakterien pro ml
Patientenprobe [3].

Da sich Mykobakterien sehr langsam vermehren, muss jedes
nicht-sterile Untersuchungsmaterial vorbehandelt werden, um
schneller wachsende Begleitkeime abzutéten. Die Vorbehand-
lung, tiblicherweise mit N-Acetyl-L-Cystein-NaOH (NALC-NaOH),
beinhaltet eine Homogenisierung und Dekontamination mit an-
schlieBender Konzentration durch Zentrifugation [10, 2].

Die Anzucht der Mykobakterien aus der vorbehandelten Patien-
tenprobe erfolgt in Fliissig- und auf Festmedien, dabei ist die Kul-
tur in Fliissigmedien die schnellste und sensitivste Methode [11,
12]. Durch verschiedene Indikatorsysteme, abhdngig vom ge-
wadhlten Verfahren, wird das Wachstum in der Fliissigkultur an-
gezeigt. Der Nachweis von Tuberkulosebakterien ist dabei im
Durchschnitt zwei Wochen frither erkennbar als auf den festen
Kulturmedien. Bei unbehandelten Patienten kénnen sie in der
Regel bereits nach 1-2 Wochen nachgewiesen werden. Einige
NTM-Spezies, wie z.B. M. avium, kdnnen in Fliissigkulturen hau-
fig bereits innerhalb weniger Tage wachsen.

Die Inkubation der Kulturmedien erfolgt in der Regel bei 36°C
+1°C bis zum Nachweis von Mykobakterien bzw. bei negativen
Kulturen sechs (Fliissigmedien) bzw. acht (Festmedien) Wochen
lang. Bei Haut- und Lymphknoten- und anderen Proben aus der
Korperperipherie, aber auch bei Sputumproben von Patienten
mit cystischer Fibrose miissen weitere Kulturmedien beimpft
und bei 30°C+2 °C bebriitet werden. Die Untersuchungsmateria-
lien kénnen NTM enthalten, die bei 37 °C nicht oder schlechter,
aber bevorzugt bei niedrigeren Temperaturen wachsen (z.B.
M. malmoense, M. marinum, M. abscessus) [10].

Besonders bei mikroskopisch positiven Untersuchungsmateria-
lien kann es bei der Vorbehandlung leicht zu einer Ubertragung
von Mykobakterien von einer Probe zur ndchsten kommen.
Wegen der schwerwiegenden Konsequenzen eines Nachweises
von Tuberkulosebakterien miissen strikte Verfahrensabldufe
zum Vermeiden von Laborkontaminationen eingehalten werden,
wie z.B. der Einsatz von Einmalpipetten, die fiir jede Probe ein-
zeln verwendet werden, und das konsequente Abarbeiten in der
nummerischen Reihenfolge [13,14].

Die Moglichkeit einer Laborkontamination sollte tiberpriift wer-
den, wenn z.B. nur eine von vielen Untersuchungsmaterialien
eines Patienten positiv ist oder eine Probe eines nicht therapier-
ten Patienten sehr spat und typischerweise nur auf einem Nahr-
boden positiv wird. Wurden Patientenproben mit einer hohen
Keimzahl (mikroskopisch positiv) davor (direkt oder auch meh-
rere Probennummern vorher) verarbeitet, sollte eine molekular-
biologische Abkldrung (durch z.B. Spoligotyping [15]) erfolgen,
bevor ein moglicherweise falsch positiver Tuberkulosebefund
herausgegeben wird.
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Auch ein behandelnder Arzt sollte die Moglichkeit einer Labor-
kontamination in Betracht ziehen, wenn nur ein einziger kultu-
reller Nachweis trotz mehrerer untersuchter Proben erfolgte
und ein klares klinisches Korrelat fehlt.

Identifizierung

v

Bei jedem kulturellen Nachweis von Mykobakterien ist die un-
verziigliche Unterscheidung von Tuberkulosebakterien und NTM
vor der Befunderstellung zwingend erforderlich. Der Befund-Be-
richt einer positiven Kultur muss immer eindeutig darlegen, ob
Tuberkulosebakterien oder NTM nachgewiesen wurden [10].

Die Identifizierung von Mykobakterien erfolgt mit Hilfe moleku-
larbiologischer Methoden (Gensonden, Streifenhybridisierungs-
tests, PCR-Analysen, Sequenzierung), aber auch massenspektro-
metrische Verfahren (MALDI-TOF) und immunochromatografi-
sche Verfahren werden zunehmend erfolgreich eingesetzt.

Von jedem Patienten mit positivem Tuberkulosenachweis sollte
aus epidemiologischen und therapeutischen Griinden von min-
destens einem Isolat eine weitergehende Differenzierung inner-
halb der Tuberkulosebakterien durchgefiihrt werden. Auch dies
ist mit molekularbiologischen Verfahren schnell und einfach
durchfiihrbar [16].

Der kulturelle Nachweis von Tuberkulosebakterien ist melde-
pflichtig.

Werden in der Kultur NTM nachgewiesen, ermoglicht eine Iden-
tifizierung der Spezies die Einschdtzung der klinischen Relevanz.
Da inzwischen mehr als 150 nicht-tuberkul6se Mykobakterien-
spezies beschrieben sind, gestatten konventionelle Methoden
keine ausreichende Differenzierung mehr. Analysen der Zell-
wandzusammensetzung durch HPLC oder Massenspektrometrie
(z.B. MALDI-TOF-Massenspektrometrie) werden zunehmend
auch fiir Mykobakterien eingesetzt und kénnten nach einer um-
fangreichen Evaluierung ein schnelles Werkzeug zur Spezies-
identifizierung werden. Molekularbiologische Methoden, die
eine Speziesidentifizierung durch die Analyse spezieller Genab-
schnitte erlauben, sind zurzeit die am besten etablierten Verfah-
ren. Die gangigen Verfahren sind Gensonden (fiir nur wenige
Mykobakterienarten), Streifenhybridisierungstests (14 bzw. 30
Arten), die Sequenzierung spezifischer Gene oder Genabschnitte
(z.B. Gen der 16S-rRNA, ITS, hsp65, rpoB) und mit einigen Ein-
schrankungen auch die PCR-Restriktionsenzymanalyse des 65-
kDa hsp-Gens [17 -20]. Mit diesen Methoden kann die Identifi-
zierung der Spezies in 2 Stunden bis ca. 2 Tagen durchgefiihrt
werden. Ein wichtiger Vorteil der Streifenhybridisierungstests
ist die Moglichkeit, Mischkulturen zu erkennen, die dann an-
schlieBend durch andere Methoden bestdtigt werden sollten.
Andererseits ermdglicht nur die Sequenzanalyse eine exakte
Identifizierung von vielen neuen, erst jiingst beschriebenen
Arten oder Subspezies (z.B. Subspezies von M. abscessus) oder
von unbekannten, noch nicht beschriebenen Spezies.

Alle mit molekularbiologischen Methoden erhaltenen Ergebnisse
sollten, auch nach der Befunderstellung, auf ihre Plausibilitét hin
tiberpriift werden. Dazu muss von allen positiven Fliissigkultu-
ren mindestens eine Subkultur auf Festmedien erfolgen, {ibli-
cherweise auf einem Lowenstein-Jensen-Medium. Daran kénnen
einige wichtige physiologische Parameter {iberpriift werden wie
Wachstumsgeschwindigkeit, Koloniemorphologie und Pigment-
bildung. Werden Kulturen noch bei unterschiedlichen Tempera-
turen inkubiert, kann auch noch die Temperaturprdferenz analy-
siert werden.

Ubersicht

Die klinische Bewertung eines NTM-Nachweises erfolgt in der
Zusammenschau einer Vielzahl von Aspekten. Bei Nachweis aus
einem sterilen Untersuchungsgut (z.B. M. avium aus Halslymph-
knoten eines Kindes) ist die klinische Relevanz als hoch einzu-
schétzen. Anders dagegen ist die Bewertung aus primdr nicht ste-
rilem Untersuchungsgut, wie z.B. pulmonalen Proben. Hier miis-
sen fiir die Diagnose einer Mykobakteriose durch NTM klinische,
radiologische und bakteriologische Kriterien erfiillt sein [21,22].

Empfindlichkeitspriifung

v

Im Rahmen der Tuberkulosediagnostik muss immer eine Emp-
findlichkeitspriifung zumindest von einem der Erstisolate jedes
Patienten durchgefiihrt werden, da auch in Deutschland resis-
tente Stamme isoliert werden [23]. Die Testung umfasst primdr
die ,klassischen“ Antibiotika Isoniazid (INH), Rifampicin (RMP),
Pyrazinamid (PZA) und Ethambutol (EMB). Streptomycin (SM)
wird nicht mehr als Erstrangmedikament empfohlen. Bei Nach-
weis einer Resistenz gegen mindestens eines dieser Erstrang-
medikamente muss eine Testung von Reserveantibiotika (z.B.
Protionamid, Fluorchinolone (Levofloxacin, Moxifloxacin), Ca-
preomycin, Amikacin, Rifabutin, Cycloserin oder Linezolid) erfol-
gen. Empfindlichkeitspriifungen der beiden im Jahr 2014 zur Be-
handlung der MDR-TB zugelassenen Antibiotika Bedaquilin und
Delamanid sind bislang nur im Studienrahmen durchgefiihrt
worden, sodass es noch keine allgemein anerkannten Testverfah-
ren gibt.

Die Empfindlichkeitspriifung muss wiederholt werden, wenn der
Erfolg der klinischen Therapie ausbleibt, aber auch wenn nach
anfanglicher Regredienz eine Befundverschlechterung eintritt.
Als Referenzmethode gilt die modifizierte Proportionsmethode
auf Lowenstein-Jensen-Medium. Im Rahmen der Patientenver-
sorgung spielt sie jedoch keine Rolle mehr, da die Inkubation der
Kulturen ca. 3 -4 Wochen benétigt und damit deutlich langsamer
ist als die Priifung in modernen Fliissigkulturen.

Weltweit am weitesten verbreitet ist die Empfindlichkeitsprii-
fung im BACTEC MGIT 960-Fliissigkulturmedium (Becton Dickin-
son) mit einer Verfahrenszeit von 7-10 Tagen [24,25]. Mit Aus-
nahme des Cycloserins konnen alle Antibiotika mit diesem Ver-
fahren getestet werden.

Das Ergebnis der Empfindlichkeitspriifung ist nach dem Infek-
tionsschutzgesetz meldepflichtig.

Molekulare Resistenzbestimmung

v

Wie bereits oben beschrieben, kennt man heute fiir die meisten
Antibiotika die Gene, in denen Mutationen fiir Resistenzen ver-
antwortlich sind. Positive TB-Kulturen enthalten in der Regel
ausreichend Keimzahlen, sodass molekularbiologische Verfahren
zum Nachweis dieser Mutationen sehr viel einfacher als direkt in
der Patientenprobe durchzufiihren sind. So kdnnen schnell Resis-
tenzen erkannt werden, bevor die komplette Empfindlichkeits-
priifung abgeschlossen ist. Eingesetzt werden kénnen die schon
bei der NAT beschriebenen Verfahren Streifenhybridisierungs-
tests [GenoType® MTBDRplus-Resistenzen gegen INH und RMP
und GenoType® MTBDRsl-Resistenzen gegen EMB, Fluorchino-
lone und injizierbare Antibiotika (Amikacin, Capreomycin)].
Kommerziell sind weitere Streifenhybridisierungstest zum Nach-
weis von Resistenzen gegen INH und RMP, gegen Aminoglyko-
side/cyclische Peptide sowie gegen Fluorochinolone und EMB
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erhdltlich [TB Resistance Assay Module Isoniacid/Rifampicin, Mo-
dule Streptomycin/Kanamycin/Amikacin/Capreomycin, Modul
Fluoroquinolones/Ethambutol (AID, Strassberg)] [26]. Fiir Muta-
tionsanalysen anderer Gene werden vor allem Sequenzierverfah-
ren eingesetzt (z.B. pncA-Gen zum Nachweis der Pyrazinamid-
Resistenz) [27].

Die Ubereinstimmung zwischen den molekularen Ergebnissen
und der phdnotypischen Testung ist nicht vollstdndig. Fiir Rifam-
picin ist die Vorhersagekraft sowohl fiir ein sensibles als auch ein
resistentes Ergebnis sehr hoch (95 bis 99%), aber nicht 100%.
D.h., es werden sowohl resistente Stimme nicht erkannt als
auch sensible Stamme als falsch resistent bewertet. Fiir die ande-
ren Antibiotika ist die Aussagekraft eines resistenten Ergebnisses
ebenfalls sehr hoch. Dagegen ist die Sensitivitdt, d. h. die Aussage-
kraft eines sensiblen Ergebnisses meistens geringer und liegt, ab-
hdngig vom Antibiotikum, bei etwa 60 bis 95% [8,28,29]. Somit
sind diese Verfahren sehr hilfreich zum friihzeitigen Erkennen
einer MDR/XDR (Extensively Drug Resistant)-Tuberkulose, jedoch
nicht geeignet fiir eine sichere Therapieempfehlung.

Daher miissen die Tuberkulosebakterien immer auch mit einer
phdnotypischen Testung untersucht werden.

Empfindlichkeitspriifung von NTM

v

Die Empfindlichkeitspriifung von NTM ist nicht ausreichend fiir
alle Spezies validiert, es kénnen jedoch gute Ergebnisse fiir viele
langsam wachsende Mykobakterien erzielt werden. Dazu kann
wie bei Tuberkulosebakterien das BACTEC MGIT 960-Fliissigkul-
turmedium verwendet werden. Fiir schnell wachsende Myko-
bakterien, wie z.B. M. abscessus, M. chelonae oder M. fortuitum,
gibt es z.Zt. kein standardisiertes Verfahren. Empfindlichkeits-
priifungen von NTM sollten nur Laboratorien durchfiihren, die
iber ausreichend Erfahrung auf diesem Gebiet verfiigen. Mole-
kularbiologische Analysen zum Nachweis von Resistenzen bei
NTM sind beschrankt auf sehr wenige Antibiotika (Mutationen
im 23S rRNA-Gen zur Clarithromycin-Resistenz bei M. avium
oder M. abscessus; erm-Gen bei M. abscessus zur induzierbaren
Clarithromycin-Resistenz; Mutationen im rrs-Gen zur Amika-
cin-Resistenz) [30,31].

Der Anstieg sowohl der Fallzahlen als auch der resistenten
Stimme in den letzten Jahren in Deutschland [23] unter-
streicht die Bedeutung von schnellen, einfachen und verldssli-
chen Methoden zum Nachweis und zur Resistenzbestimmung
der Tuberkulose. In den letzten Jahren ist eine Vielzahl neuer
Verfahren entwickelt worden, trotzdem gibt es aktuell immer
noch keine patientennahen Tests (point of care-Diagnostik),
die vor allem in Schwellenldndern mit einer hohen TB-Inzi-
denz die Diagnostik deutlich verbessern kdnnten.
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