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Abklrzungen

Abb. — Abbildung

BAL — bronchoalveolére Lavage

CO;, — Kohlendioxid

DIN — deutsche Industrienorm

DNS — Desoxyribonukleinsaure

FKS — Fotales Kélberserum

GF — Gesichtsfeld

HCI — Salzséure

HIV — human immunodeficiency virus

KBE/mI — Kolonien bildende Einheiten pro ml
LCR — ligase chain reaction

M. haemophilum — Mycobakterium haemophilum
M. tuberculosis — Mycobakterium tuberculosis
MDR-TB — multi drug resistance tuberculosis
MGIT — Mycobacteria Growth Indicator Tube
MOTT — mycobacteria other than tubercle bacilli
MS — Magensaft

MSP — gepufferter Magensaft

NaCl — Natriumchlorid

NALC — N-Acetyl-L-Cystein

NaOH — Natrium Hydroxid

OADC - Oleic Acid Albumin Dextrose Complex
PACT — Polymyxin, Amphotericin B, Carbenicillin, Trimetoprim
PANTA — Polymyxin B, Amphotericin B, Nalidixinsaure, Trimethoprim, Azlocillin
PCR — polymerase chain reaction

pH — potentia hydrogenii

RNS — Ribonukleinséure

SPSS — Statistical Package for the social Sciences
To, T1, T2, T3—Tag 0, Tag 1, Tag 2, Tag 3

Tab. — Tabelle

Thc — Tuberkulose



TMA — transcription-mediated amplification

U/min. — Unit pro Minute

WHO — World Health Organization

XDR-TB — extended (extremly) resistant tuberculosis
ZN — Ziehl-Neelsen



1. Einleitung

1.1 Epidemiologie der Tuberkulose

Die Tuberkulose (Thc) oder Morbus Koch ist eine im Wesentlichen durch Mycobacterium (M.)
tuberculosis verursachte Infektion, an der jedes Jahr ca. 1,6 Millionen Menschen weltweit
sterben. Auch 125 Jahre nach Entdeckung des Erregers ist die Tbc ein weltweites Problem. Im
Jahr 1993 wurde die Tbhc durch die WHO wieder zum globalen Problem erklart (WHO, Fact
sheet Tuberculosis, 5/2007). Nach Angaben der WHO wird es im Zeitraum von 2002 bis 2020
ca. 1 Milliarde Neuinfizierte und mehr als 150 Millionen Erkrankungsfélle geben, ca. 36
Millionen Patienten werden an der Thc sterben. Jahrlich werden somit 9 Millionen Menschen
erkranken und bis zu 3 Millionen sterben (WHO, Fact sheet Tuberculosis, 5/2007;
Epidemiologisches Bulletin, Robert Koch Institut, Berlin 11/2007). Die realen Zahlen kénnen
noch hoher liegen, da die Dunkelziffer bei dieser Krankheit wegen ihrer unspezifischen
Symptome relativ hoch ist. Im Jahr 2005 gab es in der EU 445.000 neue Thc-Félle und 66.000
Todesfalle (WHO, Faktenblatt EURO, 3/2007).

In Deutschland werden die meisten Erkrankungen in Hamburg, Bremen und Berlin gemeldet.
Zurzeit liegt die durchschnittliche Inzidenz bei ca. 7 Erkrankungen auf 100.000 Einwohner. Im
Jahr 2004 starben in Deutschland vermutlich 400 bis 600 Patienten an der Thc
(Todesursachenstatistik des Statistischen Bundesamtes, 2005).

Ein Problem stellt die Zunahme von Infektionen mit multiresistenten (MDR-TB = multi-drug-
resistance tuberculosis mit Erregern, die gleichzeitig gegen Isoniazid und Rifampicin resistent
sind) Erregern dar, da die Patienten nicht auf eine Standardtherapie ansprechen. Weltweit schatzt
man rund 450.000 Félle dieser Art im Jahr 2006, darunter 70.000 in der EU. So betragt z.B. die
Anzahl der MDR-TB in der Ivanovo-Region (Russland) 9%, in Tomsk (Russland) 6,5% und in
Estland 14,1% (WHO, Fact sheet Tuberculosis, 5/2007). Seit 2006 sind auf3erdem
Erregerstdimme identifiziert worden, die zusétzlich auch Resistenzen gegen Reservemedikamente
bzw. Zweitrangmedikamente (z.B. Protionamid, Amikacin, Fluorchinolone) aufweisen.
Infektionen mit diesen Erregern wurden ,,extended* oder ,,extremly resistant tuberculosis*
(XDR-TB) genannt. In Stidafrika wurde in der zweiten Halfte des Jahres 2006 ein Ausbruch mit
53 Féllen von XDR-TB entdeckt, von denen 52 Patienten gestorben sind (WHO, Faktenblatt
EURO, 3/2007; Koch-Mechnikow Journal 1/2007).

Eine wichtige Ursache fir die weltweite Zunahme der Infektionsfélle in den letzten 10 Jahren ist

die zunehmende Anzahl von HIV-Infektion (mit 11% ist die Thc die h&ufigste Todesursache
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HIV-positiver Patienten, zurzeit werden ca. 50 Millionen Koinfizierte vermutet), Tbc in vielen
Geféangnissen (dort liegen die Inzidenz 50mal und die Letalitdt 28mal hoher als im zivilen
Sektor), die Einwanderung aus Landern mit hoher Pravalenz, unzureichende politische und
finanzielle Unterstitzung sowie mangelhafte Gesundheitssysteme und Infrastrukturen (WHO,
Fact sheet Tuberculosis, 5/2007; Koch-Mechnikow Journal 1/2007).

Bei der heutigen, immer starker zunehmenden Internationalisierung aller Bereiche, vor allem des
Reiseverkehrs, ist die Thc auch in den westeuropaischen und nordamerikanischen Landern mit
niedriger Inzidenz eine zunehmende Bedrohung. In den USA werden mehr als 40% der Thc-
Félle bei Einreisenden diagnostiziert, mehr als die Halfte aller Fluchtlinge in der Welt sind mit
Thc infiziert. Jede nicht behandelte Person mit einer aktiven Thc steckt im Durchschnitt 10 bis
15 Menschen jahrlich an. Das bedeutet, dass jede Sekunde eine Person neu angesteckt wird.
Etwa ein Drittel der Weltbevolkerung ist mit Tuberkuloseerregern infiziert, ungefdhr 1% der
Weltpopulation wird jéhrlich neu infiziert, ca. 10% mit Tbc infizierter Personen werden im
Laufe der Zeit krank (WHO, Fact sheet Tuberculosis, 5/2007; Koch-Mechnikow Journal 1/2007;
WHO, Faktenblatt EURO, 3/2007; Epidemiologisches Bulletin, Robert Koch Institut, Berlin
11/2007).

1.2 Atiologie der Tuberkulose

M. tuberculosis ist ein schlankes, etwa 0,2-0,6 x 1,0-10 um langes, oft leicht gebogenes, langsam
wachsendes, séureresistentes, nicht bewegliches Stdbchen. Es wdachst mikroaerophil und bildet
keine Sporen oder Kapseln. M. tuberculosis teilt sich alle 16 bis 20 Stunden und zeigt sich in
Kulturen typischerweise in fischzug- oder zopfartigen Strangen (Cordphdnomen) gelagert. Das
Wachstum in Schniren spiegelt die Anwesenheit eines Glycolipids (Cordfaktors) wieder. Eine
der typischen Eigenschaften der Mykobakterien ist ihre Sdurefestigkeit, die auf der Anwesenheit
von Hydroxylipiden an der Oberflache der Zellwand beruht. Diese Mycolsduremolekile
(komplex verzweigtkettige Hydroxylipide) sind kovalent mit dem Peptidoglykan der Zellwand
verknuipft. Dieses Riesenmolekiil umgibt die Zelle mit einem wachsartigen Uberzug, der die
Zelle hydrophob macht. Dies flihrt dazu, dass aufgenommener Farbstoff bei den Farbungen nur
schwer durch Schwefelsdure- oder Salzséure-Alkohol-Gemische zu entfernen ist. Aufgrund des
hohen Lipidgehalts ihrer Zellhiillen lassen sich die Mykobakterien durch die Gram-Farbung
schlecht anféarben. Die lipoide Zellwand der Mykobakterien gilt als Grund fur eine besondere
Umweltresistenz des Erregers. Im infizierten Wirt ist der Erreger in der Lage, in Zellen

(Makrophagen) zu Uberleben (= intrazellulédrer Erreger).



1.3 Die Ubertragung von M. tuberculosis

Die Erreger der Thc werden durch Tropfchen, seltener durch direkten Kontakt von Mensch zu
Mensch Ubertragen. Die Patienten, die an einer offenen Lungen-Thc leiden, sind kontagits und
geben die Erreger beim Husten, Niesen, Sprechen oder Spucken an die Umwelt ab. Ein ml
infiziertes Sputum kann bis zu 5000 Erreger enthalten. Abhéngig von der Zahl und der Virulenz
der Erreger und/oder der Immunitdt der infizierten Person kann die Infektion zu einer
Erkrankung  flhren. Hohes Lebensalter, Mangelerndhrung, Langzeittherapie  mit
Kortikosteroiden, Gabe von Immunsuppressiva und  Zytostatika, HIV-Infektion,
Drogenabhangigkeit, Alkoholismus und Diabetes mellitus sind prédisponierende Faktoren fir

eine Erkrankung.

1.4 Therapie

Die antibiotische Therapie von Tbc-Patienten begann im Jahre 1946 mit der Entdeckung des
Antibiotikums Streptomycin. In der Folgezeit kamen weitere Substanzen dazu. Schnell stellte
sich heraus, dass eine Monotherapie zur Entstehung resistenter Stdmme fuhrt, deswegen wird bei
modernen Strategien eine Kombinationstherapie mit 3-4 Praparaten (meist Isoniazid, Rifampicin,
Pyrazinamide und Ethambutol) eingesetzt. Eine addquate Dosierung der Medikamente, eine
genugende Dauer der Therapie sowie regelméal3ige &rztliche Kontrollen, um den Therapieverlauf
zu kontrollieren und mogliche Nebenwirkungen zu erkennen, sind notwendig fir eine
erfolgreiche Therapie der Thc.

Da sich die Erreger nur sehr langsam teilen und auBerdem in den tuberkulésen Granulomen
lange Zeit ruhen konnen, ist die Gefahr der Resistenzentwicklung bei Mykobakterien besonders
hoch. Die Behandlungsdauer muss wegen der geringen Teilungsgeschwindigkeit ausreichend

lang sein, um Rezidive zu vermeiden.

1.5 Mikrobiologische Diagnostik

Die Labordiagnostik fur den Nachweis der Thbc-Erreger umfasst in der Routine die
mikroskopische Untersuchung der eingesandten Proben, die Anzucht und Differenzierung der
Mykobakterien ~ sowie  deren  Resistenztestung.  Molekularbiologische =~ Methoden
(Nukleinsaureamplifikationstechniken, z.B. PCR) stehen sowohl fir die Untersuchung der
primdren Materialien als auch fiir die Differenzierung der Mykobakterien zur Verfligung.

Der Nachweis von Antikdrpern und der Tierversuch haben in der Tuberkulosediagnostik zurzeit

keine Bedeutung.



Fir den Erregernachweis kommen je nach Lokalisation des Erkrankungsherdes unterschiedliche
Untersuchungsmaterialien (Sputum, bronchoalveoldre Lavage, Bronchialsekret, Pleurapunktat,
Magennuchternsekret, Urin, Liquor, Blut, Stuhl, Punktate, Eiter, Gewebeproben,
Biopsiematerialien) in Betracht. Wegen der von Probe zu Probe variablen und haufig nur sehr
geringen Bakteriendichte sind soweit moglich mindestens drei, an verschiedenen Tagen
gewonnene Proben zu untersuchen. Je groRer das Probevolumen ist, desto besser sind die
Nachweischancen. Die Transportgefdlie sollten mdglichst weitlumig sein, um beim Einfullen
Verschmutzungen der AuBenwand zu vermeiden. Die nationalen und internationalen Auflagen
an Labore, die Tuberkuloseerreger anziichten durfen, sind so, dass in zahlreichen Fallen,
insbesondere in Schwellenl&dndern, eine Weiterleitung des Untersuchungsmaterials an entfernte
Labore die Regel ist. Der Postversand der Proben quer durch das Land schlief3t jedoch eine
mdoglichst baldige Verarbeitung der Proben aus. Solche logistische Probleme kommen besonders
in  Entwicklungslandern  vor. Lange Lagerungszeiten und  Transportwege von
Untersuchungsmaterialien konnen die Lebensféhigkeit der Mykobakterien gefdhrden und die
Vermehrung von nicht spezifischer Begleitflora férdern. Das hat eine hohe Zahl von
Kontaminationen zur Folge, die das Anwachsen von Mykobakterien verhindern (Padmanabha R.
K. et al., 1966; Sula L. et al., 1960). Das Problem der Uberwucherung mit schnell wachsenden
Bakterien tritt besonders in tropischen und subtropischen L&ndern mit ganzjdhrig hohen
Temperaturen auf, sodass vermehrt falsche negative Kulturergebnisse erzielt werden. Um dies zu
vermeiden, wurde der Effekt der Zugabe dekontaminierender Ldsungen vor Lagerung und
Transport von Sputumproben zum Labor untersucht (Pardini M. et al., 2005; Bobadilla de Valle
M. et al., 2003; Selvakumar N. et al., 1995; Selvakumar N. et al., 1993; Tazir M. et al., 1979;
Smithwick R. W. et al., 1975). Da diese Arbeitsgruppen gezeigt haben, dass die Anwendung von
Dekontaminationsldsungen wie 0,6% Cetylpyridiniumbromid oder 1% Cetylpyridiniumchlorid
wahrend des Transports der Sputumproben zum Labor einen positiven Einfluss auf die
Nachweisrate von M. tuberculosis hat, wird von der WHO die Anwendung dieser Ldsungen
empfohlen. Jedoch ist dabei die langere Lagerung der Proben bei Kihlschranktemperatur nicht
wiinschenswert, da durch niedrige Temperaturen diese Mittel kristallisieren und damit inaktiv
werden (WHO, 2003). Die Zusitze missen vor der Anlage auf Kulturmedien durch
Zentrifugation entfernt werden (Rieder H. L. et al., 1998). Aparna K. et al. (Aparna K. et al.,
2006) haben gezeigt, dass beim 1-3 wdochigen Transport von Sputumproben mit 1%
Cetylpyridiniumchlorid-Zusatz noch 80% der Tbc-positiven Sputumproben positive
Kulturergebnisse ergaben. Die Kontaminationsrate betrug 6,2%. Bei Proben, die innerhalb einer

Woche angelegt wurden, zeigten sich positive Kulturergebnisse in 86,1% der Falle vs. 74,2% bei
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einer Transportdauer von mehr als einer Woche. Die Dekontamination der Sputumproben mit
Cetylpyridiniumchlorid-Ldsung scheint bei langerer Einwirkzeit das Mykobakterienwachstum zu
beeintrachtigen. In einer anderen Arbeit wurde berichtet, dass die Vorbehandlung mit
Cetylpyridiniumchlorid bis zu sieben Tagen die Mikroskopieergebnisse von séurefesten
Stabchen beeinflusst. Bei Proben, die sofort verarbeitet wurden, zeigten sich signifikant hohere
positive  Ziehl-Neelsen-Mikroskopieraten im Vergleich zu den Proben, die mit
Cetylpyridiniumchlorid gelagert wurden (p=0,004). Der Dekontaminationszusatz hatte jedoch
keinen Einfluss auf die Ergebnisse der Auramin-Phenol-Farbemethode (Ziehl-Neelsen 74,5% vs.
Auramin-Phenol 61,8%; p<0.001) (Selvakumar N. et al., 2004). Diese Form der Vorbehandlung
zum Transportschutz der Proben scheint nur fur l&ngere Transport- oder Lagerungszeiten (tber 3
Tage), die in Deutschland eher die Ausnahme sind, sinnvoll zu sein, wenn auch mit deutlichen
Nachteilen bei Lagerungszeiten Uber einer Woche.

Die Mikroskopie ist die schnellste und preiswerteste Methode, die innerhalb kurzer Zeit die
Erkennung hochinfektioser Patienten erlaubt. Alle Proben mit Ausnahme von Urin- und
Stuhlproben, bei denen die Mikroskopie nur eine geringe Sensitivitdt und Spezifitat besitzt,
miissen mikroskopiert werden. Bei einer Erregerdichte von 10* KBE/ml ist nur in ca. 60% von
Sputumpraparaten mit einem positiven mikroskopischen Befund zu rechnen. Meistens werden
»angereicherte” Pridparate (nach Homogenisierung, Dekontamination mit NALC-NaOH und
Zentrifugation) angefertigt. Diese werden durch Hitze fixiert und danach nach Ziehl-Neelsen
(ZN), nach Kinyoun (Kaltfarbung) oder mit Auramin nach Hagemann geféarbt. Die
Gegenfarbung erfolgt mit Methylenblau-L6ésung. Um falsch positive Ergebnisse zu vermeiden,
sollten die Objekttrager einzeln auf einer Farbebank gefarbt werden, um die Ubertragung
séurefester Stdbchen bei Farbung mehrerer Objekttrager in einer Wanne zu vermeiden. Falsch
negative Ergebnisse konnen bei zu dicken Ausstrichen, zu langer Gegenfarbung oder zu langem
Entfarben mit Salzsaure-Alkohol auftreten.

Bei der Lichtmikroskopie (ZN, Kinyoun) erscheint M. tuberculosis bei 1000facher Vergrof3erung
als rotgefarbtes, parallel gelagertes oder am Ende abgebogenes Stédbchen, mit gekdrnten
Strukturen auf hellblauem Hintergrund, ist aber nur bedingt von anderen Mykobakterien
(MOTT- mycobacteria other than tubercle bacilli) zu unterscheiden. Es mussen mindestens 100
Gesichtsfelder durchmustert werden, bevor ein Préparat als negativ beurteilt werden darf. Fir ein
Préparat werden dafur durchschnittlich 5 Minuten bendétigt.

Der Vorteil der Auramin-Fluoreszenzmikroskopie besteht darin, dass wegen der starker
leuchtenden angefarbten Objekte die Durchmusterung ohne Immersionsdl mit kleinerer

Vergrolierung (150 bis 400fach) durchgefiihrt werden kann. Dadurch wird in einem Gesichtsfeld
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eine grolRere Probenmenge mikroskopiert und die Untersuchung eines einzelnen Préparates
benotigt weniger Zeit. Es ist das ganze Préparat durchzusehen. Wegen des grofieren apparativen
Aufwandes ist die Anwendung dieser Methode jedoch erst bei mindestens 30-40 Proben pro Tag
sinnvoll. Die Befundmitteilung erfolgt durch semiquantitative Angabe der Bakterienzahlen (Tab.
1).

Tabelle 1: Bewertungsschema fir mikroskopische Befunde (Leitlinien bei der Auswertung von

Mikroskopiebefunden)

Bakteriendichte
Befundmitteilung
Lichtmikroskopie (1000fach) Fluoreszenzmikroskopie (450fach)
0 séurefeste Stabchen/Ausstrich? 0 saurefeste Stabchen/Ausstrich® - = negativ
1-3 sdurefeste Stabchen/Ausstrich® 1-3 saurefeste Stabchen/Ausstrich” + oder
kontrollbedurftig
4-9 saurefeste Stabchen/Ausstrich? 4-9 saurefeste Stabchen/Ausstrich® +
1-9/10 Gesichtsfeldern 5-49/10 Gesichtsfeldern ++
1-9/1 Gesichtsfeld 5-49/1 Gesichtsfeld +++
>10/1 Gesichtsfeld >50/1 Gesichtsfeld ++++

& Ausstrich bzw. Praparat bei Ziehl-Neelsen-Farbung entspricht etwa 100 Gesichtsfeldern (=gesamtes Praparat)

® Das gesamte Praparat muss mikroskopiert werden

Die Kultur ist der ,,Goldstandard” in der Mykobakteriendiagnostik. Der kulturelle Nachweis von
M. tuberculosis bestétigt beim Vorliegen einer Thc-Symptomatik die Diagnose, wenn eine
Probenverwechslung oder eine Kontamination ausgeschlossen sind. Die Nachweisgrenze der
Kultur liegt zwischen 10-100 Bakterien/ml.

Wegen der oft nur geringen Bakteriendichte, der haufigen Inhomogenitét klinischer Proben und
der Gefahr einer Verunreinigung der Kulturen durch schnell wachsende Mikroorganismen
mussen respiratorische Proben, Magensaft, Urin und Stuhl vorbehandelt werden. Proben aus
primdr sterilen Korpermaterialien (Liquor, Punktate) werden nicht vorbehandelt. Ziele der
Vorbehandlung der Proben sind die Homogenisierung der Probe, die Dekontamination oder
Abtotung der Begleitflora bei moéglichst weitgehender Schonung der Mykobakterien und die
Anreicherung der Mykobakterien durch Zentrifugieren des Materials. Die mikroskopische und
kulturelle Ausbeute ist wesentlich von der Sedimentierung der Mykobakterien abhangig. Zu
diesem Zweck mussen die Proben mindestens 20 Minuten bei 3000g relativer

Zentrifugalbeschleunigung zentrifugiert werden. Bewahrt fur die Dekontamination der Proben
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haben sich die N-Acetyl-L-Cystein- oder NALC-NaOH-, Pankreatin-Desogen-, Nekal-,
Natriumlaurylsulfat- und Schwefelsdure-Methoden. Alle bekannten Verfahren flihren jedoch
auch zur Schéadigung der Mykobakterien. Selbst bei korrektem Vorgehen tiberleben nur 10-20%
der vermehrungsféhigen Erreger. Deshalb sind angegebene Konzentrationen und Einwirkzeiten
genau einzuhalten.

Die Anzucht erfolgt auf mindestens zwei Festndhrbdden und in einem Flussigmedium. Feste
Kulturmedien auf Eibasis (z.B. Léwenstein-Jensen oder Stonebrink) zeichnen sich durch gute
Pufferkapazitat aus, inaktivieren toxische Stoffe im Untersuchungsmaterial, hemmen teilweise
andere schnell wachsende Bakterien und verunreinigen deshalb selten. Lowenstein-Jensen-
Nahrbdden enthalten Glycerin; anstelle von Glycerin enthalten Stonebrink-Nahrbéden Pyruvat,
das das Wachstum von Isoniazid-resistenten M. tuberculosis-Stammen fordert. Sie enthalten den
Farbstoff Malachitgriin, der das Wachstum von anderen Bakterien inhibiert. Das Wachstum auf
festen Medien kann im Durchschnitt nach 18-24 Tagen beobachtet werden. M. tuberculosis
bildet eine charakteristische Kulturmorphologie, d.h. cremefarbene, trockene, kriimelige, fest
anhaftende Kolonien (= eugones Wachstum), aus. Kulturmedien auf Agarbasis (z.B.
Middlebrook 7H10 oder 7H11) sind transparent. Dadurch ist die Morphologie der Kolonien
leichter zu beurteilen. Das Wachstum der Bakterien ist dank Anwesenheit von Biotin und
Katalase in der Regel eine Woche fruher erkennbar als auf Kulturmedien auf Eibasis, jedoch sind
diese Kulturmedien gegeniiber Kontaminationen empfindlicher als die zuvor genannten Medien.
Weitere negative Aspekte der agarhaltigen Medien sind hohe Vorbereitungskosten, limitierte
Aufbewahrungszeit und CO,—Bedarf. Flussige Nahrmedien (z.B. Kirchnermedium, Middlebrook
7H9) wurden speziell fir den Nachweis geringer Erregermengen entwickelt. Sie konnen
Indikatorsysteme enthalten, die Bakterienwachstum anzeigen. Ein ZN-Préparat aus einer
Wachstum anzeigenden Bouillon Kklart, ob es sich um Mykobakterien oder andere Bakterien
handelt. Im Durchschnitt sind die Mykobakterien 5 bis 12 Tage friher erkennbar als auf den
festen Kulturmedien.

In der vorliegenden Arbeit wurden ein flussiges Nahrmedium (BBL MGIT- Indikationsréhrchen,
modifizierte Middlebrook 7H9 Boullionbasis mit Glycerol und Casein-Pepton) und zwei feste
Nahrboden (LOowenstein-Jensen und Stonebrink) verwendet. Diese Kombination wird fiir die
Routinediagnostik empfohlen (Nolte F. S. et al., 1995; Kent P. T. et al., 1985). Den fliissigen
Nahrmedien wurde auBerdem Olsaure/Albumin/Dextrose/Katalase (OADC) zugesetzt. Die
Olséure ist ein aktiver metabolischer Stimulator fir Mykobakterien, Albumin bindet toxische
freie Olsduren, Dextrose ist eine Energiequelle und Katalase baut toxische Peroxidase, die sich in

den beimpften Medien befinden kann, ab. AuBerdem wurden die Medien mit
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Antibiotika/Antimykotikalosungen supplementiert. Die kulturelle Anlage vom Patientenmaterial
auf M. tuberculosis erfordert ein L2-Labor, welches das Arbeiten unter S2-Bedingungen nach
Biostoffverordnung ermdglicht.

Die Bebrutung erfolgt bei 35°C (x1°C); 36°C sollten fur die Anzucht von M. tuberculosis nicht
uberschritten werden. Die festen Kulturen werden in einwdchigen Abstdnden auf Wachstum
kontrolliert. Kulturen in Flissigmedien werden in den ersten 2 Wochen zweimal, dann
wdchentlich abgelesen. Die Beobachtung der Kulturen ist im Allgemeinen nach 8 Wochen
abgeschlossen, in Einzelféllen nach 12 Wochen (z.B. bei Diskrepanz zum mikroskopischen oder
molekularbiologischen Befund, bei weiter bestehendem Verdacht einer Tuberkulose, unter
Umsténden auch bei Gewebe- oder Urinproben).

Falsch  positive  Kulturergebnisse  kénnen aufgrund von  Kontaminationen  im
mykobakteriologischen Labor oder beim Verwechseln von Proben auftreten. Zweifel des
behandelnden Arztes an der Diagnose einer Thc, ein stark verzogertes Wachstum (erst nach 5 bis
6 Wochen), eine geringe Koloniezahl (z.B. weniger als 5 Kolonien) auf den festen Kulturmedien
und eine benachbarte Probe mit hoher Erregerzahl kénnen auf ein falsch positives Ergebnis
hinweisen. Falsch negative Ergebnisse treten bei abgestorbenen Erregern, z.B. bei unter Therapie
gewonnenem Material, bei anspruchsvollen, schwer anziichtbaren Mykobakterien (z.B. M.
haemophilum) oder beim Auftreten technischer Fehler bei der Dekontamination, der
Né&hrbodenherstellung und bei Probenverwechslung auf.

Molekularbiologische Methoden oder Nukleinsaureamplifikationstechniken dienen dem
Direktnachweis von Mykobakterien im klinischen Untersuchungsmaterial. Hierbei werden
definierte spezifische Sequenzen der DNS oder der RNS in vitro vermehrt und anschlieRend mit
geeigneten Methoden detektiert. Es werden nur einzelne Nukleinsaureabschnitte, nicht das
gesamte Mykobakterium, nachgewiesen. Als Amplifikationsverfahren werden PCR (polymerase
chain reaction), TMA (transcription-mediated amplification) und LCR (ligase chain reaction)
eingesetzt. Die Vorteile dieser Techniken sind Schnelligkeit, hohe Spezifitat und eine gegentiber
der Mikroskopie verbesserte Sensitivitat. Allerdings ist es bisher nicht mdglich,
molekularbiologisch alle Resistenzmechanismen zu erkennen, sodass die phanotypische
Empfindlichkeitspriifung nach Anzucht des Erregers noch lange Zeit das wichtigste Verfahren in
der Diagnostik bleiben wird. Tabelle 2 fasst die Vor- und Nachteile der verschiedenen Teile der

mikrobiologischen Thc-Diagnostik zusammen.
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Tabelle 2: Vergleich der Methoden zum mikrobiologischen Nachweis der Tuberkulose (nach Kaufmann S.
H. E., Hahn H., Zeichardt H., Mahy B. ,,Mycobacteria and TB*, Vol. 2/2003)

Methode Bearbeitungszeit Kommentar Vorteile Nachteile
Mikroskopie 2 - 4 Stunden Positive Befunde erst bei Hohe Spezifitat Sensitivitat 22-80 %
hoher Erregerdichte (in  Schnell, preiswert Keine Mykobakterien-
der Regel ab 10%/ml) Identifikation von hoch- identifikation mdglich
kontagidsen Patienten Nicht fir Kontrolle der
Hoher Aussagewert (=90 %) Therapiewirksamkeit  ge-
bei positiven respira-  eignet
torischen  Untersuchungs-
materialien
Kultur Tage bis Wochen  Positive  Befunde bei Methode zur Kontrolle der Zeitaufwand
Erregerdichte von 10 bis Therapiewirksamkeit Lange Wartezeit bis
10%/ml Differenzierung und  Ergebnis vorhanden
,-Goldstandard* Empfindlichkeitspriifung Kombination von Fest- und
mdglich Flussigmedium erforderlich
NAT 6-48 Stunden Speziallabore und Schnelle Diagnose méglich  Falsch positive Ergebnisse
erfahrenes Personal er- Hohe  Sensitivitdt  (95- mdglich  durch  Konta-
forderlich 100%) mination
Analyse von multiplen Keine Empfindlichkeits-

Untersuchungsmaterialien
eines Patienten

empfehlenswert

1.6 Fragestellungen und Ziele der Dissertation

prifung méglich
Nicht flr
Therapiewirksamkeit

Kontrolle der

geeignet

Die mikrobiologisch-diagnostische Labore sind — wie alle Bereiche der Medizin — durch

Einsparmalinahmen, Personalverminderung und Zentralisierung der Infrastrukturen gepragt.

Auch spezialisierte Labore, die meist auch eine allgemeine bakteriologische Diagnostik

betreiben, sind aus wirtschaftlichen Griinden dazu libergegangen, an Wochenenden und

Feiertagen Materialien, die auf vermeintlich umweltstabilere Erreger untersucht werden sollen,

erst an den Tagen mit vollstdndiger Personalbesetzung zu untersuchen; dabei wird ,,vermutlich

stabiles* Probenmaterial gelagert und erst am folgenden vollbesetzten Arbeitstag verarbeitet. Zu

diesen Proben gehdren auch solche zum Nachweis von Mykobakterien, da diese aufgrund ihrer

Zellwand stabiler gegen Umwelteinfliissen sind als andere Bakterien. Auch entfernte Labore

stellen ein Problem dar, da der Postversand der Proben eine sofortige Verarbeitung der Proben

ausschliefit.
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Wahrend Studien zum Einfluss von Lagerungszeit und Lagerungsbedingungen auf Tbc-
Diagnostik aus Sputumproben publiziert wurden, liegen zu BAL- und Magensaftproben keine
Daten vor. In der BAL liegt das Untersuchungsmaterial, anders als bei einem eitrigen Sputum, in
etwa 5-10 ml physiologischer Kochsalzlésung verdiinnt vor, sodass es mdglich ist, dass
Mykobakterien ungeschitzter den Umwelteinflissen ausgesetzt sind. Der morgendliche
Magensaft ist ein ,natiirliches” Anreicherungsmedium, in dem durch Herunterschlucken von
Bronchialmaterial im Schlaf Mykobakterien im meist sauren Magensekret verweilen. Weil
Mykobakterien nur bedingt sdurefest sind, wird empfohlen, die Proben in eine Pufferlésung zu
geben, um ein Absterben sensiblerer Mykobakterien zu verhindern. Alle drei
Untersuchungsmaterialien (BAL, Magensaft und gepufferter Magensaft) wurden mit definierten
Erregerkonzentrationen (10* KBE/ml, 10° KBE/ml und 10° KBE/mI) von 10 verschiedenen M.
tuberculosis Isolaten versetzt. Die Materialien wurden sofort und nach 1-3 Tagen Lagerung bei
unterschiedlichen Temperaturen (Kuhlschrank, Zimmertemperatur, Brutschrank) mikroskopiert
(ZN) und auf Kulturréhrchen gebracht.

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Fragestellungen bearbeitet:

Hat die Lagerungszeit (24, 48 bzw. 72 Stunden) von relevanten Untersuchungsmaterialien bei
Verdacht auf Lungentuberkulose (BAL, Magensaft und gepufferter Magensaft) mit
unterschiedlichen Erregerdichten (10° KBE/ml, 10° KBE/ml und 10' KBE/mI) und Lagerung bei
unterschiedlichen Temperaturen (4°C, 20°C bzw. 36°C) einen Einfluss auf den kulturellen
Nachweis der Mykobakterien?

Haben die zuvor beschriebenen Lagerungsbedingungen von mykobakterienhaltigen BAL-,
Magensaft- und gepufferten Magensaftproben mit unterschiedlichen Erregerdichten einen

Einfluss auf den mikroskopischen Nachweis von Mykobakterien?
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2. Material und Methoden

2.1 Materialverzeichnis

2.1.1 Isolate von M. tuberculosis

Fir die Versuche wurden neun Patientenisolate und der H37Rv-Laborstamm verwendet.

2.1.2 Technische Geréte

Brutschrank (Heraeus, Hanau)

Vortex Mixer Reax 2000 (Heidolph, Schwabach)
Lichtmikroskop mit 100, 1000facher VergroRerung (Zeiss, Jena)
Zentrifuge, Rotixa/P (Hettich)

Bunsenbrenner

Khlschrank mit Gefrierfach (AEG)

Wasserbad (36°C)

pH-Meter

Lampe von Wood, oder long-wave ultraviolet light

Heizblock 60°C (60£1°C)

2.1.3 Reagenzien

Karbolfuchsin-Losung konzentriert: 10 ml geséttigte alkoholische Fuchsin-Ldsung (10 g in 100
ml Ethanol) wurden in 90 ml einer 5% L&sung von verflissigtem Phenol versetzt

Gesattigte Methylenblau-L6sung nach Loffler

3% Salzséaure-Alkohol (80% Alkohol mit 3%HCI)

Lowenstein-Jensen-Néahrbdden mit Glycerin und PACT (BAG, Lich)

Stonebrink mit PACT (BAG)

Middlebrook-Schrégagar 7H10 mit OADC

Middlebrookagar 7H10, in Petrischalen gegossen

BBL MGIT-Indikationsréhrchen (Mycobacteria Growth Indicator Tube): 4 ml mit 59 ¢
modifizierter Middlebrook 7H9 Boullionbasis, 3,1 ml Glycerol, 1,25 ml Casein-Pepton (Becton
Dickinson Microbiology Systems, Sparkes, MD, USA)
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OADC: Olsaure 0,6 pg, Rinderalbumin 50 pg, Dextrose 20 pg, Katalase 0,03 g (Becton
Dickinson Microbiology Systems)

PANTA: 6000 Einheiten Polymyxin B, 600 pg Amphotericin B, 2400 Einheiten Nalidixinsaure,
600 pg Trimethoprim, 600 pug Azlocillin (Becton Dickinson Microbiology Systems)
N-Acetyl-L-Cystein (Sigma-Aldrich, Minchen), 1 g gel6ést in 100 ml steriler NaOH-Ldsung und
100 ml steriler Nas-Citrat-L6sung

Nas-Citrat-Losung

NaOH, 4%

PACT: 100000 Einheiten Polymyxin, 5 mg Amphotericin B, 50 mg Carbenicillin, 5 mg
Trimetoprim (Mast Diagnostika, Reinfeld)

Sterile isotone 0,9% NaCl-Ldsung (Braun, Melsungen)

Agqua destillata (Delta Pharma GmbH, Deerfield)

HCI, 10% und 37%

Geséttigte Trinatriumphosphat-Ldsung

Fotales Kalberserum (FKS)

Flachendesinfektionsmittel (Antifekt Liquid, Schilke & Mayr)

2.1.4 Gebrauchsmaterialien

Diagnostische Objekttrdger mit 3 Feldern (Roth, Karlsruhe)
Objekttragerschienen

Sterile Impfdsen

Sterile blaue Stoffunterlagen

Sterile Messbecher: 30 ml, 200 ml und 1000 ml

Sterile Aufbewahrungsgefalie mit festem Verschluss, 300 ml

Sterile Erlenmeyerkolben: 100 ml, 250 ml, 300 ml und 400 mi

Sterile Blue-Cap-Zentrifugenréhrchen, 50 ml (Becton-Dickinson Labware)
Sterile verschraubbare 10 ml-Zentrifugenréhrchen (Sarstedt, Nimbrecht)
Sterile 30 ml-Zentrifugenréhrchen (Sarstedt)

Stander fur 12 Blue-Cap-Zentrifugenréhrchen

Sterile Plastikrohrchen, 10 ml

Sterile Glasrohrchen, 10 ml

Sterile Glasstabe

Sterile Pasteurpipetten, 3 ml (Schmidt, Mainz)
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Sterile Glaspipetten: 1 ml und 10 ml

Mikropipetten: 1, 10, 100 und 300 ul (Eppendorf, Hamburg)
Glaskugeln zur Homogenisierung

Sterile Spatel

Eimer fur Desinfektionsmittel

Pipettensauger

Sterile Handschuhe

Sterile Tupfer

Rihrer

2.2 Methodenverzeichnis

2.2.1 Beschaffung bzw. Herstellung der Untersuchungsmaterialien

Mykobakterienfreie BAL-Proben wurden zwischen September 2002 und Juni 2003 von
stationdren und ambulanten Patienten der Universitétsklinik Charité, Campus Benjamin Franklin
gesammelt.

Da es unmdoglich war, ausreichende Mengen Magensaft von Patienten zu bekommen, wurde
entschieden, eine magensaftahnliche Losung (MS) herzustellen. Hierzu wurden 1200 ml
isotonischer NaCl-Losung mit 30 ml Protein (1 ml von ca. 2% FKS pro Probe) versetzt. Dann
wurde durch Zugabe von 10%iger oder 37%iger HCI-Ldsung der pH-Wert der Losung auf pH 2
eingestellt.

Zusatzlich wurde, wie fur die Routine empfohlen, eine gepufferte magensaftdhnliche Losung
(MSP) hergestellt. Hierzu wurden nach Beimpfung des MS mit Bakterien jeweils 10 ml
gesattigter Trinatriumphosphatldsung pro 200 ml Volumen MS zugegeben.

2.2.2 Anlage von Mykobakteriensuspensionen

Samtliche Arbeitsschritte wurden unter einer Sicherheitswerkbank in einem Labor unter S3-

Bedingungen nach Biostoffverordnung durchgefiihrt.

2.2.2.1 Anlage von Subkulturen

Fir die Untersuchung wurden regelmaRig frische Subkulturen der Mykobakterien-Isolate auf
Middlebrook 7H10-Schragagar angelegt. Hierzu wurden mit einer sterilen Ose mehrere

Bakterienkolonien von einem bewachsenen Nahrboden entnommen und in ein zur Vermeidung
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der Austrocknung mit 0,5 ml isotonischer NaCl-Losung versetztes Agarrohrchen gegeben. Die
beimpften N&hrboden wurden ber Nacht schrdg gelagert, anschlieBend aufgestellt und fir 1-6
Wochen im Brutschrank bei 36°C bebriitet.

2.2.2.2 Beimpfung der Untersuchungsmaterialien

Fur die kulturelle und mikroskopische Untersuchung von BAL-Proben sind mindestens 10 ml
Probenvolumen erforderlich. Um uUber ein fur alle Kulturbedingungen ausreichendes
Probenvolumen zu verfiigen, wurden insgesamt 300 ml pro Mykobakterien-Isolat benétigt. Die
300 ml BAL-Proben wurden mit Glaskugeln in einem sterilen Gefal? homogenisiert und in 3
Proben von je 100 ml geteilt.

Aus den Subkulturen der Mykobakterien-Isolate und isotonischer NaCl-Lésung wurde eine
homogene Suspension bereitet, deren Triibung der definierten Bariumsulfatsuspension entsprach,
die im Rahmen der Resistenztestung von Mykobakterien verwendet wird. Aus dieser Suspension
wurde 1 ml zu den ersten 100 ml BAL-Probe gegeben, da Vorversuche ergeben hatten, dass
hieraus eine Erregerdichte von 10° KBE/ml resultiert. Durch weitere serielle 1:100
Verdinnungen wurden in den beiden anderen Proben-Aliquots die gewlnschten Konzentrationen
von 10° KBE/ml bzw. 10" KBE/ml eingestellt. Aus jeder dieser drei BAL-Suspensionen wurden
dann je 90 ml in 3 Zentrifugenrohrchen gegeben, wovon jeweils eines im Kiihlschrank (4°C), bei
Raumtemperatur (20°C) oder im Brutschrank (36°C) gelagert wurde. Die restlichen 10 ml jeder
BAL-Suspensionen wurden sofort fir Mikroskopie und Kulturanzucht verwendet (To). Nach 24
(T1), 48 (T,) und 72 (T3) Stunden Lagerung wurden aus jedem Zentrifugenréhrchen 10 ml Probe
entnommen und wiederum fir Mikroskopie und Kultur verarbeitet.

Von MS (hierfur wird die Verarbeitung von mindestens 20 ml empfohlen) wurden 1200 ml
hergestellt, in drei Proben zu je 400 ml geteilt und mit Mykobakterien beimpft wie zuvor fir die
BAL-Proben beschrieben. Jeweils die Hélfte der Suspensionen wurde mit Trinatriumphosphat
versetzt (MSP). Die Suspensionen wurden wie die BAL-Proben aufgeteilt und ebenfalls bis zu
72 Stunden bei 4°C, 20°C oder 36°C gelagert. Die 20 ml, die flr jede Konzentration von MS und
MSP verblieben, wurden sofort fiir Mikroskopie und Kulturanzucht angewendet (To). Nach 24,
48 und 72 Stunden Lagerung wurden jeweils 20 ml den einzelnen Suspensionen entnommen und
wiederum fiir Mikroskopie und Kultur verarbeitet.

Die Erregerzahl in den Proben wurde bei jedem Ansatz durch serielle Verdiinnung und Kultur
auf Middlebrook 7H10-Agar verifiziert.
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2.2.2.3 Dekontamination der Proben mit Hilfe der N-Acetyl-L-Cystein(NALC) NaOH-

Methode und Anlage der Kulturen (DIN 58943-3, Abs. 8 und 9)

Um alle Proben unter routineédhnlichen Bedingungen zu bearbeiten, wurden sie mittels Zugabe
von N-Acetyl-L-Cystein (NALC)-NaOH-L6sung dekontaminiert. Hierzu wurden 10 ml (BAL-
Proben) bzw. 20 ml (MS-/MSP-Proben) mit einer sterilen Pipette in 50 ml Zentrifugenréhrchen

gegeben, diese mit den identischen Volumina NALC-NaOH-L6sung versetzt, 10 Sek. mittels
Vortex homogenisiert und anschlieBend 20 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend
wurden die Réhrchen mit 20 ml bzw. 10 ml Aqua destillata aufgefillt, wiederum fir 10 Sek.
mittels Vortex homogenisiert und 20 Min. bei 4000 U/Min. zentrifugiert. Dann wurde der
Uberstand abgegossen und verworfen. Ein bis zwei Tropfen des Sediments wurden zum
Anfertigen eines Mikroskopiepraparates auf die Objekttrager aufgetragen und diese unter dem
Abzug luftgetrocknet. Das restliche Sediment wurde in 1-2 ml PACT- Lésung resuspendiert und
jeweils 0,5 bis 1 ml mit einer sterilen Pipette auf die festen Nahrbdden (Lowenstein-Jensen und
Stonebrink) aufgebracht bzw. in die flussigen N&hrmedien gegeben. Die flussigen Medien waren
zuvor mit 0,5 ml OADC und 0,1 ml PANTA angereicht worden.

Die beimpften festen Nahrboden wurden (ber Nacht schrdg gelagert und anschliel3end
aufgestellt. Alle Proben wurden bis zu 14 Wochen bei 36°C im Brutschrank bebritet. Das
Wachstum der Mykobakterien wurde in den ersten zehn Wochen zweimal wdchentlich, in den
letzten vier Wochen einmal wdchentlich kontrolliert. Dabei wurde Wachstum auf den festen
Néhrboden durch den Nachweis der typischen Kolonien (Farbung, Morphologie) verifiziert.
Wachstum in den Flussigmedien wurde unter Verwendung langwelligen UV-Lichts (365 nm)
beurteilt. Im verwendeten Flussigmedium befindet sich am Boden eingebettet in Silikon eine
fluoreszierende Verbindung, deren Emission durch Sauerstoff, der in der Bouillon enthalten ist,
absorbiert wird. Beim Wachstum verbrauchen die Mykobakterien zunehmend den Sauerstoff und
verursachen damit die Demaskierung von Fluoreszein, das unter langwelligem ultraviolettem

Licht (Lampe nach Wood) nachgewiesen werden kann.

2.2.3. Mikroskopie der Praparate (nach DIN 58943-32)

Die luftgetrockneten Objekttrager wurden mittels Bunsenbrennerflamme hitzefixiert. Nach
Abkthlen wurden die Objekttrdger mit Karbol-Fuchsin bedeckt, bis zur Dampfentwicklung
vorsichtig mit ruhiger Bunsenbrennerflamme erhitzt und nach ca. 5 Min. mit Leitungswasser
abgespilt. Die Praparate wurden daraufhin fir 10-30 Sek. mit HCI-Alkohol entféarbt, bis keine
Farbwolken mehr abgingen und wiederum mit Leitungswasser abgespiilt. Nach Lufttrocknung
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wurden die Préparate bei 1000facher VergroRerung mikroskopiert und mindestens 100
Gesichtsfelder (GF) beurteilt.

Tabelle 3: Bewertung der mikroskopischen Praparate

Bakteriendichte Befundmitteilung

0 sdurefeste Stabchen/Ausstrich?® - = negativ

1-3 séurefeste Stabchen/Ausstrich?® + oder kontrollbedurftig
4-9 saurefeste Stabchen/Ausstrich® +

1-9/10 Gesichtsfeldern ++

1-9/1 Gesichtsfeld +++

>10/1 Gesichtsfeld ++++

& Ausstrich bzw. Praparat bei Ziehl-Neelsen-Farbung entspricht etwa 100 Gesichtsfeldern (=gesamtes Praparat)

® Das gesamte Praparat muss mikroskopiert werden

2.2.4. Auswertung der Daten und Statistik

Als Kriterium fur die Auswertung des kulturellen Wachstums der Proben galt die Differenz
zwischen dem Tag der Anlage der Probe (Eingangsdatum) und dem Tag, an dem erstmalig
Wachstum auf/in einem der Medien beobachtet wurde. Die Daten wurden mittels SPSS-

Programm, Version 11.5.1, ausgewertet und mittels Chi?-Test auf Signifikanz iiberpriift.
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3. Ergebnisse

3.1. Etablierung des experimentellen Systems

Um die flr die vorliegende Arbeit erforderlichen Probenvolumina zu erhalten, wurden Proben
aus dem Respirationstrakt (BAL) gepoolt bzw. Magensaftproben (mit und ohne Pufferung)
hergestellt, anschlieBend mit definierten Erregerkonzentrationen (10 KBE/ml, 10° KBE/ml und
10° KBE/ml) versetzt und bis zu drei Tagen bei unterschiedlicher Umgebungstemperatur
gelagert.

Bei den BAL-Proben gelang der kulturelle Nachweis der Bakterien mittels Fllssigkulturen
signifikant schneller als auf den Festnahrbdden. Bereits nach 10 Tagen waren 16,7%
(p<0,00001), nach 20 Tagen bereits 40,3% (p<0,00001) der Kulturen positiv (Abb. 1). Im
Vergleich dazu waren auf Lowenstein-Jensen-Agar nach 10 Tagen 1,7% und nach 20 Tagen
14,7%, auf Stonebrink-Agar nach 10 Tagen 2,7% und nach 20 Tagen 21,9% der Kulturen
positiv.
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Abb. 1: Schnelleres Wachstum von M. tuberculosis aus BAL-Proben (n=300) im Flissigmedium verglichen

mit Wachstum auf festen Nahrmedien (Ldwenstein-Jensen- und Stonebrink-Agar).

Am Ende der Beobachtungszeit waren in den Flussigkulturen alle 300 Proben (100%)
gewachsen. Auf Lowenstein-Jensen-Agar wurden in 292 von 300 Proben (97,3%)

Mykobakterien angeziichtet. Am Ende der Beobachtungszeit waren sieben Proben (2,3%)
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kontaminiert und eine Probe (0,3%) nicht gewachsen. Auf Stonebrink-Agar wurden ebenfalls aus
292 von 300 Proben (97,3%) Mykobakterien angezlchtet. Vier Proben (1,3%) waren
kontaminiert und vier (1,3%) nicht gewachsen. Die Gesamtkontaminationsrate der BAL-Proben
war 1,2% (11 von 900 Medien).

Wie zuvor bei den BAL-Proben zeigten auch Kulturen aus MS-Proben in Flissigmedien ein
schnelleres Wachstum als auf festen Nahrmedien. Nach 10 Tagen waren 22,1% (p=0,01), nach
20 Tagen bereits 39,5% (p=0,001) und nach 30 Tagen 52,2% der Proben positiv (Abb. 2). Im
Gegensatz dazu zeigten auf LOwenstein-Jensen-Agar nach 10 Tagen 14,0%, nach 20 Tagen
27,1% und nach 30 Tagen 37,7% der Proben Wachstum. Auf Stonebrink-Agar war die
Wachstumsgeschwindigkeit wiederum vergleichbar mit derjenigen auf Léwenstein-Jensen-Agar
(14,6% positiv nach 10 Tagen, 27,8% nach 20 Tagen und 40,7% nach 30 Tagen).
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Abb. 2: Schnelleres Wachstum von M. tuberculosis aus MS-Proben (n=300) im Flussigmedium verglichen mit
Wachstum auf festen Ndhrmedien (Léwenstein-Jensen- und Stonebrink-Agar).

Insgesamt konnten in Flissigmedien aus 299 von 300 MS-Proben (99,7%) Mykobakterien
angezichtet werden, eine Probe (0,3%) war nicht gewachsen. Auf Ldwenstein-Jensen-Agar
konnten aus 292 von 300 Proben (97,3%) Mykobakterien angeziichtet werden. Eine Probe war
kontaminiert (0,3%) und sieben (2,3%) bis zum Ende der Beobachtungszeit nicht gewachsen.
Auf Stonebrink-Medien wuchsen in Kulturen aus 295 von 300 Proben (98,3%) Mykobakterien.
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Am Ende der Beobachtungszeit waren zwei Proben (0,7%) kontaminiert und drei (1,0%) nicht
gewachsen.

Auch die Kulturen der MSP-Proben wuchsen in Flussigndhrmedien schneller als auf den
Festnéhrboden (Abb. 3). Wahrend nach 10 Tagen Bebritungszeit signifikante Unterschiede im
Vergleich zum Wachstum auf Lowenstein-Jensen-Agar (18,6% vs. 11,4%; p=0,01), nicht jedoch
im Vergleich zum Stonebrink-Agar (18,6% vs. 16,4%; p=0,50) gesehen wurden, waren nach 20
Tagen in Flussigmedien bereits 36,8% (LOwenstein-Jensen-Agar: 25,3%, Stonebrink-Agar:
28,4%; p=0,007) sowie nach 30 Tagen 51,4% (LOwenstein-Jensen-Agar: 36,3%, Stonebrink-
Agar: 34,2%) der Kulturen aus MSP-Proben positiv.
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Abb. 3: Schnelleres Wachstum von M. tuberculosis aus MSP-Proben (n=300) im Flussigmedium verglichen

mit Wachstum auf festen Nahrmedien (Lowenstein-Jensen- und Stonebrink-Agar).

Wahrend in Flissigkulturen 296 (98,7%) der 300 Proben (vier Proben, d.h., 1,3%, waren nicht
gewachsen) positiv waren, waren auf Lowenstein-Jensen-Agar 289 (96,3%) der 300 Proben
gewachsen. Sieben Proben (2,3%) waren nicht gewachsen und vier (1,3%) waren kontaminiert.
Auf Stonebrink-Agar wuchsen 292 der 300 Proben (97,3%); finf Proben (1,7%) waren nicht
gewachsen und drei (1,0%) waren kontaminiert.

Verglichen mit den MS-Proben (Abb. 2) wuchsen die Kulturen aus MSP-Proben nicht schneller
(Tag 10 positiv/samtlichen Medien: 150/886 MS- vs. 136/877 MSP-Proben, p=0,53), d.h. ein
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positiver Effekt der Pufferung der Proben auf die kulturellen Ergebnisse der MSP-Proben war
nicht ersichtlich. Es ist moglich, dass die vitalen Mykobakterienstdmme, auf nahrstoffreichen
Medien vorkultiviert, eine nur bedingte Séaureinstabilitit hatten und deswegen den Vorteil der

frihzeitigen Pufferung nicht brauchten.

Da Kulturen aus Proben mit hoherer Erregerdichte generell ein schnelleres Wachstum zeigen als
Kulturen aus Proben mit geringer Anzahl von Mykobakterien, wurde geprift, ob die Proben, die
flr die vorliegende Arbeit verwendet wurden, auch diesen Kriterien entsprechen.

Von den jeweils 900 Proben waren von denen mit einer Erregerdichte von 10° KBE/ml 881
(97,9%), von 10° KBE/mI 874 (97,1%) und von 10" KBE/mI 877 (97,4%) gewachsen. 19 (2,1%),
26 (2,9%) bzw. 23 (2,7%) Proben waren kontaminiert oder nicht gewachsen. Wahrend nach 10
Tagen bei einer Erregerkonzentration von 10° KBE/ml bereits 16,3% der Kulturen positiv waren,
zeigten zu diesen Zeitpunkten erst 10,2% bzw. 11,7% der Kulturen von Proben mit 10° KBE/ml
bzw. 10' KBE/ml im Ausgangsmaterial Wachstum (p<0,0004). Auch nach 20 Tagen
Bebrutungszeit waren mehr Kulturen aus Proben mit hoher Erregerzahl positiv als aus den
Materialien mit einer Anzahl <10° KBE/ml (10° KBE/ml: 35,5%, 10° KBE/ml: 27,8%, 10
KBE/ml: 23,1%; p<0,00001). Langsameres Wachstum in Proben mit 10' KBE/mI verglichen mit
Proben der hdchsten Erregerkonzentration zeigte sich auch 30 bis 50 Tage nach Anlage (Abb. 4).
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Abb. 4: Langsameres Wachstum von M. tuberculosis in Kulturen von Proben mit geringer Erregerdichte im

Ausgangsmaterial.
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Von samtlichen Proben wurden vor der kulturellen Anlage Préparate angefertigt, nach Ziehl-
Neelsen gefarbt und anschlie’end bei 1000facher VergroRerung mikroskopiert. Bei 584 der 900
Proben (64,9%) waren saurefeste Stabchen nachweisbar. Die Rate der positiven Nachweise war
abhangig von der Erregerdichte, d.h., bei der niedrigsten Erregerkonzentration (10 KBE/mI)
waren signifikant weniger Praparate positiv (p=0,00002) als bei den Proben, die 10° KBE/mI
enthielten. Bei diesen waren wiederum weniger Praparate mikroskopisch positiv (p<0,00001) als
bei Proben mit 10° KBE/mI (Tab. 4).

Tabelle 4: Ergebnisse der mikroskopischen Untersuchung der BAL-, MS- und MSP-Proben (jeweils n=300)
in Abhangigkeit von der Erregerdichte

Erregerkonzentration (KBE/ml) | 10° 10° 10
Saurefeste Stabchen nachweisbar | 257 (85,7%) | 191 (63,7%) | 136 (45,3%)

Die hier beschriebenen Ergebnisse der Kultur und Mikroskopie verdeutlichen, dass das fir die
vorliegende  Arbeit  verwendete experimentelle  System unter den  gewahlten
Untersuchungsbedingungen den Erfahrungen in der Routinediagnostik entsprach. Proben mit
niedriger Erregerkonzentration waren seltener mikroskopisch positiv und wuchsen langsamer als
Proben mit hoherer Erregerdichte, und das Wachstum wurde bei Kulturen in Flussigmedien
schneller nachgewiesen als bei Kulturen auf Festnahrbdden.
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3.2. Bestimmung des Einflusses der Lagerungstemperatur auf die
Geschwindigkeit des kulturellen Nachweises von M. tuberculosis aus BAL -,
MS- und MSP-Proben

Zunachst wurde der Einfluss der Lagerungstemperatur auf die Schnelligkeit des kulturellen
Erregernachweises bei unterschiedlichen Proben, die aus logistischen Griinden bis zu drei Tagen
gelagert werden mdissen, bestimmt. Fur diese wie auch fur die nachfolgenden Auswertungen
wurde — analog zum Vorgehen in der Routinediagnostik — jeweils die Zeit bis zum ersten
kulturellen Nachweis, unabhangig vom Nahrmedium ber(cksichtigt.

Bei der Auswertung der Daten (90 Proben aus der Sofortanlage, d.h., To, vs. jeweils 270 Proben,
die bei 4°C, 20°C oder 36°C fiir ein bis drei Tage gelagert worden waren) zeigte sich zunéchst,
dass die Sofortanlage gunstiger ist als die Lagerung. Wenn auch nach 10 Tagen keine
signifikanten Unterschiede ersichtlich waren, waren 20 Tage nach Anlage der Kulturen
signifikant mehr Kulturen nach Sofortanlage als nach Lagerung positiv (T vs. 4°C: p=0,008; Ty
vs. 20°C: p=0,01; To vs. 36°C: p=0,008) (Abb. 5). Durch eine Lagerung des
Untersuchungsmaterials bis zu drei Tagen ergibt sich somit in jedem Fall eine signifikante
Verzogerung bis zum kulturellen Nachweis. Allerdings zeigte sich zu diesem Zeitpunkt kein
signifikanter Unterschied hinsichtlich der Lagerungstemperatur (4°C vs. 20°C: p=0,73; 4°C vs.
36°C: p=0,55; 20°C vs. 36°C: p=0,79).
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Abb. 5: Kumulatives Wachstum in Kulturen aus BAL-, MS- und MSP-Proben nach Lagerung bis zu drei
Tagen (bei 4°, 20° oder 36°C, jeweils n=270) verglichen mit der Sofortanlage (T,, n=90).
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Auch zu fruheren oder spéteren Zeitpunkten liel3 sich kein signifikant nachteiliger Einfluss einer
vermeintlich ungunstigeren Lagerungstemperatur von 36°C ermitteln (10 Tage: 4°C vs. 20°C,
p=0,64; 4°C vs. 36°C, p=0,78; 20°C vs. 36°C, p=0,84; 30 Tage: 4°C vs. 36°C, p=0,10; 20°C vs.
36°C, p=0,15; 40 Tage: 4°C vs. 36°C, p=0,06; 20°C vs. 36°C, p=0,09).

Somit kénnen BAL-, MS- und MSP-Proben, falls eine Sofortanlage nicht moglich ist, auch in
Landern mit hoherer Umgebungstemperatur bis zu drei Tagen bei der jeweiligen
Umgebungstemperatur gelagert werden, ohne dass sich ein negativer Einfluss auf die

Wachstumsgeschwindigkeit der Erreger in den aus den Proben angelegten Kulturen zeigt.

Um zu analysieren, bei welcher Temperatur man BAL-, MS- und MSP-Proben optimal lagern
sollte, wenn die Lagerungszeit nicht langer als 24 Stunden betragt, wurden die Ergebnisse aus
den Proben der Sofortanlage (n=90) mit denjenigen nach 24-stiindiger Lagerung bei 4°, 20° oder
36°C (jeweils n=90) verglichen. Zun&chst zeigte sich bei dieser Auswertung, dass die
Sofortanlage nur verglichen mit einer Lagerung bei 36°C zu schnelleren Wachstumsergebnissen
(p=0,04) fuhrt (Abb. 6). Eine 24-stundige Lagerung der Untersuchungsmaterialien bei
Temperaturen von 4° oder 20° verzogerte den kulturellen Nachweis, verglichen mit der
Sofortanlage, jedoch nicht (Ty vs. 4°C: p=0,12; T, vs. 20°C: p=0,12). Falls eine Sofortanlage
unmaoglich und somit die Lagerung unumgéanglich ist, spielt die Umgebungstemperatur offenbar
eine untergeordnete Rolle. Auch am 30. Bebritungstag schnitten die Proben mit einer Lagerung
bei 36°C nicht signifikant schlechter ab als die bei 4°C (p=0,50) oder 20°C (p=0,61) gelagerten
Proben (Abb.6).
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Abb. 6: Kumulatives Wachstum in Kulturen aus BAL-, MS- und MSP-Proben nach 24-stindiger Lagerung
bei 4°, 20° oder 36°C (jeweils n=90) verglichen mit der Sofortanlage (T, n=30).

Auch nach 48-stlindiger Lagerung zeigte sich kein signifikanter Wachstumsvorteil bei Kulturen
aus Proben, die bei Temperaturen <36°C gelagert worden waren (Tag 20 nach Anlage: 20°C vs.
4°C, p=0,23; 20°C vs. 36°C, p=0,17) (Abb. 7).
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Abb. 7: Kumulatives Wachstum in Kulturen aus BAL-, MS- und MSP-Proben nach 48-stindiger Lagerung
bei 4°, 20° oder 36°C (jeweils n=90) verglichen mit der Sofortanlage (T, n=30).
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Bei den Kulturen, die nach 72-stundiger Lagerung der BAL-, MS- und MSP-Proben angelegt
worden waren, zeigte sich ein nicht signifikanter Trend fiir bessere Kulturergebnisse nach einer
Lagerung bei 4°C, verglichen mit Proben, die wahrend der Lagerung einer
Umgebungstemperatur von 36°C ausgesetzt waren (Tag 30 nach Anlage: 4°C vs. 36°C, p=0,15;
Tag 40 nach Anlage: 4°C vs. 36°C, p=0,07) (Abb. 8). Um zu untersuchen, inwieweit sich dieser
Trend u.U. aus den Ergebnissen fir Proben aus einem Untersuchungsmaterial ergibt, wurden

nachfolgend die vorhandenen Daten fiir BAL-, MSP- und MS-Proben einzeln ausgewertet.
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Abb. 8: Kumulatives Wachstum in Kulturen aus BAL-, MS- und MSP-Proben nach 72-stiindiger Lagerung
bei 4°, 20° oder 36°C (jeweils n=90) verglichen mit der Sofortanlage (T, n=30).

Ein beschleunigtes Wachstum durch eine vorherige Pufferung der MS-Proben zeigte sich jedoch
bei diesen am langsten gelagerten Proben nicht. 10 Tage nach Anlage der Kulturen waren 37 aus
90 MSP verglichen mit 32 aus 90 MS-Proben gewachsen (p=0,55). Auch 20 Tage nach
Kulturanlage waren vergleichbare Anzahlen von MSP- und MS-Proben gewachsen (MSP: 52/90,
MS: 52/90; p=1,0).

-31-



3.3. Bestimmung des Einflusses der Lagerungstemperatur auf die
Geschwindigkeit des kulturellen Nachweises von M. tuberculosis aus BAL-
Proben

Da die Lagerungsbedingungen auf die verschiedenen Untersuchungsmaterialien unterschiedliche
Auswirkungen besitzen kdnnten, wurden zunéchst die Daten fir die bis zu 72 Stunden gelagerten
BAL-Proben isoliert analysiert. Hier zeigte sich zunachst keine Uberlegenheit der Sofortanlage,
verglichen mit der vermeintlich unglnstigsten Lagerungstemperatur von 36°C (Wachstum nach
20 Tagen: Ty vs. 36°C, p=0,20; Wachstum nach 30 Tagen: Ty vs. 36°C, p=0,23; Wachstum nach
40 Tagen: Ty vs. 36°C, p=0,11) (Abb. 9). Allerdings muss bei dieser Auswertung berticksichtigt
werden, dass fiir den Zeitpunkt ,,To nur 30 Proben in die Analyse eingingen. Jedoch ergibt sich
auch fur die Analyse der bei 20°C gelagerten vs. bei 36°C, bei der Daten fir jeweils 90 Proben
bertcksichtigt werden, allenfalls ein Trend fur Vorteile einer Lagerungstemperatur von 20°C
verglichen mit 36°C (Wachstum nach 30 Tagen: 20°C vs. 36°C, p=0,06; Wachstum nach 40
Tagen: 20°C vs. 36°C, p=0,05). Vorteile einer Lagerungstemperatur von 4°C waren nicht
ersichtlich.
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Abb. 9: Kumulatives Wachstum in Kulturen aus BAL-Proben nach Lagerung bis zu drei Tagen (bei 4°, 20°
oder 36°C, jeweils n=90) verglichen mit der Sofortanlage (T,, n=30).

Die Folgeanalysen fiir definierte Lagerungszeiten (24, 48 und 72 Stunden) von BAL-Proben sind
wegen der geringeren Datenmengen, die, verglichen mit den vorherigen Analysen, in die

Auswertung einbezogen werden konnten, nur bedingt aussagekraftig. Dennoch zeigte sich bei
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einer Lagerung fur 24 Stunden wiederum kein Trend, d.h., die kumulativen Wachstumskurven
fur die Proben, die bei den drei unterschiedlichen Temperaturen gelagert worden waren (jeweils
30 Proben), lagen dicht beieinander (Abb. 10).
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Abb. 10: Kumulatives Wachstum in Kulturen aus BAL-Proben nach 24-stiindiger Lagerung bei 4°, 20° oder
36°C (jeweils n=30) verglichen mit der Sofortanlage (T, n=10).

Bei der Betrachtung der Ergebnisse flr die Auswertung der Daten beziglich einer 48-stiindigen
Lagerung von BAL-Proben bei definierten Temperaturen zeigte sich ein Trend zu schlechteren
Ergebnissen, d.h., langsameren Wachstum nach einer Probenlagerung bei 36°C, jedoch war
dieser fur die erhobenen Daten nicht signifikant (Wachstum nach 20 Tagen: 20°C vs. 36°C,
p=0,29; Wachstum nach 30 Tagen: 20°C vs. 36°C, p=0,28; Wachstum nach 40 Tagen: 20°C vs.
36°C, p=0,21) (Abb. 11).
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Abb. 11: Kumulatives Wachstum in Kulturen aus BAL-Proben nach 48-stiindiger Lagerung bei 4°, 20° oder
36°C (jeweils n=30) verglichen mit der Sofortanlage (T, n=10).

Dennoch zeigte sich ein vergleichbarer Trend zu langsamerem Wachstum nach Lagerung bei
36°C auch nach 72-stundiger Lagerung der BAL-Proben (Wachstum nach 30 Tagen: 4°C vs.
36°C, p=0,11) (Abb. 12), so dass vorstellbar ist, dass die Analyse gréfierer Datenmengen als fiir

die vorliegende Arbeit verfligbar signifikante Ergebnisse erbringen konnte.
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Abb. 12: Kumulatives Wachstum in Kulturen aus BAL-Proben nach 72-stiindiger Lagerung bei 4°, 20° oder
36°C (jeweils n=30) verglichen mit der Sofortanlage (T,, n=10).
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3.4. Bestimmung des Einflusses der Lagerungstemperatur auf die
Geschwindigkeit des kulturellen Nachweises von M. tuberculosis aus MSP-
Proben

Andere Ergebnisse als flr die BAL-Proben ergaben die Subanalysen der Daten fiir die MSP-
Proben. Beim Vergleich der Wachstumsgeschwindigkeit nach Sofortanlage mit dem nach bis zu
72-stiindiger Lagerung bei unterschiedlicher Temperatur zeigte sich weder eine Uberlegenheit
der Sofortanlage verglichen mit der Lagerung (Wachstum nach 20 Tagen: T, vs. 4°C, p=0,19)
noch ein Trend zugunsten einer préferenziellen Umgebungstemperatur wéhrend der Lagerung
(Abb. 13).
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Abb. 13: Kumulatives Wachstum in Kulturen aus MSP-Proben nach Lagerung bis zu drei Tagen (bei 4°, 20°
oder 36°C, jeweils n=90) verglichen mit der Sofortanlage (T,, n=30).

Vergleichbare Ergebnisse wurden auch bei den Subanalysen fur definierte Lagerungszeiten von
MSP-Proben gesehen. Hier zeigten sich weder nach 24-stiindiger (Wachstum nach 30 Tagen:
20°C vs. 36°C, p=056) (Abb. 14), 48-stindiger (Wachstum nach 20 Tagen: 20°C vs. 4°C,
p=0,60) (Abb. 15) noch nach 72-stiindiger Lagerung (Abb. 16) Unterschiede, die auf einen
Einfluss der Umgebungstemperatur auf die Wachstumsgeschwindigkeit der Mykobakterien in

den anschlielRend angelegten Kulturen hingedeutet hatten.
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Abb. 14: Kumulatives Wachstum in Kulturen aus MSP-Proben nach 24-stiindiger Lagerung bei 4°, 20° oder
36°C (jeweils n=30) verglichen mit der Sofortanlage (T, n=10).
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Abb. 15: Kumulatives Wachstum in Kulturen aus MSP-Proben nach 48-stindiger Lagerung bei 4°, 20° oder
36°C (jeweils n=30) verglichen mit der Sofortanlage (T,, n=10).
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Abb. 16: Kumulatives Wachstum in Kulturen aus MSP-Proben nach 72-stlindiger Lagerung bei 4°, 20° oder

36°C (jeweils n=30) verglichen mit der Sofortanlage (To, N=10).
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3.5. Bestimmung des Einflusses der Lagerungstemperatur auf die
Geschwindigkeit des kulturellen Nachweises von M. tuberculosis aus MS-
Proben

Abschliefend wurden auch Subanalysen fiir die Daten, die fur die MS-Proben gewonnen werden
konnten, durchgefuhrt. Wie zuvor bereits fur die MSP-Proben beschrieben, deuteten auch die
Daten fur die MS-Proben nicht auf einen signifikanten Wachstumsvorteil der Mykobakterien
nach Sofortanlage hin (Wachstum nach 20 Tagen: Ty vs. 36°C, p=0,10) (Abb. 17).

100

90

o

L
£ V4 > ® 4°C
2 g
: m 20°C
= 50 -
3 / 36°C
240 A
B b4
g 5 X To
e 30
=)
Y4

20

10

0 T T T T T T T T T T

10 20 30 40 50 60 70 80
Tage

Abb. 17: Kumulatives Wachstum in Kulturen aus MS-Proben nach Lagerung bis zu drei Tagen (bei 4°, 20°
oder 36°C, jeweils n=90) verglichen mit der Sofortanlage (T,, n=30).

Auch bei den Subanalysen fiir definierte Lagerungszeiten (24, 48 und 72 Stunden) zeigte sich
keine signifikante Uberlegenheit einer Lagerungstemperatur (Abb. 18 bis 20). Bei 72-stiindiger
Lagerung zeigte sich jedoch ein Trend zu schnelleren Kulturergebnissen nach Lagerung bei 4°C
(Wachstum nach 10 Tagen: 4°C vs. 20°C, p=0,11). Da dieses zuvor bei den MSP-Proben nicht
gesehen wurde, sind ungepufferte MS-Proben unter Umsténden bei Umgebungstemperatur (20°
oder 36°C) bei langerer Lagerungsdauer weniger stabil als gepufferte, d.h., bei fehlender

Maoglichkeit der Kiihlung sollten MS-Proben moglichst mit einem Puffer versehen werden.

-38 -



100 W
90 s

80 //
70

g
5 //, & 4°C
2 60 o
g / / W 20°C

50
» X
8 / 36°C
2 40
8 [ 4
g 30 X T
=}
4

20

10

0 T T T T T T T T T

10 20 30 40 50 60 70 80
Tage

Abb. 18: Kumulatives Wachstum in Kulturen aus MS-Proben nach 24-stiindiger Lagerung bei 4°, 20° oder

36°C (jeweils n=30) verglichen mit der Sofortanlage (T, n=10).
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Abb. 19: Kumulatives Wachstum in Kulturen aus MS-Proben nach 48-stiindiger Lagerung bei 4°, 20° oder

36°C (jeweils n=30) verglichen mit der Sofortanlage (T,, n=10).
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Abb. 20: Kumulatives Wachstum in Kulturen aus MS-Proben nach 72-stiindiger Lagerung bei 4°, 20° oder
36°C (jeweils n=30) verglichen mit der Sofortanlage (T, n=10).

3.6. Dauer und Temperatur wahrend der Lagerung von BAL-, MSP- und MS-

Proben beeinflussen nicht die Ergebnisse der mikroskopischen Untersuchung

Die Mikroskopie ist eine schnell durchfiihrbare Untersuchungsmethode und aufgrund ihrer
Ergebnisse kann oftmals friihzeitig der Verdacht auf eine offene Thc gedulert werden. Daher
sollte sie so schnell wie mdglich nach Gewinnung der Proben durchgefuhrt werden. Um zu
untersuchen, inwieweit eine Lagerung der Untersuchungsmaterialien bei verschiedenen
Temperaturen einen negativen Einfluss auf die Nachweisrate mittels dieser Methode hat, wurden
die mikroskopischen Ergebnisse, die fur die Untersuchungsmaterialien zu den unterschiedlichen
Zeitpunkten erzielt worden waren, analysiert. Tatsachlich zeigten sich bei Beriicksichtigung
samtlicher BAL-, MS- und MSP-Proben, unabhéngig von der Lagerungstemperatur, keine
Unterschiede in der mikroskopischen Nachweisrate (To: 59/90 vs. 48 Stunden: 169/270; p=0,62)
(Tab. 5). Auch die Subanalysen fir die einzelnen Tage ergaben keinen Hinweis auf bessere
mikroskopische Ergebnisse nach einer definierten Lagerungstemperatur (24-stiindige Lagerung
bei 20°C: 54/90 vs. 62/90 bei 36°C, p=0,21; 72-stiindige Lagerung bei 4°C: 66/90 vs. 57/90 bei
36°C, p=0,19).
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Tabelle 5: Anzahl der positiven Mikroskopieergebnisse nach 24-, 48- und 72-stiindiger Lagerung samtlicher
BAL-, MS- und MSP-Proben bei 4°C, 20°C bzw. 36°C

Lagerungszeit (Stunden)

Lagerungstemperatur 0 24 48 72

(n=90) (n=270) (n=270) (n=270)
Alle Temperaturen 59 (65,6%) 175 (64,8%) 169 (62,6%) 181 (67,0%)
Nur bei 4°C (n=90) n.d. 59 (21,9%) 57 (21,1%) 66 (24,4%)
Nur bei 20°C (n=90) | n.d. 54 (20,0%) 59 (21,9%) 58 (21,5%)
Nur bei 36°C (n=90) | n.d. 62 (23,0%) 53 (19,6%) 57 (21,1%)

n = Gesamtprobenzahl pro Tag, n.d. = nicht durchgefiihrt

Da sich eventuelle Verluste der Erreger durch die Lagerung am ehesten bei Proben mit niedriger
Erregerzahl offenbaren wirden, wurden anschlieRend die mikroskopischen Ergebnisse flr
samtliche Proben (BAL, MS und MSP) mit der Erregerzahl von 10* KBE/ml analysiert. Jedoch
ergaben sich auch hier keine signifikanten Unterschiede (To: 11/30 vs. 72 Stunden: 40/90;
p=0,60), die auf einen Vorteil einer bestimmten Lagerungstemperatur oder auf eine maximale

Lagerungsdauer hingewiesen hatten (Tab. 6).

Tabelle 6: Anzahl der positiven Mikroskopieergebnisse fur die BAL-, MS- und MSP-Proben mit einer
Erregerzahl von 10" KBE/ml nach 24-, 48- und 72-stiindiger Lagerung bei 4°C, 20°C bzw. 36°C

Lagerungszeit (Stunden)
Lagerungstemperatur 0 24 48 72

(n=30) (n=90) (n=90) (n=90)
Alle Temperaturen 11 (36,7%) 43 (47,8%) 42 (46,7%) 40 (44,4%)
Nur bei 4°C (n=30) n.d. 15 (16,7%) 14 (15,6%) 12 (13,3%)
Nur bei 20°C (n=30) | n.d. 11 (12,2%) 15 (16,7%) 14 (15,6%)
Nur bei 36°C (n=30) | n.d. 17 (18,9%) 13 (14,4%) 14 (15,6%)

n = Gesamtprobenzahl pro Tag, n.d. = nicht durchgefihrt

Die Lagerung von BAL-, MS- und MSP-Proben fir bis zu 72 Stunden hat somit, unabhéngig von

der Lagerungstemperatur, keinen negativen Einfluss auf die mikroskopische Nachweisrate.
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4. Diskussion

Die Thc ist ein groBes Gesundheitsproblem in vielen Entwicklungsléandern, und die WHO hat die
Erkrankung im Jahr 1994 als einen globalen Notfall erklart. Es ist eine durch Tropfchen von
Mensch zu Mensch Ubertragbare Erkrankung, vor der man sich schiitzen kann und die heilbar ist.
Dennoch gibt es weltweit eine kontinuierliche Zunahme von Tuberkuloseféllen in den letzten
Jahren und eine zunehmende Gefahr der Entstehung von mehrfachresistenten
Mykobakterienstimmen. Ein frihes Entdecken eines Erkrankten, vor allem mit offener
Lungentuberkulose, seine friihzeitige Isolierung sowie eine addquate Therapie sind wichtige
Schritte zur Einddmmung der weiteren Verbreitung. Der Nachweis der Erreger durch
Mikroskopie und Kultur und die sich anschlieBende Empfindlichkeitsbestimmung bilden die
Grundlage der Thc-Diagnostik. Dazu bedarf es bakteriologischer Labore, die internationalen
Standards entsprechen, aber auch gentgend dezentraler diagnostischer Einrichtungen mit
professionellem Niveau.

Ziel dieser Arbeit war es zu bestimmen, unter welchen Temperaturverhaltnissen BAL-, MS- und
MSP-Proben bis zu 3 Tagen gelagert werden konnen, ohne dass die Kultur- und
Mikroskopieergebnisse negativ beeinflusst werden. Um diese Fragestellungen zu beantworten,
wurden 2700 Proben von bronchoalveoldrer Lavageflissigkeit (BAL), Magensaft und
gepufferten Magensaft untersucht. Aus allen Proben konnten die zugesetzten Mykobakterien
mindestens aus einem der drei Medien angeziichtet werden; das heil3t, dass trotz Lagerung in
allen Untersuchungsproben Mykobakterien nachweisbar waren. Die Kontaminationsrate bei den
BAL-Proben lag mit 1,2% unter der empfohlenen Kontaminationsrate von 3-5% (DIN-Norm
59943). Dieses ist mit groRer Wahrscheinlichkeit jedoch nicht auf eine zu intensive
Dekontamination zurlickzufiihren, da aus sémtlichen Proben Mykobakterien angeziichtet werden
konnten.

Zuerst wurde gepruft, ob die angewandte Methode dem in der Routine bei der Diagnostik der
Thc entsprechenden System vergleichbare Ergebnisse erbrachte. Dabei zeigte sich, dass bei allen
drei Untersuchungsmaterialien (BAL, MS und MSP), verglichen mit dem Wachstum auf festen
Néahrbdden, ein schnelleres Wachstum von M. tuberculosis im Flussigmedium auftrat (Abb. 1-3).
Verschiedene Studien haben den Wachstumsvorteil fir M. tuberculosis im Flissigmedium im
Vergleich zu festen Medien gezeigt (Tortoli E. et al., 1999; Hanna B. A. et al., 1999; Somoskavi
A. et al., 1999; Pfyffer G. E. et al., 1997; Badak Z. F. et al., 1996; Siddiqgi S. H., 1996; Hanna B.
A. et al., 1995; Stitt D. T. et al., 1994). Die Studie von Rivera A. B. et al. (Rivera A. B. et al.,
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1997) zeigte, dass die kombinierte Kulturanlage im flussigen MGIT-Kultursystem und
Lowenstein-Jensen-Agar nicht nur die Nachweisrate im Vergleich zur alleinigen Anlage auf
Lowenstein-Jensen-Agar von 63,4% auf 70,9% erhoht (99% der positiven Proben wuchsen im
MGIT-Réhrchen, verglichen mit 89% auf Lowenstein-Jensen-Agar), sondern das auch bei
Proben mit sehr geringen Mykobakterien-Konzentrationen im Flissigsystem durchschnittlich 6,3
Tage friher Wachstum nachweisbar war als auf Léwenstein-Jensen-Agar.

Als weiteres konnten wir feststellen, dass die Kulturen von Proben mit hoherer
Erregerkonzentration (10°> KBE/ml) signifikant friiher positiv wurden als diejenigen von Proben
mit niedriger Konzentration (Abb. 4). Auch dies entspricht den Erfahrungen aus der
Routinediagnostik.

Von samtlichen Proben wurden vor der kulturellen Anlage Praparate angefertigt, nach Ziehl-
Neelsen gefarbt und anschlieBend bei 1000facher VergrélRerung mikroskopiert. Hierbei waren in
64,9% der Préparate Mykobakterien mikroskopisch nachweisbar. Nach Angaben von Saceanu C.
A. et al. (Saceanu C. A. et al., 1993) betragt die Korrelation zwischen positiven Kulturen und
positiven Mikroskopieergebnissen ca. 33%. Andere Arbeiten zeigten eine Sensitivitat zwischen
20% und 80% (Perkins M. D. et al., 2000; Peterson E. et al., 1999; Burdash N. M. et al., 1976;
Boyd J. C. and Marr J. J., 1975; Marraro R. V. et al., 1975). Die Ergebnisse der hier
eingesetzten Untersuchungsverfahren zeigen demnach eine Ubereinstimmung mit den
Erfahrungen der Thc-Diagnostik.

Die bis jetzt bekannten Studien Uber die Folgen einer langer dauernden Lagerung von
Untersuchungsmaterialien auf Tuberkulosediagnostik beziehen sich hauptséchlich auf
Sputumproben. In diesen Studien werden mdoglichst kurze Lagerungszeiten und niedrige
Transporttemperaturen gefordert (Banda H. T. et al., 2000; Noordhoek G. T. et al., 1994; Traore
I. et al., 1981). In unserer Arbeit konnten wir auch fir BAL- und Magensaftproben zeigen, dass
eine verzogerte Materialanlage zu einem (ber die 3 Tage der Lagerung hinausgehenden,
verspateten Mykobakterienwachstum flihrte (Abb. 5). Wenn es die 0Ortlichen Voraussetzungen
erlauben, sollte man daher die Sofortanlage bevorzugen. Die Lagerung unserer drei
Untersuchungsmaterialien bis zu drei Tagen ergab keine falsch negativen Proben, jedoch zeigte
sich eine signifikante Verzdgerung des Wachstums. Nach 24-stindiger oder 48-stlindiger
Lagerung der Proben zeigte sich ein tendenziell schlechteres Wachstum bei den Kulturen, die bei
hoheren Temperaturen (36°C) gelagert wurden (Abb. 6 und Abb. 7). Bei einer Lagerung von 72
Stunden erschien eine Lagerung bei 4°C gunstiger (Abb. 8), jedoch waren die Ergebnisse nicht
signifikant, so dass sich hieraus keine eindeutige Empfehlung ableiten lasst. Auch bei der

Analyse der Ergebnisse der BAL-Proben erschien die Lagerung bei 36°C am unginstigsten, ein
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tendenzieller Vorteil fand sich bei der Lagerung bei 20°C (Abb. 9-12). Bei den MS- und MSP-
Proben ergab sich keine optimale Lagerungstemperatur (Abb. 17-20 und Abb. 13-16).

Lumb R. et al. (Lumb R. et al., 2006) haben untersucht, wie sich die Kulturrate &ndert, wenn von
Patienten gewonnene, positive Sputumproben im Kihlschrank bei 4°C bis zu 12 Tagen gelagert
und anschlieBend in BACTEC MGIT Flussigkulturen angelegt werden. Es wurde dabei kein
Konservierungsmittel wéahrend der Lagerung verwendet und alle Proben wurden vor der Anlage
mit NALC-NaOH dekontaminiert. Die anschlieBende Transportzeit der Proben (nicht gekihlt)
betrug durchschnittlich 4 Tage. Es zeigte sich, dass sich in 3,7% der Proben (insgesamt 107)
keine Mykobakterien mehr nachweisen lieRen, aus 94,4% der Proben wurde M. tuberculosis
isoliert, 1,9% der Proben waren kontaminiert. Trotz der langen Zeitspanne zwischen
Probengewinnung und Anlage und trotz fehlender Konservierungsmittel war die positive
Kulturrate sehr hoch. Die Lagerungszeit und verzogerte Materialanlage hatten keinen
signifikanten Einfluss auf den Zeitpunkt des Positivwerdens der Kulturen. Dieses entspricht
nicht unseren Ergebnissen, was daran liegen konnte, dass in der Studie Sputumproben von Thc-
Patienten mit u.U. hoher Erregerzahl und nur Flussigkulturen verwendet wurden. Hierfir spricht
die relativ kurze Zeit bis zum Positivwerden der Kulturen (ca. 13 Tage nach Anlage).

Pardini M. et al. (Pardini M. et al., 2005) haben 276 Sputumproben von Thc-Patienten
untersucht. Es wurden die Kulturraten von Proben, die 20 + 9 Tage bei 4°C aufbewahrt und
zuvor mit Cetylpyridiniumchlorid homogenisiert wurden, mit Proben verglichen, die nach einer
Lagerung ohne Zusatz nur mit NALC-NaOH vorbehandelt wurden. Die Anzucht erfolgte auf
Lowenstein-Jensen- und 7H10 Agar. Die Kulturrate der Proben, die zuvor mit
Cetylpyridiniumchlorid versetzt wurden, war signifikant hoher als die, die nur nach Lagerung
mit NALC-NaOH behandelt wurden (63,8% vs. 47,1%). Genauso wie in dieser Studie wurden
auch unsere Untersuchungsmaterialien am Tag der Anlage mit NALC-NaOH dekontaminiert,
jedoch zeigten sich in unserer Arbeit deutlich niedrigere kulturelle Verlustraten. Dies kdnnte an
den unterschiedlich langen Lagerungszeiten, der Verwendung von Proben von zum Teil
anbehandelten Patienten in der Studie von Pardini et al. sowie an den verschiedenen
Untersuchungsmaterialien liegen.

Paramasivan C. N. et al. (Paramasivan C. N. et al., 1983) haben 41 Sputumproben von nicht
behandelten Tbc-Patienten bis zu 28 Tagen bei Raumtemperatur gelagert und danach die
Kulturergebnisse mit den Proben, die sofort verarbeitet wurden, verglichen. Dabei zeigte sich ein
signifikanter Ruckgang der positiven Kulturrate mit zunehmender Lagerungsdauer. Wahrend die
Nachweisrate 88% bei Sofortanlage betrug, reduzierte sie sich nach einer Lagerungszeit von 3, 7,
14, 21 und 28 Tagen auf 83%, 68%, 22%, 13% und 0%. Dieselbe Gruppe beschrieb in derselben
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Arbeit die Untersuchung von weiteren 163 Sputumproben, die fur 3, 5 bzw. 7 Tage bel
Raumtemperatur gelagert wurden. Auch hier liel? sich ein signifikanter Ruckgang der Kulturrate
im Vergleich zur Sofortanlage nachweisen (92% bei Sofortanlage, 83% nach 3, 71% nach 5 bzw.
63% nach 7 Tagen Lagerungszeit), wahrend die Kontaminationsrate anstieg (5% bei
Sofortanlage, 7%, 12% bzw. 18% nach 3, 5 bzw. 7 Tagen Lagerungszeit). Auch unsere Daten
zeigen, dass eine Sofortanlage bevorzugt werden sollte. Wir konnten jedoch einen Nachteil der
Lagerung bei Raumtemperatur bis zu 3 Tagen, verglichen mit der Sofortanlage, nicht bestatigen.
Diese Differenzen sind mdglicherweise auf die unterschiedlichen Untersuchungsmaterialien
zurlickzufihren.

Banda H. T. et al. (Banda H. T. et al., 2000) untersuchten, wie lange von Tuberkulosepatienten
gewonnene Sputumproben positive Kultur- und Mikroskopieergebnisse aufwiesen, wenn sie bei
Raumtemperatur oder im Kihlschrank fir 4 (30 Proben) oder 8 Wochen (13 Proben) gelagert
wurden. Die Anzucht erfolgte ausschlielflich auf Lowenstein-Jensen-Agar. Es zeigte sich, dass
nach 4 Wochen Raumtemperaturlagerung in 37-39% und nach 4 Wochen Kuhlschranklagerung
in 54-67% der Kulturen Mykobakterien gewachsen waren. Nach 8 Wochen Lagerung waren nur
noch 25% der bei Raumtemperatur gelagerten Proben und 50% der bei Kihlschranktemperatur
gelagerten Proben positiv. Deshalb haben die Autoren bei Lagerungszeiten > 4 Wochen niedrige
Lagerungstemperaturen empfohlen. In beiden Gruppen waren jedoch alle Proben trotz
unterschiedlicher Lagerungsbedingungen (Kihlschrank- oder Raumtemperatur, 4 oder 8 Wochen
Lagerungszeit) weiterhin mikroskopisch in der Ziehl-Neelsen-Farbung positiv.

Bei der Analyse der Mikroskopie in der vorliegenden Arbeit zeigte sich ebenfalls, dass
Lagerungstemperatur und Lagerungszeit keinen Einfluss auf die mikroskopische Nachweisrate
haben (Tab. 5). Da die Mikroskopie nicht zwischen lebenden und toten Erregern unterscheiden
kann, waren hier signifikante Unterschiede durch die Lagerungsdauer oder Lagerungstemperatur
unwahrscheinlich. Die Rate der positiven Mikroskopieergebnisse steigt, je hoher die
Erregerdichte in der Probe ist. Deshalb wurde zusatzlich von uns der Einfluss der
Lagerungsbedingungen auf die Mikroskopieergebnisse von Proben mit niedrigster Erregerdichte
(10" KBE/ml) untersucht. Bei diesen Proben kénnte ein geringfiigiger Verlust an Mykobakterien
eher einen Einfluss auf die mikroskopische Nachweisrate haben als bei Proben mit hoher
Erregerdichte. Auch hier zeigten sich keine signifikante Unterschiede nach Lagerung bei 4°C,
20°C oder 36°C (Tab. 6). Auch in der Studie von Paramasivan C. N. et al. (Paramasivan C. N.
et al., 1983) zeigte sich bei den Mikroskopieergebnissen kein signifikanter Unterschied zwischen
den sofort mikroskopierten und den bis zu 28 Tagen gelagerten Proben. Pathak D. et al. (Pathak

D. et al., 2007) haben 87 frische bzw. nach 1 bis 2 Monaten bei -20°C gelagerte Sputumproben
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von Thc-Patienten mit NALC-NaOH dekontaminiert und nach der Ziehl-Neelsen-Methode
gefarbt. Obwohl nach Lagerung statistisch signifikant weniger Mykobakterien in den einzelnen
Proben mikroskopisch gesehen wurden, war nur eine vorher auf sdurefeste Stabchen positive
Probe nach der Lagerung negativ. Das bestatigt die Aussage der vorliegenden Arbeit, dass die
Lagerungsdauer und Lagerungstemperatur nicht nachteilhaft fiir die Mikroskopierate sind.

Wie schon erwahnt, konnen die Ergebnisse dieser Arbeit mit den Ergebnissen anderer Studien
nur eingeschréankt verglichen werden. Wahrend in der vorliegenden Arbeit die BAL-FIllssigkeit
und Magensaft als gut homogenisierbare und relevante Untersuchungsmaterialien untersucht
wurden, wurden in den anderen Arbeiten Sputumproben analysiert. In Europa wird die
Kihlschranktemperatur zur Lagerung von Untersuchungsgut in den meisten Laboren bevorzugt.
Nach unseren Ergebnissen hat eine Lagerungstemperatur unter 36°C bis zu 72 Stunden bei den
von uns untersuchten Untersuchungsmaterialien jedoch keinen signifikanten Einfluss auf die
Wachstumsrate sowie auf den mikroskopischen Nachweis von M. tuberculosis. Allerdings fuhrt
die verspatete Anlage zu einer gewissen Verzégerung des kulturellen Nachweises.

Es ist zwar empfehlenswert zum Erlangen friherer mykobakteriologischen Diagnosen auch die
Untersuchungsmaterialien auf M. tuberculosis so schnell wie mdglich zu verarbeiten, aber eine
Lagerung des Untersuchungsgutes fur 3 Tage unterhalb von Temperaturen von 36°C verfalscht
das Untersuchungsergebnis beztglich Mikroskopie und Kultur aus BAL-Flussigkeit und
Magensaft nicht.
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5. Zusammenfassung

Die weltweite Zunahme der Tuberkulose, die Gefahr der schnellen Verbreitung der Erkrankung
und die Entstehung multiresistenter Stdmme von M. tuberculosis erfordern eine friihzeitige
Diagnose der Erkrankung. Um dies zu gewahrleisten, sollte der Nachweis und die Anzucht von
M. tuberculosis aus Untersuchungsmaterialien moglichst schnell erfolgen. In der vorliegenden
Arbeit wurde untersucht, ob die Lagerung von relevantem Untersuchungsmaterial mit
unterschiedlichen Erregerdichten (10° KBE/ml, 10° KBE/ml und 10" KBE/ml) tiber 24, 48 bzw.
72 Stunden bei unterschiedlichen Temperaturen (4°C, 20°C bzw. 36°C) einen Einfluss auf den
kulturellen und mikroskopischen Nachweis von M. tuberculosis hat. Dafir wurden drei
Untersuchungsmaterialien (BAL-Flussigkeit, Magensaft und gepufferter Magensaft) mit 10
verschiedenen M. tuberculosis-Isolaten versetzt. Alle 2700 Proben wurden entsprechend der
Routinediagnostik zur Tuberkulose dekontaminiert, nach der Ziehl-Neelsen-Methode gefarbt und
mikroskopiert und auf ein flussiges und zwei feste Nahrmedien verimpft. Die verwendeten
Medien waren MGIT-Flussigkulturen, Lowenstein-Jensen- und Stonebrink-Agar.

Es konnten nach bis zu 3 Tagen Lagerung aus allen Proben Mykobakterien angeziichtet werden.
Die Lagerung fuhrte zwar zu einer signifikanten Verzogerung des Wachstums, wobei der
Nachweis in den MGIT-Ro6hrchen friiher als auf den festen Nahrbdden gelang. Die Einfliisse der
unterschiedlichen Lagerungstemperaturen und —zeiten auf den kulturellen Nachweis waren
jedoch nicht signifikant unterschiedlich, sodass sich keine Empfehlung fur eine optimale
Lagerungstemperatur unter 36°C ablesen lieB. Die Mikroskopieergebnisse zeigten ebenfalls
keine Einbuflen durch die gewahlten Lagerungsbedingungen. Somit kénnen BAL- und
Magensaftproben, falls erforderlich, bedenkenlos bis zu drei Tagen bei der jeweiligen
Umgebungstemperatur gelagert werden, ohne dass sich dieses auf die anschlielende Diagnostik

negativ auswirkt.
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