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1. Einleitung

Seit der Entdeckung des Tuberkuloseerregers Mycobacterium tuberculosis durch Robert Koch
sind rund 125 Jahre vergangen. An der Aktualitét dieser Krankheit und der von ihr
ausgehenden globalen Gefahr hat sich jedoch wenig geéndert. Nach dem 2007 erschienenen
WHO-Bericht Global tuberculosis control: surveillance, planning, financing erkrankten im
Jahr 2005 weltweit fast neun Millionen Menschen neu an Tuberkulose, darunter knapp vier
Millionen mit der hoch ansteckenden offenen Form. Zwar konnte erstmalig eine Stagnation
der Neuinfektionen registriert werden, gleichzeitig aber stieg der Anteil der multiresistenten
Erreger (Resistenz gegen Isoniazid und Rifampicin) und der XDR Erreger (zusitzlich auch
gegen Fluorchinolone und weitere Reserve-Tuberkulosemedikamente wie Amikacin,

Kanamycin, Capreomycin resistent) weiter an (1).

1.1 Epidemiologie der Tuberkulose

Etwa 1.6 Millionen Menschen sterben jéhrlich an der Tuberkulose, darunter 195.000 HIV-
infizierte Patienten mit Tuberkulosekoinfektion. Die Tuberkulose ist weltweit die am
héufigsten zum Tode fiihrende Infektionskrankheit bei Jugendlichen und Erwachsenen und
die fiihrende Todesursache bei AIDS-Patienten.

Mehr als 80 % aller neu entdeckten Tuberkulosepatienten leben in Afrika, Siidostasien und in
der West-Pazifik-Region (2, 3, 4). Auch wenn die Zahl der Tuberkulosefille in den
Industrienationen eine eher riickldufige Tendenz aufweist, so wird dennoch befiirchtet, dass
die Zahl der Neuerkrankungen in diesen erstgenannten Gebieten weiter ansteigen wird (1).
In Deutschland und anderen Industriestaaten waren Tuberkuloseerkrankungen durch die
allgemeine Anhebung des Lebensstandards schon vor der Ara der Chemotherapie
zuriickgegangen. Seit den 50er Jahren hat sich dieser Trend kontinuierlich fortgesetzt. Im
Jahre 2004 wurden in Deutschland nur noch 6.583 Tuberkulosefille gemeldet, was einer
Inzidenz von 8,0 Erkrankungen pro 100.000 Einwohner entspricht. Im Jahr zuvor waren es
noch 7.166 Fille mit einer Inzidenz von 8,7.

Die vorliegenden Resistenzdaten bei neu entdeckten Fillen zeigen fiir Deutschland eine
Zunahme der Stimme von Tuberkulosebakterien, die resistent gegen ein oder mehrere

Antituberkulotika sind. So ist der Anteil von Erregern, die mindestens gegen eines der flinf



Standardmedikamente resistent sind, von 2001 bis 2004 von 11,1 % auf 13,9 % gestiegen.
Auch der Anteil multiresistenter Erreger weist 2004 gegeniiber dem Vorjahr eine steigende
Tendenz auf (2,5 % gegentiber 2,1 %). Wie schon eingangs beschrieben, nimmt auch der Teil
der XDR-Stdmme zu (5).

Der Anstieg von Tuberkulosféllen und der wachsende Anteil von resistenten Erregern in den
so genannten Neuen Unabhdngigen Staaten (NUS = GUS + Baltische Staaten) der ehemaligen
Sowjetunion konnte sich allerdings auch in Deutschland auswirken - aufgrund deren
geographischer Nihe und der Einwanderung aus diesen Regionen.

Die Primérinfektion erfolgt in Ldndern mit hoher Tuberkuloseinzidenz meist im frithen
Kindesalter, in Landern mit niedriger Inzidenz verschiebt sie sich immer mehr in das

Erwachsenenalter (1).

1.1.1 Reservoir und Infektionswege

Fiir M. tuberculosis und M. africanum sind Menschen das einzig relevante Reservoir, fiir M.
bovis kommen Mensch und Rind sowie einige Wildtiere in Frage.

Die Ansteckung erfolgt meist iiber eine Tropfcheninfektion, indem aerogen durch Husten,
Sprechen oder Niesen von Erkrankten mit offener Tbc erregerhaltige Aerosole freigesetzt und
diese von Gesunden eingeatmet werden. Hierfiir ist es erforderlich, dass der Triger der
Erreger eine kontagidse/offene Lungentuberkulose hat. [Ein Infektionsrisiko bei
extrapulmonalen Tuberkulosen (Lymphknoten, Urogenitalsystem, Knochen, Gelenke,
Verdauungsorgane) besteht nur, wenn der Krankheitsherd durch Fisteln einen Kontakt nach
aullen erhilt.] Beengte und schlechte hygienische Verhiltnisse leisten der Ausbreitung einer

Infektion Vorschub.

1.1.2 Pathogenese

Wurde der Erreger eingeatmet, setzt er sich in der Lunge fest und wird von ortsstidndigen
Makrophagen aufgenommen. Innerhalb dieser Zellen kann sich M. tuberculosis erfolgreich
der Abtotung und Zerstérung wiedersetzen, so dass die infizierten Makrophagen dem Erreger
nunmehr als Wirtszellen dienen, anstatt den Infektionsherd zu sdubern. Um zumindest die

Ausbreitung der Mykobakterien zu verhindern, schotten sich die infizierten Makrophagen und



freien Mykobakterien von der Umgebung durch die Bildung einer bindegewebsartigen
Wucherung (Granulom) ab. Im Granulom reagieren T-Zellen mit mykobakteriellem Antigen
und aktivieren Makrophagen, wodurch letztere in die Lage versetzt werden, die von ihnen
aufgenommenen Mykobakterien an der Vermehrung zu hindern oder gar abzutoten.

Die Bildung eines intrapulmonalen Knotens mit leicht vergro3erten hildren Lymphknoten
(evtl. mit Verkalkung) wird Primdrkomplex (Ghonscher Primédrkomplex) genannt. In das
Infiltrat wandern Makrophagen ein und bilden Granulome, die nach auf3en durch einen
Zellwall abgeschlossen werden und in ihrem Innern nekrotisieren kdnnen. Ein derartiger, glatt
begrenzter Herd, als Tuberkulom bezeichnet, schrumpft zwar, bleibt aber meist im
Rontgenbild erkennbar. Ein kleiner Teil der Mykobakterien kann iiber den befallenen
Lymphknoten hinaus gelangen und primére Streuherde bilden. In den meisten Féllen sind die
Lungenoberfelder betroffen, da hier eine relative Uberbeliiftung im Vergleich zur
Durchblutung herrscht und M. tuberculosis, das Sauerstoff benétigt, dort bessere
Wachstumsbedingungen vorfindet als in den Unterlappen (6, 7, 8).

Die in den Nekroseherden ruhenden Bakterien iiberleben in der Narbe jahrzehntelang und
sind reaktivierbar, was die Ansteckungsgefahr wieder akut werden lasst. Je groBBer das
Tuberkulom, desto eher kommt es zu einer Reaktivierung. Umschlief3t ein exsudativer Herd
einen Bronchus, erhilt die Nekrose Anschluss an das Bronchialsystem und ihr Inhalt wird
ausgehustet. In diesem Stadium der massiven Bakterienvermehrung und -versprithung besteht
Ansteckungsgefahr durch Tropfcheninfektion (9).

Immunologisch zeigt sich ein Zusammenspiel zwischen T-Zellen, Makrophagen und anderen
Abwehrzellen, um die Vermehrung der Mykobakterien zu kontrollieren und ihre Ausbreitung
durch Fokussierung auf das Granulom zu verhindern. Kann das Immunsystem die Erreger
erfolgreich im Granulom eingrenzen, beschrénken sich die Mykobakterien darauf, in den
infizierten Makrophagen so lange zu persistieren, bis sich ihnen bei geschwichter
Abwehrlage des Wirts die Moglichkeit bietet, sich erneut zu vermehren und im Korper
auszubreiten (10, 11, 12, 13).

Ob der Infizierte an Tuberkulose nach der Infektion erkrankt, hingt ab von der Zahl und
Virulenz der inhalierten Erreger sowie von der Disposition der infizierten Person. Bei
intaktem Immunsystem betrdgt beim Infizierten das Risiko, an Tuberkulose zu erkranken, ca.
10 % fiir die gesamte Lebensperiode, bei HIV-Infizierten steigt es um das 80-fache, bei
AIDS-Patienten um das 170-fache (1).



1.1.3 Klinik

Werden die Erreger bei einer Infektion nicht - wie zuvor beschrieben - unter Kontrolle
gehalten, kommt es zur Ausbreitung iiber den Primarkomplex hinaus. Diese kann lymphogen
oder himatogen in weitere Organe erfolgen. Je nach Abwehrlage erfolgt Granulombildung in
den befallenen Organen. Ist die Abwehrlage wie bei AIDS-Patienten extrem geschwiécht,
kommt es zu einer himatogenen Generalisation. Im Extremfall verlduft die Erkrankung
foudroyant als ,,Landouzy-Sepsis®, bei der eine Granulombildung nicht mehr zustandekommt.
Meist sind die Symptome uncharakteristisch (Einschrinkung des Allgemeinbefindens,
Gewichtsabnahme, néchtliches Schwitzen, Konzentrationsstorungen, Miidigkeit,
Appetitlosigkeit, Zeichen eines grippalen Infektes etc.) und entwickeln sich schleichend.
Kinder sind in der Halfte der Fille asymptomatisch und fallen nur durch Gedeihstorungen auf.
Bei schweren Verldufen zeigen sich Thoraxschmerzen, Atemnot, Husten mit blutigem

Auswurf und hohes Fieber (13).

1.1.4 Priavention und Bekdmpfung

Die wichtigste priventive Maflnahme zur Bekdmpfung der Tuberkulose besteht in ihrer
frithzeitigen Erkennung und Behandlung. Ebenso sollten Kontaktpersonen von Patienten mit
einer kontagiosen Tuberkulose untersucht und gegebenenfalls prophylaktisch mit

Antituberkulotika behandelt werden (13).

1.2 Diagnostik

Zur Diagnosestellung fiihren neben einer Infektionsanamnese

1. der Tuberkulintest,

2. das bildgebende Verfahren und

3. der mikrobiologische Nachweis.

Die Diagnose gilt als gesichert, wenn die Falldefinition des Robert Koch-Institutes erfiillt ist,
das heifit, wenn neben den Symptomen einer Tuberkulose ein positiver kultureller

Erregernachweis vorliegt (13).



1.2.1 Verfahren am Menschen

1.2.1.1 Tuberkulintest

Zum Nachweis einer Infektion durch einen Erreger aus dem M.-tuberculosis-Komplex ohne
Erkrankung steht nur der Tuberkulintest zur Verfiigung. Hierbei wird gepriift, ob spezifische
CD4" T-Zellen gegen M. tuberculosis vorliegen. Diese konnen auf Grund einer
zurilickliegenden oder aktuellen Infektion bzw. durch eine aktive Schutzimpfung mit BCG
erworben worden sein. Dariiber hinaus erschweren Kreuzreaktionen mit ubiquitér
vorhandenen Mykobakterien die Interpretation der Befunde. Ein negativer Befund schlief3t
eine Tuberkulose nicht aus, denn in der priallergischen Phase kann der Test noch negativ
sein. Auch bei schwerem generalisiertem Verlauf wie bei der Miliartuberkulose ist der Test in
etwa der Hilfte der Félle negativ. Eine sichere Aussage, ob eine behandlungsbediirftige
Erkrankung durch Infektion mit M. tuberculosis vorliegt, ist somit vor Ausbruch der
Erkrankung nicht moglich (14, 15).

1.2.1.2 Bildgebende Verfahren

Die Rontgendiagnostik spielt in der Erkennung und Verlaufsbeurteilung der
Lungentuberkulose als weiteres Nachweisverfahren eine wichtige Rolle. Zwar zeigt das
radiologische Bild Verdnderungen an, die von verschiedensten Krankheiten verursacht
werden, es ist aber dennoch charakteristisch genug, um die Diagnose zu erhérten (16, 17, 18,
19).

In der akuten Krankheitsphase besteht der Primdrkomplex (s. 1.1.2) aus einem unscharfen
Verdichtungsherd durch die pneumonische Exsudation (Herd bei Erstinfektion) und einer
hiluswiérts gerichteten Streifenzeichnung durch die Lymphangitis. Dieser Herd kann iiberall in
der Lunge auftreten, bei einer Reinfektion finden sich erneute Herde wegen besserer
Wachstumsbedingungen in den besser beliifteten Abschnitten, also apikal. Hier heif3t ein
solcher Herd auch Simonscher Spitzenherd (20, 21).

Das radiologische Screening ist aber dennoch nur in Verbindung mit der Klinik und dem

mikroskopischen Nachweis eindeutig aussagekriftig (22).



1.2.2 Mikrobiologischer Nachweis von Mykobakterien

Bei jedem anamnestischen, klinischen, rontgenologischen oder histologischen Verdacht auf
eine Tuberkulose oder ,,atypische” Mykobakteriose ist eine mikroskopische und kulturelle

Untersuchung der entsprechenden Probenmaterialien in drei Stufen indiziert:
1.2.2.1 Die drei Stufen der mikrobiologischen Diagnostik

Stufe 1: besteht in Mikroskopie und Nukleinsdureamplifikationstechnik (NAT), wobei
die NAT hier nur bei mikroskopisch negativen bzw. zweifelhaften Proben mit
hohem Tuberkuloseverdacht oder bei mikroskopisch positiven AIDS-Patienten
eingesetzt wird.

Stufe 2: besteht in Kulturverfahren und Differenzierung.

Stufe 3: sind die Identifizierung und Empfindlichkeitspriifung.

Erst mit den Informationen aus allen drei Stufen wird eine gezielte Therapie der Tuberkulose

moglich.
1.2.2.1.1 Probenmaterialien

Der Erregernachweis erfolgt in der Regel aus Sputum, Bronchialsekret oder Trachealsekret,
kann aber auch aus Magensaft, Urin, Pleuraexsudat, Liquor und anderen Punktionsproben
oder aus Biopsaten gefiihrt werden.

Fiir die Diagnostik der Lungentuberkulose ist die Untersuchung von Atemwegssekreten die
angezeigte Variante. Patienten gelten als kontagids, wenn im Sputum - nach Ziehl-Neelsen
(ZN) oder der Auramin-Methode gefarbt - sdurefeste Stibchen mikroskopisch nachgewiesen
werden. Allerdings ist das Ergebnis von der Erregerdichte im Material abhéngig. Bei einer
Erregerdichte von 10*/ml ist in nur 60 % der Priparate, bei einer Dichte von 10%ml in nahezu
allen Fillen mit einem positiven Ergebnis zu rechnen (5). Urin und Stuhlproben sollten nur in
Ausnahmefillen - wie bei einem besonders begriindeten Verdacht auf Tuberkulose -
untersucht werden. Da in diesen Materialien hdufiger ,,atypische* Mykobakterien
vorkommen, ist die Aussagekraft des Nachweises sdurefester Stdbchen in diesen Proben fiir

das Vorliegen einer Tuberkulose in der Regel gering.



Ein negativer mikroskopischer Befund spricht also nicht gegen eine aktive Tuberkulose, auch
nicht gegen eine ,,offene Tuberkulose®. Ein mikroskopisch positiver Befund beweist
andererseits auch nicht das Vorliegen einer Tuberkulose, da es zu Kreuzreaktionen mit

anderen Erregern bei der Farbung kommen kann (12).

1.2.2.2 Entwicklung der mikroskopischen Diagnostik der Tuberkulose

1.2.2.2.1 Ziehl-Neelsen (ZN)-Farbung

Seit sich F. Ziehl und F.C. Neelsen (23) die Séurefestigkeit der Mykobakterien in ihrer vor
rund 120 Jahren erstmals beschrieben Farbemethode zunutze machten, ist diese ZN-Féarbung
bis heute in der mykobakteriellen Diagnostik im Wesentlichen unveridndert im Einsatz.

Als modifizierte Form ist auch die Auramin-Rhodamin Farbung im Einsatz, dabei wird ein
fluoreszierender Farbstoff (Auramin) statt Fuchsin eingesetzt.

Der mit rund 60 % auftillig hohe Bestandteil an Lipiden in der Zellwand ist fiir viele
Eigenschaften der Mykobakterien verantwortlich wie Virulenz, intrazellulédre Persistenz,
Hydrophobizitit, relative Undurchléssigkeit fiir viele Farbstoffe, Resistenz gegen Laugen und
einfache Desinfektionsmittel sowie die in der Diagnostik genutzte Sdurefestigkeit. Unter
Séurefestigkeit versteht man die charakteristische Eigenschaft von Mykobakterien, einen
einmal aufgenommenen Farbstoff trotz nachfolgender Sdurebehandlung zu behalten.

Die ZN-Firbung weist einige Mingel auf. Sie farbt nicht alleine Mykobakterien, sondern
auch Nocardien, Schistosomen und Cryptosporidien, Pilz- und Bakteriensporen sowie
einzelne Spezies der Gattung Rhodokokkus und Korynebakterien (24, 25).

Ein weiteres Problem ist die Sensitivitit. Eine Anzahl von mikrobiologischen und
histopathologischen Proben, die in der Kultur und/oder PCR positiv auf Mykobakterien
getestet werden, zeigen in der ZN-Farbung ein negatives Ergebnis (26). Grund hierfiir ist die
Abhingigkeit des Ergebnisses von der Keimdichte im Material. Fiir ein positives Ergebnis
muss die minimale Erregerkonzentration ungefihr 5x10*/ml betragen (27, 28). Bei einer
Keimdichte von 10%/ml ist in nur 60 % der Priiparate, bei einer Dichte von 10%ml andererseits
in nahezu allen Fillen mit einem positiven Ergebnis zu rechnen (5). Die Sensitivitét der
mikroskopischen Untersuchung betrégt je nach Charakteristik des untersuchten

Patientenkollektivs und des Untersuchers 25 - 65 % (29).



1.2.2.2.2 Immunhistochemische Farbung mit einem polyklonalen Antikérper gegen den

M.-tuberculosis-Komplex

Ein weiteres Verfahren zum Nachweis von M. tuberculosis machten sich Wiley et al. (30)
zunutze. Wiley hat ein gegen das M. bovis Bacillus Calmette-Guérin gerichtetes polyklonales
Antiserum (pAbBCG) eines Kaninchens benutzt und dieses als Marker fiir den
M.-tuberculosis-Komplex eingesetzt. Dadurch wurden in Gewebeschnitten nicht nur intakte
Mykobakterien, sondern auch Teile und Uberreste der Bakterien nachgewiesen. In einer
Arbeit von Orrell et al. (31) wurde in Lungengewebeschnitten von tuberkuldsen
langzeitinfizierten Mausen mittels pAbBCG der Befall mit M. tuberculosis nachgewiesen,
wogegen die ZN-Farbung ein negatives Resultat ergab. Seiler et al. (12) vermuteten in diesem
Zusammenhang, dass es bei Langzeitinfektionen zu einer Zellwandverdnderung der
Tuberkulosebakterien kommt und dadurch die Bakterien nicht mehr angeférbt werden
konnen.

Von klinischer Relevanz ist dies deshalb, weil diese Tuberkulosebakterien weiterhin virulent
sein konnten.

Auch bei der Farbung mit pAbBCG sind Kreuzreaktionen beschrieben, wie bei M. leprae,
Staphylococcus aureus, E. coli, Rhodococcus equi, N. asteroides, Phycomyces spez., Candida
spez. oder Aspergillus fumigatus (32, 33, 34, 35). Da der pAbBCG den M.-tuberculosis-
Komplex markiert, werden neben M. tuberculosis auch M. bovis, M. avium und M.
paratuberculosis angefarbt (33, 36).

Bei dieser Fiarbung wird, wie schon oben erwéhnt, ein polyklonaler Antikdrper von
Kaninchen eingesetzt, der gegen M. bovis BCG gerichtet ist. Diese Probe, die nun - gekoppelt
an den Mykobakterien-Komplex - den pAbBCG beinhaltet, wird mit einem weiteren
Antikorper inkubiert. Hierbei handelt es sich um einen monoklonalen Antikérper der Ziege,
gekoppelt an alkalische Phosphatase (AP), der gegen die Antikorper des Kaninchen gerichtet
ist. Um nicht gebundene Antikorper aus der Probe zu entfernen, wird mit einer mit
Triethanolamin gepufferten Salzlosung nachgespiilt. Zuletzt wird die Probe mit einem dritten,
erneut an AP gekoppelten monoklonalen Antikorper inkubiert, diesmal vom Esel gerichtet
gegen die Ziege. Der durch diese Prozedur erhohte AP-Gehalt wird durch den Einsatz von
Naphtholphosphat und Neufuchsin als Substrat von AP sichtbar gemacht. AnschlieBend wird



noch mit Hamalaun gegengefarbt. Diese Farbemethode konnte sich bislang nur im Gebrauch

mit Gewebeproben etablieren (30, 32, 37, 38, 39).

1.2.2.3 Nukleinsidureamplifikationstechniken

Wesentliche Fortschritte wurden beim Direktnachweis von Mykobakterien im klinischen
Untersuchungsmaterial erzielt.

Durch verschiedene Nukleinsdureamplifikationstechniken (NAT) werden bestimmte
spezifische Sequenzen der DNA oder der RNA in vitro vermehrt und anschlieend mit
geeigneten Methoden nachgewiesen. Der Nachweis betrifft hier nur einzelne
Nukleinsdureabschnitte und nicht das gesamte Mykobakterium. Géngige Verfahren sind PCR
(polymerase chain reaction), TMA (transcription-mediated amplification) und LCR (ligase
chain reaction).

Neben der Schnelligkeit zeichnen sich die molekularen Techniken methodisch durch eine
hohere Spezifitit und gegeniiber der Mikroskopie durch eine verbesserte Sensitivitit aus.
Diese Sensitivitit liegt bei bakteriendrmeren, mikroskopisch negativen Proben allerdings bei
lediglich 60 - 80 % und ist somit noch nicht zufriedenstellend. Somit kénnen auch negative
NAT-Resultate eine Tuberkulose nicht sicher ausschlieen. Auch als Therapiekontrolle
eignen sich NAT nicht, da auch DNA oder RNA von nicht mehr lebensfiahigen Bakterien
nachgewiesen wird (9, 26, 40, 41, 42, 43, 44).

1.2.2.4 Kultureller Nachweis

Um eine eindeutige Aussage treffen zu kdnnen, wird von jeder Probe eine Kultur angelegt.
Als optimal fiir den kulturellen Nachweis haben sich die Dekontamination des
Probenmaterials mit N-Acetyl-L-Cystein-NAOH - hierdurch wird die in jedem Préparat zu
findende Begleitflora reduziert - und das Anlegen in Fliissig- und Festmedien erwiesen.
Durch die lange Generationszeit von Tuberkulosebakterien miissen eine Fliissigkultur bis zu
sechs Wochen, eine Festkultur bis zu 10 Wochen bebriitet werden. Nach Anziichtung liegt

dann geniigend Material vor, um die Kultur zu identifizieren (45).
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1.2.2.5 Identifizierung von Mykobakterien

Bei jedem Nachweis sdurefester Stdbchen muss fiir die klinische Relevanz des Befundes eine
Speziesidentifizierung erfolgen, da es neben dem M.-tuberculosis-Komplex
(M. tuberculosis einschlieBlich der Varianten M. africanum, M. bovis und BCG) noch mehr
als 80 verschiedene ,,atypische* Mykobakterien mit unterschiedlicher medizinischer und
pathogener Bedeutung gibt. Vorrangig steht jedoch hier die Unterscheidung zwischen
Tuberkulosebakterien und ,,atypischen* Mykobakterien, die besonders schnell durch den
Einsatz von kommerziell erhdltlichen Gensonden erbracht werden kann. Ist die Gensonde fiir
M.-tuberkulosis-Komplex positiv, so muss im Routinelabor stets noch die Identifizierung der
Tuberkulosebakterien mit konventionellen Mitteln erfolgen. Dies bedeutet bei einer
bewachsenen Kultur:
1. ZN-Firbung, zum Nachweis, ob {iberhaupt Mykobakterien vorhanden sind;
2. DNS-Sonden, zur Unterscheidung zwischen Tuberkulosebakterien und ,,atypischen*
Mykobakterien;
3. Subkultur, falls auf eihaltigen Nahrboden keine ausreichend bewachsene Kultur
vorliegt;
4. Identifizierung von M .tuberculosis durch Beurteilung der Koloniemorphologie,
Priifung von Niacinbildung, Nitratreduktase und Pyrazinamidempfindlichkeit;
5. weitere Differenzierungstests, falls die Diagnose von M. tuberculosis durch
Koloniemorphologie, Niacinbildung und Nitratreduktion nicht bestétigt werden kann,

wie Tabelle 1 ausweist.



11

Tabelle 1: Differenzierung von Tuberkulosebakterien aufgrund biochemischer Merkmale,
MiQ 5: Tuberkulose/ Mykobakteriose (5)

Spezies Niacin- Nitrat- O,-Bedarf Empfindlichkeit’ gegen
Test | Reduktion | Lebek- , o
Agar® BSH Cycloserin® Pyrazinamid®

M. tuberculosis + + Hoch || -(»° | + | + |
M. bovis - - Niedrig ||  + | + | - |
M.bovisBCG | -(+)° . Hoch [+ [ - [ - ]
M. africanum?® +/- +/- Niedrig || + | + | + |
M. microti +/- +/- Niedrig || + | + | + |

* Es sind verschiedene Typen von M. africanum beschrieben worden.

® Die meisten Stimme sind Niacin-negativ.

¢ Hoher Sauerstoffbedarf ist erkennbar am Oberflichenwachstum mit ,,Kletterphdnomen®, niedriger
Sauerstoffbedarf ist erkennbar am Wachstum der Bakterien in einer Tiefe von 10mm unter der Oberfliche.

4+ = sensibel, entspricht = kein Wachstum

¢ Besonders bei Tuberkulosepatienten aus Siidostasien werden Stimme von M. tuberculosis isoliert, die gegen
Benzschleimsiurehydrazid (BSH) bzw. Thiophen-2-carbonsdurehydrazid (TCH) empfindlich sind. Weil sie sich
sonst wie Stimme von M. tuberculosis verhalten, ist ihre Bezeichnung als M. tuberculosis gerechtfertigt.

"Die Priifung der BSH/TCH-Empfindlichkeit bei INH-Resistenten M. bovis-Stimmen ist nicht moglich.

¢ Mittels Empfindlichkeitspriifung zu ermitteln.

Dem einsendenden Arzt muss sofort das richtungweisende Differenzierungsergebnis mittels
DNA-Sonde oder andere Schnellmethoden mitgeteilt werden. Es darf nicht gewartet werden,
bis das Differenzierungsergebnis der konventionellen biochemischen Testung vorliegt, da
diese wegen der Subkulturen zu viel Zeit beansprucht (5).

Zeigt sich die Gensonde fiir M. tuberculosis negativ, dann handelt es sich in der Regel um

»atypische Mykobakterien, die ebenfalls zu identifizieren sind.

1.2.2.6 Empfindlichkeitspriifung

Es empfiehlt sich wegen der Zunahme der Resistenzlage gegen ein oder mehrere
Antituberkulotika, bei jedem neu entdeckten Fall eine Empfindlichkeitspriifung
durchzufiihren. Diese Priifung sollte ebenso erfolgen, wenn zwei Monate nach

Therapiebeginn noch Tuberkulosebakterien nachweisbar sind (5).
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1.4 Therapie

Die Behandlung der Tuberkulose beruht auf einer Mehrfachkombination von
Antituberkulotika und erstreckt sich iiber mehrere Monate. Griinde dafiir sind die
verhéltnismaBig lange Generationszeit der Mykobakterien und die Gefahr einer raschen
Resistenzentwicklung bei Monotherapie. Als Standard-Kurzzeittherapie wird bei der
Lungentuberkulose folgende Chemotherapie iiber sechs Monate angesehen: In der
Initialphase erfolgt iiber einen Zeitraum von zwei Monaten eine Kombinationstherapie (4er-
Therapie) mit Rifampicin (RMP), Isoniazid (INH), Pyrazinamid (PZA) und Ethambutol
(EMB) oder Streptomycin (SM). Anschlieend werden in der Stabilisierungsphase fiir weitere
vier Monate INH und RMP gegeben.

Im Kindesalter ldsst sich wéhrend der Initialphase die Anzahl der Medikamente auf drei
reduzieren (INH, RMP und PZA), soweit kein erhohtes Risiko fiir eine Resistenz gegen
Antituberkulotika besteht.

Die Kurzzeittherapie ist nur dann erfolgreich, wenn die Medikamente gut vertragen werden,
keine Resistenzen vorliegen und eine gute Compliance des Patienten besteht.

Zeigt die Kultur erst spéter als nach drei Monaten nach Therapiebeginn ein negatives
Ergebnis oder liegt ein ausgedehnter Befund vor, so verldngert sich die Initialtherapie auf
weitere sechs Monate nach kultureller Negativierung. Eine ldngere Therapiedauer wird auch
oft bei HIV-positiven Patienten empfohlen. Bei Behandlung der HIV-Erkrankung mit
Proteinase-Inhibitoren oder nichtnukleosidischen Inhibitoren der reversen Transkriptase sollte
wegen der vielen Wechselwirkungen mit RMP immer ein in der Therapie der HIV-
Tuberkulosekoinfektion erfahrener Arzt hinzugezogen werden.

Liegt ein Stamm mit einer Multiresistenz vor, so wird nach Austestung aller zur Verfiigung
stehenden Medikamente und nach individuellem Resistenzmuster therapiert (13).
Entscheidend fiir eine effektive Tuberkulosebekdmpfung sind die frithzeitige Erkennung und
die konsequente Behandlung der Erkrankung, da gerade durch Abbruch der Therapie und
Persistenz der Erreger die Zahl der resistenten Erreger steigt (1, 46, 47, 48).
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2. Fragestellung der Arbeit

In der mikrobiologischen Diagnostik der Tuberkulose gilt die positive Kultur als endgiiltiger
Beweis fiir das Vorliegen einer aktiven Erkrankung. Da die Auswertung einer Kultur jedoch
bis zu zehn Wochen Zeit beanspruchen kann, ist eine Verdachtsdiagnose mittels Mikroskop
von sdurefesten Stdbchen fiir einen schnellen Therapiebeginn entscheidend.
Seit Beginn des 20. Jahrhunderts wird das Probenmaterial nach der ZN-Methode geférbt.
Bisher hat sich - abgesehen von der modifizierten Form mit Auramin - noch keine neue
Farbemethode etablieren konnen, obwohl gegen die ZN-Farbung zwei wesentliche Einwénde
vorzubringen sind:
- zu geringe Sensitivitit, denn bei einer Keimdichte von 10*/ml werden nur 60 % der
Proben als positiv erkannt, sowie
- niedrige Spezifitit, denn auch Nocardien, Schistosomen und Kryptosporidien werden
angefarbt.
Daher hat sich die vorliegende Arbeit zur Aufgabe gestellt, die Tauglichkeit einer
Alternativimethode zur ZN-Féarbung durch den Einsatz eines polyklonalen Antikorpers gegen
den M.-tuberculosis-Komplex (pAbBCG) in der mikrobiologischen Diagnostik zu iiberpriifen.
Folgende Fragen stehen im Mittelpunkt dieser Untersuchung:
1. Welche Auswirkungen haben Materialauswahl und Materialbeschaffenheit auf den
Erfolg der pAbBCG-Farbung?
2. Wie sensitiv und spezifisch ist die pAbBCG-Firbung unter Standardbedingungen und
wie verhalten sich Sensitivitét und Spezifitit bei Materialien der Routinediagnostik?
3. Welche zusitzlichen Informationen liefert eine immunhistochemische Farbung mit
pAbBCG fiir die mikrobiologische Diagnostik?
Die Fragestellung nach der Auswahl der geeigneten Materialien umfasst den Einsatz der
geeigneten Objekttriiger, die richtige Art der Fixierung und die Uberpriifung der zu
verwendenden Proben.
Wie sensitiv die pAbBCG-Farbung zum Vergleich nach ZN ist, soll mittels einer
Verdiinnungsreihe gezeigt werden. Um die Spezifitit der pAbBCG-Férbung zu ermitteln,
sollen Standortflora und Erreger von Infektionen der oberen/unteren Atemwege auf ihre

Kreuzreaktivitét tiberpriift werden.



14

Die Antworten auf die drei Kernfragen sollen Aufschluss dariiber geben, ob und unter
welchen Bedingungen die pAbBCG-Férbung als Alternative zur ZN-Férbung in der

mikrobiologischen Diagnostik in Frage kommen kdnnte.



15

3. Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Chemikalien und andere Substanzen

- NALC - Methode

4 %ige NaOH

2,9 %ige Naj Citrat- Losung

N-Acetyl-L-Cystein (NALC) (Firma: Sigma A-7250)

Aqua dest. steril (Aqua Spiillésung Delta Pharma)

PACT-Polymyxin, Amphotericin, Carbenicillin, Trimethoprim (Mycobacteria
Selectatab (Kirchner), Mast Diagnostics)

NaCl (Kochsalz Spiillosung 0.9 % Delta Pharma)

- ZN-Férbung

Karbolfuchsinlésung (Merck)
3 %iger NaCl-Alkohol
Methylenblau (Merck)

- Gram-Firbung

Victoriablaulosung (Merck)
Lugolsche Losung (Merck)
Chinin-Alkoholldsung
Fuchsinldsung (Merck)
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- pAbBCG-Férbung
- 0,2 M Tris-Puffer pH 9,0
- 48,44g Tris [Trizam" Base] T-1503
- Aqua dest. steril (Aqua Spiillosung Delta Pharma, Firma: Delta Pharma GmbH)
- 10 %ige HCI (ca. 16ml)
- Neufuchsin
- 3g Neufuchsin (Sigma N-0638)
- 120ml Aqua dest. steril (Aqua Spiillosung Delta Pharma, Firma: Delta Pharma
GmbH)
- 30ml HCI conc.
- TBS (Tris Buffered Saline, pH 8.0 ( Sigma T-6664 Lot 110K8210))
- Levamisol 5g (Firma: Sigma L9756)
- Naphtol AS-Biphosphat (Sodium Salt) 5g (Firma: Sigma N2250)
- Dimethylformamid (DMF, Merck)
- Haemalaun (Merck)
- Antikorper
- Antibody rabbit anti BCG Ig-Fraktion (Code Nr. B0124, 2,0ml, Firma: Dako)
- Antibody goat anti rabbit (Antibody Alk.Phos.AP goat anti rabbit IgG(H+L) MinX,
Code Nr. 111-055-045, 1ml, Firma: Dianova)
- Antibody donky anti goat (Antibody Alk.Phos.AP donky anti goat IgG(H+L) MinX,
Code Nr. 705-055-147, 0,5ml, Firma: Dianova)

- Mycobacterium bovis BCG (Stamm Pasteur), TMC 1011, urspriinglich von Dr. R.J.
North, Trudeau Institute (Saranac Lake, New York)

- Uberziehen der Priparate mit Gelatine (Kaisers Glyceringelantine fiir die Mikroskopie,

Code 1.09242.0100, 100g, Firma: Merck)

- Kulturmedien
- Lowenstein-Jensen (BD)
- Stonebrinck-Agar (BD)
- BBL MGIT - Indikatorréhrchen (BD)
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- Patientenmaterialien

Es wurden 550 Proben von Patienten im Zeitraum Januar bis November 2002 im
Mikrobiologischen Institut des Benjamin Franklin Klinikums auf Tuberkulose untersucht. Das
mittlere Alter der beteiligten Patienten lag bei 57 Jahren +/- 16,89 Standardabweichung. Die
Geschlechterverteilung Frauen zu Ménnern lag bei 113 zu 238. Um dem Datenschutz zu
geniigen, wurden die Patientennamen durch Nummern anonymisiert. Da von einigen
Patienten mehrere Proben in dem genannten Zeitraum eingingen, iibersteigt die Anzahl der
Proben die der Patienten.

Die Proben verteilten sich wie folgt:

Bronchiallavage (BAL): 335 Proben; Sputum: 36; Pleurapunktat: 33; Magensaft: 30;
Bronchialsekret: 22; Abstrich: 17; Trachealsekret: 12; sonstige Biopsie: 12 (es wurde keine
genaue Zuordung vermerkt); Lymphknoten: 9; Liquor: 9; sonstige Punktat: 8 (ohne genaue
Zuordnung); Knochenmark-Punktat: 5; sonstige PE: 5(ohne genaue Zuordnung); Aszites: 4;
Perikarderguss: 2 und je einmal Blasensekret, Wundsekret, Stimmlippe, Synovialfliissigkeit,
Biirstensaummaterial, Drainagefliissigkeit, Ergusspunktat, Gewebe, Abszessfliissigkeit,

Kniepunktat und Leberzylinder.

3.1.2 Gerite

- Coverplate Casette (# 7331017, Firma Shandon)
- Objekttriger:
- Normaler Glasobjekttriager
- Histobond Objekttriger (75x25x1mm, Firma Superior Marienfeld)
- Diagnostika Objekttriager (75x25x1mm aus extra weilem Glas, weiller Mattrand, 3
Kammern @ 14mm, schwarz, Firma Roth, Best.Nr. L196.1, stand. Ausfiihrung
Epoxy)
- Glasplattchen zum Eindeckeln
- Pipettenspitzen (Firma: Eppendorf)
- Mikroskop (fiir die Photographien: Leica DMLB Mikroskop (Firma: Leica), ausgeriistet
mit einer Hitachi HV-C20A 3CCD Videokamera)
- Programme (zum Archivieren der Bilder: DISKUS Programm, Version 42 034 (Hilgers,

Konigswinter), zur Weiterverarbeitung: Power Point Software (Microsoft))
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- Zentrifuge: Varifuge (Firma: Heraeus)

- Heizgerit

3.2 Methoden

3.2.1 Vorbehandlung des Probenmaterials

Alle verwendeten Proben wurden nach der NALC - Methode vorbehandelt. Dies reduziert in
der Probe die schnell wachsende Begleitflora, verhindert in der anschlieBend angelegten
Kultur ein Uberwuchern der langsam wachsenden Mykobakterien und sichert in der
Begutachtung deren Erkennung.

NALC-NaOH (N-Acetyl-L-Cystein-Natronlauge) wird aus 100ml 4 %iger NaOH, 100ml 2,9
%iger NA; Citrat-Losung und 1g N-Acetyl-L-Cystein (NALC) hergestellt und ergibt 200ml
NALC-NaOH-Losung. Bis zu 10ml Probenmaterial wird mit gleicher Menge NALC-NaOH-
Losung in ein 50ml Zentrifugenréhrchen gegeben und gut verschlossen 5 - 20 sec lang mit
einem Vortex-Gerit gemischt. Nach 20 min Einwirkzeit wird die Mischung mit Aqua dest.
steril bis zur 40ml Marke aufgefiillt. Nach nochmaligem Vortexen wird die Mischung bei
4000g 20 - 25 min zentrifugiert. Der dann entstandene Uberstand wird unter dem Abzug in
einen Behilter mit Desinfektionsmittel abgegossen. Von dem Sediment werden zwei Tropfen
auf einen Diagnostika Objekttrager (fiir die ZN-Féarbung) und je zwei Tropfen auf
verschiedene Felder eines weiteren Diagnostika Objekttrigers (fiir die pAbBCG-Férbung)
gegeben und fiir 24 h bei 60 °C fixiert. Das restliche Sediment wird mit 1 - 2ml PACT-
Losung (Polymyxin, Amphothericin, Carbenicillin, Trimethoprim) resuspendiert und
anschlieBend sofort auf PACT-Kulturmedien (Lowenstein-Jensen und Stonebrinck-Ager) und
in BBL MGIT-Indikatorréhrchen (Fliissigmedium) verimpft. Soweit vorhanden, wird das

restliche Sediment in 1,5ml Eppendorf-Tubes tiefgefroren.
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3.2.2 Farbemethoden

Das Protokoll fiir die Gram- und ZN-Féarbung wurde dem Institut fiir Infektionsmedizin der
Charité, Campus Benjamin Franklin entnommen. Das Protokoll fiir die Farbung mit einem
polyklonalen Antikorper basierte auf der Methode nach Wiley et al (30), welches leicht

modifiziert auch im Max-Planck-Institut fiir Infektionsbiologie Anwendung fand.

3.2.2.1 Gram-Firbung

Zur Bestimmung der Kreuzreaktivitdt wurden ausgewihlte Erreger zur besseren optischen
Darstellung nach Gram- und nach pAbBCG-Protokoll gefarbt.

Bei der Gram-Féarbung wird das Priparat - fixiert auf einem Diagnostika Objekttriager - zuerst
fiir 2 min in eine Victoriablaulosung gegeben und anschlieBend mit Leitungswasser gespiilt.
Nachdem das Prédparat 2 min in einer Lugolschen Losung verbracht hat, wird wieder mit
Leitungswasser gespiilt, dann zur Differenzierung mit einer Chinin-Alkohollsung entférbt.
Nach wiederholter Spiilung mit Leitungswasser wird 1 min mit einer Fuchsinlosung
gegengefarbt. AbschlieBend wird nochmals mit Leitungswasser gespiilt.

Es wurden folgende Erreger auf ihre Kreuzreaktivitdt untersucht:

- Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes,

- Haemophilus influenzae,

- Moraxella catarrhalis,

- Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,

- Corynebacterium diphtheriae, Corynebacterium amycolatum,

- Neisseria gonnorrhoeae,

- Escherichia coli,

- Pseudomonas aeruginosa,

- Proteus mirabilis,

- Enterococcus,

- Enterobacter cloacae,

- Klebsiella pneumoniae, Klepsiella oxytoca,

- Citrobacter freundii, Citrobacter diversus,

- Serratia liquefaciens,
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- Salmonella typhimurium,
- Stenotrophomonas maltophilia,

- Nocardia brasiliensis, Nocardia paucivirans, Nocardia otitidiscaviarum.

3.2.2.2 ZN-Férbung

Jede Probe, die in der mikrobiologischen Diagnostik einging, wird nach ZN und mit dem
pAbBCG gefirbt.

Der Objekttriager mit der Probe wird mit einer Karbolfuchsinlgsung bedeckt und mit ruhiger
Bunsenbrennerflamme erwérmt.

Nach ca. 5 min Abkiihlzeit wird der Objekttrager mit Leitungswasser abgespiilt und mit

3 %igem HCI-Alkohol entfarbt, bis keine Farbwolken mehr abgehen. AnschlieBend wird
nochmals gut mit Leitungswasser abgespiilt.

Dann wird mit Methylenblau (nach Loffler) 30 - 60 sec gegengefarbt und wieder mit
Leitungswasser abgespiilt. Der Objekttrager wird luftgetrocknet und anschlieend beurteilt.

3.2.2.3 Férbung des Materials mit pAbBCG

Das auf einem Objekttrager fixierte Praparat wird zu Beginn mit 100ul TBS benetzt. Da in
der Coverplate Cassette das TBS die Oberfliche des Priparates durch die herrschenden
Kapillarkrafte durchlduft, kommt es nicht zu einer nennenswerten Verdiinnung der
nachfolgenden Losungen — im Gegensatz zu der Verwendung eines Diagnostika
Objekttragers, bei dem die jeweils verabreichten 100ul Losung auf dem Préparat bleiben. Hier
wird jeweils vor Verabreichen einer neuen Substanz die zuvor aufgetragene Substanz
abgegossen.

AnschlieBend werden je 100ul des ersten Antikdrpers (Kaninchen gegen BCG 1:100 mit TBS
verdiinnt) auf jeden Objekttridger oder jedes benutzte Feld gegeben. Nach einstiindiger
Inkubation wird mit 100ul TBS gespiilt und der zweite Antikorper verabreicht, gekoppelt an
AP (Ziege gegen Kaninchen wieder 1:100 mit TBS verdiinnt). Nach 1 h Inkubationszeit wird
auch jetzt mit 100ul TBS gespiilt und der dritte Antikdrper, auch gekoppelt an AP (Esel gegen
Ziege, 1:100 mit TBS verdiinnt) verabreicht und nachl h erneut mit 100ul gespiilt. Die

behandelten Objekttrager werden nun in eine Kiivette mit TBS gegeben.
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In der Zwischenzeit wird die AP-Féarbelosung wie folgt vorbereitet:

Fiir eine Kiivette werden 250ml Tris-Puffer mit einem pH-Wert von 9,0 in einen
Erlenmeyerkolben gegeben und diese mit 0,0625g Levamisol vermischt, um die endogene AP
Aktivitdt zu blocken. In einem kleinen Becherglas werden dann 7501 DMF mit 0,0625g
Naphthol gemischt, 1 min stehen gelassen und anschlieBend in den Erlenmeyerkolben
zugegeben. In einem Tube werden dann 1875ul Neufuchsin mit 1875ul Na-Nitrit vermischt
und kurz vor der Farbung der Objekttrager mit in den Erlenmeyerkolben gegeben. Die
Férbelosung wird dann ziigig in eine Kiivette gegeben, die Objekttrager hineingestellt und in
eine Dunkelkammer gebracht, da diese Losung bei Licht zerfillt. Nach einer Inkubationszeit
von 15 min wird mit deionisiertem Wasser gespiilt und 3 min lang zur Kernfarbung mit
Hémalaun gefarbt. Danach wird mit Wasser gut abgespiilt.

Die luftgetrockneten Objekttrager werden mit Gelatine eingedeckelt, um zu verhindern, dass

sich das Priiparat nach Benetzen mit Ol ablost.

4 Férbung
Donkey /
anti goat
™ AP
Goat anti «—
rabbit \
Rabbit
pAbBCG
Objekttrager
S mit Probe

Abbildung 1: Schematische Darstellung einzelner an die Alkalischen Phosphatase (AP)
gekoppelter Antikorper in der pAbBCG-Férbung
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3.2.3 Kultur

Die vorbehandelten Proben werden zur Kultivierung - wie oben unter ,,3.4 Vorbehandlung
des Probenmaterials® beschrieben - auf drei verschiedene Ndhrboden verimpft. Diese werden
dann bei 37 °C und bei einer Luftfeuchtigkeit von ca. 70 % aufbewahrt. Die Fliissigkultur
wird zweimal pro Woche, die Festkulturen ein- bis zweimal pro Woche beurteilt. Wenn
mikroskopischer, PCR- und kultureller Befund iibereinstimmen, wird der Befund nach der 10.
Woche als Endbefund versandt. Kommt es zu Unstimmigkeiten, so wird nach 10 Wochen ein
,vorldufiger oder ,,Zwischen-Befund* und erst nach weiteren vier Wochen der Endbefund

versandt. Es gilt weiterhin die Kultur als endgiiltiges Beurteilungskriterium.

3.2.4 PCR

Tabelle 2: BD-Kurzprotokoll fiir den ProbeTec TB Workflow

Aufbereitung der Sedimentproben nach der NALC-OH - Methode in der
- |Sicherheitswerkbank, in sehr dringenden Fillen wird die Probe direkt genommen und mit
PACT versetzt.

2. |Je Probe Zugabe von 100u1 Puffer 2 (Lysis-Puffer)

3. |Lyse der Probe bei 65 °C fiir 45 min

4. |Je Probe Zugabe von 600l Puffer 3 (Neutralisations-Puffer).

Vorbereitung:

e Erstellen des Plattenberichtes am  |Aufbereitung der Qualitétskontrollen
ProbeTec Zugabe von 100ul Puffer 2 und 600ul Puffer 3

e Vorbereitung der Primer- und e QGriindlich vortexen (5 sec)
Amplifikations-Schélchen

5. |Transfer in Primer-Schilchen

6. |Inkubation der Primer-Mikrotiterplatten fiir 20 min (max. 6 h) bei Raumtemperatur

7. 110 min Inkubation der Primer- und Amplifikations-Mikrotiterplatten bei 72,5 °C

Probentransfer von Primer- in Amplifikationsschilchen und Versiegelung mit Klebefolie

9 [Uberfiihrung der versiegelten Amplifikationsplatte in das ProbeTec (Amplifikation bei
54 °C)
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3.2.5 BCG-Verdiinnungsreihe

Es werden 2ml BCG-North in 200ml Middlebrook Boullion + OADC mit 80ul Tween 20
(0,04 %) auf einem Schiittler mit 120 U/min bei 37 °C bebriitet. Sobald eine Triibung im
Kolben zu erkennen ist, wird bei 3500 U/min bei 4 °C 20 min lang abzentrifugiert.

Nach Aliquotieren und Einfrieren der Probe wird durch Ausplatieren auf Middelbrook-Agar
die Keimzahl tiberpriift.

3.2.5.1 Herstellung der Verdiinnungsreihe

In fiinf 1,5ml Eppendorf-Gefafle werden 900ul TBS eingefiillt. In das erste Gefdll werden
100ul aus einer BCG-Lésung mit der Konzentration von 10° pro ml dazugegeben. Nach
Vortexen dieser Losung werden aus dem ersten Gefdll 100ul entnommen und in das zweite
GefiB iiberfiihrt, dadurch erhilt man eine Konzentration von 10°. Aus diesem werden dann
nach Vortexen wiederum 100p] in das dritte GefiB (10*) tiberfiihrt bis zum fiinften Geféf
(10h.

. lOOul 1 Opl 100wl 100ul 100ul
IOOul
1000ul
900ul

Eppendorf-Gefal

Abbildung 2: Schematischer Herstellungsablauf einer Verdiinnungsreihe von
M. bovis BCG
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4. Ergebnisse

4.1 Auswabhl der geeigneten Objekttriager

Bevor die eigentlichen Versuchsreihen gestartet werden konnten, mussten erst die geeigneten
Objekttrager ausgewihlt werden.

Es wurden normale Glasobjekttriger, Histobond Objekttrager und Diagnostika Objekttriager
auf ihre Kompatibilitdt mit der Coverplate Cassette und mit der Haftung von Probenmaterial
verglichen. Auf allen drei Sorten wurde eine Losung mit 10° M. bovis BCG/ml aufgebracht
und diese in die Coverplate Cassette eingespannt. Dann wurde nach Protokoll mit pAbBCG
gefarbt und ausgewertet.

Sowohl bei den normalen Glasobjekttrager sowie bei den Histobond Objekttrager wurden
durch die Sogkrifte der groBte Teil der Proben weggespiilt. Die Diagnostika Objekttrager
haben sich in Verbindung mit der Coverplate Cassette als vollig ungeeignet gezeigt, da die
Fliissigkeit wegen der dicken Beschichtung des Objekttrdgers den Trichter nicht verlassen
und so die Probe nicht benetzen konnte.

Es wurde nun das Ergebnis mit einem normalen Glasobjekttrdager in der Coverplate Cassette
und einem Diagnostika Objekttrager mit einem stehenden Tropfen liber dem Feld verglichen.
Das Ergebnis zeigte einen klaren Vorteil fiir das Verfahren mit Diagnostika Objekttragern
ohne Coverplate Cassette, da bei dieser Kombination am wenigsten Material verloren ging,
wihrend bei den normalen Glasobjekttrigern und den Histobond Objekttragern ein ZerflieBen
des Priparates bei den in der Coverplate Cassette eingespannten Objekttragern zu beobachten

war.

4.2 Ermittlung der geeigneten Fixierung des Materials auf dem Objekttriager

Es wurden verschiedene Fixierungen mit nach pAbBCG-Protokoll zu farbenden Praparaten
durchgefiihrt. Zuerst wurde das gleiche Verfahren wie bei der ZN-Féarbung angewendet. Nach
dem Aufbereiten der Probe und dem Aufbringen auf den Objekttragern wurde das Priaparat
fiir 4 h bei 50 °C und anschlieBend durch das dreimalige Ziehen durch die harte
Bunsenbrennerflamme hitzefixiert. Bei der Fixierung durch den Bunsenbrenner zeigte sich,

dass sich die Antikorper wéihrend der Férbung dann nicht mehr an dem Material binden
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konnten, wenn das nach pAbBCG zu farbende Préparat zu lange in der Bunsenbrennerflamme
erhitzt wurde.

Bei der ZN-Firbung blieb dieser Effekt auch bei einem versehentlichen Verbrennen aus.

Auf dem Diagnostika Objekttrager zeigte sich dann ein durchaus vergleichbares Ergebnis zur
ZN-Férbung, als das Priparat sehr ziigig durch die Flamme gezogen wurde.

Um das Ergebnis zu verbessern, wurden Préparate mit einer 10° konzentrierten BCG-L3sung
angesetzt und fiir jeweils 2, 4 und 72 h bei 50 °C im Brutschrank belassen. AnschlieSend
wurden die Diagnostika Objekttriger neunmal, dreimal und tiberhaupt nicht durch die
Flamme gezogen.

Fazit: Je ldnger die Verweildauer im Brutschrank, umso besser die Fixierung. Der Gebrauch
der Flamme hatte dagegen keinen nennenswerten Einfluss auf die Fixierqualitét.

In einem weiteren Test wurde die Temperatur des Brutschranks von 50 auf 60 °C erhoht, was
zu einer nochmaligen Ergebnisverbesserung fiihrte.

Abschlielend wurde versucht, das Material mit Methanol zu fixieren, was aber keine

Ergebnisverbesserung erbrachte.

4.3 Uberpriifung des Nachweises von BCG

Es wurden M. bovis in einer Konzentration von 10°/ml auf Diagnostika Objekttriger gegeben

mit folgender pAbBCG Firbe-Anleitung:

- Erster Objekttrager (mit BCG versehen) ohne Verwendung des ersten Antikdrpers, rabbit
anti BCG, weiter nach Protokoll;

- Zweiter Objekttrager (mit BCG versehen) ohne Verwendung des zweiten Antikorpers,
goat anti rabbit, weiter nach Protokoll;

- Dritter Objekttriager (mit BCG versehen) ohne Verwendung des dritten Antikorpers,
donkey anti goat, weiter nach Protokoll;

- Vierter Objekttriager (mit BCG versehen) vollstdndig nach Protokoll;

- Fiinfter Objekttridger (ohne BCG versehen) vollstindig nach Protokoll.

Fazit: Nur die Farbung nach dem kompletten Protokoll und nur der Objekttrager mit BCG

erbrachten eindeutige (Féarb-)Ergebnisse.
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4.4 Einfluss der Vorbereitung der Proben auf das Féarbeverhalten
Um den Einfluss des NALC-NaOH auf das Ergebnis der pAbBCG-Férbung zu ermitteln,
wurden auf fiinf Objekttrager BCG-Proben aufgetragen und diese unterschiedlich lange mit

NALC-NaOH versetzt:

Tabelle 3: Einwirkzeiten von NALC-NaOH auf BCG-Proben

1xBCG 10° — nicht mit NALC versetzt
1xBCG 10° — 5 min mit NALC versetzt
1xBCG 10° — 10 min mit NALC versetzt
1xBCG 10° — 15 min mit NALC versetzt
1xBCG 10° — 20 min mit NALC versetzt

Auf allen Objekttragern wurde folgende Einteilung vorgenommen:

1. Feld = BCG 10’ ohne den 1. Antikérper der pAbBCG-Firbung,

2. Feld = BCG 10’ mit allen Antikorpern der pAbBCG-Firbung,

3. Feld = BCG 10° mit allen Antikorpern der pAbBCG-Firbung und versetzt mit PACT.
Mit Hilfe des 3. Feldes soll gleichzeitig evaluiert werden, ob das Versetzen mit PACT das

Farbeverhalten beeinflusst.

v
1. Feld 2. Feld 3. Feld

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Feldereinteilung auf einem Objekttrager
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Im Ergebnis konnte eine Dezimierung der Mykobakterien um 1 log-Stufe (Verringerung um
ein Zehntel des Ausgangswertes) bei den mit NALC-NaOH versetzten Proben beobachtet
werden. Hierbei war es unerheblich, wie lange die Proben dem NALC-NaOH ausgesetzt war.
Das Versetzen mit PACT erbrachte hingegen keine Hinweise auf Unterschiede.

Es wurden nochmals zum Vergleich zur ZN-Féarbung Priparate angefertigt, welche mit/ohne

NALC, mit/ohne PACT und mit Methanol fixierte Proben enthielten.

BCG 105, pAbBCG- BCG105 + NALC, pAbBCG- BCG 105 + PACT, pAbBCG- BCG105 + NALC+PACT,
Firbung Firbung Firbung pAbBCG-Firbung
]
BCG 105,Methanol-fixiert, BCG 105+NALC, Methanol-fixiert, BCG 105+PACT,Methanol- BCG 105+NALC+PACT, Methanol-
pAbBCG-Férbung pAbBCG-Firbung fixiert, pAbBCG-Farbung fixiert, pAbBCG-Farbung
x‘-_’.:’
¥
3
F 3
r
BCG 105, ZN-Firbung BCG 105+NALC, BCG 105+PACT, BCG 105+NALC +PACT,
ZN-Férbung ZN-Firbung ZN-Férbung
b} L ]

Abbildung 4: Ubersicht der nach ZN-Firbung und nach pAbBCG-Protokoll angefertigten
Préparate, die mit/ohne NALC, mit/ohne PACT und mit Methanol fixierte Proben enthielten

Auch bei der ZN-Féarbung wurden die Mykobakterien um 1 log-Stufe vermindert.
Bei der pAbBCG-Férbung wurden die Ergebnisse bestitigt, doch fiel eine unspezifisch ins
Rot gehende Fiarbung der mit NALC-NaOH versetzten Priparate auf.
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4.5 AK- Sensitivitat

Nach Anlegen einer Verdiinnungsreihe mit den Konzentrationen mit BCG von 10° bis 10'/ml
wurden Diagnostika Objekttridger zur Farbung nach ZN und zur Farbung nach pAbBCG-
Protokoll mit gleichem Material angelegt. Es zeigte sich, dass bei einer Verdiinnung bis 10*
die Bakterien bei der ZN-Férbung klar zu erkennen waren, bei weiterer Verdiinnung jedoch
nicht mehr angefarbt wurden. Die nach pAbBCG-Protokoll gefarbten Proben zeigten bei einer
Verdiinnung von 10" Mykobakterien.

ZN, 800x pABBCG, 800x

o

B

—_-—
'i'\ v

108

10°

10°

20 um

10!

Abbildung 5: Vergleichende Darstellung einer BCG Verdiinnungsreihe, gefiarbt nach ZN und
pAbBCG-Protokoll, entnommen aus: Ulrichs T, Lefmann M, Reich M et al.: Modified
immunohistological stainig allows detection of Ziel-Neelsen-negative Mycobacterium
tuberculosis organisms and their precise localization in human tissue (49)
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4.6 Kreuzreaktionen

Folgende Erreger wurden auf Kreuzreaktivitét bei der Farbung mit pAbBCG untersucht:
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Streptococcus
pyogenes, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Corynebacterium diphtheriae,
Corynebacterium amycolatum, Neisseria gonnorrhoeae, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Proteus mirabilis, Enterococcus, Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae,
Klepsiella oxytoca, Citrobacter freundii, Citrobacter diversus, Serratia liquefaciens,
Salmonella typhimurium, Stenotrophomonas maltophilia, Nocardia brasiliensis, Nocardia

paucivirans, Nocardia otitidiscaviarum.

Tabelle 4: Ergebnisse der Kreuzreaktionen mit diversen Erregern bei Einsatz eines
polyklonalen Antikdrpers gegen M. bovis BCG vom Kaninchen, Gram- und pAbBCG-geférbt

Oberer Gattung Spezies Gram- AbBCG- | Kommentar
Respira- Farbung Farbung
tionstrakt
Streptokokkus S. pneumoniae positiv positiv Rotfarbung
mit 1. AK,
ohne 1. AK
leichte
Lilafarbung
Streptokokkus S. pyogenes positiv positiv Rotfarbung
mit und ohne
1. AK
Staphylokokkus S. epidermidis positiv negativ
Staphylokokkus S. aureus positiv positiv Rot-lila
Féarbung mit
und ohne 1.
AK
Haemophilus H. influenzae negativ negativ
Moraxella M. catarrhalis negativ negativ
Corynebacterium C. diphtheriae positiv positiv
Neisseria N. gonorrhoeae negativ negativ
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Tabelle 4: Fortsetzung der Kreuzreaktionen

Unterer Gattung Spezies Gram- pAbBCG- | Kommentar
Respira- Farbung Farbung
tionstrakt
Streptokokkus S. pneumoniae positiv positiv Rotfarbung mit 1.
AK, ohne 1. AK
leichte
Lilafarbung
Streptokokkus S. pyogenes positiv positiv Rotfarbung mit
und ohne 1. AK
Staphylokokkus S. aureus positiv positiv Rot-lila Farbung
mit und ohne 1.
AK
Haemophilus H. influenzae negativ negativ
M. catarrhalis negativ negativ
Legionella L. pneumophila negativ negativ
Escherichia E. coli negativ negativ
Pseudomonas P. aeruginosa negativ negativ
Klebsiella K. pneumoniae negativ negativ
Serratia S. liquefaciens negativ negativ
Andere Proteus P. mirabilis negativ negativ
Corynebacterium C. amycolatum positiv positiv
Enterokokkus Enterococcus positiv positiv lila Farbgebung,
bleibt mit und
ohne 1. AK
Enterobacter E. cloacae negativ negativ
Klebsiella K. oxytoca negativ negativ
Citrobacter C. freundii negativ negativ
Citrobacter C. diversus negativ negativ
Serratia S. liquefaciens negativ negativ
Staphylokokkus S. epidermidis positiv negativ
Nocardia N. paucivorans positiv positiv
Nocardia N. brasiliensis positiv positiv
Nocardia N. otitidiscaviarum positiv positiv
Stenotrophomonas S. maltophilia negativ negativ
Salmonella S. typhimurium positiv negativ
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Kreuzreaktionen zeigten sich bei S .pyogenes, S. pneumoniae, S. aureus, Enterococcus, C.
diphtheriae, C. amycolatum und Nocardien. S. pyogenes, S. pneumoniae, S. aureu und
Enterococcus sind von der Morphologie her Kokken. S. pyogenes, S. aureus, S. pneumoniae
und Enterococcus blieben im Farbeverhalten mit und ohne den 1. AK bei einer roten bis rot-
lila Firbung. C. diphtheriae, C. amycolatum und Nocardien stellen wegen der Ahnlichkeit der
Morphologie - es sind alles Stdbchen - ein Problem bei der eindeutigen Differenzierung zu
Mykobakterien dar.

Die folgende Abbildung zeigt Aufnahmen von den zur Uberpriifung von Kreuzreaktionen
genutzten Erregern mittels Gram- und pAbBCG-Firbung sowie einer Kontrollfarbung der

pAbBCG-Fiarbung ohne 1. Antikdrper:
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Gram-Farbung PAbBCG pAbBCG-
Kontrolle

C. amycolatum

Staph. aureus

Staph. epidermidis

Enterococcus

Abbildung 6: Aufnahmen von den zur Uberpriifung von Kreuzreaktionen genutzten Erregern,
Gram- und pAbBCG gefarbt, mit Kontroll-Farbung zur pAbBCG-Farbung ohne 1. Antikorper
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Gram-Farbung PAbBCG pAbBCG-
Kontrolle

E. cloacae

Pseudomonas
aeruginosa

P. mirabilis

E. coli

Abbildung 6: Fortsetzung der Aufnahmen von Kreuzreaktionen
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Gram-Farbung PAbBCG pAbBCG-
Kontrolle

C. freundii

S. liquefaciens

Kleb. oxytoca

Pneumokokken

Abbildung 6: Fortsetzung der Aufnahmen von Kreuzreaktionen
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Gram-Farbung pAbBCG pAbBCG-
Kontrolle

S. pyogenes

Leg. pneum.

S. typhimurium

Stenotrophomonas|
maltophilia

Abbildung 6: Fortsetzung der Aufnahmen von Kreuzreaktionen
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Gram-Farbung pAbBCG pAbBCG-
Kontrolle

N. brasiliensis

N. paucivirans

N. otitidiscaviarum

Abbildung 6: Fortsetzung der Aufnahmen von Kreuzreaktionen
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4.7 Auswertung des Probenmaterials

Zu Beginn wurden alle eingehenden Proben - bis auf Stuhl, Urin und Blut — bearbeitet, spéter
dann vor allem BAL.
Mit der detaillierten Auflistung aller bearbeiteten Proben kann nachvollzogen werden,
- ob eine Probe in der ZN-Férbung positiv (p) oder negativ (n) beurteilt wurde — siche
Spalte mit ,,ZN* in Uberschrift,
- wie diese Probe bei der Farbung mit pAbBCG bewertet wurde — siche Spalte
,»pAbBCG* und
- wie diese Probe nach dem Goldstandard (Kultur) zu beurteilen gewesen wire — siche
Spalte ,,neg. Kultur/Wochen®.
Die ,,10% in der Spalte ,,neg. Kultur/Wochen* bedeutet, dass nach 10 Wochen ein negativer
Befund abgeschickt wurde. Kein Eintrag ist gleichbedeutend mit einer positiven Kultur.
Nicht jede Probe konnte eindeutig beurteilt werden, da durch ein iberméBiges Mitfdrben des
Hintergrundes keine Differenzierung mdglich war. Dies wurde mit dem Kiirzel ,,NZB* (nicht
zu beurteilen) vermerkt.
Eigentlich sollten bei den Proben auch die Ergebnisse der PCR mit einbezogen werden, dies
war jedoch nicht realisierbar, da von den 550 untersuchten Proben nur 29 mittels PCR
untersucht wurden. Von diesen 29 Proben wurden zwei wirklich negative als positiv erkannt
und zwei wirklich positive als negativ.

Es folgt eine Auflistung der Proben, nach Material sortiert:



4.7.1 BAL

Die Verteilung der NZB-, Negativ- und Positiv-Proben nach Farbemethoden und Kultur stellt

sich hier wie folgt dar:

38

Tabelle 5: Ergebnistiibersicht nach Farbung von BAL

BAL

ZN pAbBCG Kultur
NZB 0 68 0
Negativ 332 252 325
Positiv 3 15 10

Aus der folgenden Tabelle lassen sich auch die falschlich negativen und félschlich positiven

zusammenfassen, wobei bei der pAbBCG-Farbung die 68 NZB herausfallen.

Tabelle 6: Ubersicht der falsch und richtig erkannten Ergebnisse nach Firbung von BAL

BAL

ZN pAbBCG
richtig positive 2 6
falsch positive 1 9
Richtig negative 324 250
falsch negative 8 2
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4.7.2 Bronchialsekret

Die Verteilung der NZB-, Negativ- und Positiv-Proben nach Farbemethoden und Kultur stellt

sich bei Bronchialsekret wie folgt dar:

Tabelle 7: Ergebnisiibersicht nach Farbung von Bronchialsekret

Bronchialsekret

ZN pAbBCG Kultur
NZB 0 5 0
Negativ 22 17 22
Positiv 0 0 0

4.7.3 Trachealsekret

Die Verteilung der NZB-, Negativ- und Positiv-Proben nach Farbemethoden und Kultur stellt
sich bei Trachealsekret wie folgt dar:

Tabelle 8: Ergebnisiibersicht nach Farbung von Trachealsekret

Trachealsekret

ZN pAbBCG Kultur
NZB 0 2 0
Negativ 12 9 12
Positiv 0 1 0
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4.7.4 Magensaft

Die Verteilung der NZB-, Negativ- und Positiv-Proben nach Farbemethoden und Kultur stellt
sich bei Magensaft wie folgt dar:

Tabelle 9: Ergebnisiibersicht nach Farbung von Magensaft

Magensaft
ZN pAbBCG Kultur
NZB 0 21 0
Negativ 28 8 28
Positiv 2 1 2
4.7.5 Sputum

Die Verteilung der NZB-, Negativ- und Positiv-Proben nach Farbemethoden und Kultur stellt

sich bei Sputum wie folgt dar:

Tabelle 10: Ergebnisiibersicht nach Farbung von Sputum

Sputum

ZN pAbBCG Kultur
NZB 0 25 0
Negativ 27 9 24
Positiv 9 3 14
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Um eine Ursache fiir die schlechte Beurteilung des Materials zu erdrtern, wurde ein definitiv
negatives Sputum mit allen Antikorpern einzeln gefarbt. Nur bei dem Einsatz mit dem
pAbBCG kam es zu einer Rotfarbung unterschiedlicher Intensitét aller Strukturen.

4.7.6 Punktate

4.7.6.1 Pleurapunktat

Die Verteilung der NZB-, Negativ- und Positiv-Proben nach Farbemethoden und Kultur stellt

sich wie bei Pleurapunktaten folgt dar:

Tabelle 11: Ergebnisiibersicht nach Farbung von Pleurapunktat

Pleurapunktat

ZN pAbBCG Kultur
NZB 0 20 0
Negativ 33 13 33
Positiv 0 0 0
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4.7.6.2 Aszitespunktat

Die Verteilung der NZB-, Negativ- und Positiv-Proben nach Farbemethoden und Kultur stellt

sich bei Aszitespunktaten wie folgt dar:

Tabelle 12: Ergebnisiibersicht nach Farbung von Aszites

Aszites

ZN pAbBCG Kultur
NZB 0 0 0
Negativ 4 4 4
Positiv 0 0 0

4.7.6.3 Sonstige Punktate

Die Verteilung der NZB-, Negativ- und Positiv-Proben nach Farbemethoden und Kultur stellt

sich bei sonstigen Punktaten wie folgt dar:

Tabelle 13: Ergebnisiibersicht nach Farbung von sonstigen Punktaten

Punktat

ZN pAbBCG Kultur
NZB 0 3 0
Negativ 8 5 8
Positiv 0 0 0
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4.7.7 Abstrich

Die Verteilung der NZB-, Negativ- und Positiv-Proben nach Farbemethoden und Kultur stellt

sich bei Abstrichen wie folgt dar:

Tabelle 14: Ergebnisiibersicht nach Farbung von Abstrichen

Abstrich
ZN pAbBCG Kultur
NZB 0 4 0
Negativ 17 13 17
Positiv 0 0 0
4.7.8 Liquor

Die Verteilung der NZB-, Negativ- und Positiv-Proben nach Farbemethoden und Kultur stellt

sich bei Liquor wie folgt dar:

Tabelle 15: Ergebnisiibersicht nach Farbung von Liquor

Liquor

ZN pAbBCG Kultur
NZB 0 0 0
Negativ 9 9 9
Positiv 0 0 0
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4.7.9 Biopsien

4.7.9.1 Lymphknoten

Die Verteilung der NZB-, Negativ- und Positiv-Proben nach Farbemethoden und Kultur stellt
sich bei Lymphknoten wie folgt dar:

Tabelle 16: Ergebnistibersicht nach Farbung von Lymphknoten

Lymphknoten

ZN pAbBCG Kultur
NZB 0 3 0
Negativ 9 6 6
Positiv 0 0 3

4.7.9.2 Knochenmark-Punktion

Die Verteilung der NZB-, Negativ- und Positiv-Proben nach Farbemethoden und Kultur stellt

sich bei Knochenmark-Punktionen wie folgt dar:

Tabelle 17: Ergebnisiibersicht nach Farbung von Knochenmark-Punktion

Knochenmark-
Punktat

ZN pAbBCG Kultur
NZB 0 1 0
Negativ 5 4 5
Positiv 0 0 0
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4.7.9.3 Sonstige Biopsien

Die Verteilung der NZB-, Negativ- und Positiv-Proben nach Farbemethoden und Kultur stellt

sich bei sonstigen Biopsien wie folgt dar:

Tabelle 18: Ergebnisiibersicht nach Farbung von sonstigen Biopsien

Biopsie

ZN pAbBCG Kultur
NZB 0 4 0
Negativ 12 8 11
Positiv 0 0 1

4.7.10 Sonstige PE

Die Verteilung der NZB-, Negativ- und Positiv-Proben nach Farbemethoden und Kultur stellt

sich bei sonstigen PE wie folgt dar:

Tabelle 19: Ergebnisiibersicht nach Farbung von sonstigen PE

PE

ZN pAbBCG Kultur
NZB 0 4 0
Negativ 5 1 5
Positiv 0 0 0
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4.8 Zusammenfassende Beurteilung des Probenmaterials

Anteil der NZB-Falle nach Probenarten
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Abbildung 7: Diagramm der NZB-Fille in Prozent aller Proben je Material nach Art der
Materialien

Das obige Diagramm weist je nach Material erhebliche Schwankungen in den
GroBenordnungen der NZB-Proben auf:
- Bei Sputum und Magensaft lassen sich 25 und 21 (je 70 %) aller Proben wegen
unspezifischer Hintergrundfarbung nicht beurteilen.
- Von den 5 PE-Proben waren 4 (80 %) nicht zu beurteilen.

- Dagegen lielen sich die Proben von Aszites (4) und Liquor (9) zu 100 % beurteilen.

4.9 Gegeniiberstellungen der Sensitivitiat und Spezifitit der beiden Farbemethoden bei der

BAL

Wie sich in den obigen Tabellen zeigt, eignet sich die Farbung mit dem pAbBCG vor allem
bei der Verwendung von BAL. In den anderen Gruppen waren entweder zu wenig Proben

eingegangen oder waren das Probenmaterial wegen unspezifischer Anfarbung nicht zu
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beurteilen. Bei Sputum erwies sich die Farbemethode als vollig ungeeignet, bei anderen
dickeren oder zéheren Materialien als nur eingeschrankt geeignet.

Aufgrund dieser Gegebenheiten wurden hauptsichlich BALs verwendet und die Sensitivitit
und Spezifitit der Farbung mit pAbBCG mit der der ZN-Farbung verglichen.

4.9.1 Sensitivitdt

Die Sensitivitdt lasst sich mit folgender Formel berechnen:

Alle richtig positiv/krank in dem Test Erkannten

Sensitivitit =
Alle wirklich positiv/krank (hier: positive Kultur)

Bei den untersuchten 335 BALs gab es bei der ZN-Farbung 2 richtig positive erkannte
Proben. In der Kultur waren 10 positiv. Daraus ergibt sich eine Sensitivitidt von

2:10=0,2.

In Prozent angegeben bedeutet dies eine Sensitivitdt von 20 %.

Die Farbung mit pAbBCG brachte 6 richtig erkannte positive Proben. Damit erhélt man eine

Sensitivitdt von 6:10 = 0,6. In Prozent angegeben bedeutet das eine Sensitivitidt von 60 %.

4.9.2 Spezifitit

Die Spezifitét erhidlt man mit dieser Formel:

Alle richtig negativ/gesund in dem Test Erkannten

Spezifitit =
Alle wirklich negativ/gesund (hier: negative Kultur)

Bei den Untersuchten 335 BALs wurden durch die ZN-Féarbung 324 der Proben als richtig
negativ getestet, in der Kultur waren 325 negativ. Dies bedeutet: 324:325 = 0,997 und in
Prozent umgerechnet eine Spezifitit von 99,7 %.

In der pAbBCG-Férbung konnten von den eingegangenen 335 BALs 68 nicht beurteilt
werden. Von den restlichen 267 beurteilbaren Proben erwiesen sich 250 als richtig negative

getestet.
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Von den 267 beurteilbaren Proben zeigten in der Kultur 259 kein Wachstum und waren damit
negativ getestet.
Eingesetzt in die Formel ergibt dies 250:259 = 0,965 und in Prozent umgerechnet eine

Spezifitit von 96,5 %.

4.9.3 Pradiktiver Wert

Anhand der als falsch positiv beurteilten Proben lésst sich der positiv pradiktive Wert

(positiver Vorhersagewert) bestimmen.

Positiv Alle richtig positiv im Test Erkannten
pradiktiver =
Wert Alle richtig positiv im Test Erkannten + alle falsch positiv im Test Erkannten

Fiir die ZN-Férbung betrégt der positiv pradiktive Wert 2/3 = 0,67.
Fiir die pAbBCG-Farbung betrigt der positiv pradiktive Wert 6/15 = 0,4.
Anhand der als falsch negativ beurteilten Proben lisst sich der negativ pradiktive Wert

(positiver Vorhersagewert) bestimmen.

Negativ Alle richtig negativ im Test Erkannten
pradiktiver =
Wert Alle richtig negativ im Test Erkannten + alle falsch negativ im Test Erkannten

Fiir die ZN-Féarbung betrigt der negativ pradiktive Wert 324/332 = 0,98.
Fiir die pAbBCG-Fiarbung betrdgt der negativ pradiktive Wert 250/252 = 0,99.
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5. Diskussion

5.1 Einleitung

Tuberkulose ist bis in die heutige Zeit eine Herausforderung fiir Medizin und Gesellschaft.
Betroffen sind vor allem Regionen, die iiberdurchschnittlich Armut, Hunger und Elend zu
erleiden haben (50). Aber auch fiihrende Industrienationen wie Deutschland, in denen die
Inzidenz wihrend der letzten Jahrzehnte kontinuierlich zuriickging, befiirchten durch die
steigende Zahl von Tuberkuloseerkrankungen in ithren Nachbarldndern und der generellen
Zunahme resistenter Krankheitserreger erneut ein Anwachsen der Gefahrenlage, wie in
Kapitel 1 ausgefiihrt.

Es fehlen nach wie vor schnelle und sichere Diagnoseverfahren, um eine Therapie zu einem
moglichst frithen Zeitpunkt beginnen zu kdnnen. Die vorliegende Arbeit setzt im Bereich der
mikroskopischen Tuberkulosediagnostik an und untersucht die Einsatzmoglichkeiten eines
polyklonalen Antikorpers gegen den M.-tuberculosis-Komplex.

Den Weg zu diesem Diagnoseverfahren beschrieben bereits Wiley et al. (30), indem sie sich
mit dem Einsatz eines polyklonalen Antikdrpers gegen BCG (Bacillus Calmette-Guérin)
auseinandersetzten. Die daraus entstandene Farbemethode wurde von verschiedenen Gruppen,
unter anderen Seiler et al. (12), zur Darstellung von Mykobakterien eingesetzt. Hierbei wurde
mit Gewebeschnitten gearbeitet und damit gute Ergebnisse erzielt.

Offen blieb bislang die Frage, ob diese Farbung auch in der mikrobiologischen Diagnostik
einsetzbar ist, wie sich Sensitivitdt und Spezifitdt bei Materialien der Routinediagnostik
verhalten und ob die Farbung zusétzliche Informationen im Bereich der
Tuberkuloseerkrankung liefert.

Zur Kldrung dieser Fragen verglich die vorliegende Arbeit die iibliche Farbung nach ZN mit
einer auf den Einsatz eines polyklonalen Antikérpers gegen BCG basienden
immunhistochemischen Farbemethode und iiberpriifte anschlieBend die Tauglichkeit dieser

immunhistochemischen Farbemethode fiir die mikrobiologischen Diagnostik.
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5.2 Kritik der Methode

Zuerst sollten alle im Tuberkuloselabor eingegangenen Materialien nach der neuen pAbBCG-
Féarbemethode untersucht werden.

Bei den bisherigen Arbeiten mit den Gewebeschnitten wurden die Proben stets zwischen zwei
Glastrigern eingespannt und durch Kapillarsog von den fiir die Farbung erforderlichen
Substanzen durchflossen.

Bei den Arbeiten mit mikrobiologischen Proben zeigte sich im Rahmen dieser Arbeit, dass die
Proben durch die Kapillarkrifte von den Glastrdgern abgewaschen wurden. Infolgedessen
wurden die Proben auf den Diagnostika Objekttragern nach ausreichender Fixierung mittels
eines stehenden Tropfens mit den fiir die Farbung erforderlichen Substanzen benetzt.

Eine Besonderheit ergab sich auch bei der Beurteilung der eingegangenen Proben. So
erwiesen sich Sputum-Proben nur eingeschrinkt beurteilbar, da die Farbung mit pAbBCG zu
einer extremen Hintergrund-Kolorierung fiihrte, was eine Beurteilung der einzelnen
Strukturen im Sputum einschrinkte. In der mikrobiologischen Diagnostik ist aber gerade die
Untersuchung von Sputum von grof3er Relevanz, da sich dieses Material durch einfache und
preiswerte Methoden gewinnen ldsst und fiir eine erste Gefahreneinschitzung herangezogen
werden kann.

In der vorliegenden Arbeit konnte somit die bei Gewebeschnitten erfolgreiche pAbBCG-

Féarbung nur eingeschrénkt in der mikrobiologischen Diagnostik eingesetzt werden.

5.3 Diskussion der Ergebnisse und ihre Interpretation

5.3.1 Zur Sensitivitdt des Antikorpers

Die Verdiinnungsreihe mit den BCG-Konzentrationen von 10° bis 10'/ml wurde auf
Diagnostika Objekttragern zur Farbung nach ZN und zur Farbung nach pAbBCG-Protokoll
mit gleichem Material angelegt.

Bei der ZN-Firbung zeigte sich, dass die Mykobakterien bei einer Verdiinnung bis 10%/ml

noch gut zu erkennen waren, bei weiterer Verdiinnung jedoch nicht mehr angeféarbt wurden.
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Ein anderes Ergebnis erbrachte die Farbung nach pAbBCG-Protokoll. Diese Proben lieBen
Mykobakterien noch bei einer Verdiinnung bis zu 10'/ml erkennen. Wiederholte
Versuchsreihen bestitigten diese Aussage.

Im Ergebnis wies diese Arbeit nach, dass die pAbBCG-Firbung unter standardisierten
Bedingungen und ohne Hintergrundfarbung eine um mehrere Log-Stufen hohere Sensitivitit

als die ZN-Férbung zeigt.

5.3.2 Zu den Kreuzreaktionen

Es wurden hdufig im Respirationstrakt vorkommende Bakterien nach pAbBCG-Protokoll mit
und ohne den 1. Antikdrper (pAbBCGQG) gefirbt. Bei Verwendung mit pAbBCG zeigten sich
echte Kreuzreaktionen unter den verwendeten Erregern nur bei C. diphtheriae, C. amycolatum
und Nocardien. Eine Farbung mit und ohne 1. Antikdrper konnte bei S. pyogenes, S. aureus,
S. pneumoniae und Enterococcus beobachtet werden.

Diese Arbeit zeigte auf, dass sich C. diphtheriae, C. amycolatum und Nocardien auf Grund
ihrer Morphologie - es sind alles Stdbchen - nicht eindeutig von Mykobakterien unterscheiden
lieBen. Bei nahe beieinander liegenden Kokken war durch die eher schwammige pAbBCG-
Férbung eine klare Unterscheidung zu den stabchenformigen Mykobakterien nicht immer
gewihrleistet.

Die vorliegende Arbeit lieferte aber auch den Hinweis, dass durch die beobachtete
Kreuzreaktivitdt der Einsatz der pAbBCG-Firbung auch in Bereichen auerhalb der
Mykobakterien-Diagnostik denkbar ist, in denen die oben genannten Erreger - wie

beispielsweise in der Dermatologie - von besonderer Relevanz sind.

5.3.3 Zur Auswahl des Probenmaterials

Diese Arbeit lieferte Hinweise darauf, dass die pAbBCG-Féarbung dann zu verwertbaren
Resultaten fiihrte, wenn die Proben moglichst diinnfliissig und transparent waren. Neben
Liquor und Aszites erfiillte grundsétzlich auch die BALs diese Voraussetzungen. Bei den
eingelieferten BALs zeigte sich aber tatsdchlich eine nicht unerhebliche Einschrankung der

Auswertbarkeit - 68 von 350 Proben und damit 19,4 % waren in der pAbBCG-Férbung nicht
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zu beurteilen. Ursédchlich konnte hierfiir eine unsaubere Entnahme des Materials mit
Verunreinigungen aus dem oberen Respirationstrakt sein.

Noch gréBere Schwierigkeiten ergaben sich in der vorliegenden Arbeit bei der Beurteilung
der eingegangenen Sputum-Proben, von denen 70 % nicht verwertbar waren. Das Material
erwies sich nach der liblichen Vorbehandlung fiir diese Farbung als nicht ausreichend
transparent, auBerdem wurden sdmtliche vorhandenen Strukturen im Sputum - wahrscheinlich
Epithelien, Bakterien oder Pilze - angefarbt. Enzyme konnten an der Hintergrundfarbung
beteiligt gewesen sein. Dieser Frage wurde aber im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht
weiter nachgegangen.

Bei der Vorbereitung der Gewebeschnitte fiir die pAbBCG-Farbung ist eine Schichtdicke von
max. 5 Mikrometer Standard. Bei den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Proben lie§3 sich
eine anndhernd diinne Schichtdicke nicht realisieren. Dies konnte die Notwendigkeit einer

ausreichenden Transparenz der Proben in der mikrobiologischen Diagnostik unterstreichen.

5.3.4 Zur Sensitivitit, Spezifitit und zum pradiktiven Wert anhand von BALs

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden bei den eingegangenen BALs fiir die
unterschiedlichen Farbmethoden folgende Werte fiir Sensitivitit und Spezifitit ermittelt:

Sensitivitét

- ZN:2/10=20%

- pAbBCG: 6/10 =60 %

Spezifitit

- ZN:324/325=99,7%

- pAbBCG: 250/259 = 96,7 %.
Erneut erwies sich anhand der vorliegenden Arbeit die pAbBCG-Farbung gegeniiber der
herkdmmlichen ZN-Férbung als sensitiver, wiahrend beide Farbemethoden hinsichtlich der
Spezifitit mit vergleichbar hohen Trefferquoten aufwarteten konnten. Allerdings deutet sich
durch den in dieser Arbeit herausgefundenen positiv priadiktiven Wert eine besser verwertbare
Aussage fiir die ZN-Féarbung (0,67) als fiir die pAbBCG-Farbung (0,4) an. Hinsichtlich des
negativ pradiktiven Wertes zeigen ZN-Féarbung (0,98) und pAbBCG-Férbung (0,99) eine
vergleichbar hohe Genauigkeit.
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Durch die geringe Anzahl von auswertbaren positiven Proben kénnen die oben genannten

Ergebnisse als nur eingeschrinkt repriasentativ gelten.

5.3.5 Zum Aufwand der zu vergleichenden Farbemethoden

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Proben fiir die ZN-Férbung

- ca. 70 min (NALC-Methode) vorbereitet, anschlieSend

- 24 hbei 60 °C hitzefixiert und abschlieBend nochmals

- 40 min bis zur Begutachtung gefirbt und luftgetrocknet.
Bei der pAbBCG-Farbung wurden die Proben ebenso

- ca. 70 min (NALC-Methode) vorbereitet, mussten dagegen

- 72 hbei 60 °C hitzefixiert werden und erforderten einen weiteren Zeitaufwand von

- 4 h, um fiir die Begutachtung geférbt, luftgetrocknet und eingedeckelt zu werden.
Der zeitliche Aufwand lag somit bei der ZN-Féarbung mit insgesamt 26 Stunden deutlich unter
dem Niveau der Farbung mit pAbBCG, die knapp 80 Stunden Vorbereitungszeit
beanspruchte.
Neben der geringeren Vorbereitungszeit sprach in der vorliegenden Arbeit auch das
einfachere Handling fiir die ZN-Férbung (siehe Kapitel 3.2.2.2). Die pAbBCG-Férbung
erschwerte durch die komplexeren Anforderungen wie das Aufbringen der Substanzen als
»stehenden* Tropfen oder die Notwendigkeit des wiederholten AbgieBens die Entwicklung
und Anwendung standardisierter Verfahren.
Fiir die Diskussion mit der zu dem behandelten Thema bereits verdffentlichten Literatur
lassen sich die wesentlichen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit so zusammenfassen:
In der mikrobiologischen Diagnostik zeigte die pAbBCG-Féarbung im Vergleich mit der ZN-
Féarbung
- eine bessere Sensitivitit,
- Kreuzreaktionen mit im Respirationstrakt vorkommenden Erregern,
- eine eingeschrankte Verwendbarkeit bei den eingesetzten Proben und einen

- hoheren Aufwand in der zeitlichen und praktischen Durchfiihrung.
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5.4 Interpretation der Ergebnisse im Kontext der Literatur

5.4.1 Immunhistochemische Farbung mit pAbBCG

Die Anfarbung von Tuberkulosebakterien mittels eines polyklonalen Antikorpers gegen den
M. tuberkulosis-Komplex fand in einer Arbeit von Orrell et al. (31) Anwendung. Hier wurden
Lungen von mit M. tuberculosis infizierten Mausen nach 6-, 13- und 18-wdchiger
Infektionsdauer entnommen. Nach Aufbereitung der Gewebe zu 4 Mikrometer dicken
Schnitten wurden diese zur zytologischen Beurteilung mit Himatoxilin und Eosin (H&E)
sowie zum Nachweis der sdurefesten Stdbchen nach ZN gefarbt. Ein weiterer Schnitt aus der
gleichen Region wurde dann immunhistochemisch mit einem vom Kaninchen stammenden
polyklonalen Antikorper gegen BCG geférbt, der mit einem Avidin-Biotin-Immunperoxidase
Reagenz gekoppelt ist. In der zytologischen Begutachtung zeigten sich lockere
epitheloidartige Granulome unterschiedlicher Gro3e und krankhaft verdndertes
Lungenparenchym.
Die immunhistochemische Farbung mit pAbBCG wurde auch in der Arbeit von Ridley und
Ridley (51) eingesetzt. Dabei wurden 5 Mikrometer dicke Gewebeschnitte von 29 an
Tuberkulose erkrankten Menschen verwendet.
In der Arbeit von Higuchi et al. (52) wurden bei Gewebeschnitten von BCG-infizierten
Kaninchen neben dem pAbBCG-Serum auch Seren von Antikdrpern gegen das Protein B,
Polysaccharid I und Wachskomponente D von M. tuberculosis eingesetzt.
Fiir diese Arbeit ist eine Ergebnisauswertung der aufgefiihrten Literatur nach folgenden
Stichpunkten relevant:
- Darstellung des Verteilungsmusters der sdurefesten Bakterien in den untersuchten
Schnitten durch ZN-Farbung:
In der Arbeit von Orrell et al. (31) hielten sich alle sdurefesten Bakterien ausschlieBlich
in den Granulomen auf.
- Aussehen und Auftreten der pAbBCG-Férbung in den untersuchten Schnitten im
Vergleich mit der ZN-Farbung:
Die Immunperoxidase-Fiarbung zeigte sich bei Orrell et al. (31) ebenfalls ausschlieBlich
in den Granulomen mit einer dhnlichen mikroanatomischen Verteilung wie bei den durch

ZN-Farbung dargestellten sdurefesten Bakterien. Der pAbBCG und der damit
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verbundene Farbstoftf schienen jedoch nur an der Oberflache der Bakterien anzusetzen
und drangen nicht in diese wie bei der ZN-Farbung ein. Zusétzlich wurden auch Partikel
in der Umgebung der Bakterien gefarbt, die damit ebenso Angriffsstellen fiir den
pAbBCG aufwiesen. Die Farbung wirkte eher kornig bis verwaschen und lie3 sich auch
an der Oberflache der Makrophagen nachweisen.

Auch bei Ridley und Ridley (51) zeigte sich diese eher grobkornige Farbung, die durch
das Ansetzen an die AuBlenseite der Bakterien deren stibchenformige Struktur zeigte.
Zusitzlich war auch hier ein eher diffus gefarbter Hof um die Bakterien zu erkennen.
Auch bei Higuchi et al. (52) zeigte sich das oben beschriebene Aussehen und

Verteilungsmuster.

In allen genannten Arbeiten mit der immunhistochemischen Farbung mit pAbBCG wurde auf

die Ubersichtlichkeit und gute Beurteilbarkeit durch die geringe Hintergrundfirbung

hingewiesen. In der vorliegenden Arbeit wurde zwar die eher grobkornige Farbung mit einem

die Bakterien umgebenen Hof gerade in den Bildern zur Einzelfdarbungen der

Verdiinnungsreihe (s. 4.5, auch in Vergleich mit der ZN-Féarbung) betitigt, es zeigte sich aber

bei den verwendeten Materialien zum Teil eine erhebliche Hintergrundfarbung. Ursache

hierfiir kdnnten vorhandene Enzyme oder aber die eingeschriankte Mdglichkeit sein, die

Proben diinn genug aufzutragen.

Anderung wihrend der Krankheitsdauer:

In Zusammenhang mit der Infektionsdauer zeigte sich bei Orrell et al. (31) in den
untersuchten Schnitten eine Zunahme der Granulome in den untersuchten Bereichen. Die
Anzahl sowie die Lokalisation der sdurefesten Bakterien blieben in jedem Granulom
dagegen konstant. Im Verlauf der Erkrankung nahm die Intensitét der
immunhistochemischen Farbung mit wachsender Bakterienzahl zu.

Bei Ridley und Ridley (51) wurde bei Schnitten mit niedriger Abwehrlage (viele
granuldre Nekrosen, viele Bakterien) eine stirkere Farbung als in Schnitten mit hoher
Resistenz beobachtet (nur vereinzelte Bakterien in fibrinds umgewandelten und
verkdsenden Granulomen, die von aktivierten Makrophagen und Epitheloidzellen
umgebenden sind).

Bei langerer Infektionsdauer zeigte sich auch bei Higuchi et al. (52) eine Zunahme der
Umgebungsfarbung. So stiitzte diese Arbeit auch die These, es wiirde sich dabei um

Partikel von den Mykobakterien handeln, da hier Antikdrper gegen Bestandteile der
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Bakterien eingesetzt wurden. Die Farbung konnte {iber die Lokalisation der Infektion
hinaus auch iiber die Intensitdt der Auseinandersetzung der Bakterien mit dem
Abwehrsystem (Makrophagen) Aufschluss geben — in diesem Fall durch eine vermehrte
Umgebungsfarbung.

Anfarbung von persistierenden Mykobakterien

In der Arbeit von Seiler et al. (12) wurde diese Farbung bei Gewebeschnitten mit 5
Mikrometer Dicke von langzeitinfizierten Méusen und Menschen eingesetzt. Es stellte
sich heraus, dass der polyklonale Antikorper die Mykobakterien bzw. Teile davon
anfirbte, bei denen die ZN-Féarbung negative Resultate zeigte.

Moglich erscheinen hier Verdnderungen der Zellwand, bei denen die ZN-Féarbung nicht
mehr wirksam ist. Dies konnte den Einsatz der ZN-Farbung bei chronischen
Tuberkulosen einschrinken, bei akuten Verldufen wie bei einer offenen
Lungentuberkulose aber als weiterhin sinnvoll erscheinen lassen.

Relevanz von persistierenden Mykobakterien

Mit der Virulenz persistierender Erreger setzten sich unter anderem Arbeiten von
Balasubramanian et al. (20) sowie Ulrichs und Kaufmann (10, 11) auseinander. In
diesem Zusammenhang wurde auf die interne Reinfektion bei geschwéchter Immunlage
durch Ausbreitung der Erreger aus dem Primirkomplex verwiesen. In einer Arbeit von
Wayne (46) wurde zusitzlich auf die Einschrankung der Wirksamkeit von Antibiotika
bei persistierenden Mykobakterien verwiesen

Die Ubertragung von Bakterien bei Personen, die nach ZN-Firbung des Sputums ein
negatives Resultat zeigten, dann aber in der Kultur positiv waren, wurde in der Arbeit
von Behr et al. (53) behandelt. In dieser Arbeit wurde mittels DNA-Nachweis bewiesen,
dass das iibertragene Bakterium von dem vorher als negativ gesehenen Patienten
stammte. Hier konnte man mit dem immunhistochemischen Nachweis durch pAbBCG
eine bessere Detektion erreichen, wofiir die in dieser Arbeit aufgezeigte hohere

Sensitivitdt spricht.
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Kreuzreaktionen bei der pAbBCG Fiarbung

Kreuzreaktionen bei der pAbBCG-Farbung wurden bereits in diversen Arbeiten
beschrieben. Wiley, Beck und Freeman (34) beobachteten Kreuzreaktionen mit
Histoplasma capsulatum, Cryptococcus neoformans, Aspergillus spezies, Candida
albicans sowie bei Kokzidiomykosen und Blastomykosen. Byrd et al. (39) setzten die
Farbung zum Nachweis von Sporothrix schenkii ein. Bei Glover und Cockerell (35)
wurde die Kreuzreaktion mit Nocardia asteroides gezeigt. Die Arbeit von Harboe et al.
(36) zeigte die Kreuzreaktionen mit Mycobacteria spez., Corynebacterium pyogenes und
N. asteroides. Geisel, Netter und Hermanns (33) zeigten Kreuzreaktionen neben den
Mycobacteria spez. noch mit Staphylococcus aureus, Rhodococcus equi, Phycomyces
spez., C. albicans und Aspergillus fumigatus. Kutzner et al. (32) farbten bei ihrer Arbeit
Gewebeschnitten von infektiosen Hauterkrankungen. Dabei wurde iiber Kreuzreaktionen
sowohl mit Pilzen als auch mit einigen Bakterien (wie schon oben genannt) berichtet,
darunter auch mit M. leprae. Keine Kreuzreaktionen zeigten sich mit Spirochéten,
Protozoen oder Viren. Bei Kutzner et al. (32) wurde auch eine Kreuzreaktion mit E. coli
beschrieben. Bei der Anfarbung wurde bei septischen Vasculitis und Ecthyma
gangrenosum in beiden Geweben E. coli als Erreger durch die Kultur nachgewiesen.

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich keine Kreuzreaktion mit E. coli. Ursdchlich hierfiir
konnte eine Verdnderung des Erregers durch die Infektion oder das Anfiarben anderer
Strukturen in dieser Hautldsion sein.

In der Dermatologie wurde bereits mit der pAbBCG-Farbung der Nachweis von M.
leprae (54, 55) in Fillen negativer ZN-Ergebnisse erbracht. Auch iiber den Nachweis
einer Sporotrichiose (30) oder anderer Pilz- oder Bakterienerkrankungen (56) wurde
bereits diskutiert.

In der hier vorliegenden Arbeit konnten die in der Literatur noch nicht beschriebenen
Kreuzreaktionen mit C. amycolatum, N. paucivirans, N. brasiliensis, N. otitidiscaviarum,
S. pyogenes, S. pneumoniae und Enterococcus gezeigt werden.

Damit konnte sich die pAbBCG-Farbung auch zum erweiterten Nachweis von
Krankheitserregern aullerhalb der Mykobakterien-Diagnostik eigenen - wie
beispielsweise in der Dermatologie bei Impetigo, Erysipel, phlegmondsen

Hauterkrankungen und in der Nocardiendiagnostik.



58

Immunhistochemische Farbung bei der Liquordiagnostik

In Arbeiten von Sumi MG et al. (57) und Thwaites et al. (58) wurde der Einsatz von
pADbBCG bei mikrobiologischen Liquor-Untersuchungen beschrieben. Es wurden die
Proben von 22 Patienten mit klinisch gesicherter tuberkulésen Meningitis mittels ZN-
Farbung, immunhistochemisch mit pAbBCG und kulturell untersucht.

Zytologisch zeigte sich bei 16 Proben eine Mischung aus Lymphozyten und Monozyten,
bei 6 Proben nur vereinzelte Lymphozyten. Die darzustellenden Zellen zeigten in 15 %
Degenerationen. Die ZN-Farbung zeigte kein positives Ergebnis.

In der pAbBCG-Férbung zeigten alle 16 Proben mit Monozyten eine positive Féarbung,
da die Makrophagen die Bakterien in der Akutphase phagozytierten und die
Antigenkomponenten demonstrierten.

Zusitzlich zeigten sich aber auch auBlerhalb der Zellen Farbanhdufungen. Bei 6 Proben
mit nur vereinzelten Lymphozyten, zeigte sich ein negativer Befund. Falsche positive
Resultate zeigten sich in der Arbeit nicht.

In der Kultur konnten aus drei Proben M. tuberculosis angeziichtet werden, diese zeigten
alle die an Monozyten gebundene positive Farbung mit pAbBCG. Als Kontrolle wurden
Proben von 22 Patienten ohne tuberkuldse Meningitis wie vorher behandelt, hier zeigte
sich - auch bei vorhandenen Monozyten - keine positive pAbBCG-Anfiarbung.

In dieser Arbeit wurden mittels immunhistochemischer Farbung zwar keine intakten
Mykobakterien nachgewiesen, allerdings Anteile, die zum Teil von den Makrophagen
demonstriert wurden. Die einzelnen Farbhaufen auerhalb der Zellen konnten von den
degenerierten Makrophagen stammen. Mittels der Farbung konnte eine Tuberkulose auch
an Hand von Proben mit sehr geringer oder zum Teil schon eleminierter
Bakterienbesiedlung diagnostiziert werden. Der Austritt anfarbbarer Komponenten aus
geschidigten Zellen konnte jedoch bei weniger serosem Material zusétzlich zu einer
verstdrkten Hintergrundfarbung und einer eingeschrinkten Beurteilbarkeit der Proben
filhren. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich Liquor wegen seiner Transparenz als gut
fiir die pAbBCG-Fiarbung geeignet. Auf Grund der fehlenden positiven Proben mit
Liquor wire es nahe liegend gewesen, die vorhandenen negativen Liquor-Proben zu
,»spicken®, was aber unterblieb, da davon ausgegangen wurde, dass sich die gleichen
Ergebnisse eingestellt hitten, wie sie bei den unter Standardbedingungen hergestellten

Verdiinnungsreihen erzielt wurden.
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In allen bisher erwdhnten Arbeiten wurde von einer besseren Sensitivitit der pAbBCG-
Féarbung im Vergleich zur ZN-Férbung berichtet. Unter standardisierten Bedingungen konnte

dies in der vorliegenden Arbeit bestitigt werden.

5.4.2 Kaltfarbe-Technik (engl. cold-staining) bei ZN-Fiarbung

In einer Arbeit von Allen (27) wurde der Einsatz der cold-staining Methode mit der in den
Laboratorien iiblich gebrauchten hot-staining Methode verglichen. Hier wurde das Praparat
nicht mit heilem (hot-staining) Carbolfuchsin, sondern mit Carbolfuchsin bei
Zimmertemperatur (cold-staining) gefarbt. Als Material wurden 122 Sputum-Proben
genommen. Von diesen zeigten sich 16 sowohl in der Mikroskopie nach ZN-Farbung (hot-
staining) wie auch in der Kultur positiv, in der cold-staining-Methode konnte von diesen 16
Proben nur eine als positiv erkannt werden. In einer Arbeit von Slosarek et al. (29) wurde
neben der cold/hot-Farbung auch der Einfluss der Materialvorbereitung und Fixierung
untersucht. 200 positive Sputum-Proben wurden in neun Laboratorien von jeweils acht
verschiedenen Personen beurteilt. Die besten Ergebnisse zeigten sich bei dem Einsatz der
auch in dieser Arbeit verwendeten Materialvorbereitung, Fixierung und hot-staining ZN-
Féarbung. Ein weiteres Ergebnis dieser Arbeit war allerdings, dass das gleiche Labor-Personal
gleiche Priparate unterschiedlich beurteilte.

Eine mogliche Vereinfachung der Durchfiihrung bei der ZN-Firbung konnte hier nicht
gezeigt werden. Aber durch die Arbeit von Slosarek et al. (29) wurde deutlich, wie wichtig
ein qualitativ hoher Ausbildungsstand des Labor-Personals und einheitliche Kriterien bei der

Beurteilung von Proben sind.

5.4.3 Fluoreszenzmikroskopie (FM)-Farbung

Ulukanligli et al. (59) untersuchten 465 eingegangene Proben von 295 unterschiedlichen
Patienten, die sowohl nach ZN- wie auch nach Fluoreszenzmikroskopie (FM)-Technik gefarbt
wurden. Bei 68 Patienten konnte M. tuberculosis in der Kultur nachgewiesen werden. Von

den positiven Patienten wurden 46 in der ZN-Farbung, 58 in der FM-Férbung detektiert.
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In dieser Arbeit erwies sich die FM-Féarbung bei einer Bakteriendichte von weniger als 10/100
gesichteten Feldern als sensitiver als die ZN-Férbung, eine Unterscheidung, die bei einer
Bakteriendichte ab 10/100 Feldern nicht mehr nachzuweisen war.

Eine Bestitigung dieser Untersuchungsergebnisse fanden sich auch in den Arbeiten von Ba
und Rieder (60) sowie Githui et al. (61). Letztere wiesen keine absoluten Zahlen auf.

Auch in der Arbeit von Kumar at al. (62), bei der die FM-Fiarbung mit der ZN-Farbung in der
zytologischen Diagnostik verglichen wurde, erwies sich - wie bei den vorherigen Arbeiten —
die FM-Férbung bei geringer Bakteriendichte sensitiver als die ZN-Féarbung.

Diese Arbeiten deuten an, dass sich der Einsatz der FM-Farbung besonders bei Proben
empfehlen konnte, bei denen nur mit einer geringen Keimlast, aber einem positiven Ergebnis
zu rechnen ist, wie dies bei HIV-Koinfizierten zu erwarten ist.

Die genannten Arbeiten ergaben auch Hinweise, dass der Einsatz der FM-Férbung die
Diagnostik mit relativ geringem Kostenaufwand verbessern konnte. Dies wére vor allem fiir
Nationen und Organisationen von Bedeutung, die iiber nur geringe finanzielle Mittel fiir die

mikrobiologische Diagnostik verfiigen.

5.4.4 Nachweis von DNA/RNA mittels PCR

Die PCR stiitzt sich, wie im Detail bereits erldutert, auf den DNA- oder RNA-Nachweis von
M. tuberculosis. In der Arbeit von de Wit et al. (26) wurde die PCR mit dem herkdmmlichen
Nachweis (ZN-Féarbung, Kultur) von Mykobakterien im Pleuraerguss verglichen. Es wurden
Proben von 85 Personen mit Pleuraerguss durch Punktion des Pleuraergusses und durch eine
Biopsie der Pleura entnommen. Diese Proben wurden auch histologisch untersucht. Von den
85 Personen wurden wegen einer nachgewiesenen Tuberkulose bereits 53 antibiotisch
behandelt.

In den nach ZN gefarbten Préparaten konnten mikroskopisch keine saurefesten Stibchen
nachgewiesen werden.

Von den 53 Patienten konnten 28 mittels Kultur des Pleuraergusses, 38 durch positive Kultur
der Biopsie und 41 mit Hilfe der histologischen Untersuchung der Biopsie als positiv erkannt
werden.

Durch PCR konnten 43 der 53 positiven Patienten bestitigt werden. Weiterhin wurden sechs

Patienten als positiv eingestuft, die nachweislich einen malignen Pleuraerguss hatten.
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Bei der Untersuchung von Pleuraergiissen erwies sich in dieser Arbeit die PCR (43/53) als
sensitiver als die Kultur (28/53) oder die ZN-Férbung (0/53). Da diese Patienten bereits mit
Antibiotika anbehandelt wurden, konnten die negativen Resultate in der ZN-Farbung und
Kultur an der veranderten Zellstruktur und den eingeschriankten Stoffwechselbedingungen fiir
die Vermehrung liegen. Es wird méglicherweise kein Unterschied zwischen noch
vermehrungsfahigen Bakterien und schon abgetdteten Erregern gemacht. Auch bei den falsch
positiv erkannten Befunden konnte es sich um Proben von Patienten mit einer ausgeheilten
Tuberkulose handeln.

Auch Arbeiten mit modifizierter PCR von Martines et al. (42) - hier wurde das MPB64
Fragment eingesetzt -, von Mulcahy et al. (41) - hier wurden zusétzlich zum IS6110 noch
unterschiedlich lange Basenpaare eingesetzt - und von Kown et al. (43) - hier wurde zur
Spezifizierung die PCR an zwei Stellen der DNA angesetzt - konnten das Problem des
Nachweises toter Mykobakterien nicht beseitigen.

In der Arbeit von Hernendez-Pando et al. (40) wurde zur Darstellung der Lokalisation des
Erregers eine in situ PCR angewendet. Bei der Beuteilung von Gewebeproben aus
Lungenabschnitten zeigte sich die in situ PCR zur herkdmmlichen PCR in Sensitivitit und
Spezifitit vergleichbar, zusdtzlich konnten positiven Strukturen zellulér lokalisiert werden.
Eine Aussage zur Krankheitsaktivitit konnte nicht erbracht werden.

Die hier genannten Untersuchungen weisen darauf hin, dass die PCR-Methode eine
therapiebediirftige Tuberkulose nicht sicher genug identifiziert. Um jedoch klinisch und in der
Mikroskopie nicht eindeutig beurteilbare Félle zu sichern, erscheint die PCR durchaus als
sinnvolle, allerdings auch kostenaufwendige Detektiermethode.

Nach wie vor kommt die ZN-Firbung als Standard in der mikrobiologischen Diagnostik der
Tuberkulose zum Einsatz. Von ihr werden vor allem lebende Mykobakterien detektiert,
soweit sie in ausreichender Population vorliegen. Die Féarbung nach pAbBCG-Protokoll
markiert nicht nur intakte Mykobakterien, sondern auch einzelne Teile, auch wenn diese in
nur geringer Anzahl vorhanden sind. In der PCR werden Gen-Fragmente der Mykobakterien
detektiert, wobei zwischen lebenden und bereits abgestorbenen Erregern nicht unterschieden
wird. Eine Kombination der unterschiedlichen Farbemethoden mit ihren besonderen
Eigenschaftender konnte Chancen bieten, den gesuchten Erreger schnell und effizient zu

finden, um notwendige Therapien einleiten zu kénnen.
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6. Zusammenfassung und abschliel3ende Wirdigung

Die vorliegende Arbeit vergleicht die Farbemethode eines polyklonalen Antikorpers
(pAbBCG) gegen den M.-tuberculosis-Komplex mit der herkdommlichen ZN-Farbung in der
mikrobiologischen Diagnostik. Dabei wurden alle im Tuberkuloselabor des
Mikrobiologischen Institutes des Benjamin Franklin Klinikums eingegangenen Proben nach
ZN sowie nach pAbBCG-Protokoll geférbt.

Folgende Fragen waren zu beantworten: 1. Welche Auswirkungen haben die

Materialienauswahl und Materialienbeschaffenheit auf den Erfolg der pAbBCG-Férbung, 2.

wie sensitiv und spezifisch ist die pAbBCG-Farbung unter Standardbedingungen, wie

verhalten sich Sensitivitdt und Spezifitit bei Materialien der Routinediagnostik und 3. welche
zusitzlichen Informationen liefert eine immunhistochemische Farbung mit pAbBCG fiir die
mikrobiologische Diagnostik.

Die wichtigen Ergebnisse dieser Arbeit lassen sich wie folgt zusammenfassen:

1. Die Methoden, die bei Gewebeschnitten zum Einsatz kommen, lieBen sich nicht ohne
weiteres bei Proben aus der Mikrobiologie einsetzen. So wurden die mikrobiologischen
Materialien in diesem Versuchsaufbau durch die Wirkung der Kapillarkréfte von den
Objekttragern abgewaschen. Es konnte gezeigt werden, dass sich dieses Problem umgehen
lasst, wenn die Proben auf einem Glasobjekttriger bei einer Temperatur von 60 °C fiir 72
h hitzefixiert und anschlieBend mit den benétigten Féarbesubstanzen benetzt wurden.
Herausgearbeitet wurde ebenso, dass die behandelte Probe eine mdglichst hohe
Diinnfliissigkeit und Transparenz aufweisen sollte, um die die Diagnostik
beeintrichtigende Hintergrundfiarbung einzuschrianken. Als grundsétzlich geeignetes
Probenmaterial fiir die pAbBCG-Firbung erwiesen sich BAL, Aszites und Liquor.

2. Unter Standardbedingungen zeigte sich eine um mehrere Log-Stufen erhohte Sensitivitit
der pAbBCG-Firbung (Anfirbung bei einer Konzentration bis 10'/ml) gegeniiber der ZN-
Firbung (Anfirbung bei einer Konzentration bis 10*/ml). Die pAbBCG-Firbung zeigte
Kreuzreaktionen bei S. pyogenes, S. aureus, S. pneumoniae, Enterococcus, C. diphtheriae,
C. amycolatum und Nocardien. Bei den Probematerialien aus der Routinediagnostik
konnten nur die Ergebnisse der BAL ausgewertet werden. Hier zeigte sich eine
Sensitivitit bei der pAbBCG-Farbung von 6/10 versus der ZN-Farbung (2/10) und eine
Spezifitit bei der pAbBCG-Farbung von 250/267 versus der ZN-Féarbung von 324/325.
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Auch hier zeigte sich eine erhohte Sensitivitdt der pAbBCG-Féarbung. Die Spezifitidt war
bei beiden Methoden dhnlich hoch.

3. Die immunhistochemische Farbung mit pAbBCG scheint zusitzliche Aussagen iiber die
Aktivitit der Tuberkulose mdglich zu machen. Aufgrund des nur begrenzt verfiigbaren
positiven Probenmaterials lie3 sich die Hypothese im Rahmen der mikrobiologischen
Routineuntersuchungen nicht weiter untersuchen.

Die pAbBCG-Férbung eignete sich fiir Sputum nicht ohne weiteres.

Der Aufwand bei dieser Farbung ist deutlich hoher als bei der ZN-Férbung.

Dafiir zeigt die vorliegende Arbeit gangbare Wege auf, wie Routinematerial aus der

mikrobiologischen Diagnostik aufzubereiten ist, um den Einsatz der sensitiveren pAbBCG-

Férbung tiberhaupt zu ermdglichen. Auch die erforderlichen Eigenschaften des

Routinematerials fiir diese Farbemethode konnte in dieser Arbeit definiert werden.

Ansatzweise ergab die vorliegende Arbeit, dass sich die pAbBCG-Farbung wegen ihrer

erhohten Sensitivitdt gegentiber der herkdmmlichen ZN-Firbung fiir bestimmte

Fragestellungen in der mikrobiologische Routinediagnostik eignet. Dafiir sind weitere

Untersuchungen erforderlich.

Lohnenswert erscheint eine Untersuchung, ob Sputum-Proben durch Hemmung der

vorhandenen Enzyme derart aufbereitet werden kdnnen, dass sich die Hintergrundfarbung

verringert und somit eine Beurteilung der Probe ermdglicht wird. Auch die Anderung der

Féarbung durch den Einsatz eines oligo- oder monoklonalen Antikdrpers kdnnte eine

differenziertere Anfarbung bewirken. Interessant erscheinen in diesem Zusammenhang die

Ergebnisse von Randhawa (63), der durch Einsatz monoklonaler Antikérper das

Verteilungsmuster von spezifischen Leukozyten in tuberkulésen Granulomen darstellen

konnte.
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