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7. Tuberkulose, granulomatése Entziindungen

KURSTAG 7: TUBERKULOSE UND ANDERE GRANULOMATOSE ENT-
ZUNDUNGEN

1 Mykobakterien

Mykobakterien erfordern aufgrund besonderer Eigenschaften (lipid- und wachsreiche Zellwand, Saurefestigkeit,
langsames Wachstum) spezielle diagnostische Methoden. Die Erreger der Tuberkulose = Mycobacterium-
tuberculosis-Komplex (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti, M. canettii, M. pinnipedii) missen
von den nicht-tuberkuldsen Mykobakterien (NTM, z. B. M. avium-intracellulare, M. kansasii) abgegrenzt werden.
Auch letztere kénnen Erkrankungen ausldsen, sind aber bei Immunsupprimierten sehr viel haufiger als bei Im-
mungesunden.

Eines der wichtigsten diagnostischen Charakteristika vieler Mykobakterien (einschlieflich M. tuberculosis) ist ihr

langsames Wachstum: kulturelle Anzucht dauert i. allg. mehrere Wochen. Entsprechend wichtig sind die Direkt-
nachweise durch Mikroskopie und Nukleinsdureamplifikationstechniken (NAT: z. B. PCR).

Mykobakterien-Diagnostik

Untersuchuchungsmaterial: Sputum, BAL, Magensaft, Gewebe, Liquor, Urin, u. a.

: | 3 ] 1 1

Mikroskopie Kultur

(Ziehl-Neelsen/Auramin-Rhodamin)| "ach Vorbehandlung (Abtdtung der | NAT" (z. B. PCR, LCR, SDA)
p . Begleitflora, Verfliissigung): ) .
Befund: saurefeste Stabchen Flussigkultur + Festnahrbdden Befund: Mykobakterienart (< 48h)

(<24 h) bis 8 Wo

1 |

Wachstum

1 |

Mikroskopie
(Ziehl-Neelsen)

Bestétigung: saurefeste Stabchen

. ] ;]

Resistenzbestimmung:

Differenzierung: Proportionsmethode (3 - 4 Wo)
Biochemie (3 - 4 Wo) Flussigkultursysteme (1 Wo)
Gensonden, NAT (< 24h) Molekularbiologisch™: Nachweis Resistenz-

vermittelnder Mutationen (< 24h)

*)  NAT (Nukleinsaureamplifikationstechniken), PCR (Polymerase chain reaction), LCR (Ligase chain reaction), SDA
(Strand displacement amplification)

**)  Da jedoch nicht alle Resistenzen durch Mutationen an bekannten Stellen verursacht werden, konnen mit diesen
Methoden nicht alle resistenten Stdmme erkannt werden. Mit einigen Testverfahren ist es auch maglich,
Resistenz-vermittelnde Mutationen direkt in mikroskopisch positiven Patientenproben nachzuweisen.

Abb. 1: Mykobakterien-Diagnostik-Schema
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7. Tuberkulose, granulomatdse Entziindungen

Praktische Ubungen:

1.1 Mikroskopie eines Dauerpraparates

Sie erhalten ein Sputumpraparat nach Ziehl-Neelsen geférbt (s. Arbeitsvorschrift ,Einflihnrung* 4.2.3 Seite 9) von
einem Patienten mit Verdacht auf offene Lun-

gentuberkulose. Im mikroskopischen Préparat
sind ,,sdurefeste” Stabchen (SF) als zarte, rot
gefarbte Stabchen auf blauem Hintergrund
sichtbar. Ein negativer Befund mit der Aussage
»keine saurefesten Stabchen“ setzt voraus,
dass mindestens 5 Min. lang mikroskopiert
wurde bzw. 100 Gesichtsfelder (1000-fache
VergréRerung) durchgemustert wurden. Die
mikroskopische Nachweisgrenze betrdgt ca.
10.000 SF pro ml Sputum, d. h. es kdnnen nur
grolkere Erregermengen sicher mikroskopisch
nachgewiesen werden.

M. tuberculosis (Ziehl-Neelsen-Farbung), Sputum

Skizzieren Sie |hre Beobachtungen.

1.2 Kulturen von Mykobakterien

Zur Anzucht von Mykobakterien werden fliissige und feste Nahrmedien verwendet. Es stehen Festmedien auf
Eierbasis (z. B. Lowenstein-Jensen-Agar) und auf Agarbasis zur Verfligung.

M. tuberculosis und einige ubiquitdre Mykobakterien wachsen sehr langsam. Erst nach 3-6 Wochen ist je nach
Keimzah! und Vorbehandlung des Untersuchungsmaterials auf festen Nahrbdden Koloniewachstum zu erkennen.
Die Kulturen werden insgesamt 8 Wochen lang auf Wachstum kontrolliert. Ein negativer Befund kann friihestens
nach 6 Wochen mitgeteilt werden.

In fliissigen Medien kann Wachstum héaufig friiher festgestellt werden. Zur Verfligung stehen verschiedene
kommerzielle manuelle und automatisierte Systeme, z. B. BACTEC 460TB System (BD Diagnostics), BACTEC
MGIT 960 (BD Diagnostics), BacT/ALERT (bioMérieux). Die Systeme detektieren die metabolische Aktivitat der
Bakterien in der Kultur (durch Sauerstoffverbrauch und einen Fluoreszenzsensor). Andere Bakterien kénnen
ebenfalls ein Signal geben (falsch-positiver Befund), daher miissen nicht primér sterile Patientenproben vorbe-
handelt werden. Die Vorbehandlung bezweckt eine Homogenisierung und geichzeitige Dekontamination der
Probe, bei der die Begleitflora abgetétet wird.

Demonstration am Tischende:

Léwenstein-Jensen-Agar unbeimpft

Flissige Nahrmedien (z. B. MGIT™ = Mycobacteria Growth Indicator Tube)
Bildtafel:

Lowenstein-Jensen-Agar mit Mycobacterium tuberculosis
Léwenstein-Jensen-Agar mit Mycobacterium bovis

Auf dem Demotisch an der Tafel werden lhnen verschiedene NTM-Stdmme auf Léwenstein-Jensen-Agar vor-
gestellt.

1.3 Nachweis der friiheren Exposition

Ein hilfreiches Kriterium bei der Diagnostik einer Tuberkulose ist der Nachweis der Immunreaktion auf die My-
kobakterien als Hinweis auf friheren Kontakt. Anders als bei vielen anderen Infektionen ist der Nachweis von
Antikérpern bei der Tuberkulose nicht hilfreich. Bisher entwickelte Antikérpernachweise gegen einzelne bzw.
mehrere Targetantigene zeigten keine ausreichende Sensitivitat und Spezifitat, die eine klinische Anwendung
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7. Tuberkulose, granulomatése Entziindungen

erlauben wiirden. Bei der Infektion mit M. tuberculosis ist der Nachweis einer T-Zell-Reaktion diagnostisch be-
deutsam. Bei einem Kontakt des Immunsystems mit M. tuberculosis werden T-Gedachtnis-Zellen gebildet, die auf
eine Re-Exposition schnell reagieren kdnnen. Falls noch kein Kontakt mit dem Erreger bestand, sind nur wenige
M.-tuberculosis-spezifische Zellen (keine Gedachtniszellen) vorhanden; in diesem Fall erfolgt keine relevante
Reaktion bei einer Exposition gegeniiber M. tuberculosis.

Die folgenden Tests weisen diese Reaktion nach. WICHTIG: Diese Tests weisen nur eine stattgehabte Expositi-
on nach; sie geben keinen Hinweis auf eine aktive Erkrankung! Der Zeitpunkt der Exposition und das Krankheits-
stadium (vollstandig abgeheilte Infektion vs. akute, aktive Erkrankung) kdnnen nicht vom Ergebnis dieser Tests
abgeleitet werden.

1.3.1 Tuberkulin-Test

Der Tuberkulintest ist ein Hauttest mit aufgereinigtem Tuberkulin (purified protein derivative, PPD). Tuberkulin
ist eine Mischung niedermolekularer Proteine, die aus dem Uberstand fliissiger Mykobakterienkulturen gewonnen
wird. Tuberkulin ruft beim Einbringen in die Haut eine Immunreaktion hervor, wenn zuvor ein Kontakt mit M. tu-
berculosis stattgefunden hat (verzdgerte Immunreaktion vom Typ IV). T-Lymphozyten wandern an den Injektions-
ort und rufen eine sichtbare Schwellung hervor.

Tuberkulintest als Intrakutantest nach Mendel-Mantoux

Der Mendel-Mantoux-Test ist durch die dosisgenaue, intrakutane Verabreichung der Tuberkulinmenge zuverlas-
siger als der inzwischen nicht mehr verwendete Stempeltest (Tine-Test). Verwendet wird Tuberkulin PPD RT 23
SSI (Statens Serum Institut, Kopenhagen, in Deutschland seit 2009 zugelassen). Verabreicht werden 2 TE (Tu-
berkulin-Einheiten) streng intrakutan (in die Epidermis).

Es werden 0,1 ml (100 pl) der Tuberkulin-Lésung gespritzt
(Abb. 2). Die Injektion muss unbedingt intrakutan erfolgen,
da eine eventuelle positive Reaktion bei einer tiefen Injektion
schwierig zu beurteilen ist und unter Umstanden eine Wieder-
holung des Tests erforderlich wird.

Wird die Injektion korrekt durchgefiihrt, bildet sich unmittelbar
danach eine weille Papel mit einem Durchmesser von etwa 10
mm, die rund 10 Minuten lang sichtbar bleibt. Nach der Injekti-
on darf die Teststelle nicht gerieben oder UberméaRiger UV-
Strahlung ausgesetzt werden.

Abb. 2: Injektionstechnik

Ablesung und Bewertung

Die Reaktion wird nach 3 Tagen abgelesen. Bei einer positiven Reaktion ist eine flache, unregelméRige Indurati-
on (verhartete Schwellung) tastbar, die von einer mehr oder weniger abgegrenzten Rétung umgeben ist. Es wird
nur die GrolRe der Induration gemessen (Abb. 3).

Bei Immungesunden ist eine Induration ab 6 mm als hochver-
dachtig einzustufen. Bei Immunsupprimierten und Kleinkindern
ist der Verdachtsfall bereits bei einer Induration von unter 6 mm
gegeben.

Eine positive Reaktion kann Folge einer latenten Infektion, einer
friheren BCG-Impfung oder einer aktuell bestehenden Tuberku-
lose sein.

Falsch-negative Testergebnisse treten auf z. B. bei Immunsup-
pression, akuten Infektionskrankheiten (z. B. Masern), konsu-

“" mierenden Erkrankungen, Kachexie, Patienten mit aktiver Tu-
Abb. 3: Messung der Induration berkulose und schwerem Krankheitsverlauf (Miliartuberkulose!).
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1.3.2 Interferon-y-Induktionstests (IGRA-Tests)

Diese Tests beruhen auf dem Nachweis einer IFN-y-Produktion von T-Lymphozyten, die durch M.-tuberculosis-
spezifische Antigene stimuliert werden.

Das Testkit beinhaltet 34 spezielle Réhrchen, die mit Vollblut befiillt werden:

* Positivkontrolle (Mitogen):
enthalt ein unspezifisches Mitogen, das zu einer polyklonalen T-Zell-Stimulation fiihrt (weist das Vorhanden-
sein stimulierbarer T-Lymphozyten bei dem Pateinten nach)

* Negativkontrolle:
enthalt kein Stimulans (weist die unspezifische IFN- y-Produktion im Blut nach)

 1-2 Roéhrchen mit synthetisch hergestellten Peptiden, die M.-tuberculosis-spezifische Antigene reprasentie-
ren (ESAT-6, CFP-10):
Hatte ein Patient im Laufe seines Lebens Kontakt mit M.-tuberculosis-Komplex, kommt es zu einer IFN- y-
Freisetzung durch die sensibilisierten T-Lymphozyten.

Nach einer Inkubation der Rohrchen fiir 16-24 h erfolgt mittels ELISA die Quantifizierung des freigesetzten Inter-
feron y.

Der Testablauf und das Auswertungsschema sind in Abb. 4 bzw. Tab. 1 dargestellt.

Indikationen:
» Verdacht auf latente oder behandlungsbediirftige Infektion mit M. tuberculosis

» Untersuchung von Kontaktpersonen von Patienten mit offener Tuberkulose (zu beachten ist die Latenz-
zeit von 6-8 Wochen nach stattgehabter Exposition!)

»  Screeningverfahren zum Ausschluss einer latenten Tuberkulose vor einer geplanten Immunsuppression
(z. B. bei Patienten mit rheumatologischen Erkrankungen)

Vorteile:

* keine Kreuzreaktion mit BCG oder atypischen Mykobakterien (Ausnahme: M. kansasii, M. marinum, M.
szulgai)

» hohe Sensitivitat und Spezifitat
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7. Tuberkulose, granulomatdse Entziindungen

Heparinisiertes Vollblut wird in 3 Proben aufgeteilt:

1 2 3
Kontrolle: Inkubation mit Positivkontrolle: Inkubation
Ohne Zusatz M. tuberculosis spezifi- mit einem sog. Mitogen,
Von Antigenen schen Antigenen das alle T-Zellen (nicht nur
(z.B. ESAT-6, CFP-10) die M. tuberculosis-

spezifischen) aktiviert.

Inkubation Uber Nacht

|

Sensibilisierte Zellen* setzen IFN-y frei

Quantifizierung

des IFN-y ELISA Reader
im Uberstand l

Ergebnisse ausgedriickt als
IEN-y (pg/ml oder IU/ml)

Nach: C. Lange et al., Deut. Med. Wochenschrift,
Vol. 131: 341-347 (2006)

Abb. 4: Testablauf des Interferon-y-Induktionstests mittels ELISA (enzyme-linked immunosorbent as-
say)

* sensibilisierte Zellen sind M.-tuberculosis-spezifische T-Gedachtniszellen, also T-Lymphozyten, die bereits
Kontakt zu Antigenen von M. tuberculosis hatten

Positives Ergebnis: Eine klinisch akute oder eine zurlickliegende (latente) Infektion mit Bakterien des M.-
tuberculosis-Komplexes ist sehr wahrscheinlich. Bei klinischem Verdacht auf eine akute, behandlungsbediirftige
Tuberkulose sind weitere diagnostische Verfahren erforderlich (z. B. bildgebende Verfahren, mikrobiologische
Untersuchung von Sputum etc.).

Negatives Ergebnis: Eine Infektion mit Bakterien des M.-tuberculosis-Komplexes ist unwahrscheinlich, aber
nicht ausgeschlossen.

Nicht auswertbares Ergebnis: Die Positivkontrolle (hierbei werden die T-Zellen mit einem sog. Mitogen inku-
biert, das alle T-Zellen (nicht nur die M. tuberculosis-spezifischen) aktiviert) fallt negativ aus. Dies ist beispielwei-
se der Fall, wenn der Patient aufgrund einer bestehenden Immunsuppression keine (funktionstiichtigen) T-
Lymphozyten besitzt.

1.3  Resistenztestung von Mykobakterien

Resistente M.-tuberculosis-Stamme sind ein zunehmendes Problem. Man unterscheidet insbesondere zwei Re-
sistenzmuster (andere Resistenzen kommen auch vor):

1. MDR-Stamme (multidrug resistance): Resistenz gegen Isoniazid und Rifampicin

2. XDR-Stamme (extensive drug resistance): Resistenz gegen Medikamente der 1. Wahl (Isoniazid und
Rifampicin) und Fluorchinolone und mindestens eines der drei injizierbaren Medikamente der 2. Wahl
(Capreomycin, Kanamycin und Amikacin)
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Fir die konventionelle Resistenztestung mittels Fliissigkultursystem muss das Mykobakterienisolat in der Kultur
anwachsen. Dies kann mehrere Wochen in Anspruch nehmen. In dieser Zeit besteht die Gefahr, dass der Patient,
wenn Resistenzen vorliegen, mit unwirksamen Medikamenten behandelt wird.

Der molekulargenetische Nachweis von Resistenzen direkt aus der Patientenprobe kann innerhalb von 4 h Hin-
weise auf das Vorliegen von Resistenzen geben. Diese Resistenzen gegen Tuberkulostatika entstehen in Stam-
men des M.-tuberculosis-Komplexes durch resistenzvermittelnde Mutationen in den Genen, die als Angriffspunkt
der Tuberkulostatika dienen. Zum raschen Nachweis dieser Mutationen wird die genomische DNA der Bakterien
isoliert und untersucht. Diese DNA-Isolierung kann sowohl aus Kulturmaterial als auch aus mikroskopisch positi-
vem Direktmaterial (z. B. Sputum eines Patienten) erfolgen. Technisch benutzt man meist eine Kombination aus
PCR und nachfolgender Hybridisierung mit membrangebundenen Sonden zum Nachweis der resistenz-
vermittelnden Mutationen oder des unveranderten Gens. Der Vorteil dieser Testung gegeniber der sog. phéno-
typischen Testung (die Ubliche Testung, bei der die Bakterien den Antibiotika ausgesetzt werden und das Wachs-
tum beobachtet wird; s. friihere Stunde) ist die Geschwindigkeit und die Méglichkeit, dies bereits aus dem Pri-
mérmaterial des Patienten durchzufthren.

Wir kennen die meisten Mutationen in den entsprechenden Zielgenen. Der Nachweis dieser Mutationen wird nun
auf folgende Weise gefilhrt:

Ein Fragment der mykobakteriellen genomischen DNA wird amplifiziert (PCR), und zwar das Sttick, auf dem die
Mutation liegt - falls vorhanden. Das amplifizierte Stiick DNA muss nun daraufhin untersucht werden, ob die Se-
quenz ,normal* ist (also genau dem Gen entspricht, wie es die Bakterien normalerweise tragen) oder eine Mutati-
on hat. Technisch wird das durch ,Hybridisierung* gemacht: Das amplifizierte Fragment wird mit einem Streifen
inkubiert, auf den an einer Stelle (s. Abb. 5) das gleiche Fragment (z. B. aus dem rpoB-Gen) aufgetragen ist. Die
amplifizierte DNA hybridisiert, d. h. bindet an das immobilisierte Fragment, und diese Bindung ist starker, wenn
die Sequenz genau lbereinstimmt. Durch die richtige Wahl der Bedingungen kann der Test so eingestellt werden,
dass das Amplifikat nur dann bindet, wenn die Sequenz genau stimmt.

Auf den Streifen ist nun an einer Stelle M.-tuberculosis-DNA mit Normalsequenz, an einer anderen Stelle das
gleiche DNA-Fragment mit mutierter Sequenz aufgetragen. Dieser Streifen wird mit dem Amplifikat aus Patien-
tenprobe oder -stamm inkubiert. Dann bindet unveranderte Sequenz (falls amplifiziert, also falls der Stamm die
unveranderte Sequenz tragt) an unverénderte Sequenz, und ggf. mutierte Sequenz an mutierte Sequenz. Das
gebundene Amplifikat wird dann sichtbar gemacht und erscheint als Bande auf dem Streifen (hierfiir gibt es ver-
schiedene Techniken; z. B. kann wahrend der PCR ein Biotinmolekil eingefiihrt werden, das spater durch ein
enzymatisch markiertes Avidin und eine Enzymreaktion (Farbumschlag) nachgewiesen wird). Man bekommt also
ein Signal (eine sichtbare Bande) an der Stelle, wo unmutierte Sequenz aufgetragen ist, falls die Mykobakterien
im Patientenmaterial keine Mutation tragen (und empfindlich sind); falls die Bakterien mutiert sind (und dann
resistent im Beispiel gegen Rifampicin), bekommt man ein Signal an der Stelle, wo die mutierte Sequenz aufge-
tragen ist.

Diese Methode ist deutlich schneller als die kulturelle Resistenzbestimmung (s. 0., Flussdiagramm), jedoch we-
niger umfassend. Sie kommt insbesondere zum Einsatz, wenn bereits der Verdacht auf eine Resistenz besteht
(z. B. erfolglose Vorbehandlung, Patient aus Hochrisikogebieten).

Ihnen wird der Test am Beispiel der Bestimmung einer Rifampicin- und/oder Isoniazid-Resistenz demons-
triert:

» Rifampicin hemmt die RNA-Polymerase durch Bindung an deren -Untereinheit. Der Nachweis einer
Rifampicin-Reistenz wird durch die Analyse der wichtigsten Mutationen des rpoB-Gens (kodiert fiir die
[3-Untereinheit der RNA-Polymerase) geflihrt.

» Isoniazid hemmt die Mycolsauresynthese durch Hemmung der Enoyl-ACP-Reduktase. Isoniazid muss
zunachst in der Mykobakterienzelle durch die Katalase/Peroxidase aktiviert werden. Zur Identifizierung
einer ,High-level“-Isoniazid-Resistenz wird das katG-Gen (kodiert fiir die Katalase-Peroxidase) unter-
sucht. Zur Identifizierung einer ,Low-level“-Isoniazid-Resistenz wird die Promoterregion des inhA-
Gens (codiert fur die NADH-Enoyl-ACP-Reduktase) untersucht. Bei Mutationen in der Promotorregion
kommt es zu einer Uberexpression der Reduktase.

Der Streifen zeigt, ob das Gen in der nicht mutierten, normalen Form vorliegt (,Wildtyp“, WT) oder mutiert ist
(MUT).
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Praktische Ubung:

7. Tuberkulose, granulomatése Entziindungen

lhnen werden Membranstreifen bereitgestellt, die Sie mit Hilfe der untenstehenden Abbildung auf Rifampicin- und
Isoniazid-Resistenzen untersuchen. Protokollieren Sie das Ergebnis in der Tabelle und bewerten Sie die Resis-
tenz gegentiber Isoniazid (,high level”, low level) und Rifampicin.

Kanjugathontralle
Amplilikationskontrolie
M. lubercioiis- Komplex

rpod Locuskontrolls oo
rpoB-Wildtypsande 1
rpaB-Wildlypsande 2
rpal-Wildypsande 3
rpal-Wildypsonde &
rpol-Wildtypsonde 5
rpaB-Wildtypsonde &
rpo-Wildtypsonde 7
rpaB-Wildiypeonde 8

rpel-Mutationssonde 1
rpaB-Mutstionssande 24
rpeB-Mulathonssonde 28

rpef-Mutationssonde 3

kath Locuskontrolls
katG-Wildtypsonde
katG-Mutationssonde 1
katG-Mulationssonde 2

mhd Locushontrelle .-
imfd-Wildtypsonde 1 o oees
Jnhd-W:Ldl:,-punndQ rd
mid=Mutationssonde 1
mhd-Mulathonssonde 2
IakA-Mutitionasonds 1A
intid-Mutationssonde 36
Farbmarkiarumng

2

Kenjugatkontrolls
Armplifikatienskontrolle
M, fubercidosis-Romplex

rpnd Locuskontralls
rpoB-Wildtypsonde 1
rpeB-Wildtypsondes 2
rpeB-Wildtypsonde 3
rpef-Wildtypsonda 4
recE-Wildtypsonde 3
rpoE-Wildtypsonde 4
rpoE-Wildtypsonda T
rpol-Wildypsonda §
rpef-Mutationssonde 1
rped-Mutatianssonde 24
rpof-Mutationssonde 28
rpoB-Mulationssande 3

|

Jealli Locuskentratle

A RatG-Wildtypsonde
- RatG-Mutationssonde 1
o e SRR katG-Mutationssonde 2

inh Locushaontrolle
inf-Wildtypsonde 1
inhA-Wiildtypsande 2
..................... k- Mutationasonds 1
. eiansns infA-Mutationssonde 2
iy S— . snamn ATEEE infed-Mutationesonds 34
-------------- Rsaeet infA-Mulationasonde 28

Resistenz

-
R+l

Farbrarkberung

| R+l R+l R = Rifamqricin
| = |gomarid

Abb. 5: Ergebnisbeispiele mit dem GenoType® MTBDRplus der Firma Hain

Werten Sie die Untersuchung von 3 Patientenmaterialien aus und interpretieren Sie den Ausfall des Testes:

Nr. 1

Nr. 2

Nr. 3

T T T
f 114 l i | | i
<m <o
88 . a3
o Lt AT e Tt Ll o e N 2.
ESEEEEEES99e £33 Efoone
COooOoOOODOONEO Bone
99D S3E8E3838%8sR Eng IEEEETEM
T i o | g H |
OO O T T
LT TR B R b i SE: o 3
| NIRRT RN | |

=

RMP| INH
5§§§§§s§s§
Interpretation:
‘ | [ | I [ | || l I [ | Rifampicin S, Isoniazid high level R
LTI Rifampicin R, Isoniazid low level R
(TTTTTTITLT]  wideye

Abb. 6: Ergebnisse des GenoType® MTBDRplus der Firma Hain bei 3 Patientenproben
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2 Aktinomyzeten

,trahlenpilze®, griech. aktis = Strahl; mykes = Pilz; grampositive Fadenbakterien, die mit verzweigten Ge-
flechten wachsen.

Einteilung der humanmedizinisch bedeutsamen Aktinomyzeten in 2 Gruppen:
1. Aktinomyzeten mit fermentativem Kohlenhydratstoffwechsel (Actinomyces species)
2. Aktinomyzeten mit oxidativem Kohlenhydratstoffwechsel (Nocardia species)

21  Aktinomyzeten mit fermentativem Kohlenhydratstoffwechsel
Naturlicher Standort: Schleimhautoberflachen von Warmblitern

Obligat bzw. fakultativ anaerobes Wachstum

Arten: Actinomyces israelii, A.odontolyticus, A. naeslundii u.a.

Krankheitsbilder: endogene Infektionen wie Karies, Parodontitis (A. viscosus, A. naeslundii), Entziindung der
Tranenkanalchen, Aktinomykose (A. israelii, A. gerencseriae)

Aktinomykosen: granulomatds-eitrige Entziindungen, langsame Ausbreitung, multiple Abszedierung + Fistelbil-
dung, diinnflissiger Eiter mit Drusen (harte Kérnchen, z. T. makroskopisch erkennbar); Rezidivneigung!

Pathogenese: Lokale Herabsetzung der O»-Spannung durch mangelhafte Blutversorgung (GefalRerkrankung,
Verletzung, Fremdkorper, andere Mikroorganismen); Echte Aktinomykosen = Mischinfektionen, Aktinomyzeten
= Leitkeime; Funktion der Begleitbakterien: O--Zehrer, Bildung von Enzymen, Toxinen

Lokalisation: In schleimhautnahen Geweben = Ausbreitung per continuitatem oder hdmatogen = Absiedlungen
im Korper

60 % cervicofacial: Ursachen: Zahnextraktion, Kieferbruch, periodontaler Abszess, Fremdkorper, z. B. Kno-
chensplitter, Fischgrate, vereiterte Tonsillenkrypten

15 % thorakal: Ursachen: Aspiration erregerhaltigen Materials; fortgeleitet aus dem Halsbereich; hdmatogen

20 % abdominal: Ursachen: Verletzungen (Fischgréaten, Knochensplitter), Entzlindungen der Darmschleimhaut
(Appendizitis, Sigmadiverticulitis); ausgehend vom weibliche Genitale (Intrauterinpessar!)

Praktische Ubungen:

21.1 Grampraparat Aktinomyzeten-Eiter

Suchen Sie zuerst mit dem 10er-Objektiv in der Ubersicht ein blaues ,Aktinomyzetengeflecht*, dann schwenken
Sie auf das 100er-Objektiv.

Achten Sie auf die Begleitflora und die Entziindungszellen. Aktinomyzeten erscheinen als grampositive Geflechte,
aber auch als sehr kurze pleomorphe Faden, die gramlabil bis gramnegativ reagieren konnen.

Skizzieren Sie ihre Beobachtungen!

Aktinomyzeten-Eiter, 10er-Objektiv Aktinomyzeten-Eiter, 100er-Objektiv

Ubersicht: Aktinomyzeten mit Entziindungszellen ,Geflecht” und Begleitkeime
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7. Tuberkulose, granulomatése Entziindungen

Welche Bakterienarten werden als Begleitflora bei Aktinomykosen nachgewiesen?

Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Anaerobier (Bacteroides spp., Fusobakterien), fakultative Anaerobier
(Enterobacteriaceae, Staphylokokken, Streptokokken)

Was ist bei Verdacht auf Aktinomykose bei der Entnahme von Untersuchungsmaterial zu beachten?

Untersuchungsmaterial von Schleimhautoberflachen ist haufig schwierig zu beurteilen, da zwischen Standort-
flora und pathogenetisch relevanten Keimen nicht sicher unterschieden werden kann; Anaerobierdiagnostik!

Wie wird eine Aktinomykose behandelt?

» Antibiotische Therapie: Penicillin G bzw. Amoxicillin (Aktinomyzeten) und angepasst an Begleitkeime

»  Chirurgische Therapie: Fistelgange, Abzessdrainage u.a.

21.2 Aktinomykose beim Rind

Es wird der Unterkiefer eines Rindes mit Aktinomykose demonstriert. Sie kénnen ,Drusen* (1-2 mm groRRe ver-
kalkte Kdrnchen) erkennen.

2.2  Nokardien (Aktinomyzeten mit oxidativem Kohlenhydratstoffwechsel)
Natirlicher Standort: freie Natur, v. a. Erdreich

Grampositive verzweigte Fadenbakterien, die in stabchenformige bis kokkoide Elemente zerfallen kdnnen. No-
kardien sind katalasepositive, obligate Aerobier mit oxidativem Kohlenhydratstoffwechsel.

Arten: Nocardia farcinica, N. asteroides, N. brasiliensis u.a.
Nokardiosen treten typischerweise bei Immunsuppression, seltener bei Immungesunden, auf.

Verlaufsformen: pulmonal (Abszesse, Kavernenbildung), systemisch (Absiedlung in verschiedene Organe, be-
sondere Affinitat zum ZNS), kutan

Praktische Ubungen:

2.2.1 Nokardien-Kulturen

Sie erhalten eine Blutplatte, deren eine Halfte mit Nocardia asteroides und deren andere Halfte mit Nocardia
farcinica beimpft wurde. Beschreiben Sie die Nokardien-Kolonien (Farbe, Koloniemorphologie).

2.2.2 Grampraparat von Nokardien-Kultur

Skizzieren Sie lhre Beobachtungen!
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Koloniefarbe und -morphologie: Nokardien, Gram, 100er-Objektiv

N. asteroides:

N. farcinica:

3 Brucellen

Die Brucellose ist eine klassische Zooanthroponose. Der Mensch infiziert sich durch direkten oder indirekten
Kontakt (Milch und Milchprodukte) mit kranken Tieren.

Humanpathogene Arten: Brucella abortus (Morbus Bang), B. melitensis (Maltafieber)

Das akute Krankheitsbild wird aufgrund der charakteristischen Fieberkurve auch als ,undulierendes Fieber* be-
zeichnet. Beim chronischen Verlauf kommt es zu Organmanifestationen (Hepatitis, Orchitis, Arthritis) mit gra-
nulomatdser Entziindung.

Untersuchungsmaterial: Blut, Knochenmark (sensitiver als peripheres Blut), Abszesseiter, Lymphknoten, Leber-
und Milzbiopsien (Verdachtsdiagnose mitteilen, da Bebriitungsdauer 21 Tage)

Serologie: spezifischer Antikérpernachweis, da der Direktnachweis haufig nicht gelingt

Der Nachweis ist nach dem Infektionsschutzgesetz meldepflichtig.

Praktische Ubung:

3.1 Grampraparat Brucella abortus (Kultur)

Brucella abortus, Gram, 100er-Objektiv Skizzieren Sie lhre Beobachtungen!

Welches Gramverhalten zeigt B. abortus?
Gramnegative Stabchen
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4 Kasuistik

Eine 83-jahrige Patientin wird am 19. Mai im Krankenhaus Schopfheim wegen einer Pneumonie stationar aufge-
nommen. Rontgenologisch finden sich eine ausgedehnte Verschattung des rechten Oberlappens und multiple
vergrolerte Lymphknoten, z. T. mit Verkalkung (siehe Abb. 7). Bei der Anamnese gibt die Patientin an, sich be-
reits seit Wochen miide und schwach zu fiihlen. Sie habe an Gewicht verloren. Das Treppensteigen falle sehr
schwer. Sie habe Husten und Auswurf, der manchmal auch blutig tingiert sei. Nachts schwitze sie stark.

W

Abb. 7: Thoraxrdntgenbild

Bekannt sind bei der Patientin ein Mammakarzinom (mit Z. n. Ablatio), ein Diabetes mellitus Typ Il seit 3 Jahren,
diabetische Ulzera am Ful} und eine ausgepragte periphere arterielle Verschlusskrankheit (Stadium V) sowie
eine dialysepflichtige terminale Niereninsuffizienz bei diabetischer Nephropathie.

4.1 Welche Verdachtsdiagnosen ergeben sich aus der Anamnese und der Bildgebung?
*  Maligne Raumforderung (primarer Lungentumor, Metastase)

*  Chronische Lungeninfektion

Ohne mikrobiologische Diagnostik wird eine Therapie mit Ampicillin/Sulbactam gestartet, die nach einer Woche
mit Vancomycin erganzt wird. Unter dieser Therapie verschlechtern sich die Lungenbefunde. Eine bronchoalveo-
lare Lavage (BAL) am 21. Juni, welche allgemein-bakteriologisch (Gram-Farbung, Kulturen auf Blut- und Koch-
blutplatten) und zytologisch (Hamatoxylin-Eosin-Farbung) untersucht wurde, ergab ,,zahlreich Enterokokken,
Stenotrophomonas maltophilia und Candida albicans“ sowie ,eine geringgradige chronisch-lymphozytare
Entziindung ohne Hinweis auf maligne Zellen“.

4.2 Welche Pneumonieerreger wurden bisher bei der allgemein-bakteriologischen Diagnos-
tik beriicksichtigt?

*  Erreger der ambulant erworbenen Pneumonie, die auf aerob bebriteten Nahrbdden wachsen, wie S.
pneumoniae, H. influenzae, M. catarrhalis, S. aureus, Enterobakterien, P. aeruginosa, u. a. Nonfermen-
ter

4.3 Beurteilen Sie die durchgefiihrte Antibiotikatherapie hinsichtlich ihrer Sinnhaftigkeit bei
der ambulant erworbenen Pneumonie. Wie ist der mikrobiologische Befund bei der
durchgefiihrten BAL einzuschatzen?

*  Ampicillin/Sulbactam: OK fiir die Therapie einer ambulant erworbenen Pneumonie (Erregerspektrum S.
pneumoniae, H. influenzae, M. catarrhalis, S. aureus (nicht MRSA), z. T. Enterobakerien); Aspirations-
pneumonie (Anaerobier-wirksam)

e Vancomycin: nicht indiziert (kein MRSA-Nachweis)
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» Enterokokken, Stenotrophomonas maltophilia, Candida albicans in der BAL sind
Ersatzflora (nach Antibiotikagabe)

Am 9. Juli wird die Patientin in die Medizinische Klinik des Universitatsklinikums Freiburg aufgenommen. Bei der
Aufnahme wird ein Rachenabstrich in der Multiplex-PCR fir respiratorische Erreger (Influenza A + B, RSV, hu-
manes Metapneumovirus (HMPV), humanes Bocavirus, Parainfluenzavirus 1-4, Coronaviren, Rhinoviren, Entero-
[Parechoviren, Adenoviren, Mycoplasma pneumoniae, Legionella pneumophila und Bordetella pertussis) unter-
sucht. Die Multiplex-PCR ist negativ. Im Urin wird kein Legionella-Antigen nachgewiesen.

4.4 Beurteilen Sie die Diagnostik hinsichtlich ihrer Sinnhaftigkeit in diesem Fall!

e Das untersuchte Erregerspekirum verursacht akute Infektionen, die klinisch als atypische Pneumonien
imponieren und radiologisch ein interstitielles Verschattungsmuster zeigen.

Die Patientin wird mit Clarithromycin (Makrolid) und Meropenem (Carbapenem) behandelt. Am 10. Juli wird Flu-
conazol (ein Azol) zur Therapie einer méglichen Pilzinfektion ergénzt. Am 23.7. wird auf Levofloxacin (Fluorchino-
lon) und Caspofungin (neues Breitspektrum-Antimykotikum) umgesetzt. Unter dieser Therapie hat die Patientin
weiterhin ansteigende Konzentrationen von C-reaktivem Protein (CRP 136 am 24.7.) und Temperaturen zwi-
schen 37 °C und 38,6 °C.

Vom 9. bis zum 25. Juli waren 11 Blutkulturen und 2 Pleurapunktate (in Blutkulturflaschen) allgemein-
bakteriologisch untersucht worden, ohne positives Ergebnis.

4.5  Welches Erregerspektrum wird nun von der Therapie erfasst?

»  Makrolid: Therapie der interstitiellen (,atypischen®) Pneumonie (Mykoplasmen, Chlamydien, Legionellen)

e  Carbapenem: Nosokomial erworbene Pneumonieerreger (Enterobakterien, P. aeruginosa u. a. Nonfer-
menter); Aspirationspneumonie (Anaerobier-wirksam); z. T. Nokardien

» st bei der Patientin aufgrund ihrer diabetischen Grunderkrankung eine ,Blindtherapie® (ohne Erreger-
nachweis) mit Antimykotika indiziert? Nein; typischer Risikofaktor fir eine Fadenpilz-Pneumonie ist die
Neutropenie; Risikofaktor fiir eine Pneumonie mit Cryptococcus neoformans bzw. P. jirovecii ist der
Mangel an T-Lymphozyten; Cryptococcus gatti kommt auch bei Immungesunden vor; Pneumonien
durch Hefepilze (Candida) sind extrem selten; Diabetes mellitus ist ein Risikofaktor flir eine Infektion mit
Mucorales (hier waren Fluconazol bzw. das Echinocandin Caspofungin nicht wirksam). Eine Infektion
mit dimorphen Pilzen kommt bei einer entsprechenden Auslandsanamese in Betracht.

Der PJ-ler wird vom Stationsarzt beauftragt, die Patientin und die Frage von Therapieresistenz und Ausbleiben
eines Erregernachweises in der Fallkonferenz der Abteilung vorzustellen. Mit Enthusiasmus recherchiert er in
seinem alten Lehrbuch Mikrobiologie und seinem arg zerlesenen Kursskript Mikrobiologie.

4.6 Welche Erreger/Ursachen wurden bisher bei der Diagnostik nicht beriicksichtigt? Wel-
che Untersuchungsmaterialien und -methoden sind sinnvoll, um Infektionen mit diesen
Erregern zu bestatigen oder auszuschlieBen?

*  Tuberkulose
* Lungenabszess, Ursachen:

- Aspiration (Anaerobier)

- hdmatogene Streuung, z. B. bei Rechtsherzendokarditis

- Komplikation einer bakteriellen Pneumonie, z. B. durch S. aureus

- Amobenabszess (selten), z. B. durch Penetration eines Leberabszesses
»  Aktinomykose
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* Nokardiose

* Melioidose (Auslandsanamnese!)

« Endemische Pilzinfektionen, z. B. durch dimorphe Pilze (Histoplasmose, Kokzidioidomykose), Krypto-
kokkose

»  Opportunistische Fadenpilzinfektionen (Risikofaktoren!), z. B. Aspergillose, Mucoralesinfektion

»  Echinokokkose (zystischer Prozess)

» nicht-infektiése Ursachen: Bronchial-Carcinom, Lungenmetastasen, Wegener-Granulomatose, Rheuma-
knoten, Sarkoidose, Lymphom

Auf Anraten von Mikrobiologen und Infektiologen werden zwei diagnostische Malnahmen, némlich ein IFN-y-
Induktionstest und eine weitere BAL durchgefiihrt. Eigentlich hatte der PJ-ler die Ideen, aber daran erinnert sich
niemand mehr:

4.7 Welches Untersuchungsmaterial muss fiir den Interferon-y-Induktionstest von der Pati-
entin gewonnen werden?
* heparinisiertes Vollblut

Der Interferon-y-Induktionstest fallt wie folgt aus (in der Tabelle unten sehen Sie die Kriterien, die fiir die Interpre-
tation angewendet werden):

IE / mi
Nullwert Th-Antigen- Mitogen-stimulierte Th-Antigen minus | Mitogen minus Null-
stimulierte Probe Probe Nullwert wert
0,65 1,65 >10 1,00 >10

Tab. 1: Interpretationskriterien des Interferon-y-Induktionstests:

Null (IE/ml) TB-Antigen minus Null (IE/ml) Mitogen minus Null (IE/ml) Interpretation
<0,35 =05 negativ
<80 20,35 (und = 25 % des Nullkontrollwertes) beliebig positiv
<0,35 <05 unschliissig
>8 <0,35 beliebig unschliissig

Wie oben ausgefiihrt (s. Einleitung), werden bei diesem Test fir jeden Patienten eine Negativkontrolle (,Null)
und eine Positivkontrolle (Mitogen) mitgefiihrt. Nur wenn beide Kontrollen im Sollbereich liegen (Nullwert unter
8,0, Mitogenwert Uber 0,5), ist der Test auswertbar. Zum Beispiel kénnen lange Transportzeiten den Test beein-
trachtigen.

4.8 Wie interpretieren Sie das Testergebnis der Patientin?

e Positiv (ist allerdings nicht beweisend flir akute Infektion)

4.9 Welche Untersuchungen werden in der Mikrobiologie aus der BAL angefordert?

« Pathogene Keime ((ibliche Erreger)
e Pilze (Auslandsananamnese angeben)
e Tbc/ Mykobakterienkultur
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Aktinomyzeten / Nokardien

Von der BAL mit der Anforderung ,,Tbc / Mykobakterienkultur“ werden Spezialfarbungen durchgefiihrt (Au-
ramin-Rhodamin, Ziehl-Neelsen-Farbung). Ergebnis der Ziehl-Neelsen-Farbung siehe Abb. 8.

4.10

4.11

4.12

4.13

4.14

Wie ist dieser Befund zu interpretieren?

Séaurefeste Stabchen (nicht beweisend flir Mtb)

Was bedeutet der Begriff der ,Saurefestig- '
keit“? e

Keine Entfarbung nach Behandlung mit Saure-
Alkohol

Welche Bakterien weisen eine ,Saurefestig- - -

it“ auf? ,
keit” auf? Abb. 8: BAL, Ziehl-Neelsen-Férbung
Mykobakterien (partiell sdurefest: Nocardia spp.)

Klinisch besteht nun der Verdacht auf eine offene Tuberkulose. Was ist darunter zu ver-
stehen? Wie wird der Verdacht bestatigt? Beschreiben Sie das weitere Vorgehen! Wel-
che Schritte werden unternommen, um friihere Kontaktpersonen, Mitpatienten und das
Personal zu schiitzen?

Bei der offenen Lungentuberkulose scheiden Erkrankte den Erreger aus. Das Risiko fir eine Ansteckung
hangt von den Umstanden der Exposition ab (Konzentration der Erreger in der Umgebungsluft, Virulenz
des Erregers, Expositionsdauer und -intensitat). Die Ansteckungsfahigkeit ist am hochsten, solange sau-
refeste Stabchen mikroskopisch, als Zeichen einer hohen Keimzahl, in respiratorischen Sekreten nach-
weisbar sind (Nachweisgrenze 10104 Bakterien pro ml). Die Ansteckungsfahigkeit von Patienten, bei
denen lediglich ein kultureller oder molekularbiologischer Keimnachweis gelingt, ist demgegentber deut-
lich geringer.

NAT zur Unterscheidung M.-tuberculosis-Komplex/ubiquitdre Mykobakterien — Infektionspréventions-
maflnahmen, Wahl der Therapie

Entscheidung, ob molekulargenetische Resistenztestung durchgeflihrt wird (Patient aus Risikogebiet
oder Kontakt zu Risikopatienten; Vortherapie); in diesem Fall wahrscheinlich Reaktivierung
Infektionspravention: rdumliche Isolierung; Mund-Nasen-Schutz flir den Patienten; Atemschutzmaske
(FFP2) fir Personal und Besucher; Umgebungsuntersuchungen, die nach erfolgter Meldung durch das
zustandige GA veranlasst werden

§6 IfSG: érztliche Meldepflicht: Erkrankung oder Tod an behandlungsbedirftiger Tuberkulose
§ 7 1fSG: Meldepflicht des Labors: Nachweis von saurefesten Stabchen im Sputum; direkter Erreger-
nachweis aller zum M.-tuberculosis-Komplex gehorenden Spezies auer BCG; Ergebnis der Resistenz-
bestimmung

Wie wiirden Sie die antimikrobielle Therapie umstellen? Warum wird eine Kombinations-
therapie durchgefiihrt?

Tuberkulose-spezifische Therapie (2 Monate 4-fach, 4 Monate 2-fach)

Die Behandlung der Tuberkulose erfolgt ausschlieRlich mit einer Kombination von Medikamenten. Zwei
Griinde: Die Tuberkulosebakterien kdnnen innerhalb der tuberkulésen Lésionen in biologisch sehr ver-
schiedenen Populationen vorkommen, zu deren optimaler Bek&mpfung je nach pH-Wert und Wachs-
tumsgeschwindigkeit verschiedene Antituberkulotika jeweils am besten geeignet sind. Die Medikamente
unterscheiden sich in ihren Wirkmechanismen und Wirkorten (Zytosol, Lysosom, etc.), so dass die Erre-
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ger auf unterschiedlichen Stufen abgetétet oder in ihrer Vermehrung gestoppt werden. Der zweite wich-
tige Grund flr eine Kombinationsbehandlung ist die Vermeidung der Selektion oder Entwicklung resis-
tenter Keime, denn bei einer Erkrankung an Tuberkulose sind immer Erreger vorhanden, die gegen ein
bestimmtes Medikament durch Mutation resistent werden und die bei einer inadaquaten Therapie selek-
tioniert werden wiirden.

Nach drei Wochen werden die Bakterien im Fliissigkultursystem angeziichtet. Es erfolgen die Identifikation der
Spezies innerhalb des M.-tuberculosis-Komplexes und eine konventionelle, phanotypische Resistenztestung
(Isoniazid, Rifampicin, Pyrazinamid, Ethambutol, Streptomycin).

5  Vorbereitung fur die nachste Kursstunde

In der nachsten Kursstunde werden Sie die Diagnostik von Harnwegsinfektionen kennenlernen. Hierfiir sollen Sie
lhren eigenen Mittelstrahlurin mitbringen (pro Tisch mindestens ein Student, max. finf Studenten). Sie erhalten
von uns einen Urinbecher sowie eine Urinmonovette flir den Transport. Mittelstrahlurin sollte nach einer Miktions-
pause von mindestens 3 h gewonnen werden. Um eine Kontamination Ihres Urins mit Keimen der Urethral- und
Umgebungsflora zu vermeiden, beachten Sie bitte folgende Anleitung fir die Uringewinnung:

Frauen:
» Héande mit Wasser und Seife waschen
»  Labien mit einer Hand spreizen (bis zum Abschluss der Uringewinnung)

»  Vulva mit der anderen Hand dreimal von vorn nach hinten mit in lauwarmes Wasser getauchten Tupfern
reinigen (jeweils frischen Tupfer verwenden)

»  Harnréhrendffnung mit Tupfern trocknen und einen Tupfer in den Scheideneingang einlegen
Manner:

» Hénde mit Wasser und Seife waschen

» Vorhaut vollstandig zurtickziehen

»  Eichel zweimal mit einem Tupfer und warmem Wasser reinigen (jeweils frischen Tupfer verwenden)

* mit einem dritten Tupfer Eichel und Harnréhrendffnung trocknen

Drei Sekunden nach Beginn der Miktion (der Erststrahlurin wird nicht flir die mikrobiologische Untersuchung ver-
wendet) werden ohne Unterbrechung des Harnstrahls 10-20 ml Urin im sterilen Becher aufgefangen. Anschlie-
Rend fillen Sie den Urin in die Monovette um und bringen diese in der n&chsten Kursstunde mit. Idealerweise
sollten zwischen Uringewinnung und -verarbeitung nicht mehr als 4 h liegen, bei langerer Lagerungszeit empfiehlt
sich eine Aufbewahrung bei 2-8 °C.
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