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Abbildung 1.

Schematische Darstellung des RD1(«region
of deletion 1»)-Genomabschnitts des M. tuber-

Die WHO geht davon aus, dass Y5 der Welt-
bevilkerung mit dem Mycobacterium tuber-
culosis infiziert ist [1]. Am stdrksten sind die
Entwicklungslédnder betroffen. Durch die zu-
nehmende Migration werden jedoch Tuber-
kulosefdlle in den westlichen Landern wieder
haufiger. In der Schweiz betreffen >50% der
jéhrlich neu diagnostizierten Tuberkulosen Im-
migranten aus Gebieten mit einer hohen Tuber-
kuloseprévalenz [2]. Vor diesem Hintergrund
stellt die verldssliche und friihzeitige Diagnose-
stellung ein vorrangiges Ziel der Tuberkulose-
kontrolle dar.

Die Diagnose einer latenten Tuberkulose stiitzt
sich heutzutage auf den Tuberkulin-(Mantoux-)
Test («tuberculin skin test», TST) [3]. Beim TST
wird als Antigen ein gereinigtes Proteinge-
misch des M. tuberculosis («purified protein
derivate», PPD) intrakutan injiziert. Die Reak-
tion des Immunsystems wird anschliessend als
Induration in Millimetern abgelesen. Der Test
weist eine Anzahl Nachteile auf, welche beson-
ders in Entwicklungsldndern zum tragen kom-
men:

— Um das Testresultat ablesen zu konnen, ist

eine zweite Arztvisite notwendig.

- Die Durchfiihrung wie auch das Ablesen des
TST ist untersucherabhdngig und daher
nicht sicher reproduzierbar.

— Der TST zeigt Kreuzreaktionen mit Umge-
bungsmykobakterien und der Bacille-Cal-
mette-Guérin-(BCG-)Impfung mit dem Myco-
bacterium-bovis-Impfstamm (verminderte
Spezifitit).

— Bei immunsupprimierten Patienten (insbe-
sondere im Rahmen von HIV-Infektionen)
und im Stadium der akuten aktiven Tuber-
kuloseerkrankung kann der Tuberkulintest
falsch negativ ausfallen (verminderte Sensi-
tivitat).

Vor diesem Hintergrund muss die Entwicklung
eines sensitiveren und spezifischeren Tests
zur Diagnostik der latenten Tuberkulose ein
vorrangiges Ziel sein.

Die modernen Methoden zur Detektion der
erregerspezifischen zelluliren Immunantwort
eroffnen neue Wege in der Tuberkulosediagno-
stik. T-Lymphozyten mit einer Spezifitdt fiir
die M.-tuberculosis-Antigene ESAT-6 («early
secretory antigen target 6») und CFP-10
(«culture filtrate protein 10»), eignen sich zur
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culosis mit den neun kodierten Genprodukten und
ihrer Funktion. Die Gene der RD1 gingen im Zuge
der Attenuierung der BCG-Impfung verloren. Auf
diesem Genabschnitt werden die sekretorischen
Proteine ESAT-6 und CFP-10 kodiert, deren Funk-
tion noch unbekannt ist. Sie treten friih im Verlauf
der Tuberkuloseinfektion auf und stellen einen
Virulenzfaktor dar. Sie induzieren in und ex vivo
eine starke Immunantwort der T-Lymphozyten.
Die flankierenden Gene kodieren fiir ein Sekre-
tionssystem, welches fir die Ausschleusung

der ESAT-6- und CFP-10-Proteine bendtigt wird.
Diese umfassen eine membranstéandige ATP-ase
(Rv 3870 & 3871) sowie zwei Transmembran-
proteine (Rv 3869 & 3877), welche wahrscheinlich
zusammen den ATP-abhéangigen Sekretionsappa-
rat bilden. PE und PPE sind mdglicherweise als
variable Oberflachenantigene. Ein ebenfalls
ATP-abhéngiges Chaperon (Rv 3868) stabilisiert
wahrscheinlich ESAT-6 und CFP-10 intrazellular
als Heterodimer. Ein weiteres vermutetes
Chaperon (Rv 3876) verhindert mdglicherweise
Protein-Protein-Interaktionen (adaptiert nach [13]).
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Nachweis spezifischer aktivierter T-Lymphozyten nach Stimulation mit ESAT-6 und CFP-10

mittels «enzyme linked immunospot» (ELISPOT).

(A) Eine ELISPOT-Platte besteht aus 96 Wells. @ Vergrosserung eines Wells und schema-

tische Darstellung im Aufriss.

(B) Die Wells sind mit am Boden haftenden Anti-INFy-Antikdrpern @ versehen («precoated»).
Die mononuklearen Zellen (darunter antigenprasentierende Zellen APC und CD4- und
CD8-Lymphozyten) werden aus dem Vollblut separiert und anschliessend auf die Platte

gegeben @.

(C) Anschliessend werden die ESAT-6- bzw. CFP-10-Peptide @ zur Stimulation

der T-Lymphozyten beigegeben. Diese werden — zumindest zum Teil — durch die APC
prozessiert @ und anschliessend mittels des MHC den T-Lymphozyten prasentiert @.

(D) Erkennt einer der T-Lymphozyten das prasentierte Antigen ESAT-6 bzw. CFP-10, so wird
dieser stimuliert und beginnt, unter anderen Zytokinen v.a. INFy @ zu produzieren. Das von
den stimulierten T-Lymphozyten sezernierte INFy wird gleich nach der Sekretion von den
Anti-INFy-Antikorpern @ gebunden, so dass keine grossere Diffusion stattfinden kann.

(E) In einem letzten Schritt werden an ein Enzym gebundene Antikorper @, welche gegen
ein zweites Epitop des INFy gerichtet sind, zugegeben. Diese binden an das INFy, das durch
den mit dem Well verbundenen ersten Anti-INFy-Antikorper am Ort seiner Produktion
fixierte wurde. Dadurch wird ein enzymatischer Nachweis @ der INFy-Produktion durch

die T-Lymphozyten méglich.

(F) Da die Diffusion des INFy eingeschrankt ist, entspricht bei der Auswertung jeder Spot
einer spezifisch gegen die Antigene ESAT-6 respektive CFP-10 gerichteten T-Zelle.
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Diagnostik der latenten Tuberkulose. ESAT-6
und CFP-10 sind zwei auf der RD1(«region of
deletion 1»)-Region kodierten Proteine. RD1 ist
eine 9 Gene umfassende Region, in der die
Virulenzfaktoren ESAT-6 und CFP-10 kodiert,
deren Funktion bislang noch unklar ist. Sie
treten frith wihrend einer M.-tuberculosis-
Infektion auf und werden durch einen ebenfalls
auf der RD1 kodierten Sekretionsapparat aus-
geschieden (Abb. 1). Die Imnmunantwort gegen
ESAT-6 und CFP-10 ist massgeblich an der Ent-
wicklung einer protektiven Immunitédt gegen-
iiber M. tuberculosis beteiligt [4]. Im attenuier-
ten M.-tuberculosis-Stamm, den Calmette und
Guérin anfangs des zwanzigsten Jahrhunderts
zur Entwicklung der BCG-Impfung verwende-
ten, ging RD1 verloren [5, 6].
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Lalvani und seine Gruppe aus Oxford ent-
wickelten ein Testverfahren, das auf dem ex-
vivo-Nachweis spezifischer aktivierter Lym-
phozyten mittels ELISPOT («enzyme linked im-
munospot») basiert [7-11]. Dabei werden aus
dem Vollblut isolierte Lymphozyten mit re-
kombinanten ESAT-6- und CFP-10-Peptiden
stimuliert. Antigenspezifische T-Zellen erken-
nen die Peptide, was im richtigen MHC-Kontext
zu einer intrazelluldren Interferon-y-Produk-
tion fithrt. Diese Zytokinantwort wird semi-
quantitativ gemessen (Abb. 2). Da sowohl
ESAT-6 als auch CFP-10 in den meisten Umge-
bungsmykobakterien und im BCG-Impfstamm
fehlen, sind Kreuzreaktionen weniger héufig
und es wird im Vergleich zum TST eine bessere
Spezifitit erreicht. Kreuzreaktionen mir RD1-
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Tabelle 1. Wertigkeit des ELISPOT-basierten Tuberkulosetests mittels
«enzyme linked immunospot» (ELISPOT). Nachweis ESAT-6/CFP-10 reaktiver
T-Lymphozyten in der Diagnostik der aktiven und latenten Tuberkulose.

Aktive Tuberkulose Sensitivitat Spezifitat Ag' und Referenz
HIV-negative Patienten (n = 96) 96% 92% ESAT-6

Gruppe mit Kultur-positiver TB

Vergleichsgruppe ohne TB

in Gebiet mit tiefer TB-Pravalenz (UK) [8]

HIV-positive Patienten (n = 39) >90% nicht berechenbar ESAT-6 + CFP-10
Gruppe mit Kultur-positiver TB

Vergleichsgruppe ohne TB [10]

in Gebiet mit hoher TB-Pravalenz (Sambia)

HIV-negative Patienten (n = 50) 80% nicht berechenbar ESAT-6

mit Kultur-positiver TB

in Gebiet mit hoher TB-Pravalenz (Indien) [9]

Latente Tuberkulose-Infektion

Korrelation zu TB-Exposition:

Ag' und Referenz

OR? (p-Wert)

ELISPOT TST
Gebiet mit tiefer TB-Pravalenz (UK) ESAT-6
Kontakte von Kultur-positivem Patienten 9,0 1,9
(n =50) (p =0,001) (p =0,05) [71

Gebiet mit tiefer TB-Pravalenz (UK)
Kontakte von Kultur-positivem Patienten
(n=535)

2,78 (p <0,0001)*

ESAT-6 + CFP-10
2,33 (p <0,0001)®
[11]

' Fir die Durchfiihrung des ELISPOT verwendetes Antigen («early secretory antigen target 6» (ESAT-6)

und/oder «culture filtrate protein 10» (CFP-10).

2 Odds-Ratio eines positiven Tests bei tuberkuloseexponierten Personen.
3 Der Vergleich des ELISPOT-basierten Tuberkulosetests mit dem TST mittels logistischer Regression
der Odds-Ratios anhand der Tuberkuloseexposition zeigte einen signifikanten Unterschied (p = 0,03).

tragenden Mykobakterien kénnen jedoch nicht
verhindert werden [12]. Im Gegensatz zum
TST, bei welchem das Resultat der abgelau-
fenen Immunreaktion als Hautinduration ge-
messen wird, werden im ELISPOT-basierten
Tuberkulosetest die ersten Schritte der Immun-
kaskade nachgewiesen. Damit ist dieser Test
weitgehend unabhidngig von sekundadr ab-
laufenden Immunreaktionen und verspricht
daher, insbesondere bei immunsupprimierten
Personen, eine grossere Sensitivitét.

Der ELISPOT-basierte Tuberkulosetest wurde
in klinischen und epidemiologischen Settings
sowohl in der Diagnostik der aktiven als auch
latenten Tuberkulose evaluiert (Tab. 1) [7-11].
Besteht in der Diagnostik der aktiven Tuber-
kulose in Form des kulturellen Erregernach-
weises ein Goldstandard, ist in der Diagnostik
der latenten Tuberkulose kein solcher Gold-
standard verfiigbar. Ein neuer Test kann einzig
gegen den TST verglichen werden, der mangels
einer besseren Alternative als Referenz gilt.
Vergleiche zwischen den prozentualen Anteilen
reaktiver Patienten in beiden Testverfahren
sind wenig aussagekriftig. Sie ermdoglichen
einzig den Nachweis der fehlenden Kreuzreak-
tion der im ELISPOT-basierten Tuberkulosetest

verwendeten Antigene ESAT-6 und CFP-10 mit
der BCG-Impfung [8, 9].

Um dennoch Aussagen iiber die Tauglichkeit
des ELISPOT-basierten Tuberkulosetests in der
Diagnostik der latenten Tuberkulose machen
zu konnen, mussten Lalvani und seine Gruppe
einen moglichst realititsgetreuen Goldstan-
dard definieren. Sie nahmen als Marker der
Infektionswahrscheinlichkeit die Exposition
gegeniiber einem kulturpositiven symptomati-
schen (hustenden) Indexfall an. Unter Beriick-
sichtigung der Expositionsdauer, der rdaumli-
chen Distanz, der Raumeigenschaften (Liiftung)
etc. bildeten sie unterschiedliche Risikogrup-
pen. Diese epidemiologischen Daten dienten
Lalvaniund seiner Gruppe als Expositionsmar-
ker [7, 11]. Die Korrelation eines positiven
Testresultats mit der anamnestisch erhobenen
und nach Risiko abgestuften Tuberkuloseexpo-
sition gelang mit beiden Testverfahren (Tab. 1).
Das ELISPOT-basierte Tuberkulosetestverfah-
ren war jedoch signifikant sensitiver (p = 0,03)
[11].

Das ELISPOT-basierte Tuberkulosetestverfah-
ren eroffnet neue Perspektiven in der Diagno-
stik der latenten Tuberkulose — insbesondere
bei immunkompromittierten Personen (v.a.



HIV-Patienten). Fiir die Durchfiihrung des
Tests ist jedoch ein entsprechend ausgestatte-
tes Labor notwendig. Die Verldsslichkeit, Wer-
tigkeit und Anwendbarkeit des Tests in der
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