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Wenn die Zahl der Opfer, welche eine Krankheit fordert,
als Massstab fiir ihre Bedeutung zu gelten hat, dann miissen
alle Krankheiten, namentlich aber die gefiirchtetsten Infections-
krankheiten, Pest, Cholera u. s. w. weit hinter der Tuberculose
zuriickstehen. Die Statistik lehrt, dass 1/7 aller Menschen an
Tuberculose stirbt und dass, wenn nur die mittleren productiven
Altersklassen in Betracht kommen, die Tuberculose ein Drittel
derselben und oft mehr dahinrafft.

Robert Koch, Die Aetiologie der Tuberculose. Berliner Klinische Wochenschrift, 1882;19:221-230.
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Abkurzungsverzeichnis
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ELISPOT: Enzyme-linked immuno-spot assay
ESAT-6: Early secretory antigenic target 6

HIV: Human immunodeficiency virus

IFN-y: Interferon-y

IGRA: Interferon-y release assay

IL-2: Interleukin 2

IQR: Interquartile range

Kl: Konfidenzintervall

LTBI: Latente Infektion mit M. tuberculosis

MDM: Monocyte-derived macrophages

MDR-TB: Multidrug-resistant tuberculosis
MIRU-VNTR: Mycobacterial interspersed repetitive unit - variable number of tandem
repeats

MOI: Multiplicity of infection

MTB: Mycobacterium tuberculosis

NTM: Nichttuberkulése Mykobakterien

OR: Odds ratio

PBMC: Peripheral blood mononuclear cell

PBS: Phosphate Buffered Saline

PCR: Polymerase chain reaction

PPD: Purified protein derivate

PPW: Positiver pradiktiver Wert

RD-1: Region of difference 1



SFC: Spot-forming cells

SSI: Statens Serum Institut
STIKO: Standige Impfkommission
TB, TBC: Tuberkulose

THT: Tuberkulin-Hauttest

TNF-a: Tumor-Nekrose-Faktor a
TU: Tuberculin units

WHO: World Health Organization

XDR-TB: Extensively drug-resistant tuberculosis



1. Einleitung

1.1 Epidemiologie der Tuberkulose

Die Tuberkulose ist eine Infektionskrankheit, die durch Bakterien des Mycobacterium-
tuberculosis-Komplexes hervorgerufen wird. Dies sind stdbchenférmige, aerobe,
nicht sporenbildende, séaurefeste Bakterien aus der Familie der Mycobacteriaceae
(1). Der M. tuberculosis-Komplex umfasst neben M. tuberculosis var. tuberculosis
auch M. africanum, M. bovis, M. bovis BCG, M. canetti, M. microti und M. pinnipedii.
Die Tuberkulose tritt sowohl beim Menschen als auch bei Tieren auf, u.a. bei
Paarhufern (M. bovis), Nagetieren (M. microti) und Robben (M. pinnipedii) (1, 2).

Hinweise auf Tuberkuloseinfektionen beim Menschen finden sich in Form von DNA-
Spuren bereits an 5000, 3200 bzw. 2300 Jahre alten menschlichen Skeletten aus
Agypten, Indien und China (3-5). Die Tuberkulose existierte in Amerika vor der
Ankunft Kolumbus (6, 7) und in Borneo vor der Ankunft der ersten Europaer (8). Von
Hippokrates (ca. 460-370 v. Chr.) stammen wahrscheinlich die ersten
Beschreibungen der klinischen Verlaufsformen der Lungentuberkulose (,Phtisis®) (9).
Der englische Arzt Benjamin Marten vermutete 1720 als erster, die Tuberkulose
kénne verursacht sein durch “wonderful minute living creatures” (10). Robert Koch
(1843-1910) entdeckte 1882 M. tuberculosis als Erreger der Tuberkulose (11).

Besondere Bedeutung erlangte die Tuberkulose erst im 19. Jahrhundert zu Beginn
der industriellen Revolution. In den Armutsvierteln der europdischen Grof3stadte
fuhrten vor allem hohe Bevoélkerungsdichten, Untererndhrung und schlechte
hygienische Bedingungen zu wiederholten Pandemien. In London, Stockholm und
Hamburg verursachte die Tuberkulose zu Beginn des 19. Jahrhunderts 800-1000
Todesfélle pro 100 000 Einwohner (12), in London war im Jahr 1815 jeder vierte

Todesfall durch die Tuberkulose verursacht (13).

Nach Schatzungen der Weltgesundheitsorganisation (WHO) ist derzeit etwa ein
Drittel der Weltbevélkerung mit M. tuberculosis infiziert, 5-10% der Infizierten sollen
im Laufe ihres Lebens an einer Tuberkulose erkranken (14). Diese Angaben sind

jedoch sehr unsicher.



Im Jahr 2009 wurden weltweit 9,4 Millionen Neuerkrankungen und knapp 1,7
Millionen Todesfélle registriert, darunter 380.000 Todesfalle bei HIV-Infizierten (14).
Der Grofiteil der Neuerkrankungen trat dabei in Stdostasien (35%) und in Afrika
(30%) auf. Besonders in Afrika geht die Zunahme der Tuberkulose eng mit der HIV-
Epidemie einher (14, 15). Weltweit ist die Tuberkulose die haufigste Todesursache

bei HIV-seropositiven Patienten.
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Abbildung 1: Geschatze Tuberkulose-Inzidenzraten 2009 (Quelle: World Health
Organization. Global tuberculosis control: WHO Report 2010).

Weitere besorgniserregende Entwicklungen sind die Zunahme multiresistenter
Stamme (engl.: multidrug-resistant [MDR] tuberculosis; Resistenz gegentuber
mindestens Isoniazid und Rifampizin), besonders dramatisch in Aserbaidschan,
Moldawien und Tadschikistan, wo 22%, 19% bzw. 17% der Neuinfektionen als MDR-
Tuberkulose zu klassifizieren sind (14), sowie das Auftreten von XDR (extensively
drug-resistant)-Tuberkulose, zuerst gemeldet aus KwaZulu-Natal, Stdafrika (16). Die
XDR-Tuberkulose ist dabei definiert als Resistenz gegeniiber Isoniazid, Rifampizin,
mindestens einem Fluorochinolon und mindestens einem der intravends

verabreichten Antibiotika Amikacin, Capreomycin oder Kanamycin (17).



In Deutschland wurden im Jahr 2008 4543 Neuerkrankungen gemeldet, im Jahr 2007
waren es 4998 (18). Die Inzidenz lag damit bei 5,5 pro 100.000 Einwohner, die
Letalitat lag bei 3,5%. Unter in Deutschland lebenden auslandischen Staatsbirgern
ist die Inzidenz etwa 5,3mal héher (20,7 pro 100.000) als bei Deutschen (3,9 pro
100.000). Bei Kindern unter 15 Jahren lag die Inzidenz 2008 bei 1,1. Kinder mit
auslandischer Staatsangehorigkeit erkrankten im Vergleich zu deutschen Kindern
rund siebenmal so haufig an einer Tuberkulose. Der Anteil multiresistenter Stamme
sank von 2,0% im Jahr 2007 auf 1,5% 2008 (18).

1.2 Pathogenese der Tuberkulose

Die Infektion mit M. tuberculosis erfolgt nahezu ausschliel3lich inhalativ, die
Ubertragung geschieht durch Husten und Niesen, selten durch Sprechen. Die
Bakterien gelangen im Aerosol z.T. bis in die Alveolen und werden dort von
neutrophilen Granulozyten, Alveolarmakrophagen und dendritischen Zellen
phagozytiert, jedoch nicht immer abgetotet (19).

Die Primarinfektion mit M. tuberculosis betrifft praktisch ausschlief3lich die Lunge. Sie
bleibt haufig unbemerkt oder geht mit nur geringem Krankheitsgefuhl einher. Bei
intakten immunologischen Abwehrmechanismen des Organismus gegen M.
tuberculosis kommt es zur Ausbildung von Granulomen im Lungenparenchym. Diese
.Tuberkel* und die ebenfalls reagierenden Hiluslymphknoten bilden den sog.
Primarkomplex. Es kommt zu Vernarbungen und Verkalkungen, das Auftreten
radiologischer Veranderungen ist dabei deutlich mit dem Immunstatus des Patienten

assoziiert (20).

Als latente Infektion mit M. tuberculosis (LTBI) wird die Situation bezeichnet, in der
die Bakterien vermutlich in Granulomen abgekapselt leben und so jahrzehntelang
persistieren kénnen. Dabei ist der Begriff der “Infektion“ irrefihrend: Die LTBI wird
nicht dber den mikrobiologischen Nachweis von M. tuberculosis definiert, sondern
Uber eine positive Immunreaktion im Tuberkulin-Hauttest (THT) oder in einem
Interferon-y release assay (IGRA) in Abwesenheit einer aktiven Tuberkulose.
Welcher Anteil von Personen, die eine positive Immunreaktion im THT oder in einem

IGRA aufweisen, tatsachlich mit lebenden M. tuberculosis infiziert ist, ist unklar (21).



Ein Teil der Menschen mit einer LTBI entwickelt im Laufe des Lebens eine aktive
Tuberkulose. Dieser Anteil ist historisch mit 5-10% quantifiziert worden, nach
neueren Untersuchungen ist der Anteil wahrscheinlich hoher (22, 23). Das Risiko
einer manifesten Erkrankung ist dabei abhangig von der Virulenz der Erreger und der
individuellen Immunantwort und ist in den ersten beiden Jahren nach Primé&rinfektion
am hdchsten (24). Die aktive Tuberkulose entsteht entweder postprimér als
endogene Reaktivierung aus der LTBI oder beim Immunkompetenten seltener
primar. Es kommt zu pulmonalen oder extrapulmonalen Organmanifestationen oder
bei hamatogener Streuung zur Miliartuberkulose. Bei Kindern und
immunsupprimierten  Erwachsenen  sind primare  sowie  extrapulmonale
Verlaufsformen haufiger (14). Klinische Symptome der manifesten Tuberkulose sind
Husten, Inappetenz, Hamoptysen und B-Symptomatik (Fieber, Gewichtsverlust,
Nachtschweil3) (18).

1.3 Pravention der Tuberkulose

Bereits Anfang des 20. Jahrhunderts wurde eine Schutzimpfung gegen die
Tuberkulose entwickelt. Diese Impfung ist heute die weltweit am haufigsten
verwendete Impfung (25). Der Impfstoff besteht aus lebenden, attenuierten
Mykobakterien des Stammes M. bovis Bacille Calmette-Guérin (BCG). Die Impfung
kann bei Kindern schwere Verlaufsformen wie z.B. die Meningitis tuberculosa
verhindern (26), bietet jedoch keinen Schutz vor Erkrankung im Erwachsenenalter
und wird deshalb in vielen Landern mit niedriger Inzidenz nicht mehr angewendet. In
Deutschland wird die BCG-Impfung seit 1998 nicht mehr von der stdndigen
Impfkommission (STIKO) empfohlen. Die WHO hat vorgeschlagen, in Populationen,
in denen das Infektionsrisiko fir Tuberkulose unter 0,1% liegt, keine generelle BCG-

Impfung durchzufihren (14).

Eine erfolgreiche Impfung fuhrt, wie die Infektion mit M. tuberculosis (27), in der
Regel nach 6-8 Wochen zu einer positiven Hautreaktion im Tuberkulin-Hauttest.
Bezuglich der Zeitspanne, Uber die der Hauttest nach der Impfung positiv bleibt,
existieren unterschiedliche Angaben. Von einer linearen Beziehung zwischen

Zeitspanne und Hautreaktion kann dabei jedoch nicht ausgegangen werden (28).



1.4 Immundiagnostik der Infektion mit M. tuberculosis

Seit rund 100 Jahren wird zur Immundiagnostik der Infektion mit M. tuberculosis der
durch Clemens von Pirquet 1907 eingefihrte (29) und durch Felix Mendel (1908) und
Charles Mantoux (1910) weiter entwickelte Tuberkulin-Hautest (30, 31) verwendet.

Bis heute gehort dieser Test zur Standarddiagnostik der LTBI.

Der THT basiert auf einer T-Zell-vermittelten Reaktion vom Spéattyp gegenuber einer
Mischung von rund 200 Antigenen, die nicht nur bei M. tuberculosis, sondern auch im
Impfstamm M. bovis BCG sowie in vielen nicht-tuberkulosen Mykobakterien (NTM)
vorkommen (27, 32-35).

In Deutschland ist seit August 2005 das Tuberkulin RT 23 SSI (Statens Serum
Institutet, Kopenhagen, Danemark) fiur die Hauttestung zugelassen. Die
Standarddosis betragt 2 TU/0,1 ml. Die Testung erfolgt durch intrakutane Injektion
des Tuberkulins mittels einer 27-Gauge-Nadel an der unbehaarten Beugeseite des
Unterarms. Bereits nach 5-6 Stunden beginnt die Hautreaktion, die ihr Maximum
nach 48-72 Stunden erreicht. Bei starkeren Reaktionen kann es auch zu
Blasenbildung und Nekrosen kommen. Das Ablesen des Tests erfolgt nach 48-72
Stunden durch Ausmessen der Induration quer zur Unterarmachse mit der sog.

~Kugelschreibermethode* (35, 36) und wird in Millimetern dokumentiert.

Die Kriterien fir eine Beurteilung als positives Ergebnis variieren, je nachdem,
welcher Risikogruppe der Proband angehort: Eine Induration = 5 mm gilt als positiv,
wenn der Getestete in den letzten zwei Jahren Kontakt zu Personen mit
ansteckender Tuberkulose hatte oder immunsupprimiert ist (durch HIV-Infektion,
systemische Kortikoiddauertherapie, Therapie mit TNF-Antagonisten sowie nach
Organtransplantation). Auf3erdem gilt dieser Grenzwert beim Nachweis
radiologischer Residuen einer alten Tuberkulose ohne Anhalt fir eine
behandlungsbediirftige  Tuberkuloseerkrankung und ohne vorausgegangene
Therapie (36, 37).

Bei Kindern unter vier Jahren sowie bei Kindern und Jugendlichen mit Kontakt zu
Risikogruppen gilt ein Indurationsdurchmesser = 10 mm als positives Ergebnis.

Derselbe Grenzwert wird angewendet bei Obdachlosen, Bewohnern und



Angestellten von Gefangnissen und Pflegeheimen sowie bei Mitarbeitern von
Krankenh&dusern und mykobakteriologischen Laboratorien. Ebenfalls zu dieser
Gruppe zahlen Patienten mit Silikose, Diabetes mellitus, malignem Lymphom,
Leukdmie, Kopf-Hals-Karzinom, Gewichtsverlust = 10% des Idealgewichts, Z.n.
Gastrektomie, Z.n. jejunoilealem Bypass oder chronischer Niereninsuffizienz sowie
bei intravendsem Drogenabusus. Weiterhin gilt dieser Grenzwert fir Immigranten
innerhalb von funf Jahren nach der Einreise aus einem Land mit hoher

Tuberkulosepravalenz (36, 37).

Ein Induration mit einem Durchmesser = 15 mm wird als positiv gewertet bei allen
Personen ohne aktuelle Risikofaktoren fur eine M. tuberculosis-Infektion sowie bei
BCG-geimpften Kindern (36, 37).

Die Spezifitdt des THT ist durch BCG-Impfung und Kontakt mit NTM eingeschréankt
(27, 32-34). Die Sensitivitat des Tests ist vermindert bei malignen Erkrankungen, bei
zellularen Immundefekten wie HIV (38), bei iatrogener Immunsuppression und bei
akuten oder kurz zurickliegenden schweren Virusinfektionen (Influenza, Masern,
Roételn und Windpocken). Ebenfalls falsch-negative THT-Ergebnisse finden sich bei
fulminanter tuberkuléser Erkrankung (z.B. Miliartuberkulose) sowie bei Sarkoidose
und bei alteren Menschen, auRerdem bis zu 6 Wochen nach einer Lebendimpfung
(33, 37).

Das Anlegen, das Ablesen und die Interpretation des THT unterliegen intra- und
interindividuellen Schwankungen. Ein weiterer Nachteil ist, dass die Patienten nach
48-72 Stunden zum Ablesen des Testergebnisses erneut erscheinen mussen.

Eine positive Hautreaktion findet sich sowohl bei frischen (2-10 Wochen
zurtickliegenden) als auch bei Jahrzehnte zurtickliegenden Infektionen (39) sowie
auch noch Jahrzehnte nach einer BCG-Impfung (34). Auch eine Unterscheidung

zwischen LTBI und aktiver Tuberkulose ist mit dem THT nicht mdglich (39).

Trotz der oben erwahnten vielfaltigen Problematiken in der Verwendung des THT als
alleinigem Diagnostikum der LTBI wurde bis vor einigen Jahren wenig an der

Entwicklung alternativer Testmethoden geforscht.



Mit der Entdeckung von M. tuberculosis-Antigenen, die in M. bovis BCG (40) und in
den meisten NTM (41) nicht vorkommen, konnten Ende der 1990er Jahre zum ersten
Mal Tests entwickelt werden, die unabhangig von vorausgegangener BCG-Impfung
und Kontakt zu NTM sind (42).

Zwei dieser M. tuberculosis-spezifischen Antigene sind Early secretory antigenic
target (ESAT)-6 und Culture filtrate protein (CFP)-10, die in der Region of
difference 1 (RD-1) des M. tuberculosis-Genoms kodiert sind und mit der Virulenz der
Mykobakterien in Zusammenhang stehen (43). Fir beide Proteine fehlen die
entsprechenden Sequenzen im Genom des Impfstammes M. bovis BCG und bei den
meisten NTM-Stammen (40, 44), Ausnahmen bilden dabei M. kansasii, M. marinum
und M. szulgai (45). Auch Kreuzreaktionen mit M. leprae sind beschrieben. Die
genaue Funktion von ESAT-6 und CFP-10 in vivo ist nicht bekannt.

Bei mit M. tuberculosis infizierten Patienten stimulieren M. tuberculosis-spezifische
Antigene wie ESAT-6 und CFP-10 die Produktion von Interferon-y (IFN-y) durch
M. tuberculosis-spezifische T-Helferzellen (46-48). Diese Immunantwort bildet die

Grundlage der modernen Interferon-y release assays (IGRA).

Einer der beiden Tests, der Enzyme-linked Immunospot Assay (ELISPOT) weist
einzelne Antigen-spezifische T-Zellen nach (49, 50). Hierzu wird zunachst aus
heparinisiertem, vendsem Blut das Blutvolumen bestimmt, in dem sich eine definierte
Anzahl mononukleérer Zellen (peripheral blood mononuclear cells, PBMC) befindet,
i.d.R. 250.000 Zellen.

Dieses Blutvolumen wird zusammen mit den Antigenen ESAT-6 und/oder CFP-10 in
die N&pfchen einer Mikrotiterplatte pipettiert, die (beim IFN-y ELISPOT) mit anti-
Interferon-y-Antikorpern beschichtet sind. Die Zellen werden mit den Antigenen Uber
Nacht inkubiert. Nach Infektion mit M. tuberculosis und Kontakt mit ESAT-6 und CFP-
10 in vivo produzieren die T-Helferzellen nach erneutem Kontakt in vitro Interferon-y,
das am Boden der Mikrotiterplatten an die anti-Interferon-y-Antikorper bindet. Durch
Zugabe eines zweiten Antikorpers kann dann gebundenes Interferon-y am Boden der

Platten in einer Farbreaktion sichtbar gemacht werden.



Jede Interferon-y-produzierende, also weitgehend M. tuberculosis-spezifische Zelle
bildet einen Punkt am Boden der Mikrotiterplatte. Das Ergebnis wird in
punktbildenden Zellen (engl.: spot-forming cells, SFC) pro 250.000 mononukle&ren
Zellen angegeben. In Abbildung 2 ist die Funktionsweise des ELISPOT-Verfahrens

grafisch dargestellt.



Der Enzyme-linked Immunospot Assay (ELISPOT)
weist einzelne Antigen-spezifische T-Zellen nach:

Eine definierte Anzahl mononukleérer Zellen wird
zusammen mit den Antigenen ESAT-6 und/oder
CFP-10 in die Napfchen einer Mikrotiterplatte
pipettiert, die (beim IFN-y ELISPOT) mit anti-

Interferon-y-Antikérpern beschichtet sind.

Nach Infektion mit M. tuberculosis und Kontakt mit
ESAT-6 und CFP-10 in vivo produzieren die T-

Helferzellen nun nach erneutem Kontakt in vitro

Interferon-y, das am Boden der Mikrotiterplatten an

die anti-Interferon-y-Antikorper bindet.

Durch Zugabe eines zweiten Antikdrpers und eines
Farbstoffes kann dann gebundenes Interferon-y am

Boden der Platten in einer Farbreaktion sichtbar

gemacht werden.

Jede Interferon-y produzierende, also weitgehend
M. tuberculosis-spezifische Zelle bildet einen Punkt
am Boden der Mikrotiterplatte. Das Ergebnis wird in

punktbildenden Zellen pro 250.000 mononukleéren

Zellen angegeben.

Abbildung 2: Verfahren des Enzyme-linked Immunospot Assay (ELISPOT) zur
Darstellung M. tuberculosis-spezifischer punktbildender Zellen (Quelle: AID,

Strassberq).



Eine alternative Methode wird im Enzyme-linked Immuno-sorbent Assay (ELISA)
verwendet (51). Vendses Blut wird mit M. tuberculosis-spezifischen Antigenen sowie
eine unstimulierte Negativkontrolle ohne Antigen inkubiert. Anschlie3end wird statt
der Anzahl der M. tuberculosis-spezifischen Zellen die Menge an produziertem
Interferon-y durch Messung der Absorption bei einer Wellenlange von 420 nm im

Photometer bestimmt.

Fur beide Testverfahren sind inzwischen zugelassene Testkits erhaltlich, am
weitesten verbreitet sind fur das ELISPOT-Verfahren der T-SPOT.TB (Oxford
Immunotec; Oxford, GrolR3britannien) und fir das ELISA-Verfahren der
QuantiFERON-TB Gold In-Tube (Cellestis; Carnegie, Australien). Die beiden
Testverfahren haben einige Gemeinsamkeiten, so mussen beispielsweise die
Blutproben wegen sonst verringerter Aktivitat der T-Zellen in beiden Féllen innerhalb
von 12 Stunden verarbeitet werden, und beide Tests liefern schon am nachsten Tag
Ergebnisse. Im Unterschied zum ELISA ist das ELISPOT-Verfahren wegen der
notwendigen Zellseparation technisch anspruchsvoller. Allerdings ist so eine
definierte Anzahl von Zellen in der Probe gewahrleistet, was z.B. bei Patienten mit

zellularen Immundefekten von entscheidender Bedeutung ist (52, 53).

Wie eine aktuelle Meta-Analyse von Diel et al. (54) aus dem Jahr 2010 zeigt, ist der
positive pradiktive Wert der Interferon-y release assays fir die Entwicklung einer
aktiven Tuberkulose dem des Tuberkulin-Hauttests moglicherweise tberlegen.

Die meisten Personen, die an einer aktiven Tuberkulose erkranken, erkranken
innerhalb der ersten 2 Jahre nach der Infektion. Eine Differenzierung von kurzlich
Infizierten gegenuber solchen, bei denen die Infektion langere Zeit zurickliegt, ist
also klinisch bedeutsam: Erst kurzlich Infizierte profitieren in weitaus grof3erem Malde
von einer praventiven antituberkuldsen Therapie als bereits seit langerem infizierte

Personen (36).

Da in der Diagnostik der LTBI bisher kein Testverfahren zuverlassig in der Lage ist,
eine frische von einer langer zurtickliegenden Infektion zu unterscheiden, wird seit
einigen Jahren verstarkt nach zusatzlichen diagnostischen Mdglichkeiten gesucht.
Ein mdoglicher Ansatz ist, diese zusatzlichen Informationen zum Krankheitsverlauf

durch Kombination verschiedener ELISPOT-Verfahren zu erlangen, in denen also
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neben der Interferon-y-Produktion noch die Sekretion weiterer Mediatoren untersucht
wird. Mdoglicherweise konnte z.B. die gleichzeitige Messung der IL-2-Sekretion
helfen, vor kurzem erfolgte von langer zurlickliegenden M. tuberculosis-Infektionen

zu unterscheiden.

In einer britischen Studie von 2007 wurde die Sekretion sowohl von IFN-y als auch
von Interleukin-2 (IL-2) durch M. tuberculosis-Antigen-spezifische T-Zellen im
Krankheitsverlauf der behandlungsbedurftigen Tuberkulose untersucht (55). Bei 23
Patienten wurde die Sekretion von IFN-y und IL-2 zunachst vor Behandlungsbeginn —
also bei hoher M. tuberculosis-Antigenlast — und anschlieRend nach
Therapieabschluss und damit niedrigerer Antigenlast gemessen. Wahrend die IFN-y-
Sekretion im Verlauf sank, stieg die IL-2-Sekretion unter Behandlung an (55). Die
gleichzeitige Messung von IFN-y- und IL-2-Sekretion auf Einzelzell-Ebene ergab,
dass zunéachst Zellen vorherrschten, die ausschlie3lich IFN-y oder beide Mediatoren
sezernierten, wahrend unter und nach Abschluss der antituberkulésen Therapie eher
Zellen nachgewiesen wurden, die entweder beide Mediatoren oder ausschlief3lich

IL-2 sezernierten.

Vincenti et al. (56) fanden, dass einige Subtypen von T-Ged&achtniszellen, die eher
IL-2 als IFN-y sezernieren, nach erfolgreicher Tuberkulose-Behandlung eher

persistieren.

Diese Ergebnisse lie3en hoffen, dass auch in der Diagnostik der LTBI durch die
Verwendung eines IL-2 ELISPOT zusatzliche Informationen zum Zeitpunkt der

Infektion gewonnen werden kénnten.

1.5 Ein Lehrer mit ansteckender Lungentuberkulose (  Indexfall)

Im Oktober 2007 wurde in die Medizinische Klinik des Forschungszentrums Borstel in
Schleswig-Holstein ein 28-jahriger Lehrer aus Libeck eingewiesen. Er klagte tber
zunehmenden Husten, allgemeines Schwachegefihl und Gewichtsverlust. Der wenig
produktive Husten war zum ersten Mal im Marz 2007 aufgetreten und seitdem
progredient, in diesem Zeitraum hatte sich auch der Allgemeinzustand des Mannes

zunehmend verschlechtert. Unter mehrfacher antibiotischer Therapie war es zu
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keiner Besserung der Symptomatik gekommen. Schlief3lich erfolgte im Oktober 2007

die stationare Einweisung mit dem Verdacht auf Lungentuberkulose.

In der Rontgen-Thorax-Aufnahme sowie in der Computertomografie des Thorax
fanden sich Tuberkulose-verdachtige Veranderungen. In der Mikroskopie des nach

Ziehl-Neelsen gefarbten Sputums gelang der Nachweis saurefester Stabchen.

Der junge Mann war an zwei Liubecker Schulen als Lehrer tatig, war aktiv in einer
Kirchengemeinde und aul3erdem Sanger in einer Kirchenband. Es musste
angenommen werden, dass er Uber einen Zeitraum von sieben Monaten infektios
gewesen war. Durch das Gesundheitsamt der Stadt Libeck wurde eine

Umgebungsuntersuchung eingeleitet.

1.6 Fragestellung und Zielsetzung

Die oben beschriebene Situation mit dem erwahnten Lehrer als Indexfall war
besonders geeignet, ein neues Testverfahren in der Diagnostik der LTBI zu
untersuchen, weil hier eine auf3ergewdhnlich grof3e Gruppe von Kontaktpersonen mit

definierter bzw. leicht zu ermittelnder Exposition zur Verfiigung stand.

Durch die Firma AID (Advanced Imaging Devices, Strassberg) war ein Prototyp des
IL-2-ELISPOT-Verfahrens entwickelt worden, der der Forschungsgruppe Klinische
Infektiologie am Forschungszentrum Borstel fur diese Studie zur Verfigung gestellt

wurde.

In Zusammenarbeit mit dem Gesundheitsamt der Stadt Libeck wurden die
Kontaktpersonen identifiziert und zuséatzlich zu der gesetzlich vorgeschriebenen
Untersuchung mit dem THT bzw. dem IFN-y ELISPOT mit dem IL-2 ELISPOT

getestet.

Folgende Fragestellungen sollten untersucht werden:
1. Ist die Expositionsdauer (als Mal} fir die Wahrscheinlichkeit einer Infektion) enger
mit dem Ergebnis des THT, des IFN-y ELISPOT oder des IL-2 ELISPOT

assoziiert?

12



. Sind die Testergebnisse des THT, des IFN-y ELISPOT oder des IL-2 ELISPOT

durch die BCG-Impfung beeinflusst?
. Erhoht die Kombination des IFN-y ELISPOT mit einem zweiten ELISPOT-
Verfahren — dem IL-2 ELISPOT — die Genauigkeit fur die Diagnose der LTBI?
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2. Material und Methoden

2.1 Indexfall und Kontaktpersonen

Bei der Indexperson handelte es sich um einen 28-jahrigen Lehrer aus Libeck, der
Uber einen Zeitraum von Méarz bis Oktober 2007 unter zunehmendem produktivem
Husten, allgemeinem Schwéchegefihl und Gewichtsverlust litt. Er hatte zwischen
Marz und Oktober sieben verschiedene Arzte konsultiert und war zwischenzeitlich
unter der Verdachtsdiagnose einer Pneumonie mit verschiedenen Antibiotika
behandelt worden, worunter es jedoch zu keiner Besserung der Symptomatik kam.
Eine Rontgenaufnahme des Thorax war ambulant zunachst nicht angefertigt worden.
Im Oktober 2007 erfolgte schliel3lich die Einweisung in die Medizinische Klinik Borstel
mit dem Verdacht auf Lungentuberkulose. Der Patient war in Deutschland geboren
und aufgewachsen und bisher gesund gewesen. Er war nicht ins Ausland gereist und
konnte keinen Kontakt zu Tuberkulose angeben. Eine HIV-Infektion bestand nicht.

Die am Tag der stationdren Aufnahme angefertigte Rontgen-Aufnahme des Thorax
ist in Abbildung 3 wiedergegeben. In der Computertomografie des Thorax fanden
sich groRe Einschmelzungen im linken apikalen Oberlappen mit angrenzenden
teilweise soliden, teilweise fleckigen Infiltraten, aul3erdem vergrof3erte Lymphknoten

perihilar links sowie paramediastinal links.
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|
Abbildung 3: Rontgen-Thorax-Aufnahme des Indexpatienten (freundlicherweise zur

Verfigung gestellt von Herrn Dr. med. W. Lotz, Abteilung fur diagnostische
Radiologie, Medizinische Klinik Borstel).

In der Mikroskopie des nach Ziehl-Neelsen gefarbten Sputums fanden sich
saurefeste Stabchen. In der Kultur konnte M. tuberculosis nachgewiesen werden, im
Resistogramm zeigten sich Resistenzen gegeniber Isoniazid und Streptomycin.
Unter der eingeleiteten Therapie mit Rifampizin, Pyrazinamid und Ethambutol zeigten
sich zunachst weiterhin saurefeste Stabchen im Sputum. Aus dem Sputum gelang
mehrfach der kulturelle Nachweis von M. tuberculosis. Nach 46 Tagen unter
Therapie kam es zu einer Sputumkonversion.

Es musste angenommen werden, dass der Patient von Marz bis Oktober 2007, also
Uber einen Zeitraum von sieben Monaten, infektioss gewesen war. Durch das

Gesundheitsamt Lubeck wurde eine Umgebungsuntersuchung eingeleitet.

In eine solche Umgebungsuntersuchung werden diejenigen Personen einbezogen,
die wahrend des infektiosen Stadiums einen engen Kontakt zum Indexfall hatten,
15



z.B. indem sie mit dem Indexfall insgesamt mindestens acht Stunden in
geschlossenen Raumen oder Verkehrsmitteln verbracht haben (39). (Dieser
Grenzwert gilt fir den Fall des mikroskopischen Nachweises saurefester Stabchen
im Sputum des Indexpatienten, bei Sputum-negativen Indexpatienten gilt ein
Grenzwert von 40 Stunden (39).)

Die im Rahmen der Umgebungsuntersuchung identifizierten Kontaktpersonen der
Indexperson mit Sputum- und Kultur-positiver Lungentuberkulose waren in
unterschiedlicher Weise exponiert gewesen: Neben Schilern und Kollegen des
Indexpatienten, der an einer Grund- und einer Gesamtschule in Lubeck unterrichtet
hatte, wurden auch Mitglieder seiner Kirchengemeinde, Musiker seiner Kirchenband,
sein Gitarrenschiler sowie Freunde und Familienmitglieder untersucht. Die
Abbildungen 4-6 zeigen die betroffenen Schulen sowie die Umgebungs-

untersuchung in einer der Schulen.

Abbildung 4: Luftaufnahme der beiden Schulen in Libeck-Schlutup (Quelle: Google
Earth).
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Abbildung 6: Umgebungsuntersuchung in einer der beiden Liibecker Schulen.
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Von den Kontaktpersonen wurden mittels eines Fragebogens (siehe Anhang)
epidemiologische Daten erhoben. Gefragt wurde zunadchst nach Ereignissen wie
einer vorausgegangenen BCG-Impfung, wissentlichem Kontakt zu anderen
Menschen mit ansteckender Lungentuberkulose, sowie nach in den letzten 12
Monaten durchgefuhrter Diagnostik (Roéntgenbild des Thorax, THT) und
medikamenttser Therapie einer Tuberkulose.

Die Kontaktpersonen wurden dann gebeten, die Dauer des Kontakts zur Indexperson
wahrend der vermuteten infektiosen Phase in Stunden pro Woche anzugeben. Als
infektioser Zeitraum wurde dabei die Zeit vom ersten Arztbesuch des Indexpatienten
wegen Hustens bis zu seiner Aufnahme ins Krankenhaus angenommen (Anfang
Marz bis Ende Oktober 2007, insgesamt 33 Wochen). AbschlieBend wurde nach

bestehenden Erkrankungen und Medikamenteneinnahme gefragt.

In Zusammenarbeit mit dem Gesundheitsamt der Stadt Libeck wurde bei den
Kontaktpersonen ein Hauttest angelegt und/oder eine Blutentnahme zur ELISPOT-
Testung vorgenommen. Die Durchfihrung des THT erfolgte 3-4 Wochen nach
Aufnahme des Indexpatienten ins Krankenhaus. In allen Fallen, in denen die
Studienteilnehmer (bzw. bei minderjahrigen Schilern die Erziehungsberechtigten)
der Blutentnahme zugestimmt hatten, wurde eine solche durchgefuhrt. Minderjahrige
wurden nur dann in die Studie eingeschlossen, wenn beide Erziehungsberechtigte
dem zugestimmt hatten, Schulkinder ab sechs Jahren mussten aufl3erdem selbst
eingewilligt haben. Den Testungen waren zwei Informationsveranstaltungen fur
Schiler und ihre Eltern vorangegangen. Die Studie erhielt in einem Eilverfahren die

Zustimmung der Ethikkommission der Universitat zu Lubeck.

2.2 Tuberkulin-Hauttest (THT)

Die Hauttestung erfolgte nach der von Mendel und Mantoux 1908 bzw. 1910
beschriebenen Methode (30, 31). An der unbehaarten Beugeseite des Unterarms
wurden 2TU/1ml des Tuberkulin RT23 SSI (Statens Serum Institut, Kopenhagen,
Danemark) intrakutan injiziert. Das Ablesen des Tests erfolgte nach 72 Stunden
durch Ausmessen der Induration quer zur Unterarmachse mit der sog.

Kugelschreibermethode (35). Ein Indurationsdurchmesser von = 5mm gilt nach den
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Empfehlungen des Deutschen Zentralkomitees zur Bekdmpfung der Tuberkulose als

positives Ergebnis (37).

2.3 Interferon- y Enzyme-linked Immunospot (IFN- yELISPOT)

Die ELISPOT-Analysen zur Bestimmung humanen IFN-y wurden gemald den
Angaben des Herstellers (Advanced Imaging Devices GmbH [AID], Strassberg)
durchgefuhrt. Periphere mononukledre Zellen (PBMC) wurden aus heparinisiertem
Blut der Probanden isoliert und mit Hilfe von Ficoll-Hypaque-Dichte-Gradient-
Zentrifugation von den Ubrigen Zellen getrennt. Die Zellen wurden in einem RPMI-
1640-Medium mit 100 U/ml Penicillin, 100 pg Streptomycin, 2 mmol/l L-Glutamin und
5%-FCS-Kultur kultiviert. 250.000 PBMCs wurden Uber Nacht auf 96-Napfchen-
Mikrotiterplatten, die mit einem Maus-Antikbrper gegen humanes Interferon-y
prapariert waren, in 200 pl Kulturmedium inkubiert. Die Zellen wurden fir die
Negativ-Kontrolle unstimuliert belassen und fir die Positiv-Kontrolle mit 10 pg/ml
PPD (purified protein derivate of tuberculin; Statens Serum Institut, Kopenhagen,

Danemark) stimuliert.

Anschlieend wurden 5 pg/ml des M. tuberculosis-Antigens hinzugeflugt. Als
Antigene wurden die RD1-kodierten Antigene CFP-10 (Rv3874) und ESAT-6
(Rv3875) (beide AID, Strassberg) verwendet. Nachdem die Proben fir 20 Stunden
bei 37°C kultiviert worden waren, wurden sie gewaschen und nach Zugabe eines
monoklonalen Maus-Antikorpers gegen humanes IFN-y fur weitere zweieinhalb
Stunden bei Zimmertemperatur inkubiert. Die gewaschenen Platten wurden dann fir
zwei Stunden mit Streptavirin-konjugierter Meerrettich-Peroxidase inkubiert und
erneut gewaschen. Anschliel3end wurde ein Substratpuffer (3-Amino-9-Ethylcarbazol
und Wasserstoffperoxid) hinzugeftigt. Die Reaktion wurde nach 20-30 Minuten durch
Zugabe von entionisiertem Wasser gestoppt. Nach wiederholtem Waschen der
Platten mit entionisiertem Wasser wurden diese getrocknet. Die Darstellung und
Analyse der entstehenden Punkte erfolgte durch das AID ELISPOT Reader System
ELRO2 (AID, Strassberg).

Der Nachweis von mehr als fiinf Punkt-bildenden, also IFN-y produzierenden Zellen

wurde als positiver Befund gewertet, wenn sich gleichzeitig mindestens doppelt so
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viele IFN-y produzierende Zellen in der stimulierten Kultur befanden wie in der

unstimulierten Kontrolle.

2.4 Interleukin-2 Enzyme-linked Immunospot (IL-2 EL  ISPOT)

Neben der IFN-y-Produktion wurde anschlieend auch die IL-2-Produktion der T-
Zellen nach Stimulation durch die Antigene CFP-10 und ESAT-6 untersucht. Das IL-2
ELISPOT-Verfahren wurde dabei analog zum IFN-y ELISPOT durchgeftihrt, wobei

folgende Unterschiede gelten:

Die Membran der MAIPS4510-Mikrotiterplatten (Millipore GmbH, Schwalbach) wurde
zunachst bei Raumtemperatur fur zwei Minuten mit 50 yl einer 70%igen Ethanol-
Lésung angefeuchtet und anschlieend finfmal mit 200 ml Aqua bidest. gewaschen,
um eine bessere Haftung der Antikdrper an der Membran zu gewahrleisten. Nach
Beschichtung mit 10 pg/ml anti-IL-2-Antikrpern (Mabtech AB, Nacka Strand,
Schweden) wurden die Platten Uber Nacht bei 4C ink ubiert.

Die Mikrotiterplatten wurden nun finfmal mit 200 ml sterilem PBS (Phosphate
Buffered Saline, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Munchen) gewaschen und fir 30
Minuten bei Raumtemperatur mit R10-Medium geblockt. Nach 18 Stunden Inkubation
mit dem jeweiligen Antigen (CFP-10 oder ESAT-6) wurden die Platten bei
Raumtemperatur mit 1 pg/ml Biotin-konjugierten anti-IL-2-Antikérpern (Mabtech AB)
fir zwei Stunden und anschlie3end fur eine Stunde mit in PBS 1:1000 verdinntem
Streptavidin-alkalische-Phosphatase-Konjugat (Mabtech AB) inkubiert. Schlief3lich
wurde als farbgebendes Substrat BCIP/NBT Plus (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-
Phosphat/Nitroblau-Tetrazolium, Moss Inc., Pasadena, USA) hinzugegeben. Die
Zahlung und Interpretation der punktbildenden Zellen erfolgte dann wie oben

beschrieben.

2.5 Untersuchung des beim Indexpatienten isolierten M. tuberculosis-Stammes
Um mdgliche Hinweise auf die Virulenz des beim Indexpatienten isolierten
M. tuberculosis-Stammes und damit auf die Wahrscheinlichkeit weiterer Infektionen
im Umfeld des Indexpatienten zu erhalten, erfolgten schlief3lich eingehendere

Untersuchungen des isolierten Stammes.
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Die Zuordnung des isolierten Stammes zu einem bereits bekannten, also
sequenzierten Stamm geschieht durch die MIRU-VNTR-Analyse (Mycobacterial
interspersed repetitive unit - variable number of tandem repeats). Kern der MIRU-
VNTR-Analyse ist eine Referenzdatenbank, die speziell zur Klassifizierung von
M. tuberculosis-lsolaten entwickelt wurde. Sie enthalt Daten mehrerer hundert
reprasentativer Stdmme aus dem M. tuberculosis-Komplex, deren Genotyp mit
verschiedenen modernen Typisierungsverfahren charakterisiert wurde. So ist durch
den Vergleich des Isolats mit einem beschriebenen Stamm eine korrekte Zuordnung
sichergestellt (57-60).

Ein Ansatz zur Beurteilung eines isolierten M. tuberculosis-Stamm bzw. der
zellularen Immunantwort auf den Stamm in vitro ist es, menschliche Immunzellen mit
dem zu untersuchenden M. tuberculosis-Stamm in Kontakt zu bringen und
anschlieend ihre Bildung von Tumor-Nekrose-Faktor a (TNF-a) zu messen. In
dieser Studie wurden hierzu zwei Typen von Immunzellen verwendet, zum einen
menschliche THP-1-Zellen, aus einer Leukamiezelllinie stammende klonale
monozytare Zellen, und zum anderen menschliche von Monozyten abstammende
Makrophagen (engl.: Monocyte-derived macrophages, MDM). Diese beiden Zelltypen
wurden zur Darstellung der zellularen Immunantwort auf einen bestimmten
M. tuberculosis-Stamm jeweils mit beim Indexpatienten isolierten M. tuberculosis-
Stamm und einem bekannten Laborstamm in Kontakt gebracht, anschlieRend wurde
die jeweilige TNF-a-Bildung der Zellen bestimmt. Im Einzelnen erfolgte die

Untersuchung wie folgt:

Menschliche THP-1-Zellen wurden mit 5 ng/ml Phorbol-Myristat-Acetat (PMA) Uber
96 Stunden zur Differenzierung gebracht. Die Gewinnung der von Monozyten
abstammenden Makrophagen (MDM) erfolgte nach Reiling (61). Der beim
Indexpatienten isolierte MTB-Stamm 9729/07 und der Labor-Stamm H37Rv wurden
bei 37C auf Middlebrook-7H9-Medium mit Middlebrook -OADC-Zusatz (BD
Biosciences GmbH, Heidelberg) bis zu einer optischen Dichte von 0,2-0,4

angezuichtet.

Die Kulturen wurden geerntet, aliquotiert und bei -80C eingefroren. Zur

experimentellen Infektion in vitro wurden die Proben dann in Kulturmedium verdinnt,
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und die Lésung wurde sechs Mal durch eine 27-Gauge-Nadel gezogen, um eine

ausreichende Feinverteilung der Mykobakterien zu gewéhrleisten.

Die THP-1-Zellen (300000/ml) sowie die MDM-Zellen (500000/ml) wurden
anschlieend in 500-pl-Kulturen fur 4 Stunden mit oder ohne die M. tuberculosis-
Stamme H37Rv und 9729/07 inkubiert. Als Positivkontrolle wurde Lipopolysaccharid
(LPS) von Salmonella enterica, Serotyp Friedenau H909, verwendet
(freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Prof. Dr. H. Brade, Forschungszentrum
Borstel). Die Messung der TNF-a-Freisetzung erfolgte dann im ELISA-Verfahren
entsprechend den Vorgaben des Herstellers (TNF Duoset, R&D Systems GmbH,
Wiesbaden-Nordenstadt).

2.6 Statistische Auswertung

Die Datenauswertung erfolgte mit Stata 9.0 (StataCorp, Stata Statistical Software,
College Station, Texas, USA).

Die kategorischen Daten wurden mit dem x32Test analysiert. Bei geringerem
Stichprobenumfang, wenn Zellzahlen unter funf erwartet wurden, wurde der Fisher-
Exakt-Test verwendet (62, 63). Zur Auswertung von nicht normal verteilten
Intervallvariablen wurde der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test flr ungepaarte

Stichproben verwendet.

In der Diagnostik der LTBI gibt es — anders als bei der behandlungsbedurftigen
Tuberkulose — bisher keinen ,Goldstandard“. Jedoch war es in dieser
Untersuchungssituation (z.B. durch die Verwendung von Stundenplanen) mdglich,
die ermittelten Kontaktpersonen nach ihrer Exposition zum Indexpatienten in
Gruppen mit engem oder nur gelegentlichem Kontakt einzuteilen und mit der
Expositionsdauer stand ein Mal3 fur die Wahrscheinlichkeit einer LTBI zur Verfigung.
Die Kontaktpersonen wurden aufgrund ihrer Exposition zum Indexfall in zwei
Gruppen stratifiziert. Als gelegentlicher Kontakt galten dabei Expositionszeiten von
weniger als 100 Stunden, enge Kontaktpersonen wurden definiert als Personen mit

100 Stunden oder mehr Exposition.

Zur Beurteilung von mit einem positiven Testergebnis verkntipften Kovariablen wurde

eine logistische Regressionsanalyse durchgefuhrt.
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Die Korrelation zwischen den Ergebnissen der THT- und der ELISPOT-Testungen
wurde mit dem k-Koeffizienten eingeschatzt. Dabei zeigten Werte unter 0,41 nur eine
geringe, falls tUberhaupt vorhandene Korrelation. Werte zwischen 0,41 und 0,60
galten als deutliche, k-Werte zwischen 0,61 und 0,80 als starke Korrelation, Werte ab
0,81 als fast vollstandige Ubereinstimmung (62, 63).

Die Tests wurden als zweiseitige Tests durchgefiuhrt. Als signifikante Testergebnisse

galten solche mit einem p-Wert von <0,05.
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3. Ergebnisse

3.1 Exposition der Kontaktpersonen

Vom Gesundheitsamt wurden 274 Personen als Kontaktpersonen der Indexperson
mit Sputum- und Kultur-positiver Lungentuberkulose identifiziert. Der Indexpatient
arbeitete als Lehrer in zwei Schulen, in einer Schule unterrichtete er eine
Schulklasse, in der anderen sechs Klassen. Insgesamt wurden 167 Schulkinder im
Alter von acht bis 16 Jahren untersucht, aul3erdem in der einen Schule 44 Lehrer,
Verwaltungs- und Reinigungskrafte, in der anderen Schule 22 Erwachsene. Der
Lehrer war auRerdem aktiv in einer Kirchengemeinde und Sanger in einer kirchlichen
Musikgruppe. Es wurden 14 Mitglieder seiner Kirchengemeinde und seiner Band
untersucht, dazu ein Schiler, dem der Indexpatient Gitarrenunterricht erteilt hatte.
Ebenfalls in der Studie untersucht wurden 26 Familienmitglieder und Freunde.
Abbildung 7 zeigt die Beziehungen der Kontaktpersonen zum Indexfall.

Insgesamt wurden 172 Personen (62,7%) mit dem THT untersucht. Bei 167
Personen (60,9%) wurde ein Interferon-y ELISPOT-Test durchgefuhrt, bei 196
(71,5%) ein IL-2 ELISPOT. Die Verteilung der Testergebnisse ist in Abbildung 8
dargestellt.

Vom Lubecker Gesundheitsamt wurde im Rahmen der gesetzlich vorgeschriebenen
Umgebungsuntersuchung bei jeder Kontaktperson entweder die Anlage eines THT
oder eine Blutentnahme zur Durchfihrung eines IFN-y ELISPOT gefordert. Im
Rahmen der Studie wurde den Kontaktpersonen die Teilnahme an allen drei
Testverfahren angeboten. Jedoch erteilten nicht alle Kontaktpersonen bzw. deren
Eltern ihr Einverstandnis zur parallelen Durchfihrung aller drei Verfahren (siehe
Abbildung 8 ).

Bei Kontaktpersonen, bei denen kein THT durchgefuhrt werden kann oder dieser
positiv ausfallt, verwendet das Gesundheitsamt in Libeck in seinen
Umgebungsuntersuchungen den Test QuantiFERON-TB Gold In-Tube. Siebzehn der
vom Gesundheitsamt als Kontaktpersonen identifizierten Personen (6,2%) erhielten
eine ELISA-Testung mit dem QuantiFERON-TB Gold In-Tube. Die mit dem ELISA
getesteten Kontaktpersonen hatten einer Blutentnahme zur ELISPOT-Testung im
Rahmen der Studie nicht zugestimmt, wurden aber bei fehlendem THT vom

Gesundheitsamt  zwangsweise mit dem ELISA getestet. In dieser
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Umgebungsuntersuchung war in allen 17 Fallen eine bestehende Hauterkrankung,
bei der der THT kontraindiziert ist, der Grund fur die Verwendung des ELISA; in
keinem der Falle war zuvor ein positiver THT festgestellt worden. Die ELISA-

Testergebnisse der 17 Personen wurden in der Studie nicht ausgewertet.

Indexfall
28 Jahre alt, ménnlich,
Lehrer an zwei Schulen, Sanger
in einer kirchlichen Musikgruppe

Familie und Freunde ) Kirchengemeinde
mittleres Alter = 33 J. mittleres Alter = 39 J.
n=26 J n=14
.
Gitarrenschuler
Alter =14 J.
n=1
\_
Kollegen u.a. Personal Schule | Kollegen u.a. Personal Schule I
mittleres Alter = 42 J. mittleres Alter = 43 J.
n=22 n=44
J .
™ ™
Klasse A Klasse B
mittleres Alter = 9 J. mittleres Alter = 11 J.
n=19 ) n=25 )
~
Klasse C
mittleres Alter = 12 J.
L n=19 )
~
Klasse D
mittleres Alter = 12 J.
n=26 )
~
Klasse E
mittleres Alter = 12 J.
n=26 )
~
Klasse F
mittleres Alter = 12 J.
n=27 )
N
Klasse G
mittleres Alter = 15 J.
n=25
. J

Abbildung 7: Beziehungen der 274 Kontaktpersonen zum Indexfall.
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Abbildung 8: Verteilung der THT- und ELISPOT-Testergebnisse.

ELISA: Enzyme-linked immuno-sorbent assay; THT: Tuberkulin-Hauttest; IFN-y: Interferon-y, IL-2:

Interleukin 2; ELISPOT: Enzyme-linked immuno-spot assay.

A

In diesen Fallen war ein Hauttest (z.B. wegen Hauterkrankungen) nicht mdoglich. Diese

Kontaktpersonen hatten einer Blutentnahme zur ELISPOT-Testung im Rahmen der Studie nicht

zugestimmt, wurden aber bei fehlendem THT vom Gesundheitsamt mit dem ELISA (QuantiFERON-TB

Gold In-Tube) getestet.
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$ Diese Kontaktpersonen erhielten keine IL-2 ELISPOT-Testung, weil ihre Zustimmung nur fir bereits
zugelassene Testmethoden vorlag. Es wurde daher ein IFN-y ELISPOT durchgefihrt.

8§ In diesem Fall war die abgenommene Blutmenge nicht ausreichend, um beide ELISPOT-Tests
durchzufiihren. Die Kontaktperson erhielt spater eine ELISA-Testung durch das Gesundheitsamt, das
Testergebnis war negativ.

* Diese Kontaktpersonen erhielten keine IL-2 ELISPOT-Testung, weil ihre Zustimmung (bzw. die der
Eltern) nur fur bereits zugelassene Testmethoden vorlag.

* Diese vier Kontaktpersonen zeigten ein unklares Testergebnis im IFN-y ELISPOT. Weil kein Hauttest
durchgefuhrt werden konnte, wurden diese Kontaktpersonen anschlieBend vom Gesundheitsamt mit

dem ELISA getestet. Alle vier zeigten darin ein negatives Testergebnis.

3.2 Ergebnisse der Hauttests
Sechs (3,4%) der 172 getesteten Kontaktpersonen wiesen beim THT einen
Indurationsdurchmesser von = 5 mm auf und prasentierten damit ein positives

Testergebnis.

Achtzehn (10,5%) von 172 Personen waren BCG-geimpft, drei (16,7%) von ihnen
zeigten eine positive Reaktion im Hauttest. 74 Studienteilnehmer gaben an, keine
BCG-Impfung erhalten zu haben, einer (1,4%) von ihnen zeigte ein positives THT-
Ergebnis. Leider konnten 80 Kontaktpersonen — die meisten von ihnen Schiler —
ihren Impfstatus nicht angeben. Bei zwei (2,5%) von ihnen war die Hautreaktion im
THT positiv.

3.3 Testergebnisse des Interferon- y ELISPOT

Bei 167 (60,9%) der 274 Kontaktpersonen wurde eine Interferon-y ELISPOT-Testung
durchgefiihrt. Sieben (4,2%) zeigten ein positives Ergebnis, 156 waren negativ. Vier
(2,4%) der ELISPOT-Tests zeigten ein unklares Ergebnis, d.h., hier war die Positiv-
Kontrolle nicht positiv oder die Negativ-Kontrolle nicht negativ. In allen vier Fallen war
ein THT kontraindiziert, und durch das Gesundheitsamt wurden ELISA-Testungen

veranlasst, von denen alle vier negativ ausfielen.

Alle sechs THT-positiven Studienteilnehmer erhielten auch einen IFN-y ELISPOT-
Test. Von diesen waren zwei positiv und vier negativ. Von den 166 THT-negativen
Personen wurden 77 (46,4%) mit dem IFN-y ELISPOT-Verfahren getestet, 1 (1,3%)

zeigten hier ein positives Testergebnis, 76 (98,7%) waren negativ.
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Allen Kontaktpersonen mit positivem THT- und/oder mit positivem IFN-y ELISPOT-

Testergebnis wurde eine viermonatige Behandlung mit Rifampizin angeboten (37).

3.4 Testergebnisse des Interleukin-2 ELISPOT

Neben der Interferon-y-Produktion nach T-Zell-Stimulation mit den Antigenen CFP-10
und ESAT-6 wurde auch die Interleukin-2-Produktion der T-Zellen nach Stimulation
durch diese beiden Antigene untersucht. Von 274 Kontaktpersonen wurden 196
(71,5%) mit dem IL-2 ELISPOT getestet. Sechs (3,1%) von ihnen zeigten dabei ein
positives Ergebnis. Unter ihnen waren drei mit positiven sowie drei mit negativem
IFN-y ELISPOT-Ergebnis. Drei der sechs Personen waren nicht mit dem Hauttest
untersucht worden, die anderen drei waren hier negativ. Die Kontaktpersonen mit
einem positiven Testergebnis in mindestens einem der drei Testverfahren sind in

Tabelle 1 dargestellit.

Tabelle 1: Kontaktpersonen mit positivem Testergebnis in mindestens einem der

verwendeten Tests.

Kontakt- Alter in Ergebnis Ergebnis Ergebnis BCG- vorheriger Exposition
person Jahren des THT des IFN-y  desIL-2 Impfung TB-Kontakt in Stunden
ELISPOT ELISPOT

1 35 pos. neg. neg. ja nein 60

2 12 pos. neg. neg. unbekannt nein 56

3 31 pos. neg. neg. ja nein 72

4 39 pos. neg. neg. nein nein 12

5 56 pos. pos. neg. ja nein 1000

6 32 pos. pos. neg. unbekannt ja 136

7 43 nicht getestet pos. neg. nein nein 130

8 58 nicht getestet pos. neg. ja nein 1000

9 51 nicht getestet pos. pos. unbekannt ja 24

10 39 nicht getestet pos. pos. ja nein 130

11 13 neg. pos. pos. nein nein 20

12 15 neg. neg. pos. nein nein 32

13 45 neg. neg. pos. unbekannt nein 48

14 14 nicht getestet neg. pos. nein nein 32

THT: Tuberkulin-Hauttest; ELISPOT: Enzyme-linked Immunospot Assay; IFN-y: Interferon-y; IL-2:

Interleukin 2; BCG: Bacille Calmette-Guérin.

In 34 Fallen reichte die abgenommene Menge der Blutprobe nicht zur Durchfiihrung
beider ELISPOTs aus. In diesen Fallen wurde nur die IL-2 ELISPOT-Testung
durchgefuhrt. In 33 von 34 Féllen wurde aul3erdem ein THT angelegt, eine
Kontaktperson wurde spéater durch das Gesundheitsamt mit dem ELISA-Verfahren
(QuantiFERON-TB Gold In-Tube) getestet. Alle 34 Kontaktpersonen zeigten ein
negatives Ergebnis sowohl im IL-2 ELISPOT als auch im THT bzw. im ELISA.
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In fanf weiteren Fallen wurde nur der IFN-y ELISPOT ohne gleichzeitige
Durchfiihrung einer IL-2 ELISPOT-Testung durchgefiihrt. Bei dreien von ihnen wurde
ein Hauttest angelegt. In diesen funf Fallen hatten die Kontaktpersonen bzw. ihre
Eltern nur der Durchfihrung eines bereits behordlich zugelassenen Testverfahrens
zugestimmt. Alle funf zeigten negative IFN-y ELISPOT-Ergebnisse, die drei Hauttests

fielen negativ aus.

Unter den sechs Personen mit positivem IL-2 ELISPOT-Ergebnis gab eine Frau, eine
51jahrige Gesamtschullehrerin, friheren Kontakt zu Tuberkulose an. Eine
antituberkulése Therapie war damals nicht erfolgt. IThr IL-2 ELISPOT zeigte den
hochsten Wert unter allen getesteten Kontaktpersonen, ihr IFN-y ELISPOT war
ebenfalls positiv. Ein THT war aktuell nicht durchgefiihrt worden, jedoch hatte in der
Vergangenheit eine Hauttestung ein deutlich positives Ergebnis gezeigt. Der
Impfstatus der Frau war nicht bekannt. Die Dauer ihres Kontakts zum Indexpatienten

wurde mit insgesamt 24 Stunden angegeben.

Unter den drei Kontaktpersonen mit positivem IL-2 ELISPOT- und negativem IFN-y
ELISPOT-Ergebnis waren zwei Personen, eine Schilerin und eine Lehrerin, mit
negativem Hauttest-Ergebnis. Die Schilerin war nicht BCG-geimpft, der Impfstatus
der Lehrerin war nicht bekannt. Die Dauer des Kontakts zum Indexpatienten wurde
mit insgesamt 32 bzw. 48 Stunden angegeben. Die dritte Kontaktperson, ein
14jahriger Junge, hatte keinen Hauttest erhalten. Er war nicht geimpft, seine

Kontaktdauer betrug 32 Stunden.

3.5 Auswertung der Fragebogen

Insgesamt wurden von 198 Kontaktpersonen (72,3%) Fragebdgen ausgeflllt. Bei
den Personen, die keinen Fragebogen ausgeflllt hatten, handelte es sich
ausschlief3lich um Schuler, und die Expositionsdauer liel3 sich in diesen Féllen aus
den Angaben der Mitschiler derselben Klasse sowie den Stundenpldnen

rekonstruieren.

Nur drei der Studienteilnehmer berichteten Uber schwerere Erkrankungen oder
immunsupprimierende Therapien. Ein Mann war an einem Kolonkarzinom erkrankt

und hatte postoperativ eine Chemotherapie erhalten, die zwei Monate vor der
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Umgebungsuntersuchung beendet worden war. Der IFN-y ELISPOT sowie der IL-2
ELISPOT des Patienten zeigten ein negatives Ergebnis, ein THT war nicht
durchgefthrt worden.

Ein Madchen litt an einer chronischen Pankreatitis mit konsekutiver
Pankreasinsuffizienz, die u.a. mit Insulin behandelt wurde. Der IFN-y ELISPOT und
der IL-2 ELISPOT der Patientin waren negativ, ein THT war nicht angelegt worden.
Ein Mann war drei Wochen zuvor an einer Pneumonie erkrankt, im Rontgenbild fand
sich ein Lingulainfiltrat. Er wurde mit Moxifloxacin behandelt. Der IFN-y ELISPOT-
Test sowie der IL-2 ELISPOT des Patienten waren negativ, ein THT war nicht

durchgefthrt worden.

Elf der Kontaktpersonen litten an Asthma bronchiale, funf von ihnen wurden mit
inhalativen Kortikosteroiden therapiert, jedoch keiner mit oralen Kortikosteroiden.
Andere immunsupprimierende Erkrankungen oder Therapien (HIV-Infektion,
chronische  Niereninsuffizienz, Diabetes mellitus, maligne Erkrankungen,
Chemotherapie, systemische Kortikosteroide, TNF-Antagonisten, Hamodialyse) oder
Beschwerden wie chronischer Husten, Nachtschweil3 oder Gewichtsverlust in den
letzten sechs Monaten wurden von keinem weiteren Studienteilnehmer berichtet.
Keiner der 198 Kontaktpersonen gab an, in den letzten 12 Monaten wegen einer

Tuberkulose behandelt worden zu sein.

Zwolf (6,1%) Kontaktpersonen hatten friher schon einmal Kontakt zu Patienten mit
einer Tuberkulose gehabt. Eine Chemoprophylaxe hatte keiner von ihnen erhalten.
Zehn der zwolf Kontaktpersonen erhielten eine IFN-y ELISPOT-Testung, zwei Tests
fielen dabei positiv aus. Elf von 12 wurden mit dem IL-2 ELISPOT getestet, ein
Ergebnis war positiv. Unter 7 durchgefihrten Hauttestungen war ein positives

Ergebnis.

Ein 32 Jahre alter Mann mit unbekanntem Impfstatus zeigte ein positives THT- sowie
ein positives IFN-y ELISPOT-Ergebnis bei negativem IL-2 ELISPOT. Seine
Kontaktdauer zum Indexpatienten betrug insgesamt 136 Stunden.

Die oben erwahnte 51jahrige Gesamtschullehrerin wies einen positiven IL-2
ELISPOT auf, ihr IFN-y ELISPOT Testergebnis war ebenfalls positiv. Ein THT war

aktuell nicht durchgefihrt worden, jedoch hatte in der Vergangenheit eine
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Hauttestung ein deutlich positives Ergebnis gezeigt. Ihre Kontaktdauer betrug

insgesamt 24 Stunden. Der Impfstatus der Frau war nicht bekannt.

Ein 65-jahriger in Polen geborener Mann war im Alter von vier Jahren an einer
Lungentuberkulose erkrankt. Der IFN-y ELISPOT sowie der IL-2 ELISPOT des

Patienten zeigten ein negatives Ergebnis, ein THT war nicht durchgefiihrt worden.

3.6 Zusammenhang der Testergebnisse mit Expositions  dauer und BCG-
Impfstatus

Die mittlere Kontaktdauer zum Indexpatienten war unter den Kontaktpersonen mit
positivem IFN-y ELISPOT-Ergebnis (130 Stunden, Interquartilsabstand [IQR]
24 1000 Stunden) hoher als unter den IL-2 ELISPOT-positiven (32 Stunden, IQR
24 48 Stunden), allerdings war das Ergebnis statistisch nicht signifikant (p=0,15).
Fur die Gruppe der THT-positiven Kontaktpersonen lag die mittlere Kontaktdauer
zum Indexpatienten bei 66 Stunden (IQR 56_136 Stunden).

Kein statistisch signifikanter Unterschied in den mittleren Kontaktzeiten fand sich im
Vergleich der THT-positiven Kontaktpersonen zu den IFN-y ELISPOT-positiven
(p=0,52) oder zu den IL-2 ELISPOT-positiven Kontaktpersonen (p=0,15).

Personen mit einem positiven IFN-y ELISPOT-Ergebnis und einem negativen im IL-2
ELISPOT hatten eine mittlere Kontaktdauer von 568 Stunden (IQR 133 1000
Stunden). Im Vergleich dazu hatten Personen mit einem positiven IFN-y ELISPOT
und einem positiven IL-2 ELISPOT eine mittlere Kontaktdauer von 24 Stunden (IQR
20_130 Stunden; p=0,047), Kontaktpersonen mit einem negativen IFN-y ELISPOT
und einem positiven IL-2 ELISPOT zeigten eine mittlere Kontaktdauer zum
Indexpatienten von 32 Stunden (IQR 32_48 Stunden; p= 0,031), siehe Abbildung 9 .
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Abbildung 9: Ergebnisse des IFN-y ELISPOT sowie des IL-2 ELISPOT und die
mittlere Expositionsdauer in vier Gruppen (IFN-y -/IL-2 -, IFN-y +/IL-2 -, IFN-y +/IL-2
+, IFN-y -/IL-2 +).

*. Unterschiede statistisch signifikant.

In der Regressionsanalyse zeigten das Alter, das Geschlecht sowie der Impfstatus

keinen Einfluss auf das Testergebnis im IFN-y ELISPOT, IL-2 ELISPOT oder THT.

Verglichen mit der Gruppe der Personen mit nur gelegentlichem Kontakt zum
Indexfall (Expositionszeit < 100 Stunden) war das Risiko fur ein positives IFN-y
ELISPOT-Ergebnis 40,8-mal héher (95%-Konfidenzintervall 6,9-240,3; p<0,001) und
das Risiko fur ein positives THT-Ergebnis (Indurationsdurchmesser von 25mm) 19,3-
fach erhoht (95%-KlI 2,7-137,5; p=0,003), wenn die Person engen Kontakt zum
Indexfall gehabt hatte. Im Gegensatz zum IFN-y ELISPOT-Ergebnis war das THT-
Ergebnis starker durch eine vorausgegangene BCG-Impfung beeinflusst, allerdings
war dieses Ergebnis nicht signifikant.

Das Risiko fur ein positives IL-2 ELISPOT-Ergebnis war bei Personen mit engem
Kontakt zum Indexfall 2,5-fach hoher (95%-Konfidenzintervall 0,3-23,0; p<0,001) als

bei Personen mit nur gelegentlichem Kontakt (Tabelle 2).
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Tabelle 2: Odds Ratios fur ein positives Ergebnis im IFN-y ELISPOT, IL-2 ELISPOT
bzw. THT.

Kovariablen IL-2 ELISPOT IFN-y ELISPOT Tuberkulin-Hauttest
Odds Ratio (95%-Kl) Odds Ratio (95%-Kl) Odds Ratio (95%-Kl)
Exposition 2100 h 2,5(0,3 - 23,0) p<0,001 40,8 (6,9 - 240,3) p<0,001 19,3 (2,7 - 137,5) p=0,003
BCG-Impfung 1,4(05-34)p=051 1,7 (0,7 - 4,0) p=0,21 2,3(0,9 - 5,9) p=0,07
Alter 1,02(1,0-1,1)p=0,3 1,06 (1,0-1,1)p=0,008 1,05 (1,0 - 1,1) p=0,02
Geschlecht (mannlich) 0,8 (0,1 - 4,5) p=0,8 1,1 (0,2 - 5,1) p=0,9 1,05 (0,3 - 2,5) p=0,29

Kl: Konfidenzintervall; BCG: Bacille Calmette-Guérin.

Die Ubereinstimmung zwischen THT- und IFN-y ELISPOT-Ergebnissen sowie
zwischen IFN-y ELISPOT und IL-2 ELISPOT war deutlich (k=0,42 bzw. k=0,44), die
Ubereinstimmung zwischen THT und IL-2 ELISPOT war gering (k=-0,04).

3.7 Genotypisierung des beim Indexpatienten isolier ten M. tuberculosis-
Stammes und Analyse der durch diesen Stamm induzier  ten TNF-a-Bildung ex
Vivo

Trotz der ausgepragten klinischen Symptomatik des Indexpatienten, der retrospektiv
Uber einen Zeitraum von sieben Monaten als infektios anzusehen war und bei dem
sowohl der mikroskopische als auch der kulturelle Nachweis von saurefesten
Stabchen im Sputum gelang, fanden sich bei den Kontaktpersonen nur wenige
positive Ergebnisse in den drei durchgefihrten immunologischen Tests. Um mdgliche
Hinweise auf die Virulenz des beim Indexpatienten isolierten M. tuberculosis-
Stammes zu erhalten, erfolgten nun eingehendere Untersuchungen des isolierten

Stammes.

Die Genotypisierung des beim Indexpatienten isolierten M. tuberculosis-Stammes
9729/07 und des Labor-Stammes H37Rv erfolgte wie durch Wirth beschrieben (64).
Die MIRU-VNTR-Analyse (Mycobacterial interspersed repetitive unit - variable
number of tandem repeats) konnte den Stamm des Indexpatienten als ostafrikanisch-
indischen Stamm identifizieren, wéhrend der Labor-Stamm als ein Haarlem-Subtyp

klassifiziert wurde.

Zur Darstellung der zellularen Immunantwort auf den M. tuberculosis-Stamm des

Indexpatienten wurden menschliche THP-1-Zellen sowie MDM-Zellen mit diesem
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Stamm und einem Laborstamm in Kontakt gebracht und anschlieBend die jeweilige

TNF-a-Bildung der Zellen untersucht.

In vitro zeigte der beim Indexpatienten isolierte M. tuberculosis-Stamm dabei eine
schwachere Zellaktivierung: Im Vergleich zum Laborstamm H37Rv induzierte der
Stamm 9729/07 in den THP-1- und MDM-Zellen eine um 30-50% geringere TNF-a-
Bildung (siehe Abbildung 10 ).
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Abbildung 10: TNF-a-Bildung durch menschliche THP-1-Zellen (a) sowie durch von
Monozyten abstammende Makrophagen (b) nach Kontakt mit den M. tuberculosis-
Stammen 9729/07 und H37Rv (Laborstamm).

LPS: Lipopolysaccharide (Positivkontrolle), n.d.: nicht nachweisbar, ctrl.. Medium-Kontrolle, MOI:

Multiplicity of infection.



4. Diskussion

4.1 Allgemeines

Im Rahmen einer grof3en Tuberkulose-Umgebungsuntersuchung wurde in dieser
Arbeit erstmals bei gesunden Kontaktpersonen eines Patienten  mit
ansteckungsfahiger Lungentuberkulose ein neues Testverfahren zur Unterscheidung
von Kkurzlich erfolgten und langer zurlckliegenden Infektionen mit den beiden

etablierten Verfahren Tuberkulin-Hauttest und Interferon-y ELISPOT verglichen (65).

Die Kombination aus IFN-y ELISPOT und IL-2 ELISPOT erlaubte dabei eine
signifikant bessere Unterscheidung zwischen kirzlich erfolgten und langer
zurUckliegenden Infektionen mit M. tuberculosis als der IFN-y ELISPOT oder der THT
allein. Wenn sich die Ergebnisse dieser Feldstudie auch auf den positiven pradiktiven
Wert der Testkombination niederschlagen, koénnte dadurch die praventive
Chemotherapie zur Verhinderung der aktiven Tuberkulose deutlich gezielter

eingesetzt werden.

4.2 Grundsétzliches zu Umgebungsuntersuchungen

Die Umgebungsuntersuchung stellt eine der einfachsten und effektivsten
Interventionen zur Identifizierung von (vor kurzem) mit M. tuberculosis infizierten
Personen und damit eine der wichtigsten Praventionsmaflinahmen dar. Sie ist
insbesondere in Landern mit niedriger Tuberkulose-Inzidenz eine der wichtigsten

MalRnahmen zur Bekampfung der Tuberkulose tiberhaupt (66).

Ziele der Umgebungsuntersuchung sind erstens die Reduktion von Tuberkulose-
bedingter Morbiditdt und Mortalitat durch frihzeitige Identifizierung und adaquate
Behandlung von infizierten Kontaktpersonen und zweitens das Verhindern einer
weiteren Ausbreitung durch zeitnahe Identifizierung von maoglichen (sekundéren)

Infektionsquellen.

Zusétzlich zur Identifizierung von infizierten Kontaktpersonen ist vor allem in Landern
mit niedriger Tuberkulose-Inzidenz, in denen die vollstandige Eradikation der
Tuberkulose angestrebt wird, auch eine adaquate praventive Therapie oder
zumindest ein adaquates Follow-up der Kontaktpersonen mit frischer LTBI wichtig,

um zusatzliche Tuberkulosefalle im weiteren Verlauf zu verhindern. Bei

35



Kontaktpersonen mit LTBI ist also auch die Abschatzung ihres individuellen Risikos,

im Verlauf an einer Tuberkulose zu erkranken, von grol3er Bedeutung (66).

4.3 Sensitivitdt und Spezifitdt des THT

Die Sensitivitat ist der Anteil der erkrankten Personen, die ein positives Testergebnis
aufweisen. Die Spezifitat beschreibt den Anteil der gesunden (hier: der nicht mit
M. tuberculosis infizierten bzw. an Tuberkulose erkrankten) Personen, die im

verwendeten Test eine negative Testreaktion zeigen.

In der Diagnostik der LTBI gibt es — anders als bei der behandlungsbedurftigen
Tuberkulose — bisher keinen ,Goldstandard”. Die Sensitivitat und Spezifitat der hier
verglichenen Testverfahren kénnen also nicht direkt bestimmt werden (67). Allerdings
ist eine Ansteckung und damit ein positives Testergebnis umso wahrscheinlicher, je
langer und enger der Kontakt zu einem Erkrankten bestand; die Infektiositdt von
M. tuberculosis korreliert mit der Dauer des Kontakts zum Index-Fall (68-70). Ein
Test, der sensitiver und spezifischer als der THT ist, sollte also besser mit der
Expositionsdauer korrelieren und auf3erdem nicht durch eine vorangegangene BCG-

Impfung beeinflusst werden (50).

Die Sensitivitat des THT liegt laut Pai (71) in 20 untersuchten Studien mit insgesamt
1193 Teilnehmern bei 71-82%. Sie ist vermindert bei malignen Erkrankungen, bei
zellularen Immundefekten wie z.B. einer HIV-Infektion (38), bei iatrogener
Immunsuppression und bei akuten oder kurz zurtckliegenden schweren
Virusinfektionen (Influenza, Masern, Rételn und Windpocken). Ebenfalls falsch-
negative THT-Ergebnisse finden sich bei fulminanter tuberkuléser Erkrankung (z.B.
Miliartuberkulose) sowie bei Sarkoidose und bei élteren Menschen, auf3erdem bis zu
6 Wochen nach einer Lebendimpfung (33, 36). Die Spezifitat des THT liegt laut Pai
(71) bei nicht geimpften Personen (in 6 Studien mit 847 Teilnehmern) bei 95-99%.
Bei BCG-geimpften ist sie deutlich niedriger und variiert starker (46-73%).

Eine BCG-Impfung oder eine Infektion mit nichttuberkuldsen Mykobakterien (NTM)
kbnnen beim THT zu positiven Ergebnissen fihren, also die Spezifitdt des Tests
verringern (27, 32, 34, 36). Ob und mit welcher Intensitat eine BCG-Impfung das

Ergebnis eines THT beeinflusst, hdngt davon ab, wie lange die letzte Impfung
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zurUckliegt, wie viele Impfungen stattfanden und mit welchem BCG-Stamm geimpft
wurde (34). Nur 8 Prozent der Personen, die zum Zeitpunkt ihrer Geburt eine BCG-
Impfung erhielten, weisen 15 Jahre spater noch einen positiven THT auf (28). Haufig

liegen Uber die einzelnen Parameter leider keine genauen Informationen vor.

Eine Infektion mit nichttuberkulésen Mykobakterien mit dadurch verursachten
Kreuzreaktionen kann eine weitere Erklarung fur positive THT-Ergebnisse sein. Die
Reaktion des THT auf NTM beruht &hnlich wie bei der BCG-Impfung auf dem
Vorhandensein von Antigenen im Tuberkulin, die auch bei verschiedenen NTM
vorkommen. Die RD1-Antigene werden, mit Ausnahme von M. kansasii, M. marinum
und M. szulgai, von den meisten NTM nicht exprimiert (48). Allerdings wurde im
Genom von M. leprae ein ESAT-6-homologes Antigen identifiziert (72). Etwa ein
Funftel der positiven THT-Ergebnisse bei BCG-ungeimpften, ELISPOT-negativen
Probanden kann durch eine Infektion mit NTM bedingt sein (73).

4.4 Sensitivitat und Spezifitdt des IFN- yELISPOT

Mehrere Studien haben in den letzten Jahren die beiden Testverfahren THT und
IFN-y ELISPOT in der Diagnostik der M. tuberculosis-Infektion verglichen. Eine
Ubersicht tUber die bisher veroffentlichten Studien gibt Tabelle 3.
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Tabelle 3: Identifikation einer Infektion mit M. tuberculosis durch Interferon-y Release
Assays (ELISA oder ELISPOT) bei Personen ohne aktive Tuberkulose.

Studie ELISA/ n verwendete BCG- pos. Test-
ELISPOT Antigene geimpft ergebnis
Ravn et al. 1999 (74) ELISA 30 ESAT-6 78% 47%
Ulrichs et al. 2000 (75) ELISPOT 12 ESAT-6 0% 83%
Vekemans et al. 2001 (76) ELISA 28 ESAT-6 n.a. 71%
Arend et al. 2001 (77) ELISA 12 ESAT-6, CFP-10 n.a. 67%
Lalvani et al. 2001 (46) ELISPOT 26 ESAT-6 n.a. 85%
Lalvani et al. 2001 (50) ELISPOT 50 ESAT-6 7% 39%
Pathan et al. 2001 (78) ELISPOT 27 ESAT-6 88% 85%
Ewer et al. 2003 (79) ELISPOT 535 ESAT-6, CFP-10 87% 27%
Brock et al. 2004 (80) ELISA 125 ESAT-6, CFP-10 32% 26%
Vekemans et al. 2004 (81) ELISA 44 CFP-10 n.a. 95%
Richeldi et al. 2004 (82) ELISPOT 92 ESAT-6, CFP-10 10% 18%
Shams et al. 2005 (83) ELISPOT 413 ESAT-6, CFP-10 49% 39%
Zellweger et al. 2005 (84) ELISPOT 91 ESAT-6, CFP-10 86% 15%
Kang et al. 2005 (85) ELISA 48 ESAT-6, CFP-10 67% 44%
Diel et al. 2006 (86) ELISA 309 ESAT-6, CFP-10 51% 10%
Diel et al. 2006 (87, 88) ELISPOT 83 ESAT-6, CFP-10 57% 16%
Kobashi et al. 2007 (89) ELISA 190 ESAT-6, CFP-10 78% 3%
Hill et al. 2007 (90) ELISPOT 558 ESAT-6, CFP-10 n.a. 40%
Arend et al. 2007 (91) ELISA 785 ESAT-6, CFP-10 0% 10%
Arend et al. 2007 (91) ELISPOT 759 ESAT-6, CFP-10 0% 19%
Goletti et al. 2008 (92) ELISA 97 ESAT-6, CFP-10 27% 38%
Goletti et al. 2008 (92) ELISPOT 97 ESAT-6, CFP-10 27% 55%

ELISA: Enzyme-linked immuno-sorbent assay; ELISPOT: Enzyme-linked immunospot assay; ESAT-6:
Early secretory antigenic target 6; CFP-10: Culture filtrate protein 10; BCG: Bacille Calmette-Guérin;

n.a.: nicht angegeben.

Bei der aktiven Tuberkulose liegt die Sensitivitat des IFN-y-ELISPOT-Verfahrens bei
81-100%, die Spezifitat bei 44-100% (s. Tabelle 4).

Tabelle 4: Sensitivitat und Spezifitdt des Interferon-y Enzyme-linked Immunospot

Assay bei Personen mit aktiver Tuberkulose.

Studie n verwendete BCG- Sensitivitdt ~ Spezifitat
Antigene geimpft

Lalvani et al. 2001 (46) 47 ESAT-6 7% 96% 100%
Pathan et al. 2001 (80) 33 ESAT-6 n.a. 91% 100%
Chapman et al. 2002 (47) 11 ESAT-6, CFP-10 n.a. 100% 100%
Liebeschuetz et al. 2004 (93) 57 ESAT-6, CFP-10 95% 81% n.a.

Kang et al. 2005 (85) 54 ESAT-6, CFP-10 56% 81% n.a.

Meier et al. 2005 (94) 72 ESAT-6, CFP-10 n.a. 97% 92%
Lee et al. 2006 (95) 87 ESAT-6, CFP-10 52% 97% 85%
Goletti et al. 2006 (96) 23 ESAT-6, CFP-10 n.a. 91% 59%
Ferrara et al. 2006 (97) 24 ESAT-6, CFP-10 18% 83% n.a.

Kang et al. 2007 (98) 64 ESAT-6, CFP-10 36% 92% 47%
Janssens et al. 2007 (99) 58 ESAT-6, CFP-10 82% 83% 74%
Detjen et al. 2007 (100) 28 ESAT-6, CFP-10 14% 93% 100%
Dominguez et al. 2008 (101) 42 ESAT-6, CFP-10 24% 86% n.a.

Soysal et al. 2008 (102) 100 ESAT-6, CFP-10 n.a. 84% 85%
Dosanjh et al. 2008 (103) 148 ESAT-6, CFP-10 60% 86% 72%
Goletti et al. 2008 (92) 97 ESAT-6, CFP-10 27% 85% 44%

ESAT-6: Early secretory antigenic target 6; CFP-10: Culture filtrate protein 10; BCG: Bacille Calmette-

Guérin; n.a.: nicht angegeben.
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In der Diagnostik der LTBI gibt es — anders als bei der behandlungsbedurftigen
Tuberkulose — bisher keinen ,Goldstandard”. Deshalb verwenden einige Autoren die
Exposition als Mal3 fur die Wahrscheinlichkeit einer LTBI. Tabelle 5 zeigt die

Ergebnisse dieser Studien.

Tabelle 5: Ergebnisse des Interferon-y Enzyme-linked Immunospot Assay (IFN-y
ELISPOT) wund des Tuberkulin-Hauttests (THT) in Personengruppen mit

unterschiedlich intensiver Exposition.

Studie intensive Exposition mittlere Exposition geringe Ex position

n ELISPOT-  THT- n ELISPOT- THT- n ELISPOT-  THT-

pos. in % pos. pos. in % pos. pos. in % pos.

in % in % in %
Lalvani et al. 2001 * (50) 20 73 65 8 38 43 12 0 31
Ewer et al. 2003 $ (79) 20 100 90 81 53 51 a7 38 40
Richeldi et al. 2004 § (82) 4 25 0 9 67 11 16 6 6
Hill et al. 2004 * (104) 149 38 62 340 30 41 246 24 28
Zellweger et al. 2005 * (84) | 54 22 50 - - - 37 5 35
Shams et al. 2005 t (83) 104 50 57 206 39 52 103 30 41
Hill et al. 2006 * (105) 163 46 53 372 33 32 182 20 15

ELISPOT: Enzyme-linked immunospot assay, THT: Tuberkulin-Hauttest.

* Kontaktpersonen, die im selben Haushalt lebten oder im selben Biiro arbeiteten, wurden zur Gruppe
mit intensiver Exposition gerechnet. Als mittlere bzw. geringe Exposition wurden Kontaktdauern von
kumulativ mindestens vier Stunden bzw. weniger als vier Stunden klassifiziert.

$ Die Gruppe mit intensiver Exposition bestand aus Klassenkameraden des Indexpatienten. Schuler
der Parallelklassen, die mehrmals bzw. einmal wdchentlich Schulveranstaltungen gemeinsam mit dem
Indexpatienten besuchten, wurden in die Gruppe mit mittlerer bzw. geringer Exposition aufgenommen.
§ Als intensiv exponiert galten 4 enge Familienmitglieder. Zur Gruppe mit mittlerer Exposition z&hlten
Patientinnen, die mit der Indexpatientin ein Krankenzimmer geteilt hatten. Geringe Exposition bestand
bei Mitpatientinnen, die mit der Indexpatientin gesprochen oder laut Krankenhausakten anderweitig
geringen Kontakt gehabt hatten.

* Kontaktpersonen mit intensiver bzw. mittlerer Exposition schliefen mit den Indexpatienten im selben
Raum bzw. in einem Nebenraum, gering exponierte wohnten in einem anderen Haus.

# Zunachst erfolgte eine Einteilung in drei Gruppen anhand der Gesamtkontaktdauer (< 3 Std., 3-8
Std. und > 8 Std.), anschlieBend eine Gewichtung des Kontakts in eng (> 1 Std. im selben Raum mit
< 2 m Abstand) oder nicht eng. Als intensiv exponiert galten Kontaktpersonen mit einer
Gesamtkontaktdauer von tber 8 Stunden und/oder engem Kontakt.

t Die Klassifizierung erfolgte anhand eines komplexen Kontakt-Scores, in dessen Berechnung
folgende Variablen eingingen: Verhaltnis der Kontaktpersonen zu den Indexpatienten, Infektiositat der

Indexpatienten, Art und jeweilige Dauer des Kontakts.
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Eine Ansteckung und damit ein positives Testergebnis sind umso wahrscheinlicher,
je langer und enger der Kontakt zu einem Erkrankten bestand; die Infektiositat von
M. tuberculosis korreliert mit der Dauer des Kontakts zum Index-Fall (68-70). Ein
Test, der sensitiver und spezifischer als der THT ist, sollte also besser mit der
Expositionsdauer korrelieren und auf3erdem nicht durch eine vorangegangene BCG-

Impfung beeinflusst werden (50).

In dieser Studie war das Risiko fir ein positives IFN-y ELISPOT-Ergebnis verglichen
mit der Gruppe der Personen mit nur gelegentlicher Exposition 40,8mal hoher (95%-
Konfidenzintervall 6,9-240,3, p<0,0001) und das Risiko fur ein positives THT-
Ergebnis (Indurationsdurchmesser von =5mm) 19,3fach erhoht (95%-KI 2,7-137,5,
p=0,003), wenn die Person engen Kontakt zum Indexfall gehabt hatte. Das Risiko flr
ein positives IL-2 ELISPOT-Ergebnis war bei Personen mit engem Kontakt zum
Indexfall 2,5-fach héher (95%-Konfidenzintervall 0,3-23,0; p<0,001) als bei Personen

mit nur gelegentlichem Kontakt.

Im Gegensatz zum IFN-y ELISPOT- und IL-2 ELISPOT-Ergebnis war das THT-
Ergebnis starker durch eine vorausgegangene BCG-Impfung beeinflusst, allerdings

war dieses Ergebnis nicht signifikant.

In dieser Studie korrelierten die Ergebnisse des IFN-y ELISPOT besser mit dem Grad
der Exposition als die des THT. Ahnliche Ergebnisse fanden Ewer et al. 2003 (79) in
der bisher grofiten publizierten Umgebungsuntersuchung an einer Schule. Die
untersuchten Schiler einer britischen Oberschule wurden aufgrund ihrer
Expositionszeit in vier Gruppen eingeteilt. Uber alle Gruppen hinweg korrelierte der
IFN-y ELISPOT besser mit dem Grad der Exposition als der THT (p=0,03). Ein isoliert
positives IFN-y ELISPOT-Ergebnis (also ein positives Ergebnis im ELISPOT bei
einem gleichzeitig negativen im THT) war dabei deutlich starker mit einer
M. tuberculosis-Exposition assoziiert als ein isoliert positives THT-Ergebnis, was zu
der Uberlegung fuhrt, dass isoliert positive IFN-y ELISPOT-Ergebnisse
wahrscheinlicher ein richtig-positives Ergebnis anzeigen als isoliert positive THT-
Ergebnisse (79).
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In einer groRen Umgebungsuntersuchung konnten Arend et al. 2007 (91) zeigen,
dass selbst bei nicht geimpften Kontaktpersonen die Assoziation des IFN-y
ELISPOT-Ergebnisses zur Expositionsdauer hoher ist als die zwischen THT und
Expositionsdauer.

Das IFN-y ELISPOT-Verfahren ist besonders in Landern mit niedriger Inzidenz auch
zum Ausschluss einer aktiven Tuberkulose geeignet, wie Meier et al. (94) in einer
Untersuchung aus dem Jahr 2005 zeigen konnten. Unter 12 getesteten Patienten,
bei denen eine Tuberkuloseerkrankung ausgeschlossen wurde, zeigten 11 ein
negatives IFN-y ELISPOT-Ergebnis. Aktuelle Daten einer Meta-Analyse legen die
Vermutung nahe, dass in LaAndern mit niedriger Inzidenz der positive pradiktive Wert

fur die Entwicklung einer Tuberkulose von IGRAs dem des THT Uberlegen ist (54).

4.5 Positiver pradiktiver Wert von THT und IFN-  y ELISPOT

Die Wahrscheinlichkeit einer tatsachlichen Infektion mit M. tuberculosis wird durch
den positiven pradiktiven Wert (PPW) eines Testergebnisses beschrieben. Fir den
positiven pradiktiven Wert gilt:

PPW = Sensitivitét - Pravalenz / [Sensitivitat - Pravalenz + (1 — Spezifitat) - (1 -

Pravalenz)]

Der pradiktive Wert z.B. eines positiven Hauttest-Ergebnisses ist also stark abhéngig
von der Pravalenz der Tuberkuloseinfektion in der untersuchten Population (32). Bei
einer angenommenen Sensitivitdt und Spezifitdt von jeweils 95% und einer
Pravalenz der M. tuberculosis-Infektion von beispielsweise 30% ergabe sich ein
pradiktiver Wert fur ein positives THT-Ergebnis von 89%. Dann lage also nur bei 11%
der positiv Getesteten keine M. tuberculosis-Infektion vor (106). Bei einer Pravalenz
von 1% und gleicher Sensitivitat und Spezifitat (je 95%) verschiebt sich der pradiktive
Wert flr ein positives Ergebnis im Hauttest dagegen auf 16%. In diesem Fall waren
84% der Personen mit positivem THT-Ergebnis nicht mit M. tuberculosis infiziert
(106).

Der THT eignet sich also nicht als Screening-Methode in Populationen mit niedrigem
Infektionsrisiko, z.B. bei Personen ohne Risikofaktoren in L&ndern niedriger

Tuberkulose-Inzidenz. Andererseits hat ein positiver Hauttest in Populationen mit
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hoher Infektionswahrscheinlichkeit, z.B. bei Immigranten aus Landern mit hoher
Tuberkulose-Inzidenz oder auch im Rahmen von Umgebungsuntersuchungen, einen
ausreichend hohen pradiktiven Wert. Allerdings ist bei der Anwendung des THT zu
beachten, dass gerade in vielen Landern mit héherer Tuberkulose-Inzidenz auch die
Wahrscheinlichkeit einer Infektion mit nicht-tuberkulésen Mykobakterien hoher ist und
aullerdem die BCG-Impfung haufiger verwendet wird, was beides wiederum zu
falsch-positiven Testergebnissen fuhren kann.

Auch fur die Uberlegung, bei einer Kontaktperson nach Nachweis einer LTBI eine
praventive Chemotherapie durchzufiihren, ist der positive pradiktive Wert des
Testergebnisses von Bedeutung: Wie bereits erwahnt, tragen erst kirzlich Infizierte
das hochste Risiko, im Verlauf an einer aktiven Tuberkulose zu erkranken. Durch ein
Testverfahren, das die erst kirzlich erfolgte Infektion mit M. tuberculosis detektieren
kann, kann der positive pradiktive Wert eines Testergebnisses angehoben werden.
Diese Personen wirden von einer praventiven Chemotherapie in besonderem Mal3e
profitieren. Durch eine Intervention wie beispielsweise der praventiven
antituberkulésen Behandlung kann der positive pradiktive Wert eines

Testergebnisses wiederum gesenkt werden.

Der positive pradiktive Wert fur die Entwicklung einer aktiven Tuberkulose im Verlauf
ist bei den IGRA-Verfahren vermutlich héher als beim THT. Diel et al. (107) fanden
2008 in einer grof3en Studie mit 601 Kontaktpersonen, dass 14,6% der initial IFN-y-
ELISA-positiven Kontaktpersonen im Verlauf von zwei Jahren an Tuberkulose
erkrankten, jedoch nur 2,3% der initial THT-positiven.

In einer Meta-Analyse von Diel et al. (54) aus dem Jahr 2010 zeigte sich ein
ahnliches Ergebnis auch fir den IFN-y ELISPOT: Nach 12 bis 24 Monaten
entwickelten 3,3-10% der Personen, die initial positiv im IFN-y ELISPOT getestet
worden waren, eine behandlungsbedirftige Tuberkulose. Unter den initial THT-
positiven Personen war dieser Anteil mit 2,3-3,3% geringer. Allerdings bezogen sich
einige der dabei ausgewerteten Studienergebnisse ausschlie8lich auf HIV-
seropositive Personen.

In einer weiteren Untersuchung von Diel et al. (23) aus dem Jahr 2010 fand sich fir
Kontaktpersonen mit initial positivem IFN-y ELISA eine hohere Progressionsrate

(12,9%) gegenuber initial THT-positiven (3,1%). Unter den IFN-y ELISA-positiven
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Kindern entwickelten 28,6% eine behandlungsbedirftige Tuberkulose, verglichen mit

10,3% der initial IFN-y ELISA-positiven Erwachsenen.

Ein weiteres, bisher wenig untersuchtes Problem in der Diagnostik der LTBI stellen
die Cut-off-Werte des THT sowie insbesondere des IFN-y ELISPOT dar; hierbei
werden bisher die Grenzwerte fir an Tuberkulose erkrankte auch auf gesunde

Personen Ubertragen. Dies ist moglicherweise nicht ohne weiteres korrekt.

4.6 Ubereinstimmung von THT- und IFN- yELISPOT-Ergebnissen

Insgesamt wurden in dieser Studie 172 Kontaktpersonen mit dem THT untersucht,
bei 167 Personen wurde eine Interferon-y ELISPOT-Testung durchgefihrt. Sechs
(3,4%) der 172 mit dem THT getesteten Personen wiesen ein positives Ergebnis auf,

sieben (4,2%) zeigten ein positives IFN-y ELISPOT-Ergebnis.

Die Ubereinstimmung von THT- und IFN-y ELISPOT-Ergebnissen war in dieser
Studie relativ niedrig, verglichen mit anderen Untersuchungen (79, 84, 85, 97, 104,
105, 108). Vier (66%) von sechs Personen mit positivem THT zeigten ein negatives
IFN-y ELISPOT-Ergebnis. Eine von drei Kontaktpersonen wurde im IFN-y ELISPOT
positiv und dabei im THT negativ getestet, vier weitere Probanden mit positivem
IFN-y ELISPOT-Testergebnis hatten leider keinen THT erhalten. Zumindest in zwei
Fallen kann die fehlende Ubereinstimmung durch eine vorausgegangene BCG-
Impfung erklart werden. Es ist bekannt, dass die Konstellation aus positivem THT bei
gleichzeitig negativem IGRA-Ergebnis bei BCG-geimpften Personen héaufiger auftritt
als bei nicht geimpften (85, 86, 109). Menzies et al. berichten in ihrer Meta-Analyse
von 2007 (110), dass ein positives IFN-y ELISPOT-Ergebnis bei 6-7% der Getesteten
mit einem negativem THT einherging. Diese Gruppe machte 26% aller positiven
IFN-y ELISPOT-Ergebnisse aus.

Eine groRe Gruppe von Kontaktpersonen (n=83) wurde im Rahmen dieser
Umgebungsuntersuchung zunachst mit dem THT und anschliel3end mit dem IFN-y
ELISPOT getestet. Eine Studie zeigte, dass eine vorherige Hauttestung die
Immunreaktionen im IGRA beeinflussen kann: Im IFN-y ELISPOT fanden sich auch
bei Personen mit negativem initialen Testergebnis nach vorheriger Anlage eines THT
erhohte Immunantworten (111).
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Die Ubereinstimmung von THT- und IFN-y ELISPOT-Ergebnissen ist abhangig von
den gewahlten Grenzwerten fir ein positives Ergebnis. Bei der Testung von
Kontaktpersonen im Rahmen der Umgebungsuntersuchung wird vom Deutschen
Zentralkomitee zur Bekdmpfung der Tuberkulose fur den THT grundsatzlich weiterhin
ein Grenzwert von 25 mm empfohlen (39). In einer Studie von Diel et al. von 2007
(87) zeigte sich, dass ein Anheben des Grenzwerts von 25 mm auf 210 mm bei BCG-
geimpften und gelegentlichen Kontaktpersonen die Anzahl der falsch-positiven THT-
Ergebnisse reduzierte und die Korrelation der beiden Testverfahren deutlich
verbesserte. Allerdings waren in unserer Studie, wie erwdhnt, nur wenige

Kontaktpersonen BCG-geimpft.

4.7 Unklare ELISPOT-Ergebnisse

In dieser Umgebungsuntersuchung fanden sich in 4 Fallen (2,4%) unklare IFN-y
ELISPOT-Ergebnisse, d.h., hier war die Positiv-Kontrolle nicht positiv oder die
Negativ-Kontrolle nicht negativ. In einer Untersuchung von Beffa et al. aus dem Jahr
2007 (112) waren 2% der ELISPOT-Testungen ohne klares Ergebnis. Hohere
prozentuale Anteile fanden sich bei Immunsupprimierten und bei alteren Personen,
auBerdem bei Untersuchungen in den Wintermonaten. Unklare Ergebnisse sind
dabei in der Regel durch einen der drei folgenden Effekte zu erklaren:
Immunsupprimierende Medikamente oder Erkrankungen fihren zu einer schwachen
zellularen Immunantwort und damit zu einer zu geringen Anzahl von Interferon-
produzierenden Zellen in der Positiv-Kontrolle (113). Zweitens kann die Aktivitat der
Zellen durch den Transport beeintrachtigt werden (114), z.B. durch Kalte, was den
hoéheren Anteil nicht auswertbarer Ergebnisse in den Wintermonaten erklart. Auch
Fehler in der technisch aufwandigen Probenverarbeitung kbnnen das Testergebnis
beeinflussen. Beffa et al. (112) fanden aul3erdem, dass mehr als 75% der zunéachst
nicht auswertbaren Proben bei wiederholtem Testen klar positive oder negative

Ergebnisse zeigten.

Unklare Testergebnisse treten beim ELISA-Verfahren (QuantiFERON-TB Gold In-
Tube) signifikant haufiger auf als bei Verwendung des IFN-y ELISPOT (T-SPOT.TB),
wie eine italienische Studie zeigt (97). Ferrara et al. fanden hohere prozentuale
Anteile an unklaren Ergebnissen aufRerdem bei Kindern unter 5 Jahren und bei

Immunsupprimierten (97).



4.8 Testkonversion und -reversion

Ein weiteres Problem ist das der Testkonversion und -reversion. Hill et al. fanden in
ihrer Studie (104), dass es nach M. tuberculosis-Exposition sowohl zu IFN-y
ELISPOT-Konversionen als auch zu ELISPOT-Reversionen kommt. Eine IFN-y
ELISPOT-Reversion wurde viel haufiger beobachtet als eine Reversion des THT und
auch haufiger als eine ELISPOT-Konversion (innerhalb eines Beobachtungs-
zeitraumes von drei Monaten). Diese Tatsache wird besonders wichtig in Fallen, in
denen der Zeitpunkt der Exposition mit M. tuberculosis nicht bekannt ist. Allerdings
ist zumindest der Effekt der Reversion in dieser Umgebungsuntersuchung — mit einer
Testung der Kontaktpersonen innerhalb von einigen Wochen nach Exposition -

maoglicherweise weniger wichtig.

Eine zuvor erfolgte Hauttestung hat bei initial positivem IFN-y ELISPOT offenbar
keine Auswirkung auf das ELISPOT-Ergebnis. Bei initial negativem IFN-y ELISPOT
kénnte es jedoch durch Anlage eines THT maoglicherweise zu einer Konversion des
IFN-y ELISPOT kommen, die Studienlage ist hier allerdings nicht eindeutig (115). Im
Rahmen der Umgebungsuntersuchung erfolgten die Blutentnahmen und die
Tuberkulin-Hauttestungen zum selben Zeitpunkt. Dieses Vorgehen wird in den
aktuellen kanadischen Richtlinien zur ELISPOT-Testung bereits empfohlen (116).

4.9 Interleukin-2 ELISPOT

Die Einfuhrung der IGRA stellte einen wichtigen Fortschritt in der Diagnostik der LTBI
dar (107). Allerdings kann der aus Zellen aus dem peripheren Blut allein
durchgefiihrte IGRA nicht zwischen aktiver Tuberkulose und LTBI unterscheiden
(92). Darlber hinaus ist das Verfahren bei Personen mit LTBI nicht zuverlassig in der
Lage, diejenigen mit einer erst kirzlich erworbenen Infektionen zu identifizieren, die
bekanntermalRen das hdchste Risiko haben, eine aktive Tuberkulose zu entwickeln
(117, 118).

Pathan et al. (78) konnten zeigen, dass die Anzahl von ESAT-6 spezifischen IFN-y
sezernierenden CDA4-T-Zellen wahrend einer antituberkuldsen Therapie fallt. In
anderen Studien wurde dagegen unter antituberkuléser Therapie eine Zunahme der
IFN-y-Immunreaktion gegen ESAT-6 beobachtet (76, 119, 120). Ravn et al. (74)
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konnten Uber einen Beobachtungszeitraum von 6 Monaten keinen Unterschied in der

Reaktion auf einen ESAT-6-basierenden ELISA unter Chemotherapie nachweisen.

In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass neben IFN-y auch andere Biomarker
verwendet werden konnen, die — allein oder in Kombination — die diagnostische
Aussagekraft des IFN-y ELISPOT erhdhen (55, 121, 122). Eine dieser Substanzen ist
das IL-2, das die T-Zell-Replikation triggert und die Granulombildung férdert. Die
immunologische Rolle von IL-2 im Verlauf einer Infektion mit M. tuberculosis ist

komplex.

In einer turkischen Studie wurden 2004 die Serumkonzentrationen von IFN-y und IL-2
im Krankheitsverlauf der behandlungsbedurftigen Tuberkulose untersucht. Bei 18
Patienten wurden die Konzentration von IFN-y und IL-2 im Serum zunachst vor
Behandlungsbeginn und dann zwei Monate nach Therapieende gemessen. Sowohl
die Serumkonzentration von IFN-y als auch die von IL-2 sank unter Behandlung ab
(122).

Eine britische Studie von 2007 untersuchte die Sekretion von IFN-y und IL-2 durch
M. tuberculosis-Antigen-spezifische T-Zellen im Krankheitsverlauf der aktiven
Tuberkulose (55). Im ELISPOT-Verfahren wurde die Sekretion der beiden
Mediatoren zunachst vor Behandlungsbeginn — also bei hoher MTB-Antigenlast —
und anschlieBend nach Therapieabschluss und damit bei niedrigerer Antigenlast
bestimmt. Es zeigte sich eine Verschiebung im IFN-y- und IL-2-Zytokin-Profil:
Wahrend bei den 23 untersuchten Patienten die IFN-y-Sekretion im Verlauf sank,
stieg die Sekretion von IL-2 unter Behandlung an. Die gleichzeitige Messung der IFN-
und IL-2-Sekretion auf Einzelzell-Ebene ergab, dass zunachst Zellen vorherrschten,
die ausschlie3lich IFN-y oder beide Mediatoren sezernierten, wahrend unter und
nach Abschluss der antituberkulésen Therapie eher Zellen nachgewiesen wurden,

die entweder beide Mediatoren oder ausschlief3lich IL-2 sezernierten (55).

Biselli et al. (123) konnten 2010 zeigen, dass mit einem ELISA-Verfahren durch die
Verwendung von IL-2 als zweitem Marker zusatzlich zu IFN-y nicht nur eine

Unterscheidung zwischen M. tuberculosis-Infizierten und gesunden Personen einer
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Kontrollgruppe mdglich war, sondern auch zwischen Personen mit LTBI und

Patienten mit aktiver Tuberkulose.

Von 274 Kontaktpersonen wurden in dieser Studie 196 (71,5%) mit dem IL-2
ELISPOT getestet. Sechs (3,1%) von ihnen zeigten dabei ein positives Ergebnis,
unter ihnen waren drei mit positiven sowie drei mit negativem IFN-y ELISPOT-
Ergebnis. Die mittlere Expositionsdauer zum Indexpatienten war unter den IL-2
ELISPOT-positiven (32 h, IQR 24_48 h) niedriger als unter den IFN-y ELISPOT-
positiven Kontaktpersonen (130 h, IQR 24 1000 h), allerdings war das Ergebnis
statistisch nicht signifikant (p=0,15).

Unter den sechs Personen mit positivem IL-2 ELISPOT-Ergebnis gab eine Lehrerin
einen lange zurickliegenden Kontakt zu Tuberkulose an. Eine antituberkulose
Therapie war nicht erfolgt. Ihr IL-2 ELISPOT zeigte den héchsten Wert unter allen
getesteten Kontaktpersonen, ihr IFN-y ELISPOT war ebenfalls positiv.

Dieser Befund ist vergleichbar mit dem von Patienten mit aktiver Tuberkulose nach
erfolgter Therapie (55). Millington et al. konnten in ihrer Untersuchung von 23
Patienten mit aktiver Tuberkulose zeigen, dass sich unter Behandlung eine
Verschiebung im IFN-y- und IL-2-Zytokin-Profil ergab (55); die zusatzliche
Verwendung eines IL-2 ELISPOT kann zuséatzliche Informationen zum
Infektionsverlauf liefern. Mdglicherweise ist in der Diagnostik der LTBI durch einen
zusatzlichen IL-2 ELISPOT eine Unterscheidung madglich zwischen akuter
Immunantwort nach kirzlich erfolgtem Kontakt und chronischer Immunantwort nach

weiter zuriickliegendem Kontakt.

4.10 M. tuberculosis-Ubertragung und Falle von LTBI

In dieser Umgebungsuntersuchung fanden sich Uberraschend wenige Falle einer
moglichen Ubertragung von M. tuberculosis. Nur 7 (4,2%) von 167 IFN-y ELISPOT-
getesteten zeigten ein positives Testergebnis. Keine der 274 Kontaktpersonen
entwickelte bisher eine aktive Tuberkulose. Dies ist eine niedrigere Ubertragungsrate
verglichen mit anderen Umgebungsuntersuchungen, wie z.B. in der Untersuchung
von Ewer et al. 2003 an einer britischen Schule (79). Dort fand man unter 535

Kontaktpersonen 97 Falle von LTBI und neun Falle von aktiver Tuberkulose.
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Gut dokumentierte Falle von Infektionen mit M. tuberculosis auch nach sehr kurzer
Exposition sind mehrfach beschrieben (68, 69, 82). In dieser Studie war der
Indexpatient wahrscheinlich Uber einen Zeitraum von ungefahr sieben Monaten
infektios gewesen. Ewer et al. (79) fanden 2003 in ihrer Studie, dass ein Kontakt von
130 Stunden, die mit einem Patienten mit Sputum-positiver kaverndser
Lungentuberkulose im selben Klassenraum verbracht wurden, sicher zur Infektion
fuhrte. In dieser Arbeit fanden sich dagegen auch bei Kontaktpersonen mit
Expositionszeiten von bis zu 240 Stunden noch negative Ergebnisse in allen
Testverfahren. Der Grad der aerogenen Ubertragung von M. tuberculosis und/oder
die Infektiositat von Patienten mit kaverndser Tuberkulose, bei denen s&aurefeste
Stabchen im Sputum nachgewiesen werden kdnnen, sind offenbar sehr variabel.

4.11 Analyse der durch den M. tuberculosis-Stamm des Indexpatienten
induzierten TNF- a-Bildung ex vivo

Lange wurde angenommen, dass das M. tuberculosis eine sehr hohe
Sequenzhomologie und damit nur eine geringe Antigendiversitat aufweist. Durch die
Fortschritte in der Genotypisierung von M. tuberculosis wurde dann jedoch deutlich,
dass die genetische Diversitdt von Isolaten des M. tuberculosis-Komplexes
tatsachlich sehr grol3 ist (64). Diese genetische Diversitdt von M. tuberculosis-
Isolaten hat auch Auswirkungen auf den Verlauf der Erkrankung. In einem
Mausmodell mit experimenteller Tuberkulose-Infektion wurde gezeigt, dass genetisch
unterschiedliche M. tuberculosis-Stamme deutlich unterschiedliche immunpatholo-
gische Reaktionen hervorriefen (124). M. tuberculosis-lsolate vom Beijing-Genotyp,
der in Asien und im sudlichen Afrika weit verbreitet ist, zeigten dabei die héchste

Virulenz.

Unter den proinflammatorischen Zytokinen ist der Tumor-Nekrose-Faktor a (TNF-a)
wesentlich an der Ausbildung einer schitzenden Immunitat gegen M. tuberculosis
beteiligt (125). So ist z.B. die Bildung und die Erhaltung von Granulomen abhangig
vom Vorhandensein dieses Zytokins in ausreichender Konzentration (126, 127). Dies
wurde in verschiedenen Situationen nachgewiesen, u.a. bei der Therapie mit TNF-a-
Antagonisten, beim TNFR/p55-Mangel und beim TNF-a-Mangel (128). Bei Personen
mit LTBI und systemisch reduzierten TNF-a-Spiegel, z.B. unter Therapie mit TNF-a-
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Antagonisten, findet sich ein signifikant erhdhtes Risiko der Reaktivierung einer
Tuberkulose (129-131).

Jedoch scheint die Rolle von TNF-a auch unter in-vitro-Bedingungen komplex: In
dieser Studie induzierte der beim Indexpatienten isolierte MTB-Stamm 9729/07 im
Vergleich zum virulenten Laborstamm H37Rv in menschlichen THP-1-Zellen sowie in
MDM-Zellen eine signifikant verminderte TNF-a-Bildung (nach ex vivo Infektion).
Eine ahnlichen Studie zeigte, dass nach Infektion von menschlichen
Alveolarmakrophagen mit virulenten MTB-Stdmmen in vitro die Sekretion von TNF-a
signifikant hoher war als nach Infektion mit attenuierten Stdmmen, die TNF-a-
Konzentration Kkorrelierte mit der Fahigkeit der Stdmme zur intrazellularen
Vermehrung (132). AulBerdem zeigte sich, dass die Behandlung von infizierten
Makrophagen mit neutralisierenden Anti-TNF-a-Antikdrpern die intrazellulare
Wachstumsrate von M. tuberculosis reduzierte, wahrend die bakterielle Replikation

durch die Zugabe von exogenem TNF-a wieder erhoht wurde (132).

Die reduzierte TNF-a-Freisetzung durch den beim Indexpatienten isolierten
M. tuberculosis-Stamm 9729/07 kénnte also mit einer im Vergleich zum Laborstamm
geringeren Virulenz dieses Stamms und damit einer relativ niedrigen
Ubertragungsrate unter den untersuchten Kontaktpersonen zusammenhangen. Die
Ubertragung dieses Befundes einer reduzierten TNF-a-Induktion in vitro auf eine
geringe Infektionsrate in vivo ist jedoch nicht ohne weiteres moglich. Die Tatsache,
dass ein Isolat die TNF-a-Bildung in THP-1-Zellen sowie in MDM-Zellen in einem
geringeren Malde induziert als ein anderer Stamm, ist dabei wohl nur von geringer
Relevanz, besonders weil die beiden untersuchten Stamme zu unterschiedlichen
Genotypen gehdren: Der Stamm des Indexpatienten wurde als ostafrikanisch-
indischer Stamm identifiziert, der Labor-Stamm als ein Haarlem-Subtyp. Eine
ausfuhrlichere und systematische Beurteilung dieses Zusammenhangs muss unter

Einbeziehung einer grol3eren Anzahl klinischer Isolate in weiteren Studien erfolgen.

4.12 Einschrdnkungen
Mehrere Einschrankungen zur allgemeinen Aussageféhigkeit der Untersuchungs-
ergebnisse  muissen angesprochen werden. Dieser Studie lag eine

Umgebungsuntersuchung  zugrunde, die in Zusammenarbeit mit dem
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Gesundheitsamt schnellstmoéglich durchgefiihrt werden musste. Die untersuchte
Population war dabei sehr heterogen z.B. in ihrer Altersstruktur mit einem hohen
Anteil an Kindern. Nicht alle Kontaktpersonen nahmen an der Studie teil und nicht bei
allen teilnehmenden Kontaktpersonen konnten alle drei Testverfahren durchgefihrt

werden.

Wegen der relativ geringen Anzahl von positiven Testergebnissen im IFN-y ELISPOT
kobnnen die genannten Schlussfolgerungen Uber den zusétzlichen diagnostischen
Wert des IL-2 ELISPOT nicht endgiltig sein und muissen in &hnlichen
Umgebungsuntersuchungen mit einer héheren Zahl von positiven IGRA-Ergebnissen
bestatigt werden. In gré3eren Langsschnittstudien sollte untersucht werden, ob das
Risiko einer aktiven Tuberkulose bei Kontaktpersonen mit positivem IFN-y ELISPOT-
und negativem IL-2 ELISPOT-Ergebnis hoher ist als bei Kontaktpersonen mit jeweils
positivem IFN-y und IL-2 ELISPOT-Testergebnis.

Aulerdem ist anzumerken, dass eine ursachliche Beziehung zwischen der ex vivo
beobachteten verminderten Fahigkeit zur TNF-a-Induktion durch den beim
Indexpatienten isolierten M. tuberculosis-Stamm und seiner in vivo beobachteten
reduzierten Virulenz bzw. seiner relativ geringen Ubertragungsrate nicht

nachzuweisen ist.

4.13 Offene Fragen

Zur weiteren Evaluation der Einsatzfahigkeit des IL-2 ELISPOTs in Kombination mit

dem IFN-y ELISPOT sind zusatzliche Untersuchungen notwendig. Hierzu gehdren:

1. Langsschnittstudien mit einer grof3eren Anzahl von Kontaktpersonen mit positiven
M. tuberculosis-spezifischen Immunreaktionen.

2. Studien zur Uberprifung der Cut-off-Werte der verschiedenen Testverfahren bei
gesunden Kontaktpersonen.

3. Studien zur Untersuchung des positiven pradiktiven Wertes eines
Testergebnisses.

4. Studien zur Beurteilung der o0.g. Testkombination im Monitoring von

Chemotherapien, bzw. als Verlaufsparameter nach einer Therapie.
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4.14 Fazit

Im Rahmen einer grofen Tuberkulose-Umgebungsuntersuchung wurde in dieser
Studie der IL-2 ELISPOT als ein mogliches neues Testverfahren zur ldentifizierung
von kurzlich erfolgten Infektionen mit M. tuberculosis mit den beiden etablierten
Verfahren, dem THT und dem IFN-y ELISPOT, verglichen. Durch ein Testverfahren,
das die erst kirzlich erfolgte Infektion mit M. tuberculosis detektieren kann, kann der
positive pradiktive Wert eines Testergebnisses angehoben werden. Erst kirzlich
infizierte Kontaktpersonen tragen das hochste Risiko, im Verlauf an einer aktiven
Tuberkulose zu erkranken und wirden von einer praventiven Chemotherapie in

besonderem Mal3e profitieren.

Hintergrund der Uberlegung, zwei ELISPOT-Verfahren zu kombinieren, waren u.a.
die Studienergebnisse von Millington et al. (55), die im Krankheitsverlauf der
behandlungsbedurftigen Tuberkulose (also unter sinkender M. tuberculosis-
Antigenlast) sinkende IFN-y- und ansteigende IL-2-Sekretionen nachweisen konnten.
Nun galt es, den IL-2 ELISPOT auch auf seine Eigenschaften als potenziellen

Verlaufsparameter im Verlauf einer LTBI hin zu untersuchen.

In dieser Studie erlaubte die Kombination aus IFN-y ELISPOT und IL-2 ELISPOT
eine bessere Unterscheidung zwischen kurzlich erfolgten und langer
zurlUckliegenden Infektionen mit M. tuberculosis als der IFN-y ELISPOT oder der THT
allein. Personen mit positivem Ergebnis im IFN-y ELISPOT und gleichzeitig
negativem im IL-2 ELISPOT wiesen die hochsten Kontaktdauern zum Indexpatienten
auf und hatten damit die héchste Wahrscheinlichkeit fur eine kirzlich zurtickliegende

Infektion mit M. tuberculosis.

Sollten sich die o0.g. Ergebnisse in weiteren Studien bestatigen, wirde dieses
Kombinationsverfahren eine bedeutende Weiterentwicklung in der Diagnostik der
LTBI darstellen. Ob durch die Kombination von IFN-y ELISPOT und IL-2 ELISPOT
der positive pradiktive Wert fur die Entwicklung einer behandlungsbedurftigen
Tuberkulose bei Kontaktpersonen angehoben werden kann und damit ein deutlich
effektiverer Einsatz der praventiven Chemotherapie méglich wird, muss in grol3en

Langsschnittstudien ermittelt werden.
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5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde im Rahmen einer groRen Umgebungsuntersuchung erstmalig
bei gesunden Kontaktpersonen eines Patienten mit ansteckungsfahiger
Lungentuberkulose ein neues Testverfahren zur Unterscheidung von kurzlich
erfolgten gegenuber langer zurtickliegenden Infektionen mit M. tuberculosis evaluiert.
Dabei wurde der IL-2 ELISPOT mit den beiden etablierten Verfahren Tuberkulin-
Hauttest und Interferon-y ELISPOT verglichen.

Ziel von Umgebungsuntersuchungen ist zum einen die aktive Fallsuche nach
Tuberkulose-Kranken sowie zum anderen die ldentifikation von nicht Tuberkulose-
Kranken mit latenter Infektion mit M. tuberculosis (LTBI), deren Risiko an einer
Tuberkulose zu erkranken durch eine praventive Chemotherapie gesenkt werden

kann.

Weder der Tuberkulin-Hauttest noch der Interferon-y ELISPOT kdénnen zuverlassig
diejenigen Personen identifizieren, die erst kirzlich mit M. tuberculosis infiziert
wurden. Diese tragen das hochste Risiko, im Verlauf an einer aktiven Tuberkulose zu
erkranken und wirden daher von einer praventiven Chemotherapie in besonderem
Mafl3e profitieren. Eine potentielle Ergédnzung in der Diagnostik der LTBI, der IL-2
ELISPOT, wurde in dieser Studie untersucht.

Die in dieser Arbeit beschriebene Umgebungsuntersuchung umfasste 274
Kontaktpersonen eines Lehrers mit Sputum- und Kultur-positiver, Isoniazid- und
Streptomycin-resistenter Lungentuberkulose. Neben Schilern und Kollegen des
Lehrers, der an einer Grund- und an einer Gesamtschule in Lubeck-Schlutup
unterrichtet hatte, wurden auch Mitglieder seiner Kirchengemeinde, Musiker seiner

Kirchenband, sein Gitarrenschuler sowie Freunde und Familienmitglieder untersucht.

Die Umgebungsuntersuchung erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Gesundheitsamt
der Stadt Liubeck. Bei den Kontaktpersonen wurde ein Hauttest angelegt und/oder
eine Blutentnahme zur ELISPOT-Testung vorgenommen. AuRerdem wurden mittels
eines Fragebogens epidemiologische Daten wie Expositionsdauer und Impfstatus
erhoben.
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Um mogliche Hinweise auf die Virulenz des beim Indexpatienten isolierten M.
tuberculosis-Stammes zu erhalten, erfolgte schliel3lich neben der Genotypisierung

eine Analyse der TNF-a-Induktion dieses Stammes in vitro.

Die Arbeit erbrachte drei wichtige Ergebnisse:

1. Trotz einer im Vergleich zu anderen Umgebungsuntersuchungen starken und
lang andauernden Exposition zum Indexfall fand sich in einer grof3en Gruppe von
Kontaktpersonen nur bei jeweils weniger als finf Prozent der Untersuchten ein
positives Testergebnis. Die M. tuberculosis-Ubertragungsrate vom Indexpatienten
auf die Kontaktpersonen war damit relativ gering. Keine der Kontaktpersonen
entwickelte eine aktive Tuberkulose.

2. In vitro zeigte der beim Indexpatienten isolierte M. tuberculosis-Stamm eine
schwachere Zellaktivierung: Im Vergleich zum Laborstamm H37Rv induzierte der
Stamm 9729/07 in menschlichen THP-1-Zellen sowie in MDM-Zellen eine um 30-
50% geringere TNF-a-Bildung. Die geringere Induktion von TNF-a deutet auf eine
attenuierte Virulenz dieses Stammes hin. Dieser Umstand konnte die geringe
Ubertragungsrate erklaren.

3. Die Kombination aus IFN-y ELISPOT und IL-2 ELISPOT erlaubte eine bessere
Unterscheidung zwischen kirzlich erfolgten und langer zurlickliegenden
Infektionen mit M. tuberculosis als der IFN-y ELISPOT oder der THT allein.
Personen mit positivem Ergebnis im IFN-y ELISPOT und gleichzeitig negativem
im IL-2 ELISPOT wiesen die hochsten Kontaktdauern zum Indexpatienten auf und
hatten damit die hdchste Wahrscheinlichkeit fur eine kirzlich zurickliegende
Infektion mit M. tuberculosis. Wenn sich in Langsschnittstudien bestétigt, dass
Kontaktpersonen mit positivem Testergebnis im IFN-y ELISPOT und negativem
im IL-2 ELISPOT ein héheres Risiko haben, an einer Tuberkulose zu erkranken,
ist mit den Ergebnissen dieser Arbeit der Grundstein flr eine Optimierung der

zielgerichteten praventiven Chemotherapie gelegt.
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7. Anhang

Fragebogen zur Tuberkulose-Umgebungsuntersuchung

Datum:

Name:

Vorname:

Geburtsdatum:

Geburtsland:

Geschlecht: (1 mannlich [ weiblich
Schule:

Klasse:

[J Schuler/-in O Lehrer/-in [JSonstige:

1. Wurdest du / wurden Sie in der Vergangenheit gegen Tuberkulose geimpft (BCG-Impfung)?
Oja(imJahr__ )

[J Nein

[J unbekannt

2. Hattest du / hatten Sie in der Vergangenheit wissentlich Kontakt zu einem anderen Menschen mit ansteckender
Lungentuberkulose (vor dem Kontakt zum infizierten Lehrer)?

O ja (im Jahr )
[ nein
J unbekannt

3. Wurde bei dir / bei Thnen schon einmal ein Tuberkulose-Hauttest durchgefiihrt?
Oja(imJahr __ )

[ nein

[J unbekannt

Falls ja:
- Durch wen wurde die Untersuchung durchgefiihrt?

- Hattest du / hatten Sie bei diesem Test eine positive Hautreaktion?
Oja

O nein

[0 unbekannt

4. Wurde bei dir / bei lhnen schon einmal ein Réntgenbild der Lungen angefertigt?
Oja(imJdahr __ )

U] nein

[0 unbekannt

Falls ja:
- Durch wen wurde die Untersuchung durchgefiihrt?

- Welches Ergebnis hatte die Rontgenuntersuchung?

5. Wurdest du / wurden Sie selbst schon einmal mit Tuberkulosemedikamenten behandelt?
Oja(imJahr __ )

[ nein

[ unbekannt

6. Wie viele Stunden pro Woche hattest du / hatten Sie Kontakt zum erkrankten Lehrer (im Zeitraum von Anfang Méarz
bis Ende Oktober)?
Etwa ___ Zeitstunden pro Woche.

7. Leidest du / leiden Sie an einer chronischen oder akuten Erkrankung?
O ja, seit
[J nein

8. Nimmst du / nehmen Sie regelméafig Medikamente ein?
U ja,
[J nein

9. Weitere Anmerkungen:
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