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Zusammenfassung

Zur Diagnostik der latenten tuberkuldsen Infektion (LTBI) stand
bislang lediglich der Tuberkulinhauttest (THT) zur Verfiigung.
Dieses Verfahren weist jedoch weder eine 100 %ige Sensitivitdt,
noch - und dies insbesondere aufgrund seiner Kreuzreaktogeni-
tdt mit BCG und Umweltmykobakterien - eine 100 %ige Spezifitat
auf. Der Wunsch nach einem zuverldssigen in vitro-Test wird
derzeit besonders in Deutschland noch dadurch verstarkt, dass
aufgrund der vollstindigen Umstellung von Stempeltest auf Tu-
berkulintestung nach Mendel-Mantoux und durch die Produkti-
onseinstellung des bisher in Deutschland verwendeten Tuberku-
lins groRRe Verunsicherung herrscht. Hersteller immunologischer
Testverfahren, wie des QuantiFERON®-TB Gold In-Tube (ELISA-
Verfahren) und des T SPOT-TB-Tests (ELISPOT-Verfahren), welche
auf der Interferon-y (IFN-y)-Produktion sensibilisierter T-Lym-
phozyten basieren, bieten ihre Produkte als mogliche Alternative
an. Dieser Beitrag vermittelt einen Uberblick iiber die Funktions-
weise der [FN-y-Tests, die aktuelle Datenlage sowie die noch un-
beantworteten wissenschaftlichen Fragestellungen, mogliche
Anwendungsbereiche und Anforderungen an zukiinftige klini-
sche Studien. Obgleich die neuen Testverfahren das Potenzial ha-
ben, sich langfristig als hilfreiches zusdtzliches diagnostisches

Abstract

Up to now the diagnosis of latent tuberculosis infection (LTBI)
was based solely on the tuberculin skin test. However, this me-
thod offers neither 100% sensitivity nor - and this is in particular
due to its cross-reactivity with BCG and environmental myco-
bacteria — a 100% specificity. The demand in Germany for a
more reliable in vitro test is currently enhanced by the change
from the multipuncture test to the intradermal (Mendel-Man-
toux) test and by the uncertainty resulting from the ceased pro-
duction of the tuberculin previously used in Germany. The ma-
nufacturers of immunologic test methods such as the QuantiFE-
RON®-TB Gold In-Tube (ELISA assay) and the T SPOT-TB Test (ELI-
SPOT assay), which are based on the Interferon-y (IFN-y) pro-
duction of sensitized T lymphocytes, offer their products as pos-
sible alternatives. This article explains the function of the IFN-y
tests and gives an overview of the most recent data, possible in-
dications and the open scientific questions to be investigated by
future clinical studies. Although the new test methods have the
potential to eventually prevail as an additional helpful diagnostic
tool, the authors consider a complete replacement of the tuber-
culin skin test as premature. The IFN-vy tests may, however, prove
already now to be a useful additional diagnostic method.
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Mittel anzubieten, ist ein kompletter Ersatz des Tuberkulinhaut-
tests nach Einschdtzung der Autoren verfriiht. Als ergdnzende di-
agnostische Verfahren kénnten sich die IFN-y-Tests jedoch be-
reits jetzt durchaus als niitzlich erweisen.

Hintergrund

Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) schatzt, dass ein Drit-
tel der Weltbevélkerung mit Mycobacterium (M.) tuberculosis in-
fiziert ist. Aus diesem ,Pool“ werden immer neue behandlungs-
bediirftige Tuberkulosen generiert, da etwa 5-20% der Infizier-
ten im Laufe ihres Lebens an Tuberkulose (TB) erkranken [1,2].
HIV-Infektion und Immunsuppression anderer Ursache, sowie
unter anderem bestimmte Malignome und Untererndhrung, er-
héhen das Risiko eines Ubergangs in eine aktive Erkrankung er-
heblich [3,4]. Die Entwicklung einer behandlungsbediirftigen
Tuberkulose ldsst sich mittels einer praventiven Chemotherapie
deutlich reduzieren. Das Vorgehen der Wahl - Sensibilitdt des
Erregers vorausgesetzt — ist die Gabe von Isoniazid (INH) iiber
neun Monate [3,4]. Die friihzeitige Erkennung und effiziente
Therapie einer latenten tuberkulésen Infektion (LTBI) gewinnt,
insbesondere in Niedrigpravalenzlindern, eine zunehmende Be-
deutung.

Zur Diagnostik der LTBI stand bisher lediglich der Tuberkulin-
hauttest (THT) zur Verfiigung. In Deutschland wurde dieser bis-
lang mit gereinigtem Tuberkulin der Firma Chiron Vaccines Beh-
ring (GT 10) nach Mendel-Mantoux durchgefiihrt. Viele Jahre
lang kam auch das Stempeltestverfahren zum Einsatz, welches
jedoch aufgrund der mangelnden Standardisierbarkeit in Sensiti-
vitdt und Spezifitit der Methode nach Mendel-Mantoux unterle-
gen ist [5,6]. Der zuletzt in Deutschland erhaltliche Stempeltest
ist seit 2004 nicht mehr verfiigbar und die Umstellung auf die
Testung nach Mendel-Mantoux hat bei vielen Arzten und Arztin-
nen zu groBBer Verunsicherung gefiihrt. Nachdem Chiron Vacci-
nes Behring vergangenes Jahr kurzfristig und {iberraschend
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auch die Produktion von GT Behring Tuberkulin eingestellt hatte,
war, bis zur Zulassung eines alternativen Produkts in Deutsch-
land, der Import anderer Tuberkuline aus dem Ausland notwen-
dig [7]. Seit August 2005 ist in Deutschland das von der Weltge-
sundheitsorganisation (WHO) als Referenztuberkulin empfohle-
ne danische Tuberkulin PPD RT 23 des Statens Serum Instituts
zugelassen (www.ssi.dk). Weitere Informationen zum PPD RT
23 sind auf der homepage des Paul-Ehrlich-Institutes abrufbar
(www.pei.de).

Der Tuberkulinhauttest basiert auf einer spezifischen lymphozy-
taren Immunantwort vom Typ der verzégerten Hypersensitivitdt
auf iatrogen zugefiihrte Proteine (PPD = purified protein deriva-
tive) (Abb.1). PPD stellt dabei eine Mischung aus {iber 200 ver-
schiedenen Antigenen dar, welche nicht nur bei M. tuberculosis,
sondern auch bei M. bovis BCG und verschiedenen Umweltmyko-
bakterien (Synonyme: nicht-tuberkuldse oder atypische oder
ubiquitdre Mykobakterien) vorhanden sind [8,9]. Eine friihere
BCG-Impfung oder die Kreuzreaktion bei Exposition zu Umwelt-
mykobakterien sind daher mogliche Ursachen fiir falsch-positive
Reaktionen. Zu falsch-negativen Testresultaten kann es hingegen
unter anderem bei immunsupprimierten Patienten kommen
(z.B. schwere TB-Verlaufsformen, fortgeschrittene HIV-Infekti-
on, Einnahme von Immunsuppressiva, bei bestimmten Virusin-
fektionen, sehr hohem Lebensalter). Aufgrund der nicht optima-
len Sensitivitdt und Spezifitdt des THT sind die positiven und ne-
gativen pradiktiven Werte nur bei ausreichend hoher Infektions-
prdvalenz in der untersuchten Personengruppe zufriedenstel-
lend [6]. Die Anlage, Ablesung und Interpretation des Tests sind
mogliche Fehlerquellen und erfordern zudem Erfahrung [10]. Da-
riiber hinaus stellt die Notwendigkeit, dass der Untersuchte er-
neut zum Ablesen des Tests erscheinen muss, im praktischen All-
tag hdufig ein Problem dar. Aus diesen Griinden ist der Tuberku-
linhauttest kein optimales diagnostisches Mittel zur Detektion
einer LTBI, zuverldssigere Methoden werden dringend benétigt.

Bei Personen, welche mit M. tuberculosis-Komplex infiziert sind,
finden sich im Blut sensibilisierte Lymphozyten, welche spezielle
mykobakterielle Antigene erkennen und infolge davon im Sinne

Abb.1 Biologische Basis der Tuberkulin-
hauttests (THT) und der Interferon-y (IFN-
v)-Tests. Modifiziert nach Lancet Infect Dis
2004; Vo. 4: 761 -767, mit freundlicher Ge-
nehmigung.
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einer zellvermittelten Immunantwort Zytokine, darunter Inter-
feron-y, sezernieren. Immunologische Testverfahren machen
sich die Interferon-y-Produktion von CD4-Zellen nach in vitro-
Stimulation mit spezifischen Antigenen zunutze (Abb.1 und
Abb. 2). Erstmals nach Entdeckung des Tuberkulins durch Robert
Koch im Jahre 1890 eroffnen diese Testverfahren quantitative di-
agnostische Moglichkeiten zum Nachweis einer LTBI. In den ak-
tuellen Entwiirfen US-amerikanischer und britischer Empfeh-
lungen werden diese in vitro-Testverfahren als ergianzende Me-
thode zur Diagnostik einer LTBI bereits angefiihrt. Der Prozess
der Bewertung bzw. die Erarbeitung klarer Indikationen kann je-
doch keinesfalls als abgeschlossen betrachtet werden [11,12].

Im Folgenden sollen die Funktionsweise der in Deutschland ver-
fiigharen Tests (gemdf8 den Herstellerangaben), die aktuelle Da-
tenlage zu IFN-y-Testverfahren und unbeantwortete Fragestel-
lungen dargestellt und der gegenwadrtige Stellenwert dieser neu-
en Methoden aufgezeigt werden. Hinsichtlich der Studienlage
bezieht sich dieser Beitrag im Wesentlichen auf einen umfassen-
den systematischen Ubersichtsartikel von Pai u. Mitarb. [13], er-
gdnzend werden relevante aktuelle Studien beriicksichtigt.

QuantiFERON®-TB Gold
Der QuantiFERON®-TB Gold Test ist eine Weiterentwicklung des
QuantiFERON®-TB-Tests, letzterer wurde 2001 [14], der TB Gold
Test im Dezember 2004 [15] von der amerikanischen Food and
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Abb.2  Uberblick iiber die IFN-y-Test-Technologie. Nach Lancet Infect
Dis 2004; Vol. 4: 761-767, mit freundlicher Genehmigung.
*PPD = purified protein derivative

Drug Administration (FDA) in den USA als diagnostisches Verfah-
ren fiir bestimmte Fragestellungen im Zusammenhang mit der
LTBI zugelassen. Dariiber hinaus liegt die CE-Zertifizierung vor
[16]. Er wird von Cellestis (Carnegie Victoria, Australien; friiher
Cellestis Limited) hergestellt (www.cellestis.com) und in Europa
von Cellestis Europe mit Sitz in Darmstadt, Deutschland, vertrie-
ben. Grundprinzip ist die quantitative Messung der Interferon-
v-Abgabe sensibilisierter Lymphozyten im Vollblut mittels ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) nach Zugabe von Anti-
gen und Inkubation iiber Nacht.

Wadhrend beim QuantiFERON®-TB-Test als stimulierendes Anti-
gen PPD (purified protein derivative von M. tuberculosis und M.
avium [14]) und damit eine Mischung aus verschiedenen Protei-
nen verwendet wurde, werden beim Nachfolgeprodukt, dem
QuantiFERON®-TB Gold Test, nun spezifischere synthetische
Peptide, die die Aminosduresequenz der Proteine der RD1-Regi-
on (region of difference 1) ESAT-6 (early secreted antigenic target
6 kD protein) und CPF-10 (culture filtrate protein 10) abdecken,
eingesetzt. Bei der dritten Generation, dem QuantiFERON®-TB
Gold In-Tube Test, werden zusitzlich Peptide des Proteins
TB7.7(p4) verwendet. Beim In-Tube-Test sind die Blutabnahme-
rohrchen bereits mit Antigen beschichtet, womit die Verarbei-
tungsschritte vor der Inkubation weiter reduziert und verein-
facht werden konnten. Die genannten Antigene sind nicht bei
M. bovis BCG vorhanden, da diesem der genetische Abschnitt
der RD1-Region fehlt. Aus diesem Grund soll das Testresultat, an-
ders als beim Tuberkulinhauttest, durch eine stattgehabte BCG-
Impfung nicht beeinflusst werden [17]. Auch bei den meisten
Umweltmykobakterien finden sich die verwendeten Antigene
nicht, Ausnahmen sind nach Angaben des Herstellers [18] jedoch
M. kansasii, M. szulgai, M. marinum, und M. flaveszens.

Bei der ersten, nicht mehr erhiltlichen, Testgeneration (PPD-
QuantiFERON®) war die Testinterpretation verhaltnismaRig
kompliziert. Das Resultat wurde unter Beriicksichtigung des in-
dividuellen Risikos anhand verschiedener Messparameter unter
Anwendung unterschiedlicher cut-offs bewertet [12,14]. Die
Ubereinstimmung mit dem Tuberkulinhauttest variierte je nach
Studienpopulation deutlich (40-100%) [19], problematisch war
insbesondere die mogliche Kreuzreaktion bei BCG-Geimpften.
Der weiterentwickelte Test ist in seiner Interpretation deutlich
vereinfacht worden. Basierend auf einem vom Hersteller emp-
fohlenen einheitlichen cut-off ergibt sich nunmehr ein einfaches
~positives* bzw. ,negatives“ Resultat. Die folgenden Ausfiihrun-
gen konzentrieren sich auf das aktuellste Produkt, den QuantiFE-
RON®-TB Gold In-Tube Test [18], fiir den QuantiFERON®-TB Gold
Test wird auf weiterfiihrende Informationen des Herstellers ver-
wiesen [20] (www.cellestis.com).

Anzumerken ist, dass die aktuelleren Studien fast ausschlief8lich
mit dem QuantiFERON®-TB Gold Test durchgefiihrt wurden. Da-
ten zur Ubereinstimmung mit der In-Tube Methode sind bislang
noch nicht publiziert. Zurzeit werden nach Angaben von Cellestis
allerdings 30 bis 40 Studien ausschlieBlich mit dem QuantiFE-
RON®-TB Gold In-Tube Test durchgefiihrt (pers. Mitteilung Hr.
Stockigt/Cellestis; 23.9.2005).
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Durchfithrung des QuantiFERON®-TB Gold In-Tube

Die einzelnen Arbeitsschritte der Blutentnahme und des ELISA
sind in Abb. 3 dargestellt. Mittels vendser Blutentnahme, am bes-
ten mit einem Vakuum-Blutabnahmesystem, wird direkt und
moglichst exakt 1 ml Vollblut in jedes der beiden Testréhrchen
(heparinisierte Vakuetten) gefiillt (eine Validierung erfolgte fiir
Probenvolumina zwischen 0,8 und 1,2 ml). Eines der R6hrchen
ist mit TB-spezifischen Antigenen beschichtet, das andere R6hr-
chen dient als negative Kontrollprobe ohne Antigen (,,Nil-control
tube*), sie konnen anhand der Deckelfarben und Etikettenfarben
unterschieden werden. Die negative Kontrollprobe gleicht die
Hintergrundsignale aus, die durch die Effekte heterophiler Anti-
kérper und durch nicht-spezifisches Interferon-y in den Blutpro-
ben verursacht werden. Alternativ kann zusatzlich eine Positiv-
kontrolle (Mitogenréhrchen, blauer Deckel) in Abhdngigkeit des
zu testenden Patienten (z. B. bei immunsupprimierten Patienten)
mitanalysiert werden. Dadurch soll bei kritischen Fragestellun-
gen die Aussagekraft und damit die Qualitdt des Testverfahrens
deutlich erhoht werden. Die Rohrchen werden entweder
8-10-mal hin- und hergeschwenkt oder 5 Sekunden lang ge-
schiittelt. So bald wie mdéglich, jedoch innerhalb von maximal
16 Stunden (Aufbewahrung bei Raumtemperatur), werden die
Rohrchen in aufrechter Position fiir 16 -24 Stunden bei 37 Grad
Celsius inkubiert (bevorzugt iiber Nacht). Sollte die Inkubation
nicht unmittelbar nach der Blutentnahme erfolgen, so miissen
die Réhrchen erneut hin- und hergeschwenkt bzw. erneut ge-
schiittelt werden. Der Hersteller bietet zu diesem Zweck auch ei-
nen mobilen Inkubator an, so dass dieser Methodenschritt auch
auRerhalb eines Labors erfolgen kann. Der Transport ins Labor
soll innerhalb von drei Tagen bei einer Temperatur von 2-27
Grad Celsius erfolgen, ein Transport auf Eis ist nicht zuldssig. An-
schlieBend wird das Rohrchen zentrifugiert (5-10 Minuten bei
1500-2200 RCF [g, relativer Zentrifugalkraft, nicht RPM: Umdre-
hungen pro Minute]) und das Plasma gewonnen. Die abzentrifu-
gierten Rohrchen kénnen vor Abnahme des Plasmas bei 2-8
Grad Celsius fiir 14 Tage gelagert werden. Das abgenommene
Plasma kann bei 2 -8 Grad Celsius maximal 8 Wochen gelagert

Schritt | = Inkubation und Plasmagewinnung

werden. Alternativ kann das Plasma bei mindestens -20 Grad
Celsius fiir lingere Zeitraume eingefroren werden. Um die Wahr-
scheinlichkeit des Verklumpens zu reduzieren, wird eine Tempe-
ratur von - 70 Grad Celsius empfohlen. Nach Plasmaentnahme
(mind. 200 pl) wird daraus mittels ELISA durch Verwendung an-
ti-humaner monoklonaler IFN-y-Mduseantikérper nach Zugabe
eines Enzymsubstrates quantitativ die Interferon-y-Menge be-
stimmt. Die Testergebnisse werden in internationalen Einheiten
in Relation zur Interferon-y-Referenzzubereitung angegeben, sie
werden durch Abzug des Interferon-y-Wertes in der negativen
Kontrollprobe korrigiert.

Ergebnisauswertung und Interpretation erfolgen mithilfe einer
speziellen Software (Anwendungsprogramm). Als positiv wird
ein Ergebnis mit einem cut-off von >0,35 IU/ml und einem korri-
gierten TB-Antigen-Wert, der mind. 25% {iber dem ermittelten
Nil-Wert liegt, gewertet, bei positivem Resultat empfiehlt der
Hersteller die Durchfiihrung zweier Bestdtigungstests an der
Original-Plasmaprobe. Dabei kann es zu einer Abweichung des
Testergebnisses um +15% kommen (Variationskoeffizient). Die
Hohe des Wertes ldsst keine Aussagen zum Stadium oder der
Auspragung der Infektion, dem AusmaR der Immunreaktion
oder dem Risiko eines Fortschreitens in eine behandlungsbe-
diirftige Tuberkulose zu.

Hinsichtlich des Zeitaufwandes werden nach Herstellerangaben
[18] 2-5 Minuten fiir die Blutentnahme, gefolgt von 16-24
Stunden Inkubation und circa 3 Stunden fiir eine ELISA-Platte
mit 44, 56 oder 88 Proben, je nach Verfahrensweise (etwa 1-1,5
Stunden reine Arbeitszeit), veranschlagt, fiir jede weitere Platte
ergibt sich ein zusdtzlicher Zeitaufwand von 10-15 Minuten.
Theoretisch kann daher bereits am Tag nach der Blutentnahme
mit einem Testergebnis gerechnet werden. Die Testréhrchen
miissen bei 4-25 Grad Celsius, die Test-Kits bei 2 -8 Grad Celsi-
us aufbewahrt werden. Die Haltbarkeit betragt bei korrekter Auf-
bewahrung fiir die Blutprobenréhrchen 15 Monate, fiir den ELI-
SA-Kit 3 Jahre ab Herstellungsdatum. Fiir die angesetzten Testlo-
sungen gelten die vom Hersteller genannten Aufbewahrungsbe-

Abb.3 Funktionsweise des QuantiFE-
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dingungen und Haltbarkeitsfristen [18]. Hinsichtlich der Labor-
ausstattung wird in Deutschland ein Standardarbeitsplatz, in
den USA ein Biohazard-tauglicher Arbeitsplatz der Klasse Il emp-
fohlen.

Die Materialkosten fiir QuantiFERON®-TB Gold In-Tube belaufen
sich laut Hersteller fiir einen ELISA Test-Kit (mit Reagentien fiir
192 Reaktionen und 2 Mikrotiterplatten) auf 550 Euro, fiir je
100 Rohrchen zur Blutabnahme der Null und TB-Antigen-Probe
auf insgesamt 600 Euro und fiir 100 Mitogenrdhrchen fiir die
oben genannten zusdtzlichen Auswertungen auf 150 Euro. Da-
durch ergeben sich Materialkosten von circa 12,50 Euro (ohne
Mitogenkontrolle) und circa 18,50 Euro (mit zusdtzlicher Mito-
genkontrolle) pro untersuchte Person (pers. Mitteilung Hr. Sto-
ckigt/Cellestis, 23.9.2005). Dazu kommen Transport-, Labor-
und Personalkosten.

T SPOT-TB

Der wesentliche Unterschied des T SPOT-TB zum QuantiFE-
RON®-Test ist, dass hier mithilfe eines vereinfachten ELISPOT-
Verfahrens (Enzyme-Linked Immunospot Assay) die Anzahl IFN-
v-produzierender sensibilisierter Effektor-T-Zellen als Anteil ei-
ner determinierten Zahl von aus dem Vollblut separierten peri-
pheren mononukledren Zellen (PBMC = peripheral blood mono-
nuclear cells) gemessen werden soll [21]. Die IFN-y-Produktion
wird tiber die Zugabe von Peptid-Antigenen zu den PBMC's ange-
regt. Der T SPOT-TB Test wurde, dhnlich wie der QuantiFE-
RON®-Test, ebenfalls aus einem Testverfahren entwickelt, wel-
ches initial als stimulierendes Antigen PPD verwendete (namens
ELISPOT; zu PPD s.0.). Die neueste Testgeneration verwendet als
Antigene ESAT-6- und CFP-10-Peptide. Hersteller ist Oxford Im-
munotec Limited in Abingdon, Oxfordshire, GroRbritannien
(www.oxfordimmunotec.com), auch hier liegt die CE-Zertifizie-
rung vor [16].

=
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Durchfiihrung des T SPOT-TB

Abb. 4 zeigt die einzelnen Arbeitsschritte der Durchfiihrung des
T SPOT-TB Tests. Zur Blutentnahme werden spezielle Blutent-
nahmerohrchen verwendet fiir die Trennung der Lymphozyten
von den iibrigen Zellen. Der Hersteller empfiehlt BD Vacutai-
ner™ CPT™ (BD, www.bd.com, etwa 4 Euro pro R6hrchen). Ver-
fiigbar sind Rohrchen mit 4 ml (fiir Kleinkinder) und 8 ml Volu-
men. Bei Verwendung des 4 ml-R6hrchens miissen mindestens
3 ml, fiir das 8 ml-R6hrchen mindestens 6 ml Blut abgenommen
werden. Alternativ kénnen Li-Heparin-Réhrchen verwendet
werden. Nach vorsichtigem Mischen (5-mal schwenken, auf kei-
nen Fall schiitteln) muss das Réhrchen schnellstméglich (nach
neuen Erkenntnissen kann nach Angaben des Herstellers auch
eine zeitliche Verzégerung von mehreren Stunden [{iber Nacht]
hinsichtlich geringer Sensitivitdtsverluste toleriert werden [per-
sonl.  Mitteilung Frau Schneegans/Oxford Immunotec,
12.9.2005]) bei 18-25 Grad Celsius in das Labor transportiert
werden. Dort wird (direkt vor dem Testansatz, giinstigstenfalls
innerhalb von zwei Stunden nach Blutentnahme) mindestens 20
Minuten bei 1500-1800 g zentrifugiert (genaue Dauer und be-
vorzugte Gravitationskraft richten sich nach dem Blutvolumen).
Die so gewonnenen mononukledren Zellen sollten dann bald-
moglichst vorsichtig abpipettiert werden. Ist ein Transport vor-
gesehen, so sollte das komplette Vollblut verschickt werden, um
die Lebensfdhigkeit der Zellen zu sichern (max. 24 Stunden) [ per-
sonl.  Mitteilung Frau Schneegans/Oxford Immunotec,
12.9.2005].

Nach einem speziellen Waschvorgang werden die Zellen auto-
matisiert gezahlt und jeweils 2,5 x 10° PBMCs (entsprechend ei-
ner einschichtigen ,Zell-Lage*) in Mikrotiterplattenvertiefungen
(,Wells*) gegeben, welche mit einer IFN-y-Antikérper (Maus)-
beschichteten Membran ausgekleidet sind. Pro Mikrotiterplatte
konnen 24 Testreihen durchgefiihrt werden. Antigen-Panel A
und B sowie Kontrollen werden in die Vertiefungen hinzugefiigt
und mit den PBMCs iiber 16 -20 Stunden bei 37 Grad Celsius in-

Abb.4  Funktionsweise der T SPOT™-Tech-
'| nologie. Modifiziert nach Oxford Immuno-
tec Manual nach persénl. Kommunikation
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kubiert, um eine Stimulation von vorhandenen aktivierten T-Zel-
len zu erméglichen. Sezerniertes IFN-y wird durch die in der Be-
schichtung enthaltenen Antikorper eingefangen und die Zellen
sowie sonstiges unerwiinschtes Material durch viermaliges Spii-
len entfernt. Dann wird ein zweiter Antikdrper zugegeben, der an
alkalische Phosphatase konjugiert und auf ein anderes Epitop auf
dem IFN-y-Molekiil ausgerichtet ist. Dabei wird bei 2-8 Grad
Celsius tiber 60 Minuten inkubiert. Der Antikorper bindet an
das auf der Well-Oberfldche eingefangene IFN-vy, das ungebun-
dene Konjugat wird durch viermaliges Spiilen entfernt. Ein
dann zugegebenes l6sliches Substrat wird durch gebundenes En-
zym gespalten und bildet am Ort der Entstehung einen Punkt
(,Spot*) aus unléslichem Prazipitat (Inkubation bei Raumtempe-
ratur {iber sieben Minuten, danach vorsichtiges Ausspiilen der
Vertiefungen). Jeder Spot soll mit einer Zytokin-produzierenden
Zelle korrespondieren, die Ermittlung der Spot-Zahl liefert daher
ein MaR fiir die Menge von M. tuberculosis-sensibilisierten
T-Lymphozyten. Als cut-off fiir ein positives Ergebnis gelten >6
Spots. Bei spontaner IFN-y-Sekretion in der Kontrolle (>6 Spots;
dies tritt bei ca. 1-2% der Testpersonen auf [personl. Mitteilung
Chris Granger/Oxford Immunotec, 21.10.2004]) wird eine min-
destens doppelte Spotanzahl als positiver Befund gewertet. Bei
einer Spotzahl von iiber 10 in der Negativ-Kontrolle sind die Er-
gebnisse schwer zu interpretieren (vgl. dt. Packungsbeilage S. 11,
Qualitdtskontrolle). Die Positiv-Kontrolle sollte mindestens 20
Spots enthalten. Die Auswertung erfolgt manuell und kann auch
automatisiert werden. Bei Verdacht auf Artefakte wird die visu-
elle Kontrolle empfohlen.

Das ungeoffnete Test-Kit ist bei 2 -8 Grad Celsius zu lagern und
soll nach dem angegebenen Verfallsdatum nicht mehr verwen-
det werden. Die Haltbarkeit liegt bei mindestens sechs Monaten.
Unterschiedliche Pipettier- und Spiiltechniken, Inkubationszei-
ten und/oder -temperaturen konnen sich auf die konkreten Er-
gebnisse auswirken. Auch die Zahl der in jede Vertiefung gegebe-
nen Zellen muss korrekt sein. Hinsichtlich der Laborausstattung
wird auch hier ein Biohazard-tauglicher Arbeitsplatz der Klasse
Il empfohlen. Das Test-Kit kann durch eine Abdeckung der nicht-
genutzten Vertiefungen vier- bis fiinfmal weiter benutzt werden.
Es stehen in Kiirze brechbare Riegel zur Verfiigung.

Hinsichtlich des Zeitaufwandes miissen ca. 45 Minuten fiir die
Gewinnung der Lymphozyten, 16 - 20 Stunden fiir die Inkubation
und 1,5 bis 2 Stunden fiir die Durchfiihrung des ELISA veran-
schlagt werden. Die reine Arbeitszeit betrdgt circa 1-1,5 Stun-
den.

Die Materialkosten fiir den T SPOT-TB-Test belaufen sich nach
Auskunft des Herstellers fiir ein Test-Kit auf 900 Euro (personli-
che Mitteilung Frau Schneegans am 12.09.2005), bei maximal 24
Tests pro Kit ergeben sich dann Kosten von 37,50 Euro pro unter-
suchte Person. Hinzu kommen Transport-, Labor- und Personal-
kosten.
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Studienlage

Einen umfassenden Uberblick iiber die bis August 2004 durchge-
fiihrten relevanten und sehr heterogenen Studien bietet ein sys-
tematisches Review von Pai u. Mitarb. [13], in welchem die Auto-
ren 75 IFN-y-Test-Studien evaluiert haben. Eine weitere, jedoch
weniger detaillierte Ubersichtsarbeit haben Dheda u. Mitarb.
verfasst [16], wobei die Autoren dhnliche Riickschliisse ziehen
wie die Autorengruppe um Pai. Im Wesentlichen lassen sich die
dort zitierten Untersuchungen folgendermafRen unterteilen:

In Studien

- an Personen, die nachweislich an behandlungsbediirftiger
Tuberkulose erkrankt sind (bakteriologisch bestdtigte, vor-
wiegend pulmonale Tuberkulosen)

- an vermutlich gesunden, d.h. nicht-infizierten oder
erkrankten (Kontroll-)Personen

- an BCG-geimpften, gesunden Personen

- an Personen mit bakteriologisch bestdtigten
Umweltmykobakteriosen

- im Rahmen von Umgebungsuntersuchungen mit Beriicksich-
tigung der Expositionsdauer und -intensitdt.

Eine aktuelle Studie einer italienischen Arbeitsgruppe hat erst-
mals den QuantiFERON®-TB Gold auch an einem unselektierten
Patientengut eines Krankenhauses in Modena untersucht [22].

Aufgrund der Heterogenitdt der Studien sind direkte Vergleiche
schwierig [13,16]. Bei der Bewertung der Studienergebnisse
sind folgende Aspekte zu beachten:

- Art und ,Generation“ des untersuchten I[FN-y-Tests
(In-house-Test, standardisierte Protokolle)

- Verwendete Antigene (PPD, isoliert oder kombinierte
RD1-Antigene)

- angewandte cut-offs

- verfahrenstechnische Details (z.B. Inkubationszeiten,
Zeitfenster zwischen Blutentnahme und Weiterverarbeitung
im Labor, Verwendung von gefrorenen Blutproben)

- Studienpopulation (behandlungsbediirftige TB, pulmonale
und/oder extrapulmonale TB, Kontaktpersonen, Zugehorig-
keit zu TB-Risikogruppen, HIV-Status, Impfstatus, Alter, ge-
sunde Personen, Personen mit pneumologischen und/oder
anderen Erkrankungen)

- verwendete Referenzmethode (THT: nach Mendel-Mantoux,
Heaf-Test!; cut-offs, verwendetes Tuberkulin und Dosierung)

- Messung des ExpositionsausmafSes (Intensitdt und Dauer der
Exposition)

- Follow-up der untersuchten Population und Vorhersagekraft
beziiglich der Entwicklung einer behandlungsbediirftigen
Tuberkulose

- Therapiestatus und Dauer der Therapie

- Reproduzierbarkeit der gemessenen Ergebnisse

- Fallzahlen/statistische Aussagekraft

- Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf andere
Studienpopulationen

1 Beim Heaf-Test handelt es sich um eine tiberwiegend in Grobritannien
verwendete Multipunkturmethode, mit der unter Verwendung eines
speziellen Applikators Tuberkulin in die Haut eingebracht wird [23].
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Tab.1 gibt eine Ubersicht iiber die jeweilige Anzahl der von Pai
ausgewerteten IFN-y-Studien nach entsprechender klinischer
Fragestellung [13], welche im Folgenden fiir die immunologi-
schen Testverfahren, auch unter Beriicksichtigung aktueller Stu-
dien, beleuchtet werden sollen. Grundsdtzlich muss betont wer-
den, dass angesichts der Fiille der Publikationen und nahezu wo-
chentlicher Neuverdffentlichungen weltweit gewonnener Studi-
endaten diese Ubersichtsarbeit nur eine Momentaufnahme dar-
stellen und keinen Anspruch auf Vollstandigkeit erheben kann.

Die im Weiteren verwendete Benennung der Testverfahren ent-
spricht der in der jeweiligen Verdffentlichung gewdhlten Be-
zeichnung, da nicht immer klar hervorgeht, ob die geschilderten
zertifizierten Verfahren, ,Vorlduferversionen“ oder In-house-
Tests angewendet wurden. Das bedeutet, dass ,RD1-ELISPOT*
nicht zwangsldufig dem T SPOT-TB und ,RD1-QuantiFERON“
nicht dem QuantiFERON® Gold Test gleichgesetzt werden kann.

Sensitivitit bei behandlungsbediirftiger Tuberkulose
Sensitivitdt bedeutet der Anteil der Personen mit Erkrankung an
behandlungsbediirftiger Tuberkulose (bzw. LTBI), welche einen
positiven IFN-y-Test aufweisen. Pai u. Mitarb. [13] fanden 29 Stu-
dien, welche die Sensitivitit von IFN-y-Testen bei bakteriolo-
gisch (kulturell oder mikroskopisch) bestatigten, {iberwiegend
HIV-negativen Tuberkulosepatienten, untersuchten - oftmals
vergleichend mit dem THT. Dabei zeigten die vergleichenden
Studien, welche jedoch hdufig auf PPD basierende IFN-y-Tests
verwendeten, fiir den THT eine hohere Sensitivitdt. Auf PPD ba-
sierende IFN-y-Tests wiesen in den Studien eine gréfere Sensiti-
vitdt auf als solche, welche isoliert die Reaktion auf ESAT-6 und/
oder CFP-10 bestimmten. Bei Verwendung eines Antigen-, Cock-
tails“ (ESAT-6 + CFP-10) wurden jedoch gleichwertige oder bes-
sere Sensitivitdtswerte erreicht. Grundsdtzlich lag die Sensitivi-
tdt bei unbehandelten Patienten hdher als bei anbehandelten.

Mit der zweiten Generation des QuantiFERON®-Tests (kombi-
nierte Beriicksichtigung der Reaktion auf ESAT-6 und CFP-10)
wurden die besten Sensitivititswerte fiir unbehandelte bzw.

Tab.1 IFN-y-Tests: Klinische Fragestellungen und Anzahl der Stu-
dien, welche diese untersuchen (nach [13])

Anzahl der
Studien

Klinische Fragestellung

Sensitivitat bei behandlungsbediirftiger Tuberkulose und 29
Vergleichbarkeit mit THT?

Spezifitat bei gesunden Personen mit geringem TB-Risiko 22
und Vergleichbarkeit mit THT?

Sensitivitat bei Verdacht auf LTBI? 11
Ubereinstimmung mit THT (Griinde fiir Diskordanz)? 16 (3)
bessere Korrelation mit Exposition als der THT? 5
geringere Beeinflussung durch BCG-Impfung als der THT? 12
geringere Beeinflussung durch Umweltmykobakterien als 4
der THT?

Vorhersage des Erkrankungsrisikos bei LTBI moglich? 1
Einfluss medikamentoser Behandlung? 11
Reproduzierbarkeit der Testergebnisse? 5

THT = Tuberkulinhauttest, LTBI = latente tuberkulose Infektion

kiirzer als eine Woche behandelte Tuberkulosepatienten er-
reicht. Die Sensitivititen lagen hierbei zwischen 83 und 89%
[24,25]. In der Studie von Mori u. Mitarb. [25] an 118 kulturell
bestdtigten Tuberkulosen lag die Sensitivitdt des THT (japani-
sches Tuberkulin, dquivalent zu 3 TU PPD-S; cut-off 5 mm) mit
66% dabei deutlich niedriger im Vergleich zum QuantiFE-
RON®-Test (ESAT-6/CFP-10) mit 89%.

In einer 2005 verdffentlichten Studie von Ravn u. Mitarb. [26]
wurde ebenfalls der RD1-QuantiFERON®-Test bei Patienten mit
Verdacht auf aktive Tuberkulose verwendet. Die Sensitivitdt bei
bakteriologisch bzw. bei klinisch im Verlauf bestdtigten Tuber-
kulosen (pulmonal und extrapulmonal) {ibertraf mit 85 % (40/48;
KI 75-96) signifikant die der Mikroskopie (42%; 20/48, KI
27-56) und der Kultur (59%; 27/46; KI 44 -73). Fiir ausschliel3-
lich pulmonale Tuberkulosen fand sich kein Unterschied hin-
sichtlich der Sensitivitat fiir IFN-y-Test und Kultur. Fiir die extra-
pulmonalen Tuberkulosen wurde eine Sensitivitit des IFN-
v-Tests von 92 % beobachtet (allerdings bei kleiner Patientenzahl
von n =13). Die hochste Sensitivitdt fiir alle Falle ergab sich bei
Kombination aller diagnostischer Methoden (96 %; KI 90-102).

Auch mit dem ELISPOT-Verfahren werden unter Verwendung
von ESAT-6 und CFP-10 die hdochsten Sensitivitdten erreicht. So
fanden Chapman u. Mitarb. [27] in Sambia bei 50 Patienten (un-
behandelt oder <1 Monat Therapie; 39 HIV-positiv) fiir die HIV-
negativen Patienten eine Sensitivitit von 100% und fiir die HIV-
positiven Personen von 90%.

Sensitivitit der IFN-y-Tests bei vermuteter latenter
tuberkuldser Infektion

Pai u. Mitarb. betrachteten unter dem Aspekt der Sensitivitdt bei
LTBI 11 IFN-y-Teststudien (darunter zwei mit QuantiFERON® [PP-
D] und vier mit T SPOT-TB [2xPPD+ESAT-6; 1 xESAT-6;
1 x ESAT-6 + CFP-10], bei den iibrigen handelte es sich um ,In-
house* Tests mit langen Inkubationszeiten [5 x ELISA, 1 x ELISPO-
T]) [13]. Untersucht wurden symptomfreie, THT-positive Perso-
nen mit stattgehabter TB-Exposition (Haushaltskontakte, beruf-
liche Exposition). Die PPD-basierten Testverfahren ergaben Sen-
sitivitdten von iiber 80%, bei Verwendung von RD1-Antigenen
(teilweise aber nur isolierte und nicht kombinierte Bestimmung,
s.0.) zeigten sich lediglich bei vier von neun Studien Sensitivitd-
ten tiber 80%. Im direkten Vergleich zu RD1-basierten Tests wur-
den mit den PPD-basierten Testverfahren héhere Sensitivitats-
werte erreicht.

Spezifitat der IFN-vy-Tests bei — angenommen - gesunden
Testpersonen

Die Spezifitdt beschreibt den Anteil der gesunden (d. h. nicht mit
M. tuberculosis infizierten bzw. an Tuberkulose erkrankten) Per-
sonen, welche im IFN-y-Test eine negative Testreaktion zeigen.
In den von Pai u. Mitarb. [13] angefiihrten 22 Studien wurden in
der Regel gesunde Studienteilnehmer aus Niedrigprdvalenz-
landern ohne bekannte Tuberkulose-Exposition untersucht. In
Studien, welche IFN-y-Tests (PPD, ESAT-6 und/oder CFP-10) mit
dem THT verglichen, waren die Spezifititen in den meisten
Studien vergleichbar, aber durchaus variabel (85 -100%). Grund-
sdtzlich waren die Spezifitdtsraten der RD1-IFN-y-Tests fiir
BCG-Geimpfte deutlich hoher als die des THT und der PPD-IFN-
v-Tests und lagen meist weit {iber 90, hdufig sogar bei 100%
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[17,24,25,27,28]. Ravn u. Mitarb. fanden bei 39 gesunden, nicht
exponierten ddnischen Personen bei Verwendung des
RD1-QuantiFERON®-Tests eine Spezifitit von 97 % [29].

Ubereinstimmung Tuberkulinhauttest und IFN-vy-Tests

Pai u. Mitarb. fanden 16 Studien, welche die Ubereinstimmung
der IFN-y-Tests mit dem THT an sehr unterschiedlicher Studien-
klientel untersuchten. In den meisten Studien wurde eine maRi-
ge Ubereinstimmung von 60-80% beobachtet. Lediglich drei
Studien forschten nach Griinden fiir diskordante Ergebnisse: Ma-
zurek u. Mitarb. [30] untersuchten den QuantiFERON®-TB Test
(PPD) vergleichend (5 TU PPD-S, risikostratifizierte cut-offs) im
Rahmen einer Multicenterstudie an 1226 Erwachsenen mit un-
terschiedlichem Infektionsrisiko. Fiir die gesamte Gruppe ergab
sich eine Ubereinstimmung des THT mit dem IFN-y-Test von
83% (x=0,60). In einer multivariaten Analyse lag die odds ratio
fiir unterschiedliche Testergebnisse (d.h. positiver THT, negati-
ver IFN-y-Test) bei BCG-Geimpften sieben mal hdher als bei Un-
geimpften.

Auch Fietta und Mitarbeiter [31] priiften den QuantiFERON®-TB
Test (PPD) an Personen mit unterschiedlichem Risiko (n=258).
Fiir die gesamte Studienpopulation betrug die Ubereinstimmung
mit dem THT-Ergebnis (5 TU Biocine Test PPD, risikostratifizierte
cut-offs) 78% (x=0,58). Die Ubereinstimmung war geringer bei
Personen mit aktiver Tuberkulose (x=0,25). Hier lag allerdings
die Sensitivitdt des IFN-y-Tests mit 91% deutlich {iber der des
THT mit 65 %. Die Mehrheit der Patienten mit diskrepanten Test-
ergebnissen (IFN-y-Test positiv/THT negativ) hatte mindestens
einen Risikofaktor fiir Tuberkulose, welcher zugleich hdufig ei-
nen falsch-negativen THT verursacht, so beispielsweise hohes
Lebensalter, Hepatitis C, Alkoholkrankheit, Nierenversagen, Kor-
tikosteroidtherapie und Tumorleiden.

Ewer und Mitarbeiter [32] untersuchten den Tuberkuloseaus-
bruch an einer britischen Schule mittels ELISPOT- (ESAT-6 und
CFP-10) und Heaf-Test. Hier betrug die Ubereinstimmung 89%
(x=0,72, p<0,0001). Im Gegensatz zum Heaf-Test zeigte der ELI-
SPOT keine signifikante Korrelation mit dem BCG-Impfstatus.

Eine aktuelle Studie von Ferrara u. Mitarb. [22] stellte bei gleich-
zeitiger Anwendung von QuantiFERON®-TB Gold und THT (5 TU
Biocine Test PPD, risikostratifizierte cut-offs) bei unselektierten
Klinikpatienten in den 205 Fallen, wo fiir beide Tests ein eindeu-
tiges Ergebnis vorlag, eine Konkordanz von 70,2% (x=0,4 fest),
wobei die Ubereinstimmung bei BCG-Geimpften (n=53) mit
41,5% (x=0,09) statistisch signifikant geringer war als bei Nicht-
Geimpften mit 80,3 % (k= 0,56).

Eine koreanische Arbeitsgruppe [33] stellte fiir eine {iberwie-
gend BCG-geimpfte, HIV-negative Studienpopulation (Medizin-
studenten, Klinikpersonal, enge bzw. Haushaltskontakte) bei
Einteilung in unterschiedliche Risikogruppen fiir das Vorliegen
einer LTBI insgesamt eine schlechte Ubereinstimmung (x=0,16)
zwischen THT (2 TU RT 23 SSI, risikostratifizierte cut-offs) und
QuantiFERON®-TB Gold fest, wobei die Ubereinstimmung mit
zunehmendem Risiko etwas anstieg. Bei 54 Patienten mit aktiver
Tuberkulose reagierten 78% im THT und 81% im Interferon-
v-Test positiv (k=0,4).
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Pai u. Mitarb. [34] dagegen fanden bei einer groBen Studie
(n=726) in einem landlichen Gebiet Indiens bei {iberwiegend
BCG-geimpftem Klinikpersonal eine {iberraschend gute Uberein-
stimmung von THT (1 TU RT23 SSI, cut-off 10 mm) und QuantiFE-
RON®-TB Gold In-Tube (81%; x=0,61). Die Resultate mit beiden
Testmethoden spiegelten dabei die hohe geschatzte Infektions-
prdvalenz von etwa 40% gut wider.

Korrelation der IFN-y-Tests mit der M. tuberculosis-
Exposition

Fiinf der von Pai u. Mitarb. [13] betrachteten 75 IFN-y-Studien
befassten sich mit der Korrelation zum Ausmaf8 der Exposition.
In der Untersuchung von Ewer und Mitarbeitern [32] wurden in
Grof3britannien 535 Schiiler mit dem ELISPOT- (ESAT-6 und
CFP-10) und mit dem Heaf-Test getestet. Unter Beriicksichtigung
der Ndhe (Schulklasse) und Dauer der gemeinsamen Aktivititen
(Stundenpldne) erfolgte eine Unterteilung in vier Expositions-
gruppen, wobei die Wahrscheinlichkeit eines positiven Resulta-
tes, stratifiziert nach den vier Gruppen sowohl fiir den IFN-y-Test
(OR 2,78 (95% CI 2,22 -3,48) als auch fiir den Heaf-Test (OR 2,33;
95% CI 1,88 - 2,88) mit Zunahme der Expositionswahrscheinlich-
keit anstieg. Der ELISPOT-Test korrelierte dabei signifikant besser
mit der Ndhe (p =0,03) und Dauer der Exposition (p=0,007) zum
Indexfall.

Eine dhnliche Studie fiihrten Brock u. Mitarb. [24] an einer ddni-
schen Hochschule durch (n=125, davon 85 nicht BCG-geimpft).
Zum Einsatz kam der QuantiFERON®-Test (sowohl RD1- als auch
PPD-basiert) sowie der THT bei den Nicht-Geimpften (2 TU RT23
SSI, cut-off 10 mm). Die IFN-y-Testverfahren lieBen bei den un-
geimpften Kontaktpersonen eine gute Unterscheidung in zwei
Expositionsgruppen (hohes und geringes Risiko) zu. Der Quanti-
FERON-PPD ermoglichte bei den BCG-Geimpften jedoch keine
Unterscheidung. Die Ubereinstimmung des QuantiFERON-RD1
und des THT bei den ungeimpften Hochrisiko-Personen lag bei
93% (95% KI 86-100%), bei Schiilern mit geringerem Risiko bei
95% (95 % KI 88-102%).

Lalvani u. Mitarb. [35] untersuchten an einer Londoner Ambu-
lanz fiir Umgebungsuntersuchungen mit dem ELISPOT- (ESAT-6
und PPD) und Heaf-Test prospektiv und geblindet 50 Kontaktper-
sonen zu Patienten mit mikroskopisch offener Tuberkulose. Es
wurden vier Expositionskategorien unterschieden. Wahrend der
ESAT-6-ELISPOT mit zunehmender Exposition hochpositiv korre-
lierte (OR 9,0; 95% KI 2,6 -31,6), war die Korrelation beim Heaf-
Test deutlich schwacher (OR 1,9; 95% KI 1,0-3,5).

Hill u. Mitarb. [36] untersuchten 735 Haushalts-Kontaktperso-
nen von Sputum-positiven Tuberkulosepatienten in Gambia mit
ELISPOT (PPD und ESAT-6/CFP-10) und THT (2 TU RT23 PPD-S,
cut-off 10 mm) unter Beriicksichtigung der Exposition (gemein-
same Schlafstitte sowie durchschnittliche tdgliche Dauer des
Kontaktes). Drei Prozent der Kontaktpersonen waren HIV-posi-
tiv, 45% hatten eine BCG-Narbe. Der ESAT-6/CFP-10-ELISPOT so-
wie der THT korrelierten nach Adjustierung nach Alter, Ge-
schlecht und Ethnizitdt signifikant mit dem Ausmalf? der Exposi-
tion, wobei dieser Effekt fiir den THT ausgeprédgter war. Erstaun-
licherweise nahm der Anteil THT-positiver und ESAT-6/CFP-
10-ELISPOT-negativer Personen mit steigender Exposition von
11% auf 32% zu. Da fast ein Drittel der Personen mit positivem
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ESAT-6/CFP-10-ELISPOT in der Gruppe mit der geringsten Expo-
sition einen negativen THT hatten, schlieBen die Autoren daraus
auf einen Sensitivitdtsverlust des THT in dieser Personengruppe
und nehmen an, dass die deutliche Zunahme an positivem THT
mit wachsender Exposition durch ein Boosting einer unterdriick-
ten Hautreaktion vom verzodgerten Typ zustande kommt. Dass
ein Teil der Studienpopulation (n=56, 8%), dabei insbesondere
Personen mit geringerer Exposition, PPD-ELISPOT-positiv, aber
THT-negativ war, fithren die Autoren, nicht ganz nachvollziehbar,
ursdchlich auf einen Sensitivitdtsverlust des THT bei mdglicher
kutaner Anergie durch regelmdf3ige mukdse Exposition zu Um-
weltmykobakterien zurtick.

Richeldi und Mitarbeiter [37] setzten den ELISPOT-Test (PPD so-
wie ESAT-6 und CFP-10) und den THT (5 TU Biocine PPD, cut-off
5 mm) bei der Untersuchung von Kontaktpersonen einer jungen
illegalen Einwanderin aus Moldawien ein. Bei dieser Patientin
wurde eine Woche nach Entbindung eine offene multiresistente
Lungentuberkulose diagnostiziert. Es wurden 11 Wochen nach
Kontakt 41 Neugeborene, 42 Miitter und neun erwachsene Besu-
cher getestet. Von den 92 Studienteilnehmern waren lediglich
vier THT-positiv, 17 RD1-ELISPOT-positiv und 34 PPD-ELISPOT-
positiv. Lediglich zwei Personen waren in allen drei Tests positiv,
52 in allen Tests negativ. Obgleich die Ubereinstimmung von THT
und RD1-ELISPOT 81,5 % betrug, war dies nicht statistisch signifi-
kant (x=0,138, p=0,088). Der Grad der Ubereinstimmung von
RD1-ELISPOT und PPD-ELISPOT war gering (k= 0,247, p=0,010),
ebenso fiir PPD-ELISPOT und THT (x = 0,162, p=0,05). Pro zusdtz-
licher Stunde, in welcher sich die Kontaktpersonen mit der Infek-
tionsquelle im selben Raum befanden, nahm die Wahrschein-
lichkeit eines positiven RD1-ELISPOT zu (Zunahme der Odds um
1,05 [95% KI 1,02 - 1,09, p=0,003]), wohingegen sich fiir die we-
nigen Fdlle mit positivem THT keine Korrelation mit der Exposi-
tion zeigen lieR.

Eine koreanische Studie von Kang u. Mitarb. [33] fand fiir eine
iiberwiegend BCG-geimpfte, HIV-negative Studienpopulation
bei Einteilung in unterschiedliche Risikogruppen eine signifikant
bessere Korrelation des IFN-y-Test (QuantiFERON®-TB Gold;
THT: 2 TU RT 23 SSI, risikostratifizierte cut-offs) mit dem Aus-
maR des Infektionsrisikos, obgleich die Positivitdtsraten im IFN-
v-Test bei gesunden Medizinstudenten (4 %) und medizinischem
Personal mit gelegentlichem Kontakt zu TB-Patienten (10%) bei
einer geschdtzten Infektionspravalenz von 33% sehr gering aus-
fielen.

Beeinflussung der IFN-y-Tests durch BCG-Impfung

Alle von Pai angefiihrten Studien, welche sich mit dieser Frage-
stellung auseinandersetzten, konnten zeigen, dass die Spezifitat
RD1-basierter Testverfahren, bei Stratifizierung nach BCG-Impf-
status, im Gegensatz zu den PPD-basierten IFN-y-Tests und dem
THT bei BCG-Geimpften deutlich hoher ist. So fanden Mori u.
Mitarb. [25] bei Testung von 213 angenommen nicht-infizierten,
gesunden BCG-geimpften Japanern eine Spezifitit von 98,1%
(95%KI195,3-99,5%), wohingegen die , Spezifitat“ des THT (japa-
nisches Tuberkulin, dquivalent zu 3 TU PPD-S; bei einem cut-off
von 10 mm) mit 35,4% sehr gering, wahrscheinlich aufgrund des
BCG-Impfstatus, berechnet wurde.

Auch mehrere Kontakt- und Ausbruchsuntersuchungen bestdti-
gen fiir RD1-IFN-y-Tests keine Beeinflussung durch BCG-Imp-
fung (z.B.[32,35,38]).

Johnson u. Mitarb. testeten 54 gesunde THT-negative Medizin-
studenten vor (10 TU CSL Tuberkulin) und fiinf Monate nach
BCG-Impfung. Wahrend ein groRer Teil der Studenten nach Imp-
fung eine Reaktion im THT zeigte (29 Personen >5 mm, sieben
>10mm, einer >15mm), blieben 97% der Studienteilnehmer
bei einem ESAT-6-basierten QuantiFERON-Test negativ [17].

Dagegen beeinflusste eine stattgehabte BCG-Impfung bei indi-
schem Klinikpersonal den Ausfall des THT-Ergebnisses kaum (je-
doch Testung nur mit 1 TU RT23) [34]. Lalvani u. Mitarb. [39] tes-
teten 40 gesunde Briten (37 davon BCG-geimpft) mit einem ELI-
SPOT, wobei keiner auf ESAT-6 und CFP-10 reagierte. 33 hatten
jedoch ein positives Resultat auf PPD.

Beeinflussung der IFN-y-Tests durch Infektion mit
Umweltmykobakterien

RD1-Antigene sind zwar in den meisten Umweltmykobakterien
nicht vorhanden, die Gene, welche diese Antigene kodieren,
konnten jedoch bei M. kansasii, M. marinum, M. szulgai, M. flaves-
cens und M. gastrii nachgewiesen werden [40]. Begrenzte Evi-
denz ldsst auch vermuten, dass die Gensequenzen der verwende-
ten Antigene der RD1-Region auch in M. leprae zu finden sind
[41].

Zur Beeinflussung der IFN-y-Tests durch Infektion mit Umwelt-
mykobakterien existieren nur wenige Studien. So testeten Lein
u. Mitarb. [42] im Rahmen einer Fall-Kontrollstudie Patienten
mit nachgewiesener M. avium complex (MAC)-Infektion mit ei-
nem IFN-y-Test (PPD und ESAT-6) sowie dem THT (n = jeweils
8). THT und ESAT-6-IFN-y-Test waren in allen Féllen negativ, der
PPD-basierte Test zeigte eine Spezifitdt von 75%. Rolinck-Wer-
ninghaus u. Mitarb. [43] konnten bei M. avium-Infizierten eben-
falls eine 100 %ige Spezifitdt eines ESAT-6-IFN-y-Test zeigen, wo-
hingegen der THT lediglich bei 60% Spezifitit lag. In der Studie
von Mori u. Mitarb. [25] waren von fiinf Patienten mit kulturell
bestdtigter MAC-Infektion vier im QuantiFERON®-Test (ESAT-
6/CFP-10) negativ, wobei im Falle des positiven Testresultates
(auf CFP-10) eine Koinfektion moglich ist. Die drei Personen mit
positiver M. kansasii-Kultur reagierten positiv. Arend u. Mitarb.
[40] untersuchten 12 Patienten mit M. marinum- und M. kansa-
sii-Infektionen sowie 18 Personen mit beruflich langjdhrigen
Kontaktmoglichkeiten zu Umweltmykobakterien (Besitzer tropi-
scher Aquarien, Landtierdrzte und Blumenziichter) vergleichend
mit ELISA- und ELISPOT-Verfahren unter Verwendung einzelner
und kombinierter Antigene. Die Ergebnisse beider Verfahren wa-
ren vergleichbar. Bei mit M. marinum- und M. kansasii-Infizier-
ten ergab sich in mehr als 90% der Fille eine positive Reaktion
nach Stimulation mit PPD, in drei Viertel der Fidlle auf ESAT-6-
und in zwei Dritteln auf CFP-10, wobei der Anteil reagierender
Personen und auch das AusmafR der Reaktion bei M. marinum-In-
fektion hoher waren. Auf die RD1-Kombination (nur mit ELISPOT
getestet) reagierte keine der fiinf mit M. kansasii, jedoch alle mit
M. marinum infizierten Personen. Ein relevanter Anteil der beruf-
lich gegeniiber Umweltmykobakterien Exponierten reagierte auf
PPD, ESAT-6 und - weniger ausgepragt - auf CFP-10. So zeigten
im ELISA isoliert auf ESAT-6 fiinf der sieben Aquariumsbesitzer,
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vier der sechs Landtierdrzte und drei der fiinf Blumenziichter
eine positive Reaktion. Ahnlich fielen die Reaktionen mit ELI-
SPOT gegeniiber ESAT-6 aus, wobei auf die RD1-Kombination
nur noch insgesamt drei der 18 beruflich Exponierten positiv rea-
gierten.

Beeinflussung der IFN-y-Tests durch antituberkulotische
Therapie

Die hierzu durchgefiihrten Studien sind héchst widerspriichlich.
Einige Arbeitsgruppen fanden eine Abnahme der IFN-y-Antwort
auf ESAT-6 unter Therapie einer behandlungsbediirftigen Tuber-
kulose [28,39,44], andere Studien wiederum zeigten eine Zu-
nahme der IFN-y-Antwort auf ESAT-6 [45-47] oder gleichblei-
bende Werte [48] (fiir ELISPOT). Letzteres konnte auch fiir PPD
IFN-y-Tests (QuantiFERON®) gezeigt werden [31,49], wobei Stu-
art u. Mitarb. dabei auch Personen unter chemoprdventiver The-
rapie beobachteten [49]. Eine siidafrikanische Studiengruppe,
welche bei Kindern untersuchte, ob eine Verlaufskontrolle der
Interferon-y-Produktion mittels ELISPOT (PPD; ESAT-6; CFP-10)
nach einem Monat als Bestdtigung fiir eine erfolgreiche Therapie
gewertet werden kann, musste davon aufgrund ihrer Erfahrun-
gen abraten [50].

Entscheidenden Einfluss auf den Ausfall der Testergebnisse unter
antituberkulotischer Therapie scheint jedoch insbesondere die
Inkubationszeit zu haben, da bei kurzen Inkubationsdauern (Er-
fassung von T-Effektorzellen) die Interferon-y-Antwort eher ab-,
bei lingerer Inkubationsdauer (Erfassung auch von T-Erinne-
rungszellen) aber zunimmt bzw. konstant bleibt [51].

Beeinflussung der IFN-y-Tests durch labortechnische
Faktoren

In einer aktuellen Studie von Doherty u. Mitarb. [52] wurden
mogliche Faktoren untersucht, welche dafiir verantwortlich sein
koénnten, dass die Testergebnisse im Rahmen einer longitudina-
len Multicenterstudie in Athiopien zwischen den einzelnen teil-
nehmenden Kliniken auffallend differierten. Sie beobachteten,
dass zeitliche Verzégerungen zwischen Blutabnahme und -Pro-
zessierung bei Verwendung des ELISPOT-Verfahrens zu einem
deutlichen und reproduzierbaren Sensitivitdts- und auch ten-
denziell zu einen Spezifitdtsverlust fithren. Das ELISPOT-Verfah-
ren zeigte jedoch insgesamt eine etwas hoéhere Sensitivitdt. Die
ELISA-Technik, und damit QuantiFERON®, lieferte in Abhdngig-
keit vom Zeitfaktor robustere Ergebnisse. Auch das Einfrieren
und Auftauen von Zellen beeinflusste die Testergebnisse, glich
jedoch die durch zeitliche Verzégerung geschilderten Auswir-
kungen teilweise wieder aus. Da im Rahmen des Gefrier- und
Auftauprozesses ein gewisses Ausmalf3 an Zelltod und metaboli-
sche Verdnderungen auftreten, bezweifeln die Autoren, ob die
gemessenen Werte akkurat die in vivo-Zytokinproduktion zum
Zeitpunkt der Blutentnahme widerspiegeln.

Reproduzierbarkeit der IFN-y-Tests

In drei von vier der in der Arbeit von Pai evaluierten Studien
[14,31,53,54] konnte ein hohes Maf§ an Reproduzierbarkeit ge-
zeigt werden [14,31,53]. Bellete [54] fand, jedoch bei einer klei-
nen Studienpopulation von elf Fillen, die Reproduzierbarkeit des
PPD-IFN-y unzureichend. Diese Studie hat die Frage aufgewor-
fen, ob der vorausgegangene THT prinzipiell die IFN-y-Antwort
bei wiederholter Testung im Sinne eines Boosting beeinflussen
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kann [55,56]. Untersucht wurden dariiber hinaus fiir den PPD-
QuantiFERON®-TB-Test die Reproduzierbarkeit bei verschiede-
nen Test-Orten mit einer Ubereinstimmung von mehr als 98%
[14] sowie die Auswirkung der Inkubationszeiten bei Anwen-
dung des ELISA-Verfahrens (72 h Vollblut ELISA versus iiber
Nacht-Inkubation mit ELISPOT) mit guter Korrelation der IFN-
v-Antworten auf ESAT-6 und CFP-10 (r=0,69, p <0,0001) [57].

Pradiktive Vorhersagewerte der IFN-y-Tests

Pai u. Mitarb. [13] beschreiben lediglich eine Langzeitstudie [58],
aus der die Autoren schlief3en, dass ein positiver ESAT-6-1FN-
v-Test mit der spdteren Entwicklung einer behandlungsbediirfti-
gen Tuberkulose korreliert. Dabei wurden in Athiopien 24 gesun-
de, HIV-negative Personen mit einem ESAT-6-IFN-y-Test (ELISA)
und einem PPD-IFN-y-Test nach Haushaltskontakt zu infektiésen
Tuberkulosepatienten getestet und nach zwei Jahren nachunter-
sucht. Insgesamt sieben der untersuchten Personen (29 %) entwi-
ckelten in diesem Zeitraum eine behandlungsbediirftige Tuber-
kulose. Alle sieben waren im ersten PPD-IFN-y-Test positiv gewe-
sen, so aber auch weitere 14 der verbleibenden 17 gesunden Per-
sonen (83%). Im Vergleich dazu hatten sechs der sieben Erkrank-
ten initial einen hochpositiven ESAT-6-1FN-y-Test (86 %), jedoch
nur drei der 17 Nicht-Erkrankten (18 %).

Zusammenfassende Beurteilung der Studienlage

Basierend auf dem systematischen Review von Pai u. Mitarb. [13]
und aktuelleren Studiendaten zeigt sich hinsichtlich der Sensiti-
vitdt und Spezifitit der IFN-y-Tests eine groRBe Variabilitdt, was
sich unter anderem in der Inhomogenitit der Studienansdtze be-
griindet. Im Vergleich zu IFN-y-Tests erzielt der THT in den meis-
ten Studien eine etwas hohere Sensitivitit. Die Verwendung von
RD1-Antigen-Kombinationen fiihrt jedoch zu einer gesteigerten
Sensitivitdt im Vergleich zu PPD-basierten Tests und solchen,
die nur mit isolierten Antigenen arbeiten. Wahrend PPD-basierte
Tests sehr sensitiv, dafiir aber weniger spezifisch sind, erreichen
Tests mit isolierten Antigenen gute Spezifititswerte bei jedoch
verhdltnismdBig geringer Sensitivitit. Die kombinierten
RD1-Tests (ESAT-6 + CFP-10) zeigen das giinstigste Sensitivitdts-/
Spezifitatsverhdltnis. Bei aufgrund positivem THT vermuteter
LTBI erreichen die IFN-y-Tests eine Sensitivitdt von etwa 80%.

Hinsichtlich der Korrelation mit dem AusmafR der Exposition
scheinen RD1-IFN-y-Tests dem THT {iberlegen zu sein.

Besonders vorteilhaft scheint die Anwendung der RD1-kombi-
nierten IFN-y-Tests bei BCG-geimpften Personen zu sein, da hier
im Vergleich zu allen anderen Testmethoden die Spezifitdt be-
sonders hoch ist.

Beziiglich der Beeinflussung durch Infektionen mit Umweltmy-
kobakterien ist die Datenlage noch sehr unbefriedigend, offen-
sichtlich ist die T-Zellantwort auf ESAT-6 und CFP-10 nicht vollig
spezifisch fiir eine M. tuberculosis-Komplex-Infektion und kann
durch manche Infektionen mit Umweltmykobakterien beein-
flusst sein. Es ist aber aufgrund der Verwendung spezifischerer
Antigene bei den RD1-IFN-vy-Tests eine geringere Kreuzreaktoge-
nitdt, insbesondere im Vergleich zum THT, anzunehmen.

Auch zur Wahrscheinlichkeit der Progression in eine behand-
lungsbediirftige Tuberkulose bei positivem IFN-y-Test fehlt es
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an ausreichenden Daten, in der bisher einzigen Studie wird ein
Zusammenhang angenommen.

Die wenigen Studien zur Reproduzierbarkeit deuten auf eine ak-
zeptable Zuverldssigkeit der Testverfahren hin [16], wobei sich
die Datenlage weitgehend auf d&ltere Testgenerationen be-
schrankt.

Die spdrlichen Daten zur Auswirkung von chemotherapeuti-
schen Interventionen auf das IFN-y-Testresultat sind dagegen
widerspriichlich und lassen keine abschlieSende Aussage zu.

Vergleichende Studien mit der ELISA- und ELISPOT-Technik gibt
es wenige [57] bzw. die Ergebnisse aus solchen Untersuchungen
wurden nicht oder nur partiell publiziert (z.B. [37]). Tab. 2 stellt
die Charakteristika der beiden eingangs beschriebenen Testver-
fahren einander gegentiber. Vorteile des ELISPOT-Tests sind seine
moglicherweise etwas hohere Sensitivitdt [57] und die Tatsache,
dass die Lymphozytenzahl beriicksichtigt wird. Vorteilhaft an
der ELISA-Technik sind die weniger stringenten Zeitgrenzen, der
geringere Zeitaufwand bei der Durchfithrung, sowie die - zumin-
dest theoretisch - vergleichsweise geringeren Kosten. Tab. 3 gibt
eine zusammenfassende Ubersicht iiber die Vor- und Nachteile
der IFN-y-Tests.

Limitationen und offene Fragestellungen

Ein grundsdtzlicher Kritikpunkt an den Daten zu den IFN-y-Tests
ist, dass die Bestimmung der Sensitivitdt bei behandlungsbe-
diirftiger Tuberkulose méglicherweise wenig Riickschliisse iiber
die Aussagekraft der neuen Testverfahren bei LTBI zuldsst. Es
muss bezweifelt werden, ob eine aktive Tuberkulose als Modell
einer LTBI geeignet ist. Bei der Beurteilung der Sensitivitit be-
zliglich der Detektion einer LTBI ist es problematisch, dass mit
dem THT Kkein optimaler ,Goldstandard“ als Referenzmethode
zur Verfiigung steht. Daraus ergibt sich die Frage, in wie weit
das Ausmalf3 der Korrelation von IFN-y-Tests und THT, welches
je nach Studie deutlich variiert, tatsachlich von Bedeutung ist.

Optimal wire die Uberpriifung der Sensitivitit anhand der Un-
tersuchung von frischen, BCG-ungeimpften THT-Konvertoren.
Aber selbst dann wdre eine zuverldssige Aussage, ob die Sensiti-
vitdt der neuen Testverfahren die des THT tatsdchlich {ibertrifft,
noch nicht moglich. Dies wiirde erst ein Studienansatz kldren,
welcher THT-negative, aber IFN-y-Test-positive Kontaktperso-
nen iiber einen langen Zeitraum nachbeobachtet und die Erkran-
kungsraten mit denen einer THT-positiven Kontrollgruppe ver-
gleicht. Dann wiirde sich zeigen lassen, ob es sich bei den THT-
negativen, aber IFN-y-Test-positiven Personen tatsdchlich um
eine LTBI oder lediglich um den Nachweis einer transienten In-
fektion bzw. Antigenexposition gehandelt hat. Beide Gruppen
diirften keiner Behandlung unterzogen werden, was ethisch
zweifelhaft sein kann (z.B. bei immunsupprimierten Patienten
vor Organtransplantationen). Zum anderen ist die Durchfiihrung
solcher Studien in Lindern, welche bei LTBI routinemdRig eine
Chemopravention empfehlen, kaum machbar [59]. Erforderlich
ist auch die langfristige Nachbeobachtung der IFN-y-Test-negati-
ven Testpersonen, um zuverldssig die Haufigkeit falsch-negativ
Getesteter und die zugrundeliegenden Faktoren zu erfassen.

Tab.2 Gegeniberstellung QuantiFERON®-TB Gold In-Tube und
T Spot-TB-Test

QuantiFERON®-TB T Spot-TB
Gold In-Tube

Hersteller/Homepage

Testmedium Vollblut periphere mononukledre
Zellen

Antigene ESAT6, CFP10, ESAT6, CFP10

Tb 7.7
Messmethode ELISA ELISPOT
gemessene ZielgroBe IFN-y IFN-y produzierende T-Zellen
benétigtes Blutvolumen 2 ml mind. 8 ml (Erwachsene)
Testanzahl pro Kit max. 88 max. 24

innerhalb von
max. 16 Stunden

schnellstmdglich, direkt vor
dem Testansatz zentrifugieren,
moglichst innerhalb von zwei
Stunden nach Blutentnahme

Zeitfenster nach Blutent-
nahme bis zur Weiterver-
arbeitung im Labor

1
Tab.3 Vor- und Nachteile der IFN-y-Tests

Vorteile [mod. nach [21]] Nachteile

- keine Wiedervorstellung zur Test-

venose Blutabnahme, ggf. mit spe-

ablesung ziellem Abnahmesystem

- Reduktion des Arbeitsaufwandes - Verfiigbarkeit eines qualifizierten
(fiir den Untersucher) Labors

- schnelle Verfiigbarkeit des Tester- - Arbeitsaufwand fiir Laboratorien
gebnisses

- geringere Anfalligkeit fiir Ablese- - zeitliche Limitationen bei Weiter-

bias und -fehler verarbeitung der Blutprobe

Transportlogistik (Temperatur,
Lagerung)

deutlich héhere Kosten als THT

- ,einfache” ja/nein-Antwort

- kein Confounding durch BCG und
die meisten Umweltmykobakte-
rien

- moglicherweise geringere Beein- - mdgliche Beeinflussung des Tester-
flussung durch Immunsuppression  gebnisses durch antituberkuloti-
u./o. schwere Begleiterkrankun- sche Therapie
gen

- keine Booster-Reaktionen bei wie- - ungekldrte Duldungspflicht bei
derholten Testungen (z.B. bei Be- Untersuchungen nach Infektions-
schéftigten im Gesundheitswesen)  schutzgesetz

- langfristig giinstige Kostenrelati- - ungeklarte Kostentibernahme
on, da keine Therapie/Kontrolle durch die Krankenkassen und an-
falsch-positiver Reagenten dere Kostentrdger z.Zt. noch unbe-
friedigende Datenlage zu entschei-
denden Fragestellungen

- erleichtertes Screening gréRerer
Personenzahlen (z.B. Ausbriiche)

Durch die bisher veréffentlichten Studien wird auch die Moglich-
keit eines ,,Boosting” der IFN-y-Tests durch zwischenzeitlich er-
folgte Tuberkulinhauttestungen nicht ausreichend thematisiert.
Hill und Mitarbeiter [36] gehen zudem davon aus, dass die Ver-
wendung von zwei Antigenen fiir eine zuverldssige Diagnose der
LTBI nicht ausreichend ist.

Neben der Bedeutung der neuen Testverfahren zur Detektion ei-
ner LTBI sollte ihr Stellenwert in der Diagnostik der behand-

lungsbediirftigen Tuberkulose durchaus auch angesprochen
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werden. Insbesondere im Sinne einer Ausschlussdiagnostik wdre
ein Testverfahren, welches dem THT {iberlegen ist, von groffem
Interesse, so beispielsweise bei BCG-geimpften Migranten aus
Hochpravalenzlindern mit pathologischen Veranderungen im
Rontgen-Thorax. Da es sich bei den in Studien untersuchten Pa-
tientengruppen in der Regel um bakteriologisch bestdtigte und
damit iberwiegend um pulmonale Tuberkulosen handelt, sind
die Erfahrungen mit extrapulmonalen Tuberkuloseformen be-
schrankt.

Der Effekt von durch Umweltmykobakterien bedingten Myko-
bakteriosen auf die Aussagekraft der IFN-y-Testverfahren kann
nicht abschlieBend beurteilt werden, da die untersuchten Fall-
zahlen Kklein sind [42,45]. Barnes [59] duRert die Vermutung,
dass einige Organismen iiber RD1-verwandte Gene verfiigen
und damit eine Kreuzreaktivitit gegeniiber RD1-Antigenen nicht
ausgeschlossen werden kann [60,61]. Die Prdvalenz von Um-
weltmykobakterien kann lokal stark variieren [62], wobei die
epidemiologische Datenlage, insbesondere auch fiir Deutsch-
land, nicht befriedigend ist. Infektionen mit M. kansasii sind bei-
spielsweise im Siidwesten der USA hdufig und kénnten dort
durchaus zu einem relevanten Anteil falsch-positiver Testresul-
tate fithren [59]. Kleinere Studien lassen vermuten, dass bei Per-
sonen mit durch M. avium-Komplex verursachten Lungenerkran-
kungen die IFN-y-Tests negativ ausfallen [42], Daten fiir gesunde,
mit M. avium-Komplex lediglich infizierte Personen (und gerin-
gem LTBI-Risiko) existieren, wie auch fiir andere durch Umwelt-
mykobakterien bedingte Mykobakteriosen, jedoch nicht [59].

Die Verfahren sind gerade fiir die Personengruppen, bei denen
eine zuverldssigere Alternative zum Tuberkulinhauttest drin-
gend gefordert wird, nicht bzw. unzureichend klinisch getestet
(s. Tab.4). So wurde die Aussagekraft der Tests beispielsweise
bei medikamentos induzierter Immunsuppression nicht syste-
matisch untersucht, die bisherigen - positiven - Erfahrungen ba-
sieren auf Einzelfallberichten fiir je einen Patienten mit Morbus
Crohn [63] und Dermatomyositis [26].

Ferrara u. Mitarb. [22] haben erstmals einen Interferon-y-Test im
Vergleich mit dem THT bei einem unselektierten Patientengut
(n=318) eingesetzt und verglichen (QuantiFERON®-TB Gold ver-
sus Biocine Test PPD). Bei etwas mehr als der Halfte der Patienten
wurde der Test aufgrund eines Verdachts auf behandlungsbe-

Tab.4 IFN-y-Tests: Personengruppen/indikationen, fiir welche nur
mangelnde bzw. keine Anwendungsdaten vorliegen

- im Neugeborenen-, Kindes- und Jugendalter
- bei Schwangeren

- bei Begleiterkrankungen mit Beeinflussung der IFN-y-Produktion
(z.B. Influenza, Sarkoidose)

- bei geschlossenen und extrapulmonalen Tuberkulosen

— fiir unterschiedliche Schweregrade der Tuberkulose

- bei Vorliegen unterschiedlicher genetischer Faktoren (z.B. HLA-Zugehorig-
keit, Ethnizitat)

- bei Immunsupprimierten (HIV, iatrogen Supprimierte, Organtransplantier-
te)

- beiim Gesundheitsdienst Tatigen (arbeitsmedizinische/betriebsérztliche
Untersuchungen)

Hauer B et al. Interferon-y-Tests in der ... Pneumologie 2006; 60: 29 -44

diirftige Tuberkulose angeordnet, 65 (20,4%) erhielten zurzeit
der Testung eine immunsuppressive Therapie (39 zytostatische
Chemotherapie, 31 systemische Kortikosteroide [darunter acht
der Tumorpatienten], drei anti-TNF-a-Behandlung). Die IFN-
v-Testresultate wurden als positiv, negativ und ,nicht eindeutig*
(»indeterminate*) definiert. ,Nicht eindeutige“ Resultate erga-
ben sich signifikant hdufiger bei Personen mit negativem THT
(28,9% vs. 6,6 % bei THT-positiven Patienten) und waren signifi-
kant hdufiger bei immunsuppressiv behandelten Patienten (OR
3,35,95% KI 1,84-6,08). Die Autoren schlussfolgern, dass die in
vitro-Testung moglicherweise, dhnlich wie der THT, bei immun-
suppressiv behandelten Patienten nur eingeschrankten klini-
schen Nutzen hat.

Auch die Auswirkung des HIV-Status ist nicht ausreichend evalu-
iert. Wahrend Chapman u. Mitarb. [27] auch fiir HIV-positive TB-
Patienten eine gute Sensitivitit bestimmten (n=11), fanden El-
liot u. Mitarb. [64] die IFN-y Antwort auf PPD und CFP bei HIV-
Positiven (n=22) im Vergleich zu HIV-Negativen (= 75) deutlich
eingeschrankt (p = 0,001).

Hill u. Mitarb. [36] fordern zu Recht weitere Untersuchungen an
Personen aus Hochendemiegebieten. Unter den von dieser Ar-
beitsgruppe getesteten 735 Kontaktpersonen in Gambia (ELI-
SPOT PPD und ESAT-6/CFP-10) waren erstaunlicherweise 35%
der untersuchten Personen ELISPOT-negativ. Die Autoren vermu-
ten, dass die in vitro-Reaktion nach Infektion {iber die Zeit ab-
nimmt, zumal die Testverfahren der neueren Generation mit
kurzen Inkubationszeiten wahrscheinlich nur die IFN-y-Produk-
tion von T-Effektorzellen und nicht von Geddchtniszellen be-
riicksichtigen. Dies wirft die Frage auf, ob sich die IFN-y-Tests
prinzipiell nur zur Detektion relativ , frischer* Infektionen eig-
nen oder ob auch jahrzehntelang zuriickliegende Infektionen er-
fasst werden. Auch die koreanische Arbeitsgruppe von Kang [33]
vermutet aufgrund geringer Positivititsraten im Interferon-
v-Test bei gesunden Testpersonen (4 -10%), aber lokal insgesamt
deutlich héher geschdtzter Infektionspravalenz (33 %), dass in vi-
tro-Tests der neueren Generation eher frische als dltere Infektio-
nen erkennen kénnen.

Obgleich in der Studie von Pai [34] THT und QuantiFERON®-TB
Gold In-Tube-Ergebnisse bei indischem Klinikpersonal sehr gut
korrelierten (x=0,6), fand sich die Kombination von positivem
Haut- und negativem IFN-y-Test etwas hdufiger - allerdings
nicht statistisch signifikant - mit zunehmendem Alter, bei linge-
rer Beschdftigungsdauer und in speziellen Berufsgruppen. Auch
dies konnte darauf hinweisen, dass dltere Infektionen moglicher-
weise nicht erfasst werden. Dagegen ergab eine Studie von Lalva-
ni u. Mitarb. [39] an gesunden Einwohnern Bombays (n=100)
bei Verwendung eines ELISPOT (ESAT-6 und CFP-10), dass 80%
der untersuchten Personen mindestens auf eines der Antigene
reagierten, worin die Autoren die angenommene hohe Infekti-
onsprdvalenz als bestatigt sehen.

Unzureichend ist noch die bisherige Datenlage bei Kindern. Im
Dezember 2004 wurde die erste groRe prospektive Studie an
Kleinkindern (mittleres Alter 3 Jahre) aus Siidafrika veroffent-
licht [65]. In unterschiedlichen Gruppen Tuberkulose-kranker
Kinder (HIV positiv, untererndhrt, <3 Jahre) war die Sensitivitdt
eines ELISPOT (verwendete Antigene: rekombinantes ESAT-6,
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ESAT-6 und CFP-10) dem THT (2 TU RT 23 PPD-S) deutlich {iber-
legen (siehe Tab. 5).

Eine weitere Studie aus Siidafrika [50] setzte ebenfalls einen ELI-
SPOT-Test (PPD; ESAT-6; CFP-10) bei 70 HIV-negativen Kindern
mit klinischer Tuberkulosediagnose (davon letztendlich 12 kul-
turell bestdtigt) sowie bei 26 Kindern mit Kontakt zu einem in-
fektiosen Tuberkulosepatienten ein. Je wahrscheinlicher eine be-
handlungsbediirftige Tuberkulose vorlag, desto héher war die
Positivitdtsrate der RD-1 basierten Tests (83,3% bei bestdtigter
Tuberkulose, 72,3 % bei klinisch sehr wahrscheinlicher und 45,5 %
bei klinisch wahrscheinlicher Tuberkulose). Wiederholte Mes-
sungen der Interferon-y-Produktion unter Therapie, um bei nicht
gesicherter Diagnose diese zu bestdtigen bzw. zu entkrdften,
kénnten nach Einschdtzung der Autoren moglicherweise hilf-
reich sein, konnten aber aufgrund der eigenen Erfahrungen nicht
empfohlen werden. So konnte eine Beeinflussung der Testresul-
tate durch den initial angelegten THT (2 TU RT23 SSI) nicht aus-
geschlossen werden, so dass hier weitere Studien notwendig
sind, um die Aussagekraft von Verlaufskontrollen richtig einord-
nen zu koénnen. Bei den gesunden Kontaktpersonen korrelierten
die RD1-basierten IFN-y-Tests gut mit dem THT.

Richeldi u. Mitarb. [37] heben in ihrer Studie hervor, dass von 41
exponierten Neugeborenen keines auf den THT bzw. den PPD-
ELISPOT, zwei jedoch im RD1 ELISPOT-Test reagierten. Die Auto-
ren fithren aus, dass aufgrund der eingeschrankten Immunreak-
tion vom verzdgerten Typ Reaktionen auf PPD oftmals falsch ne-
gativ ausfallen, der RD1-ELISPOT aber eine LTBI-Diagnose er-
moglichen kann. Alle 41 Kinder reagierten in der Positiv-Kontrol-
le, die Reaktion fiel jedoch signifikant schwdcher aus als bei den
Erwachsenen (p > 0,0001). Das Kind der erkrankten Mutter wur-
de sieben Wochen nach Beginn einer chemopraventiven Thera-
pie mit Ethambutol und Pyrazinamid (insgesamt {iber 9 Monate)
mit allen drei Tests negativ getestet, entwickelte aber dennoch
knapp 24 Monate nach Exposition eine behandlungsbediirftige,
bakteriologisch gesicherte multiresistente Tuberkulose. Bei Ver-

Tab.5 Effekt von Alter, HIV-Infektion und Untererndhrung auf die
Sensitivitdt des ELISPOT (ESAT-6 und CFP-10) und THT (2
TU RT 23 PPD-S) bei siidafrikanischen Kindern [65]. Pro-
spektive Kohortenstudie: n=293 (BCG+) mit Verdacht auf
Tuberkulose, 30 HIV+, durchschnittliches Alter 3 Jahre
(18 -72 Monate), keine Therapie oder <4 Wo., follow-up 6

Monate [65]
Sensitivitdt ELISPOT-positiv THT positiv p-Wert
(95% Ki) (> 15mm, bei

HIV + jegliche

Induration)
bakteriologisch bestatigte 81% (68-90) 35%(21-51) <0,0001
Tuberkulosen (n=57)
bestatigte bzw. hochwahr- 83 % (75-89) 63% (54-72) 0,0004
scheinliche Tuberkulosen
(n=133)*, darunter
<3 Jahre 85% (73-93) 51% (37-65) 0,001
HIV-Koinfektion 73% (54-88) 36% (18-58) 0,005
Malnutrition 78% (65-88) 44% (30-59) 0,002

*kombinierte Sensitivitét fir Félle, in denen sowohl mit ELISPOT und THT ge-
testet wurde (n=116): 91 % (85-96)

laufskontrollen vor Erkrankungsbeginn (3, 6, 12, 18 und 24 Mo-
nate nach Exposition) reagierte der ELISPOT-Test nach 6 Mona-
ten, eine THT-Konversion wurde erst kurz vor Einsetzen klini-
scher Symptome festgestellt [Prasentation Dr. Richeldi, IUATLD-
Kongress Paris, 31.10.2004].

Die Frage, wie sich eine therapeutische Intervention auf den Test-
status auswirkt, ist gerade im Kindesalter von entscheidender
Bedeutung. Bisher gilt die Empfehlung, exponierte Kleinkinder
bei negativem THT chemoprophylaktisch zu behandeln. Nach
drei Monaten wird das weitere Prozedere vom Ausfall des Kon-
trolltests abhdngig gemacht: bei positivem THT wird, nach Aus-
schluss einer Organtuberkulose, im Sinne einer Chemopraventi-
on fiir weitere sechs Monate weiterbehandelt, bei negativem
Ausfall ist keine Infektion erfolgt bzw. wurde verhindert, damit
kann die Behandlung eingestellt werden. Unter Beriicksichti-
gung der bisher verfiigharen Daten wadre bei Einsatz eines IFN-
v-Tests nach drei Monaten chemoprdventiver Therapie mogli-
cherweise ein negativer Testausfall zu erwarten, selbst wenn es
tatsdchlich zu einer Infektion kam. Ob dieses negative Ergebnis
den Riickschluss zuldsst, dass keine lebensfdahigen Erreger mehr
vorhanden sind und damit eine Fortfiihrung der Therapie nicht
mehr notwendig ist, kann zum jetzigen Zeitpunkt nicht beant-
wortet werden.

Unklar ist bislang auch, in welchem Zeitfenster mit einer IFN-
v-Test-,Konversion“ zu rechnen ist. Vermutet wird zwar im Ver-
gleich zum THT eine schnellere Reaktion, die Angaben der Her-
steller richten sich jedoch bislang nach den Erfahrungen mit
dem THT, welcher in der Regel 6 -8 Wochen nach Infektion um-
schldgt.

Letztendlich sind auch technische Detailfragen noch nicht oder
nur unbefriedigend untersucht, so beispielsweise der Einfluss
von Lagerung, Temperatur (Tiefkiihlung), Inkubationszeiten und
Art der Blutabnahme auf die Testergebnisse.

Hill u. Mitarb. [36] hinterfragen zudem die empfohlenen cut-
offs, da nach ihrer Einschdtzung nicht einmal die eigene, verhalt-
nismdRig grole Studie ausreichend Daten fiir eine Sensitivitats-
analyse des gewdhlten cut-offs liefern konnte.

Zu bemadngeln ist zudem, dass bisher vergleichsweise wenige
Studien tatsdchlich mit den eingangs vorgestellten Testverfah-
ren, insbesondere mit dem QuantiFERON®-TB Gold In-Tube,
durchgefiihrt wurden.

Grundsatzlich problematisch ist, dass zur Beantwortung vieler
offener Fragestellungen organisations- und kostenaufwindige
Studienansdtze notwendig wdren.

Fazit

Basierend auf der derzeitigen Datenlage haben die Interferon-
v-Tests, welche eine Kombination aus RD1-Antigenen verwen-
den, durchaus das Potenzial, sich als zusatzliches diagnostisches
Mittel zu etablieren. Sie verfiigen im Vergleich zum Tuberkulin-
hauttest {iber eine groBere Spezifitdt, keine bzw. eine geringere
Kreuzreaktivitdt mit BCG und Umweltmykobakterien und schei-
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nen besser mit dem Expositionsgrad zu korrelieren. Weitere Vor-
teile sind die einmalige Vorstellung der Testperson, die geringere
Anfilligkeit fiir Ablesefehler sowie die mégliche schnelle Verfiig-
barkeit des Testergebnisses. Eindeutige Nachteile sind die Not-
wendigkeit eines erfahrenen Labors und der logistischen Rah-
menbedingungen (Transport, Einhaltung der Zeitlimits) sowie
die deutlich hoheren Kosten, insbesondere bei Einzelbestim-
mung (Tab. 3).

Um den Wert dieser Verfahren und ihre konkreten Indikations-
bereiche sicher beurteilen zu kénnen, miissen noch wichtige
wissenschaftliche Fragestellungen beantwortet werden (s.
Tab.4). So muss sich das Verfahren (und im Besonderen die in
Deutschland nun erhéltlichen Tests) beispielsweise in den Perso-
nengruppen, bei denen ein solches diagnostisches Mittel am
dringendsten bendtigt wird, wie beispielsweise bei Kindern,
Schwangeren, immunsupprimierten Patienten, extrapulmonalen
Tuberkulosen und Migranten aus Hochprdvalenzldndern, erst
bewdhren. Hierzu, ebenso wie zur Bestimmung des positiven
pradiktiven Werts der IFN-y-Tests, sind weitere, gut geplante
Langzeitstudien notwendig. Auch Fragestellungen wie Praktika-
bilitit und Kosten/Nutzenrelation miissen beriicksichtigt wer-
den.

Insbesondere auch Erkenntnisse aus in Deutschland derzeit lau-
fenden Studien kénnen wesentlich dazu beitragen, die angespro-
chenen Wissensdefizite zu verkleinern und genaue Anwen-
dungsbereiche zu definieren. Aktuelle Beispiele hierfiir sind der
Einsatz von IFN-y-Tests im Rahmen von Umgebungsuntersu-
chungen im Gesundheitsamt Hamburg [personl. Kommunikati-
on PD Dr. R. Diel], bei Kindern [persénl. Kommunikation Dr. K.
Magdorf] sowie eine Anwendungsbeobachtung zum Screening
bei Bundeswehrsoldaten mit Auslandseinsatz [personl. Kommu-
nikation Dr. I. Niebel].

Unter Beriicksichtigung des derzeitigen Kenntnisstandes lassen
sich nach unserer Einschatzung die in Tab. 6 aufgefiihrten mogli-
chen Anwendungsbereiche ableiten. Es muss jedoch nochmals
betont werden, dass die Datenlage fiir die meisten der dort ange-
fithrten Zielgruppen bisher nicht ausreichend gesichert ist und
dass Ergebnisse des IFN-y-Tests nur in Ergdnzung zu den her-
kémmlichen diagnostischen Verfahren bewertet werden sollte.

Der Tuberkulinhauttest mag angesichts seines Alters von weit
iiber 100 Jahren und seiner vielen Schwachen antiquiert und in-
addquat erscheinen. Fest steht jedoch, dass uns diese Schwichen
sehr genau bekannt sind und wir tiber 100 Jahre Zeit hatten, um

Tab.6 Mdgliche Indikationen fiir IFN-y-Teste (in Ergdnzung zu her-
kémmlichen diagnostischen Verfahren)

- akut lebensbedrohliche Tuberkuloseformen (z. B. Meningitis tuberculosa)

- Verdacht auf Tuberkulose bei Anergie (z.B. Immunsuppression) oder
Hypergie (BCG-Impfung)

- vor Organtransplantationen

- vor Einsatz von Biologicals (z.B. anti-TNF-a-Therapie)

- Tuberkulose-exponierte Neugeborene

fiir alle gilt: es existieren noch keine ausreichend gesicherten Daten
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Erfahrungen damit zu sammeln. Ein kompletter Ersatz des Tu-
berkulinhauttests durch die beschriebenen immunologischen
Verfahren ware mit Sicherheit verfriiht. Als ergidnzendes diag-
nostisches Verfahren bei bestimmten klinischen Fragestellungen
koénnten sie sich jedoch durchaus als niitzlich erweisen.

Glossar

BCG Bacillus Calmette-Guérin

CFP-10 culture filtrate protein 10

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
ELISPOT  Enzyme-Linked Immunospot Assay
ESAT-6 Early secreted antigenic target 6 kDa

Heaf-Test Multipunkturmethode, mit der unter Verwendung
eines speziellen Applikators Tuberkulin in die Haut

eingebracht wird
IFN-y Interferon-gamma
INH Isoniazid
KI Konfidenzintervall (i.d.R. 95%)
OR 0Odds Ratio
LTBI latente tuberkuldse Infektion
PBMC peripheral blood mononuclear cells
PPD purified protein derivative
RD1 region of difference 1
TB Tuberkulose
THT Tuberkulinhauttest
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Franz-Redeker-Preis

Das Deutsche Zentralkomitee zur Bekampfung der Tuberkulose
mit Unterstiitzung durch die Deutsche Gesellschaft fiir Pneumo-
logie schreibt hiermit den Franz Redeker-Preis aus. Mit dem Preis
in Hohe von EUR 5.000 soll die beste Arbeit auf dem Gebiet der
Tuberkulosebekampfung unter sozial-medizinischen Aspekten
ausgezeichnet werden. Die Bewerbung steht allen auf dem Ge-
biet arbeitenden Arzten offen. Das Manuskript kann in deut-
scher, englischer, franzésischer oder spanischer Sprache verfasst
sein; ein Abstract in englischer Sprache ist beizufiigen. Manu-
skript und Abstract miissen bis zum 15. Mai 2006 in vierfacher
Ausfertigung an folgende Anschrift gesandt werden:

Prof. Dr. Robert Loddenkemper, Generalsekretdr des Deutschen
Zentralkomitees zur Bekdmpfung der Tuberkulose, Lungen-
klinik Heckeshorn, Zum Heckeshorn 33, 14109 Berlin, Tel.: 030/
80022435, Fax: 030/80022286, E-mail: loddheck@ zedat.fu-ber-
lin.de

Der Preis soll anldsslich des 37. Weltkongresses der Internationa-
len Union gegen Tuberkulose und Lungenkrankheiten (IUATLD)
vom 31. Oktober bis 4. November 2006 in Paris verliehen werden.
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