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6 Zusammenfassung

Mit einer jahrlichen Anzahl von schatzungsweise 10,6 Millionen neuerkrankten Menschen und
einer Anzahl von 1,3 Millionen Toten ist die Tuberkulose die am haufigste zum Tod flihrende
bakterielle Infektionskrankheit weltweit. Die Weltgesundheitsorganisation geht davon aus, dass
derzeit 410.000 Menschen pro Jahr an einer Form der Tuberkulose erkranken, gegen die die beiden
besten Erstlinienmedikamente, Rifampicin und Isoniazid, nicht mehr wirksam sind. Rifampicin und
Isoniazid-resistente Tuberkulose wird als multiresistente Tuberkulose bezeichnet (MDR-TB). In den
meisten Ldndern wird mit einem raschen molekularen Testverfahren nur eine Resistenz der
Tuberkulosebakterien, Mycobacterium tuberculosis, gegeniiber Rifampicin bestimmt. Da eine
Rifampicin-Resistenz (RR-Tuberkulose) fast immer mit einer Isoniazid-Resistenz einhergeht, spricht
man auch von MDR/RR-Tuberkulose. Die Heilungschancen einer MDR/RR-Tuberkulose liegen
aktuell nur bei 60% und nur 43% der betroffenen Patienten * haben Zugang zu adaquaten
Medikamenten. MaRgeschneiderte Behandlungsregime, mit denen sichergestellt ist, dass die
verwendeten Medikamente auch wirksam sind, bilden die Voraussetzung, um eine MDR/RR-

Tuberkulose erfolgreich zu behandeln.

Durch Mutationen im Genom der Tuberkulosebakterien kénnen diese Resistenzen gegen
Antibiotika erwerben. Diese Mutationen kénnen durch Sequenzierungsverfahren identifiziert
werden. Die Weltgesundheitsorganisation hat 2021 einen Katalog von Resistenz-assoziierten
Mutationen veroffentlicht, dessen Anwendungen es erlaubt, Vorhersagen fiir das Auftreten von
Antibiotikaresistenzen gegenliber 11 Medikamenten und einer Wirkstoffklasse zu treffen. Fir eine
umfangreiche Vorhersage von Antibiotikaresistenzen kann das gesamte Genom der Bakterien
inzwischen kostenglinstig sequenziert werden (engl. whole genome sequencing [WGS]). Alternativ
werden nur bestimmte Gene sequenziert, in denen Mutationen zu Antibiotikaresistenzen fiihren
konnen (engl. amplicon sequencing oder tageted sequencing). Ein etabliertes
Sequenzierungsverfahren hierbei ist das Next Generation Sequencing (NGS). Fir die Medikamente
der Erstlinientherapie konnte gezeigt werden, dass, basierend auf den genetischen Informationen,

die Wirksamkeit von Behandlungsregimen zuverlassig vorhergesagt werden kann.

* Obwohl in dieser Dissertationsschrift das generische Maskulinum verwendet wurde, sind stets alle
Geschlechtsidentifikationen und Personen, die sich keinem Geschlecht zuordnen gleichermallen gemeint.
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Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu untersuchen, ob WGS-basierende Vorhersagen von
Antibiotikaresistenzen auch bei der MDR/RR-Tuberkulose zur Erstellung von akkuraten

Therapieregimen fiihrten.

Zu diesem Zweck wurden die Profile NGS-basierter Vorhersagen von Antibiotikaresistenzen mit den
Ergebnissen phanotypischer Antibiotikaresistenztestung der Tuberkulosebakterien von Patienten
mit einer MDR/RR-Tuberkulose verglichen, die zwischen dem 1. Januar 2015 und dem 30. April 2019
in die Medizinische Klinik des Forschungszentrums Borstel aufgenommen worden waren.
Anschliefend wurde ein standardisierter Behandlungsalgorithmus angewendet, um —basierend auf
den Ergebnissen der WGS-basierten Vorhersagen und der phanotypischen Resistenztestungen —
individualisierte Therapieregime zu erstellen und zu ermitteln, wie haufig Patienten Antibiotika
erhalten wiirden, gegeniber denen die Tuberkulosebakterien resistent sind, wenn man sich allein

auf die WGS-basierten Vorhersagen verlasst.

Insgesamt wurden 70 konsekutive Patienten mit MDR/RR-Tuberkulose retrospektiv in diese Studie
eingeschlossen. In 1.048 paarweisen Vergleichen von genotypischen, WGS-basierten und
phidnotypischen Resistenztestungen gab es 904 (86,3 %) Ubereinstimmungen. Davon waren 549
(52,4%) Gbereinstimmend sensibel und 355 (33,9%) libereinstimmend resistent. In 68 (6,5%) Fallen
waren Mutationen im Genom der Tuberkulosebakterien unbekannt. Davon waren 60 (5,7%) nicht
mit Antibiotikaresistenzen assoziiert und 8 (0,8%) flihrten zu Antibiotikaresistenzen, die nicht
vorhergesagt werden konnten. In 76 (7,2%) der Félle traten diskordante Ergebnisse auf. Davon in
64 (6,1%) der Falle niedrigschwellige Antibiotikaresistenzen, die durch das WGS-Verfahren
vorhergesagt wurden, aber auch in 12 (1,1%) Fallen phanotypische Resistenzen, die durch das WGS-

Verfahren nicht erkannt wurden.

Unter Anwendung eines standardisierten Behandlungsalgorithmus waren 289/292 (99,0%) aller
Medikamente, die anhand der WGS-basierenden Vorhersagen gewahlt wurden, auch in der

phanotypischen Testung wirksam.

Diese Ergebnisse zeigen Uberzeugend, dass die WGS-basierten Vorhersagen von
Antibiotikaresistenztestungen zur Erstellung individueller und wirksamer Therapieregime zur

Behandlung von Patienten mit einer MDR/RR-Tuberkulose in hohem MaRe geeignet sind.



7 Summary

With an estimated 10,6 million new cases and 1,3 million deaths each year, tuberculosis is the most
common fatal bacterial infectious disease worldwide. The World Health Organization estimates
that 410.000 people a year currently contract a form of tuberculosis against which the two best
first-line drugs, rifampicin and isoniazid, are no longer effective. Rifampicin and isoniazid-resistant
tuberculosis is called multidrug-resistant tuberculosis (MDR-TB). In most countries, only resistance
of the tuberculosis bacteria, Mycobacterium tuberculosis, to rifampicin is determined with a rapid
molecular test procedure. Since rifampicin resistance (RR tuberculosis) is almost always
accompanied by isoniazid resistance, it is also referred to as MDR/RR tuberculosis. The chances of
curing MDR/RR tuberculosis are currently only 60% and only 43% of affected patients have access
to adequate medication. Tailor-made treatment regimen ensuring that the drugs used are also

effective are the prerequisite for successfully treating MDR/RR tuberculosis.

Mutations in the genome of tuberculosis bacteria can cause them to acquire resistance to
antibiotics. These mutations can be identified by sequencing methods. The World Health
Organization has published a catalogue of resistance-associated mutations in 2021, the applications
of which allow predictions to be made for the occurrence of antibiotic resistance to 11 drugs and
one drug class. For a comprehensive prediction of antibiotic resistance, the entire genome of
bacteria can now be sequenced at low cost (whole genome sequencing [WGS]). Alternatively, only
certain genes in which mutations can lead to antibiotic resistance are sequenced (amplicon
sequencing or targeted sequencing). An established sequencing method is Next Generation
Sequencing (NGS). For first-line drugs, it has been shown that the efficacy of treatment regimens
can be reliably predicted based on the genetic information. The aim of the present study was to
investigate whether WGS-based prediction of antibiotic resistance also leads to the establishment

of accurate treatment regimens in MDR/RR tuberculosis.

For this purpose, the profiles of NGS-based predictions of antibiotic resistance were compared with
the results of phenotypic antibiotic resistance testing of the tuberculosis bacteria of patients with
MDR/RR tuberculosis admitted to the Medical Clinic of the Research Centre Borstel between 1
January 2015 and 30 April 2019. A standardised treatment algorithm was then applied to create
individualised treatment regimens based on the results of the WGS-based predictions and
phenotypic resistance testing, and to determine how frequently patients would receive antibiotics

to which the tuberculosis bacteria are resistant when relying on the WGS-based predictions alone.
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A total of 70 consecutive patients with MDR/RR tuberculosis were retrospectively included in this
study. In 1.048 pairwise comparisons of genotypic, WGS-based, and phenotypic resistance testing,
there were 904 (86,3%) matches. Of these, 549 (52,4%) were matched susceptible and 355 (33,9%)
matched resistant. In 68 (6,5%) cases, mutations in the genome of the tuberculosis bacteria were
unknown. Of these, 60 (5,7%) were not associated with antibiotic resistance and 8 (0,8%) resulted
in antibiotic resistance that could not be predicted. Discordant results occurred in 76 (7,2%) of the
cases. Of these, 64 (6,1%) were low-threshold antibiotic resistances predicted by the WGS

procedure, but also 12 (1,1%) were phenotypic resistances not detected by the WGS procedure.

Using a standardised treatment algorithm, 289/292 (99,0%) of all drugs selected using the WGS-

based predictions were also effective in phenotypic testing.

These results convincingly demonstrate that WGS-based predictions of antibiotic resistance testing

are highly suitable for establishing individualised and effective therapeutic regimens for the

treatment of patients with MDR/RR tuberculosis.
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8 Einleitung

Tuberkulose ist eine Infektionskrankheit, die durch Bakterien des M. tuberculosis-complex
verursacht wird (1). Auf die Tuberkulose entfallen weltweit mehr Todesféille als auf jede andere
bakterielle Erkrankung (2). Die Weltgesundheitsorganisation (WHQ) schatzt, dass im Jahr 2022 etwa
10,6 Millionen Menschen neu an der Tuberkulose erkrankt sind (2). Insbesondere
Tuberkuloseerreger (Mycobacterium tuberculosis-complex), die Medikamentenresistenzen
aufweisen, stellen eine Herausforderung in der Behandlung der Tuberkulose dar (3). Fiir das Jahr
2022 gibt die WHO an, dass schatzungsweise 410.000 Menschen an einer Form der Tuberkulose
erkrankt sind, bei denen die beiden besten Medikamente der Standardtherapie, Rifampicin und
Isoniazid, nicht mehr wirksam sind (2). Tuberkulosebakterien, die gegeniiber Rifampicin und
Isoniazid resistent sind, werden als multiresistent (engl. multidrug-resistant; MDR) bezeichnet. Da
fast alle Stamme von M. tuberculosis-complex, die gegeniber Rifampicin resistent (RR) sind, auch
gegenlber Isoniazid resistent sind und der Nachweis einer RR-Tuberkulose einfach und schnell in
dem gebrauchlichsten automatisierten molekularen Diagnoseverfahren gestellt werden kann,

verwendet die WHO auch den Begriff der MDR/RR-Tuberkulose (2).
8.1 Epidemiologie

Die Tuberkulose begleitet den Menschen bereits seit ca. 70.000 Jahren. Genetische Daten deuten
auf eine Koevolution von M. tuberculosis-complex und Homo sapiens mit einem Ursprung in
Ostafrika hin (4). Bereits Hippokrates (ca. 460 bis 370 vor Christus) und Claudius Gelenus (129 bis
200 nach Christus) beschreiben Tuberkulose-Epidemien und Therapieversuche (5). Robert Koch war
der erste, der im Jahr 1882 das Bakterium M. tuberculosis als Erreger der Tuberkulose entdeckte
und benannte (6). Den Begriff der »Tuberkulose« hatte Lukas Schonlein bereits 50 Jahre zuvor im
Jahr 1832 gepragt, nachdem Thomas Morton 1689 in seiner »Phthisiologia« bei den auffailligen
Lasionen in der Lunge der Patienten von »Tuberkeln« gesprochen hatte (7). Seit mehr als 100 Jahren
gibt es eine Schutzimpfung zur Pravention der Tuberkulose, basierend auf abgeschwachten Kuh-
Tuberkulosebakterien, M. bovis Bacille Calmette Guérin (BCG). Diese kann das Auftreten der
Tuberkulose nicht vollstandig verhindern und wirkt nur bei Kindern bis zum 5. Lebensjahr (8). Die
BCG-Impfung ist die haufigste verwendete Schutzimpfung fiir Kinder. Anndhernd 90% aller
Neugeborenen auf der Welt werden mit der BCG-Impfung geimpft (9). Antibiotika zur Behandlung
der Tuberkulose gibt es erst seit Mitte des letzten Jahrhunderts. Dennoch gibt es heute so viele

Menschen auf der Welt, die gleichzeitig an einer Tuberkulose erkrankt sind, wie niemals zuvor (2).
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Die Anzahl der gemeldeten Neuerkrankungsfalle sank von 7,1 Mio. im Jahr 2019 auf 5,8 Mio. im
Jahr 2020. Im Jahr 2021 wurden 6,4 Mio. Falle und im Jahr 2022 7,5 Mio. gemeldet (2). Laut WHO
hatte die Corona-Pandemie einen wesentlichen Einfluss auf diese Meldezahlen und ist ein Grund
fur die Differenz zwischen den von der WHO modellierten Schatzwerten und den tatsdchlich
gemeldeten Fallen. Zwei Drittel der Menschen, die eine aktive Tuberkulose entwickelt haben,
kamen aus nur 8 Landern: Indien, Indonesien, China, die Philippinen, Pakistan, Nigeria, Bangladesch
und die Demokratische Republik Kongo (2). Es starben im Jahr 2022 nach Schatzungen der WHO 1,3

Mio. Menschen an einer Tuberkuloseinfektion (2).

In der WHO Europa-Region lag die Inzidenzrate der Tuberkulose im Jahr 2022 bei 25 Fallen pro
100.000 Einwohner (2). Die Mortalitatsrate unter HIV-negativen Patienten lag im Jahr 2022 bei 1,9
Verstorbenen pro 100.000 Einwohnern (2). Aufgrund der COVID-19-Pandemie bedingten Ausfalle
von Diagnostik und Therapieangeboten kam es in der WHO-Region Europa in den Jahren 2019/2020
jedoch zu einer Stagnation des kontinuierlichen Abfalls und 2021 und 2022 sogar wieder zu einem
Anstieg der Inzidenz und der Mortalitdtsrate der Tuberkulose (2). Auch in Europa sind
medikamentenresistente Formen der Tuberkulose besonders in osteuropaischen Landern ein
zunehmendes Problem. 9 der 30 Lander mit der héchsten MDR/RR- Tuberkulose-Inzidenz befinden
sich in der WHO-Region Europa: Aserbaidschan, Belarus, Kasachstan, Kirgisistan, die Republik
Moldau, die Russische Foderation, Tadschikistan, die Ukraine und Usbekistan (2). Die WHO schatzt

die MDR/RR-Tuberkulose-Fallzahl in der Region Europa fiir das Jahr 2022 auf 67.000 (2).

In Deutschland meldete das Robert-Koch-Institut flir das Jahr 2022 4.076 Tuberkulose-Falle. Dies

entspricht einer Inzidenz von 4,9 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohnern (10).
8.2 Mycobacterium tuberculosis — Der Erreger der Tuberkulose

Bei Mykobakterien handelt es sich um unbewegliche, nicht sporenbildende Stabchenbakterien, die
zur Abteilung der Actinobacteria gehoren (1). Sie unterscheiden sich maligeblich von anderen
Bakterien, da sie einen hohen Lipidanteil in ihrer Zellwand aufweisen. Dies verleiht ihnen eine hohe
Resistenz gegeniliber Umwelteinflissen, aber auch gegeniiber dem Immunsystem und vielen
Antibiotika (1,7). Neben Erregern der Tuberkulose, die man im M. tuberculosis-complex
zusammenfasst (M. tuberculosis, M. africanum, M. canettii, M. bovis, M. caprae, M. microti, M.
pinnipedi, M. orygis, Dassie bacillus, M. suricattae, M. mungi und M. chimpanzee) gibt es innerhalb
der Gattung der Mykobakterien M. leprae, als Erreger der Lepra, und anndahernd 200 Arten von

Nichttuberkulosen Mykobakterien (NTM), die zum Teil auch humanpathogen sind.
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8.3 Ubertragung und klinische Manifestation

Tuberkulosebakterien werden von Personen, die an einer Lungentuberkulose erkrankt sind, iber
Tropfchen in dem Exhalat ausgeschieden. Andere Personen, welche dieselbe Atemluft teilen,
kénnen sich somit durch Inhalation anstecken.

Die haufigste Manifestation ist eine Lungentuberkulose. Durch lymphogene und hamatogene
Verbreitung kénnen aber auch andere Organe von der Infektion betroffen sein. Die Entwicklung
klinischer Symptome zu Beginn einer Tuberkulose ist oft schleichend (11,12). Haufige Symptome
sind Fieber, Nachtschweill und Gewichtsverlust (7). Je nach Lokalisation kommt es zu unterschied-
lichen organspezifischen Symptomen: Im Falle der Lungentuberkulose Husten oder Luftnot, bei
Befall des Skeletts Gelenkschmerzen, bei einer Infektion des zentralen Nervensystems
Kopfschmerzen, Bewusstseinseintriibungen und neurologische Defizite, bei kardialer Beteiligung zu
Luftnot und/oder Herzrhythmusstérungen (13). Eine Beteiligung des Urogenitaltrakts bleibt lange

symptomfrei (7).
8.4 Diagnose

Das klassische mikroskopische Nachweisverfahren ist die Farbung von Mykobakterien mit der
Mixturen Ziehl-Neelsen bzw. Kinyoun. Man nutzt hierbei die Eigenschaften der mykolsaurehaltigen
Zellwénde der Mykobakterien, welche die Farbstoffe (Carbolfuchsin und Methylenblau (14)) auch
nach Saurebehandlung nicht mehr abgeben. Daher spricht man bei Mykobakterien auch von
nsdurefesten Stabchen«. Das Vorliegen sadurefester Stabchen in Sputum oder anderen
Sekreten/Geweben weist meist auf eine Tuberkulose hin, allerdings imponieren auch nicht
tuberkulése Mykobakterien als sdaurefester Stabchen, sodass der mikroskopische Nachweis nicht
diagnostisch ist. Molekulare Testverfahren wie die Polymerasekettenreaktion (PCR) kdnnen
Gensequenzen amplifizieren, die spezifisch fir Mykobakterienarten sind. Dafiir nutzten diese
Verfahren spezifische Primer (7). Das aktuell weltweit am haufigsten verwendete PCR-Verfahren,
GeneXpert-Ultra MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale, CA, USA) zeigt eine Sensitivitdt von 88 % und eine
Spezifitdt von 96% und kann auch bei 63% der Patienten mit einer Lungentuberkulose die
Erkrankung diagnostizieren, wenn keine sdurefesten Stabchen nachweisbar sind (15).

Goldstandard fiir die Tuberkulosediagnostik ist der kulturelle Nachweis der Bakterien in
Flussigkulturen (z.B. Mycobacteria growth indicator tubes [MGIT], Becton Dickinson, Franklin Lakes,
NJ, USA) oder auf Festmedium (LOwenstein-Jensen). Der kulturelle Nachweis der Bakterien
innerhalb weniger Tage ist sehr selten. In Fliissigkulturen dauert der Nachweis meist 2-6 Wochen,

in Festkulturen etwas langer (1,16).
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Die WHO empfiehlt in ihren neuesten Leitlinien zur schnellen Diagnose der Tuberkulose bereits
weitere molekulare Techniken wie Nukleinsdaureamplifikationsverfahren fiir die Erkennung der
Erkrankung, aber auch von maoglichen Antibiotikaresistenzen (17).

Neben labortechnischen Untersuchungen spielt die bildgebende Diagnostik wie die Rontgen-
Thorax-Aufnahme oder die thorakale Computertomografie eine grof3e Rolle fiir die Diagnose, aber
auch fir die Klassifikation der Tuberkulose, die Einschatzung der Schwere und das
Therapieansprechen der Erkrankung (18,19). Das PET/CT wird selten in der Diagnostik der

extrapulmonalen Tuberkulose eingesetzt (20).

8.5 Therapie

Aufgrund der langen Generationszeit der Mykobakterien, im Gegensatz zu anderen Bakterien,
ergeben sich Besonderheiten hinsichtlich der Therapie mit Antibiotika. Nach der Entdeckung des
Streptomycins, des ersten Antibiotikums gegen die Tuberkulose im Jahr 1946, wurde schnell
deutlich, dass die Gabe einer einzelnen Substanz zu Therapieversagen und
Medikamentenresistenzen fihrt (21). Daher wird grundsatzlich eine Kombination mehrerer
Wirkstoffe eingesetzt, um die Entstehung von Resistenzen zu verhindern. Schon seit dem Jahr 1970
besteht die aktuelle Standardtherapie der medikamentensensiblen Tuberkulose aus einer 4-fach-
Kombination mit den Antibiotika Rifampicin, Isoniazid, Ethambutol und Pyrazinamid fiir die ersten
2 Monate. Es folgt eine 2-fach-Kombination mit Rifampicin und Isoniazid fir weitere 4 Monate
(1,21,22). Eine langere Gesamttherapiedauer ergibt sich etwa bei einer Affektion der Knochen auf
insgesamt 9 Monate oder dem Befall der Meningen auf mindestens 12 Monate (22).

Fir Kinder zwischen dem 3. Lebensmonat und dem 16. Lebensjahr mit einer
medikamentensensiblen Tuberkulose wird eine 4-monatige Therapie mit Isoniazid, Rifampicin,
Pyrazinamid und Ethambutol in den ersten beiden Monaten und zwei Monate mit Isoniazid und
Rifampicin empfohlen. In den USA besteht bei Patienten ab dem 12. Lebensjahr die Moglichkeit
eines 4-monatigen Regimes mit Rifapentin, Moxifloxacin, Isoniazid und Pyrazinamid (23). Da
Rifapentin in Europa keine Zulassung hat, kommt diese Therapie in Europa aktuell nicht in Betracht

(24).
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8.6 Antibiotikaresistenzen

Die WHO schatzt, dass im Jahr 2022 in 410.000 Fallen eine Tuberkulose aufgetreten ist, bei der die
Bakterien gegen das wirksamste Medikament der Standardtherapie, Rifampicin, resistent sind
(Rifampicin-resistente Tuberkulose; RR-Tuberkulose). Bakterien, die gegen Rifampicin und Isoniazid
resistent sind, bezeichnet man als multiresistent (engl. multidrug-resistant tuberculosis; MDR-TB).
MDR-Tuberkulose und RR-Tuberkulose werden als MDR/RR-Tuberkulose zusammengefasst (25).
Nur etwa 43% der an MDR/RR-Tuberkulose erkrankten Menschen erhilt aktuell eine Therapie (2).
Limitierte Diagnose- und Screeningmoglichkeiten in Schwellenlandern aufgrund knapper Personal-
und Finanzierungsressourcen sind wichtige Griinde fiir diese Diskrepanz (26).

Wenn bei einer MDR/RR-Tuberkulose die Bakterien zusatzliche Resistenzen gegeniber
Fluorchinolonen haben, spricht man von pra-extensiv-resistenter (XDR)-Tuberkulose (25). Zu den
Fluorchinolonen der neueren Generation, die in der Tuberkulosetherapie verwendet werden,
gehoren Levofloxacin und Moxifloxacin. Wenn zusatzlich noch Resistenzen gegen iber Bedaquilin
und/oder Linezolid vorliegen, sind die Kriterien fir eine extensiv-resistente (XDR)-Tuberkulose
erfullt (25).

Die Medikamente zur Therapie der MDR/RR-Tuberkulose werden von der WHO aktuell in 3
Gruppen eingeordnet: Gruppe A beinhaltet die Fluorchinolone Levofloxacin und Moxifloxacin,
Bedaquilin und Linezolid. Diese Medikamente gelten als hocheffektiv und werden in jedem Regime
empfohlen, insofern keine Kontraindikation besteht. Gruppe B beinhaltet Clofazimin sowie
Cycloserin und Gruppe C beinhaltet Ethambutol, Pyrazinamid, Delamanid, Imipenem oder
Meropenem, Amikacin, Ethionamid oder Prothionamid und p-Aminosalicylsdure (PAS) (27).
Mycobacterium tuberculosis-complex besitzt keine Plasmide, daher sind Antibiotikaresistenzen
genetisch determiniert und entstehen durch Mutationen im Genom (28). Diese kdnnen spontan
auftreten oder, nach den Erkenntnissen von Charles Darwin, durch Selektionsdruck auf die
Population, etwa bei einer insuffizienten Behandlung, entstehen. Durch diesen Prozess entwickeln
sich stetig neue Resistenzen. So auch mittlerweile gegen die modernsten und wirksamsten
Substanzen, die derzeit zum Einsatz kommen wie Bedaquilin und Clofazimin (29). Neben der
Selektion kommt es durch die Weitergabe zwischen Individuen zu einer globalen Transmission
resistenter Stamme (28).

Eine bedeutsame Herausforderung ist die schnelle und zuverldssige Erkennung von
Antibiotikaresistenzen, um wirkungsvolle Therapieregime zusammenstellen zu kénnen (30). Bis
zum Jahr 2022 lautete die Empfehlung fiir die Dauer der Therapie der MDR/RR-, pra-XDR- und XDR-
Tuberkulose mindestens 18 Monate (31). Basierend auf Ergebnissen klinischer Studien hat sich die

praferierte Therapie der MDR/RR-, pra-XDR-Tuberkulose auf 6 Monate verkiirzt (32).
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Eine besondere Herausforderung stellt nun die rasche Diagnostik von Antibiotikaresistenzen dar,
da aktuell verfligbare Testsysteme zur schnellen Erfassung von Antibiotikaresistenzen nur
Resistenzen gegeniber einem der vier Komponenten des neuen WHO-Therapieregimes zur

Behandlung der MDR/RR-, pra-XDR-Tuberkulose erlauben (33).

8.6.1 Diagnostik von Resistenzen

Mit der Diagnose der Tuberkulose sollte eine Testung der Medikamentenempfindlichkeit der
Erreger einhergehen (22), um personalisierte Therapieregime zusammenstellen zu kénnen. Hierbei
missen Wechselwirkungen mit anderen Medikamenten, Unvertraglichkeiten und die
Resistenzeigenschaften des Bakteriums beachtet werden. Daher ist eine rasche und genaue
Identifizierung des Empfindlichkeitsmusters des Mycobacterium-tuberculosis-Infektionsstammes

unerlasslich (34).

Hierfiir stehen Verfahren der Anzucht der Bakterien in flissiger oder fester Kultur als Goldstandard
zur Verfligung (17). AuRerdem kann man anhand von Mutationen im Genom von M. tuberculosis-
complex Vorhersagen fiir das Vorliegen von Resistenzen gegenliber einzelnen Antibiotika treffen

(35).

8.6.1.1 Phdinotypische Resistenztestung

Das derzeitige Standardvorgehen zur Testung der Antibiotikaresistenz besteht in der Anzucht des
Bakteriums aus einer Probe des Patienten. Diese Probe besteht meist aus Sputum. Es kann sich aber
auch um Ascites, Biopsie-Material, Blut, Eiter, Liquor, Magensaft, Pleuraerguss oder Urin handeln.
Diese Probe wird in einem Nahrmedium kultiviert, welchem eine bestimmte Konzentration des zu
testenden Antibiotikums beigefiigt ist. Kommt es zum Wachstum von M. tuberculosis in dem
Medium, besteht, diesem Testverfahren zufolge, eine Resistenz gegeniiber dem getesteten

Antibiotikum.

8.6.1.1.1 Mycobacteria Growth Indicator Tube

Dieses Wachstum kann automatisiert in speziellen Maschinen detektiert werden. Das bekannteste
System hierfir ist BACTEC MGIT. Neben einem fliissigen Nahrmedium enthalt das Testrohrchen
zusatzlich ein Fluorochrom. Wenn der freie Sauerstoff durch einen wachsenden bakteriellen
Organismus verbraucht wird, wird das Fluorochrom nicht mehr gehemmt, was zu einer Fluoreszenz
innerhalb des BACTEC MGIT-Rohrchens fiihrt. Diese wird durch das Gerat BACTEC MGIT detektiert.
Die Intensitat der Fluoreszenz ist direkt proportional zum Ausmald des Sauerstoffverbrauchs und

damit des Wachstums (36).
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Die Prifung der Medikamentenempfindlichkeit wird nach demselben Prinzip durchgefiihrt. Es
handelt sich um eine modifizierte Proportionsmethode (37). Ein Test- sowie ein Kontrollrohrchen
werden mit der Testkultur beimpft. Die Bakterienmenge in dem Kontrollrdhrchen entspricht 1% der
Bakterienmenge derer in dem Testrohrchen. Dem Testrohrchen wird eine bekannte Konzentration
der zu prifenden Substanz zugesetzt und das Wachstum wird mit dem des Kontrollréhrchens (ohne
die Substanz = Wachstumskontrolle) verglichen. Wenn das Testmedikament gegen die isolierten
Mykobakterien wirksam ist, hemmt es das Wachstum und fihrt so zu einer Unterdriickung der
Fluoreszenz, wahrend die Wachstumskontrolle ungehemmt wachst und eine zunehmende
Fluoreszenz aufweist. Das Wachstum wird mit dem Gerat BACTEC MGIT Uberwacht, welches die
Ergebnisse automatisch als empfindlich oder resistent interpretiert (36).

Auf diese Weise konnen mehrere Medikamente parallel auf ihre Medikamentenresistenz hin in
BACTEC MGIT getestet werden. Obwohl es sich hierbei um den derzeitigen Goldstandard der
mykobakteriellen Resistenztestung handelt, sind kulturbasierte Verfahren nicht optimal (35).
Neben der Notwendigkeit von Hochsicherheitslaboren mit speziellen Anforderungen sind die
Testverfahren aufgrund der langen Generationszeit von M. tuberculosis-complex sehr langsam (38).

Die Interpretation der Ergebnisse kann erst nach mehreren Wochen erfolgen.

8.6.1.1.2 Kritische Konzentration

Die kritische Konzentration (KK) bezeichnet die im Kulturmedium enthaltene
Arzneimittelkonzentration. Es handelt sich um die niedrigste Konzentration eines antituberkulésen
Wirkstoffs in vitro, die das Wachstum von 99 % der phanotypischen Wildtyp-Stamme des M.
tuberculosis-complex hemmt (39). Diese Konzentrationen beruhen nicht auf pharmakokinetischen
oder pharmakodynamischen Untersuchungen, sondern wurden experimentell durch den Vergleich
des Wachstums von Wildtyp- und Nicht-Wildtyp-Stammen bestimmt (38). Die Festlegung der
Schwellenwerte der einzelnen Medikamente, welche die Grenze zwischen den
medikamentensensiblen und den medikamentenresistenten Populationen definiert, st

Gegenstand aktueller Forschung (40-47).

8.6.1.1.3 Minimale Hemmkonzentration

Eine diffizilere, kulturbasierte und somit phanotypische Methode stellt die sogenannte Minimale
Hemmbkonzentration (MHK) dar. Diese ist in der Mykobakterien-Diagnostik kein Standard, sondern
ein experimentelles Verfahren. Genutzt werden MHK-Platten mit Vertiefungen (engl. wells). Es
handelt sich um eine »absolut concentration method«. Das bedeutet, dass sowohl in dem »well«
ohne Medikamentenzusatz (Wachstumskontrolle) als auch in den »well« mit Medikamentenzusatz
dieselbe Bakterienmenge vorliegt. Die Priifsubstanz wird, gemeinsam mit dem Nahrmedium und

den Bakterien, bei diesem Verfahren nicht nur in einer (kritischen) Konzentration eingebracht,
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sondern parallel in verschiedenen, aufsteigenden Konzentrationen getestet (35). Die Platten
werden bebritet und das Wachstum wird regelmaRig abgelesen. Die Antibiotikakonzentration in
jenem ersten »well« in der Reihe, in dem ein Wachstum ausbleibt, obwohl ein Wachstum in der
Kontrollvertiefung sichtbar ist, entspricht der minimalen Hemmkonzentration (35), also die Menge

an Antibiotikum, welche das Wachstum des Bakteriums erliegen lasst.

8.6.1.2 Molekulare Testung als Verfahren zur Diagnostik von Resistenzen

Uber die Assoziation zwischen der Mutation auf molekularer Ebene und der Resistenz, welche sich
im Phanotyp zeigt, ist bereits bekannt, dass die Arzneimittelresistenzen von M. tuberculosis-
complex-lsolaten durch chromosomale Variationen verursacht werden (28). Diese zeigen sich
vorwiegend als Einzelnukleotidpolymorphismen sowie durch Insertionen und Deletionen in
bestimmten Positionen, sog. Loci, des Genoms (28). Hierbei fiihren jedoch nicht alle Mutationen zu
phanotypischem Resistenzverhalten, da auch phylogenetische Marker und neutrale

Polymorphismen in diesen Regionen gefunden werden kénnen (34).

Molekulare Technologien nutzen dieses Wissen und die WHO empfiehlt in ihren Richtlinien zur
Diagnostik der Tuberkulose genotypische Verfahren zur Bestimmung der Resistenzlage (17). Dazu
gehoren die »line-probe assays« (LPAs), wie etwa GenoType® MTBDRs/ und MTBDRplus von Hain
Lifesciences/Bruker. Diese Assays basieren auf der Anheftung von Sonden, welche spezifisch fir
jene mutierten Regionen auf dem Tuberkulose-Genom sind, die mit Resistenzen gegen bestimmte
Medikamente assoziiert sind. MTBDRplus weist Mutationen nach, die Resistenzen gegen Rifampicin
und Isoniazid verursachen. MTBDRs/ erkennt zusatzlich Mutationen in Genen, welche fir
Resistenzen gegen Fluorchinolone und Amikacin verantwortlich sind (34). Nipro Genoscholar PZA-
TB Il (Nipro Corporation, Osaka, Japan) ist in der Lage, mit Pyrazinamid-Resistenz assoziierte pncA-
Mutationen nachzuweisen (34).

Hinzu kommen Nukleinsdureamplifikationsverfahren wie Xpert® MTB/RIF Ultra von Cepheid,
Truenat™ MTB von Molbio Diagnostics oder Abbott RealTime MTB RIF/INH von Abbott. Diese
Verfahren weisen Resistenzen sowohl bei Erst- als auch einzelnen Zweitlinienmedikamenten
innerhalb weniger Minuten bis Stunden nach. Eine vorausgehende Kultivierung der Patientenprobe
ist nicht notwendig und die Sicherheitsanforderungen an die Labore sind geringer als bei
Anzuchtverfahren (17,48). Ein entscheidender Nachteil dieser molekularen Verfahren ist, dass sie
nur auf eine kleine Anzahl von resistenzverursachenden Mutationen abzielen (49,50). So weist das
weltweite Standardverfahren Xpert® MTB/RIF Ultra durch die Amplifikation einer 81 Basenpaare
langen Sequenz im rpoB-Gen binnen 1,5 Stunden Mutationen nach, die eine Aussage Uber die

Antibiotikaresistenz fir Rifampicin zulassen. Die haufigste Mutation tritt an der 450. Stelle der
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Proteinebene dieses Gens auf. Hier wurde die Aminosdure Serin gegen Leucin ersetzt (34). Das
System Xpert® MTB/RIF Ultra erreicht, im Vergleich zum Vorgiangermodell Xpert® MTB/RIF, zwar
eine geringere Spezifitat, aber dafiir eine hohere Sensitivitat bei der Erkennung einer Tuberkulose.
Beide Systeme schnitten bei dem Nachweis der Rifampicin-Resistenz dhnlich gut ab (15). Eine
besondere Ausnahme bei der Nutzung von Xpert® MTB/RIF oder Xpert® MTB/RIF Ultra stellt die
Mutation 1491F dar, welche vor allem bislang in Eswatini beobachtet wurde. Da diese Mutation
auBerhalb des Bereichs der 81 Basenpaare liegt, wurde sie durch die Xpert® MTB/RIF Systeme nicht
erkannt (51,52).

Xpert® MTB/XDR wurde zum Nachweis der Tuberkulose und der Priifung der Resistenz gegentber
Isoniazid, Fluorchinolone, Ethionamid und Amikacin entwickelt. Dieses Verfahren zeigt eine hohe
Sensitivitat und Spezifitat von >90% bei der Erkennung einer Resistenz gegeniliber Isoniazid,
Fluorchinolonen und Ethionamid. Die Sensitivitdt und Spezifitdt von Xpert MTB/XDR bei der
Resistenztestung von Amikacin liegen bei 86,1 % respektive 98,9 % im Vergleich zur phanotypischen

Testung (53).

Die neue Therapieempfehlung der WHO zur Behandlung der MDR/RR-Tuberkulose sieht das 6-
monatige BPaLM-Schema, bestehend aus Bedaquilin, Pretomanid, Linezolid und Moxifloxacin, vor
(54). In der TB PRACTECAL Studie wurde eine Uberlegenheit dieses oralen Therapieschemas

gegeniber einem 9-monatigen Standard-Therapieschema gezeigt (55).

Weder Xpert® MTB/RIF oder Xpert® MTB/RIF Ultra noch GenoType® MTBDRs/ oder Xpert®
MTB/XDR liefern die Moglichkeit, die Wirksamkeit von BPaLM vorherzusagen, da diese Tests nur

Vorhersagen fiir Antibiotikaresistenzen gegeniber Fluorochinolonen als Teil von BPaLM erlauben.

8.6.1.2.1 Next Generation Sequencing (NGS)

Eine umfangreichere Analyse des Genoms ist durch neue Sequenzierungsverfahren einfacher,
kostengiinstiger und schneller geworden. Den wesentlichen Durchbruch brachte hierbei die
Einflhrung der Technologie NGS (56). NGS bietet sowohl die Mdoglichkeit der Gesamtgenom-
sequenzierung als auch die gezielte Sequenzierung einzelner Abschnitte, etwa wenn diese
hochspezifisch fir resistenzerzeugende Mutationen sind. Dieses Verfahren wird als targeted Next

Generation Sequencing (tNGS) bezeichnet.

In den aktuellen Richtlinien der WHO wird NGS als Verfahren genannt und bekommt dadurch einen

neuen Stellenwert in der Behandlung der Tuberkulose (27). Im Jahr 2017 fiihrte Public Health
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England (PHE) die routinemaRige Nutzung von WGS im klinischen Umfeld des National Health
Service (NHS) ein (57); England war somit das erste Land der Welt, welches diese Methode auf
Bevolkerungsebene fiir die Diagnose der Tuberkulose, den Nachweis von Arzneimittelresistenzen
und die Typisierung von M. tuberculosis einsetzte (57,58).

Obwohl es derzeit noch keinen offiziellen Standard fiir die Sequenzierung mittels NGS gibt, folgen
die Verfahren einem festgelegten Ablauf. (1) Die DNS wird zunachst aus klinischen Proben oder
kultivierten Isolaten extrahiert (2) und anschlieRend einer enzymatischen Verarbeitung
unterzogen; (3) mehrere DNS-Fragmente (sogenannte Short-Reads) werden parallel sequenziert,
(4) und daraufhin fir die bioinformatische Analyse verwendet, um die einzelnen Reads dem
Referenzgenom (haufig M. tuberculosis Stamm H37Rv) zuzuordnen. Da jede DNS-Base mehrfach
sequenziert wird, bietet dieses Verfahren eine hohe Genauigkeit, um verlassliche Daten (iber das

Vorkommen genetischer Polymorphismen zu liefern (39,59).

8.6.1.2.2 Targeted Sequencing

Resistenztestverfahren wie die beschriebenen LPAs oder die Xpert® Verfahren zielen nur auf
bestimmte Zielregionen ab, die mit einer Resistenz assoziiert sind. Die Anzahl der Medikamente,
die von diesen Tests abgedeckt werden, sind begrenzt und es werden keine Informationen tber die

genaue Nukleotidverdnderung ausgegeben (50).

Beim tNGS werden ausgewahlte Bereiche des bakteriellen Genoms sequenziert. Deeplex Myc-TB
(Genoscreen, Lille, FR) liefert derzeit Sequenzinformationen liber 18 Genloci, in denen Mutationen
auftreten, die mit der Resistenz gegentiiber 13 Medikamenten assoziiert sind. Diese Substanzen sind
Rifampicin, Isoniazid, Bedaquilin, die Fluorchinolone Levofloxacin und Moxifloxacin, Linezolid,
Clofazimin, Ethambutol, Pyrazinamid, Streptomycin, Ethionamid, Prothionamid, Kanamycin und
Capreomycin (34). Eine zuverldssige direkte Resistenztestung dieser Antibiotika aus klinischen
Proben konnte in Studien bereits gezeigt werden, wenn saurefeste Stabchen unter dem Mikroskop
sichtbar waren (60-63). Und dennoch bietet dieses auch vergleichbare tNGS-Verfahren wie Next
Gen-RDST (64) oder AmpliSeq TB (65) noch nicht die Moglichkeit zur vollstandigen Testung der

Substanzen des neuen BPaLM-Schemas (34,66).

8.6.1.2.3 Gesamtgenomsequenzierung
Die Gesamtgenomsequenzierung (engl. whole genome sequencing [WGS]) stellt hingegen

Sequenzinformationen des gesamten bakteriellen Genoms zur Verfligung.

Die in den 1970er Jahren entwickelte Sanger-DNS-Sequenzierung ermoglichte die ersten Gen- und

Genomsequenzen, blieb jedoch aufgrund der Komplexitat und der hohen Sequenzierungskosten
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bei der Anwendung auf ausgedehnte Genomregionen in ihrer Anwendung beschrankt (50). Mitte
der 2000er Jahren sanken die Kosten durch die Entwicklung der NGS-Methoden signifikant und die
Sequenzierungsleistung stieg enorm an. Eine komplette Sequenzierung vor allem kleinerer Genome

wie bei Bakterien wurde durch diese neue Technologie kostengiinstig (50).

Zu den verfligbaren und weltweit genutzten Plattformen fiir die Medikamentenresistenztestung
gehoéren MiSegq™ (lllumina, San Diego, CA), Scientific lon Personal Genome Machine™
(ThermoFisher Scientific; Waltham, Massachusetts, USA), MinlON (Oxford Nanopore Sequencing
Technologie; Oxford, United Kingdom). Diese Systeme unterscheiden sich sowohl in ihrer
Probenkapazitat pro Lauf, in den Kosten pro Probe als auch in der Sequenzierungsdauer. So kostet
etwa die Sequenzierung einer Probe mit der Plattform MiSeq™ 22,41 S bei einer
Sequenzierungsdauer von 39 Stunden pro Lauf (39). Im Schnitt bendétigt die Erstellung eines

Resistenzprofils per NGS fuir tNGS oder WGS unter Betriebsbedingungen 7-10 Arbeitstage (34).

WGS kann das Vorhandensein oder Fehlen von Insertionen oder Deletionen bestatigen und auch
das Auftreten seltener Mutationen im gesamten Genom identifizieren (39). WGS hat daher das
Potenzial, alle mit einer Medikamentenresistenz verbundenen Mutationen in einem bestimmten
klinischen M. tuberculosis-Complex-Isolat zu identifizieren (67) und damit auch die Komponenten
neuer Regime wie BPaLM abzudecken. In Mutationskatalogen sind die Stellen des Genoms
verzeichnet, welche mit einer resistenzbestimmenden Mutation assoziiert sind. Diese Kataloge
werden stetig weiterentwickelt und auch fiir neuste Medikamente wie Pretomanid liegen bereits

Informationen tGber Mutationen vor, die zu einer phanotypischen Resistenz fithren kénnen (68).

8.6.1.2.4 Mutationskataloge

Aufgrund der Klonalitat ihrer Genome und ihrer Unfahigkeit zum lateralen Gentransfer erwerben
M. tuberculosis-complex-Stamme Arzneimittelresistenz hauptsachlich durch Varianten in Kern-
oder Promotor-Genen (59). Arzneimittelresistenz- und -empfindlichkeitsprofile kdnnen mit hoher
Genauigkeit fir viele zur Behandlung der Tuberkulose verwendete Arzneimittel bestimmt werden,
indem die identifizierten Varianten mit Katalogen von Varianten verglichen werden, die mit hoher
Wahrscheinlichkeit eine Resistenz begriinden (59). Es sind hochwertige und umfassende Kataloge
genetischer Resistenzmarker erforderlich, um signifikante Varianten von solchen zu unterscheiden,
die nicht an der Entstehung von Resistenzen beteiligt sind.

Einige Arzneimittel haben komplexere Resistenzeigenschaften als andere. Ein genaues Verstandnis

der Auswirkungen einer bestimmten Mutation eroffnet nicht nur die Fahigkeit das Vorhandensein
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einer Resistenz vorherzusagen, sondern auch dessen AusmaR in Bezug auf eine erhéhte Minimale
Hemmbkonzentration oder das Therapieversagen eines bestimmten Medikaments (31,34,69).

Um die phanotypischen Eigenschaften der Bakterienstamme mit den molekularen Informationen
zu korrelieren, sind Untersuchungen an Patientenkollektiven notwendig. Erhoben werden die
genetischen Abweichungen zu medikamentensensiblen Wildtypstammen mit den Ergebnissen aus
Anzuchtverfahren wie MGIT oder MHK. Studien zeigten eine hohe Ubereinstimmung zwischen
phanotypischen und genotypischen Vorhersagen, unabhadngig von der verwendeten
Sequenzierungsplattform (59). In den letzten Jahren wurden mit Hilfe standardisierter statistischer
Ansatze groBe Fortschritte bei der Verknilpfung von Genotyp und Resistenzphdnotyp erzielt
(31,70). Stetig wird dieses Wissen durch neue Assoziationsstudien erganzt (71,72) und in

Mutationskatalogen gesammelt (39,44,45).

Das CRyPTIC-Konsortium hat das Ziel, in groRem Umfang den Zusammenhang zwischen genetischen
Variationen und MHK-Veranderungen zu verstehen. In einer Studie des Projekts »Comprehensive
Resistance Prediction for Tuberculosis: an International Consortium« (CRyPTIC) aus dem Jahr 2018
konnte die Anwendbarkeit von WGS fiir die Erstlinienmedikamente bereits gezeigt werden. Die
Sensitivitat und Spezifitdt von Resistenzvorhersagen mittels WGS filir Rifampicin, Isoniazid,

Ethambutol und Pyrazinamid liegen bei Giber 90 % (73).

Daher wird die Frage umso relevanter, wie gut die Ganzgenomsequenzierung in der Lage ist, die
Resistenzlage von Zweilinienmedikamenten vorherzusagen und ob durch diese Informationen die

Zusammenstellung eines suffizienten Therapieregimes moglich ist.

In dieser Arbeit wurden genotypische und phanotypische Resistenzprofile von an der Tuberkulose
erkrankten Patienten der Medizinischen Klinik Borstel mithilfe von NGS und MGIT erstellt und
miteinander verglichen. Zusatzlich wurden mit einem phanotypischen Verfahren MHKs bestimmt.
Zeigten sich genotypische und phanotypische Ergebnisse diskrepant, wurden die MHK-Werte fiir

eine diffizilere Betrachtung der Resistenzeigenschaften genutzt.

Es ergeben sich fiir diese wissenschaftliche Arbeit die folgenden Fragestellungen:
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8.7 Fragestellungen dieser Arbeit

24

Kann die Identifizierung von Mutationen im Genom der Tuberkulosebakterien die
Ergebnisse der phanotypischen Resistenztestung bei Patienten mit einer MDR/RR-
Tuberkulose vorhersagen und wie hoch sind die Ubereinstimmungen der Vorhersagen?
Wie oft treten diskrepante Ergebnisse auf, bei denen die genotypischen Vorhersagen nicht
mit den Ergebnissen der phanotypischen Resistenztestung libereinstimmen?

Welchen Stellenwert haben Mutationen, die nicht in dem Mutationskatalog verzeichnet
sind?

Wie unterscheiden sich Therapieregime zur Behandlung von Patienten mit einer MDR/RR-
Tuberkulose basierend auf den Ergebnissen genotypischer Vorhersagen von
Antibiotikaresistenzen und tatsachlich gemessenen phanotypisch ermittelten
Antibiotikaresistenzen, wenn man fiir die Ergebnisse beider Verfahren denselben

Therapiealgorithmus anwendet?



9 Methoden

9.1 Studiendesign und Studienteilnehmer

Alle Patienten, bei denen zwischen dem 1. Januar 2015 und dem 30. April 2019 in der Medizinischen
Klinik Borstel die Diagnose einer MDR/RR-Tuberkulose gestellt wurde, wurden konsekutiv in die
Kohorte der vorliegenden Arbeit eingeschlossen. Die Diagnosestellung erfolgte mittels Xpert
MTB/RIF oder der phanotypischen Resistenztestung MGIT in dem System BACTEC MGIT 960. Nach
der Diagnosestellung erfolgte die Bestimmung der Resistenzmuster mittels MGIT, Next Generation
Sequencing (lllumina Technology mit Nextera XT library preparation kits (lllumina, San Diego, CA))
und der minimalen Hemmkonzentration (MHK; TREK Sensititre MYCOTBI und UKMYC
(Thermofisher, Waltham, MA)) aus Sputumproben der Patienten.

Voraussetzung fir die Einbindung in die finale Analyse war das Vorhandensein eines vollstandigen
Datensatzes. Als vollstandig galt ein Datensatz, wenn 1. die genomische Resistenztestung
erfolgreich mittels NGS durchgefiihrt wurde und entsprechende Resistenzmuster fir alle in dieser
Studie betrachteten Medikamente vorlagen; 2. nicht mehr als ein MGIT-Ergebnis und 3. nicht mehr
als drei Sensititre MYCOTBI- und UKMYC-Ergebnisse fehlten. Nicht in die Studie eingeschlossen
wurden Patienten, welche das 18. Lebensjahr zum Zeitpunkt der Diagnosestellung nicht erreicht

hatten.

9.2 Genotypische Resistenztestung

9.2.1 Praanalytische Phase:

Die Gewinnung der Sputumproben sowie deren Transsport und Kultivierung erfolgten gemaf des
MIQ Tuberkulose Mykobakteriose Qualitdtsstandards (16) in dem S3-Labor des Nationalen
Referenzzentrums Borstel, wo nach erfolgter Kultivierung auch die DNS nach folgendem Vorgehen
extrahiert wurde:

Uberfiihrung einer entsprechenden Menge Zellen (so viel wie méglich) mit einer Impfése in ein 1,5
ml Reaktionsgefall mit 400 ul 1x Tris-Ethylendiamintetraessigsaure-Puffer (TE-Puffer); Inkubation
der ReaktionsgefaRe fir 20 min bei 80°C im Wasserbad; Zugabe von 50 pl 10 mg/ml Lysozym-
Losung, vortexen und mindestens 1 Stunde (bis Gber Nacht) bei 37°C im Wasserbad inkubieren;
Zugabe von 75 pl Natriumlaurylsulfat (SDS)/ProteinaseK-Losung (Mix: 5 pl ProteinaseK (10 mg/ml)
+ 70 pl 10 % SDS fiir jede Probe), kurz vortexen und 10 min bei 65°C im Wasserbad inkubieren;
Zugabe von 100 pl 5M NaCl; Zugabe von 100 pl Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB)/NacCl-
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Losung (vorgewarmt bei 65°C aufgrund der hohen Viskositat), vortexen, bis die Flissigkeit weild
(milchig) wird, anschlieRend fir 10 min bei 65°C im Wasserbad inkubieren; Zugabe von 750 pl
Chloroform/Isoamylalkohol-Lésung (24:1), 10 sec vortexen und bei Raumtemperatur fiir 15 min mit
12000 g zentrifugieren; Uberfiilhren des waissrigen Uberstandes in ein frisches 1,5 ml
Reaktionsgefall; Zugabe von 0,6 Volumen (450 ul) Isopropanol, vorsichtig invertieren und
anschlieRend fir mindestens 30 min bei -20°C inkubieren; 15 min bei Raumtemperatur mit 12000
g zentrifugieren; Uberstand abgieRen und verwerfen und 500 pl kalten 70 % Ethanol zugeben; 5
min bei Raumtemperatur mit 12000 g zentrifugieren; Uberstand abgieBen und verwerfen; 5 min
bei Raumtemperatur mit 12000 g zentrifugieren; Uberstand quantitativ steril abziehen;
ReaktionsgefdRe (offen) fiir 20 min bei 60°C trocknen (bzw. alternativ fiir 1 h bei RT); Zugabe von
80 pl TE-Puffer; ReaktionsgefaR schlieBen und kurz vortexen; geschlossene Reaktionsgefale fiir 20

min bei 60°C inkubieren. Die isolierte DNS ist bereit fiir die Sequenzierung.

9.2.2 Analytische Phase

Die genotypische Vorhersage der Medikamentenempfindlichkeit und -resistenz wurde durch
Gesamtgenomsequenzierung mit lllumina-Technologie (MiSeq, NextSeq 500) unter Verwendung
Nextera XT library preparation kits (lllumina, San Diego, CA, USA) im Labor fiir Molekulare und
Experimentelle Mykobakteriologie des Forschungszentrums Borstel (Prof. Dr. rer. nat. S. Niemann)

durchgefiihrt.

9.2.3 Postanalytische Phase

Die Fastg-Dateien wurden an das Europaische Nukleotidarchiv unter der Studien-Zugangsnummer
PRJEB38780 libermittelt und mit der MTBseg-Pipeline (74) durch einen Referenz-Mapping-Ansatz
unter Verwendung des H37Rv-Referenzgenoms (GenBank ID: NC_000962.3) analysiert.
Beriicksichtigt wurden Varianten (Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs), kurze Insertionen und
Deletionen) mit einer Mindestabdeckung von vier Reads sowohl in Vorwarts- als auch in
Rickwartsrichtung. Diese vier Reads mussten das Allel mit einem phred-Score von mindestens 20
benennen und eine Allelfrequenz von 75 % aufweisen. Die genotypische Resistenz wurde auf der
Grundlage eines Mutationskatalogs abgeleitet, der am Supranationalen Referenzzentrum am
Forschungszentrum Borstel auf der Grundlage der am 12.10.19 verfligbaren Informationen
verwendet wurde (75). Der Katalog wurde auf der Grundlage der folgenden Voraussetzungen

erstellt: 1. Einbeziehung von Mutationen, die im WHO-Bericht »The use of next-generation
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sequencing technologies for the detection of mutations associated with drug resistance in
Mycobacterium tuberculosis complex: technical guide« (39) aufgefiihrt sind; 2. Einbeziehung des
CRyPTIC-Mutationskatalogs (73) unter Ausschluss weniger Gen-Wirkstoff-Verbindungen (75); 3.
Einbeziehung des Interpretationskatalogs flir pncA-Mutationen, in dem nicht-charakterisierte
Aminosaureveranderungen in PncA als Resistenzdeterminante betrachtet wurden (76); 4. einzelne
Literaturhinweise fir die Interpretation von Mutationen, die mit der Resistenz gegen MDR/RR-
Tuberkulose-Medikamente in Verbindung gebracht werden; 5. Informationen liber phylogenetisch-
informative Mutationen mit wahrscheinlich benignem Charakter (77), und 6. unbekannte
Insertionen und Deletionen in den folgenden Genen wurden als Resistenzdeterminanten
betrachtet: rpoB (Rifampicin, Rifabutin), katG (Isoniazid), ethA (Prothionamid), pncA (Pyrazinamid),
Rv0678c (Bedaquilin, Clofazimin), ald (Cycloserin), tlyA (Capreomycin). Zusatzliche Mutationen, die
in 92 zuvor definierten Genen gefunden wurden, die an Resistenzmechanismen gegen 21 Anti-
Tuberkulose-Medikamente beteiligt sind (77), wurden als "nicht-charakterisiert" ausgewiesen. Bei
Abwesenheit einer Mutation aus dem Mutationskatalog und bei Abwesenheit unbekannter
Mutationen wurde die genotypische Suszeptibilitat abgeleitet.

Diskrepanzen zu den phanotypischen Testergebnissen wurden weitergehend untersucht, indem die
oben genannten Schwellenwerte fiir die Bestimmung eines Resistenzallels auf eine
Mindestabdeckung von einem Read in Vorwarts- und Rickwartsrichtung gedandert wurde. Dieser
Read musste das Allel mit einem phred-Score von mindestens 20 bestimmen. Zudem wurde kein

Schwellenwert fiir die Variantenhaufigkeit genutzt.

9.3 Phanotypische Resistenztestung in Fliissigkulturen

Die primare Isolierung, der Nachweis und die Resistenztestungen wurden unter
Routinelaborbedingungen im Deutschen Nationalen Referenzlabor fir Mykobakterien in Borstel
durchgefiihrt (Prof. Dr. med. F. Maurer).

Der phanotypische Medikamentenresistenztest, welcher als Referenztest fiir die spatere
Auswertung diente, wurde in MGIT auf der BACTEC™ MGIT™ 960 Plattform (Anweisungen des
Herstellers (36,40,78,79) unter Verwendung von kritischen Standardkonzentrationen der
Medikamente in den Testréhrchen und einer Bakterienkonzentration in den
Wachstumskontrollréhrchen von 10 % fiir Pyrazinamid und von 1 % fir alle anderen Arzneimittel
durchgefiihrt. Das System BACTEC™ MGIT™ 960 gilt in der Praxis fur die meisten Anti-Tuberkulose-
Medikamente als etabliert und bewahrt (16). Da zudem etliche evaluierte Ergebnisse vorliegen,

wurde MGIT als Referenzstandard ausgewadhlt (80). Dennoch gibt es keine zuverldssigen und
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reproduzierbaren Resistenzbestimmungs-Methoden fiir Cycloserin, p-Aminosalicylsdure und
Meropenem. Daher wurde Cycloserin mit der indirekten kritischen Proportionsmethode auf
Loéwenstein-Jensen-Medien getestet (78). Fiir Cycloserin, welches auf Festmedien getestet wurde,
und p-Aminosalicylsaure, die in MGIT getestet wurde, wurden friihere Grenzwerte fiir die Definition
der Resistenz verwendet (78). Meropenem wurde nicht phanotypisch getestet.

Die folgenden kritischen Standardkonzentrationen (in Mikrogramm pro Milliliter, ug/mL) wurden
verwendet: Rifampicin (1,0), Rifabutin (0,5), Isoniazid (0,1), Prothionamid (2,5), Levofloxacin (1,5,
1,0 nach Einfihrung der neuen WHO-Richtlinie am 01.08.2018 (40)), Moxifloxacin (0,5 und 2,0, 0,25
und 1,0 nach Umsetzung der neuen WHO-Richtlinie am 01.08.2018 (40)), Amikacin (1,0), Para-
Aminosalicylsaure (4,0), Ethambutol (5,0), Pyrazinamid (100,0), Linezolid (1,0), Bedaquilin (1,0),
Clofazimin (1,0), Delamanid (0,06) und Cycloserin (30).

Die Kultursuspensionen fir die Inokulation mussten gut dispergiert sein und durften keine grol3en
Klumpen aufweisen, um falsch-resistente Ergebnisse zu vermeiden. Nach griindlichem Mischen und
Homogenisieren der Kultursuspensionen wurden die Rohrchen mindestens 15 Minuten lang ruhen
gelassen. AnschlieBend wurde der Uberstand zur Beimpfung der arzneimittelhaltigen Medien und
der Kontrollrohrchen verwendet. Wenn die Growth Unit (GU) des arzneimittelhaltigen Réhrchens
mehr als 100 betragt, wahrend die GU der Wachstumskontrolle 400 betragt, werden die Ergebnisse
als resistent definiert. Wenn die GU-Werte gleich oder kleiner als 100 sind, werden die Ergebnisse

als suszeptibel eingestuft.

9.4 Messung der Minimalen Hemmkonzentrationen

Die Resistenzniveaus wurden anhand der MHKs bestimmt. Die MHKs der oben genannten
antimikrobiellen Mittel wurden mittels Broth Microdilution in TREK Sensititre™ MYCOTBI und
UKMYC bestimmt [12], [13]. Eine ausflhrliche Beschreibung des standardisierten Verfahrens zur
MHK-Bestimmung fiir M. tuberculosis-lsolaten auf Sensititre™-Platten finden sich in der
Validierungsstudie (81).

Die Isolate wurden 20 bis 25 Tage lang auf Loewenstein-Jensen-Medium kultiviert, in normaler
Kochsalzlosung geerntet, homogenisiert und durch Messung der Dichte der Suspension mit dem
Sensititre™-Trilbungsmessgerat (TREK Diagnostic Systems, ThermoFisher Scientific Inc., USA) auf
den McFarland-Standard 0,5 eingestellt. Diese Suspensionen wurden im Verhaltnis 1:100 in
Middlebrook 7H9-Medium, ergénzt mit Olsdure-Albumin-Dextrose -Katalase (OADC), verdiinnt und
in Volumina von 100 pl dosiert (entsprechend einem ungefahren Standardinokulum von 1.5 x 105

cfu/ml) in alle 96 Vertiefungen der gebrauchsfertigen Sensititre™ MTB MIC-Platte (MYCOTBI; TREK
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Diagnostic Systems, Thermo Fisher, Cleveland OH, USA) und Sensititre™ UKMYC5 und UKMYC6 (nur
fir Forschungszwecke; CRyPTIC-Projekt; Thermo Fisher, GB) Platten gegeben. Die Platten wurden

dann mit transparenten Kunststoffmembranen versiegelt und 21 Tage lang bei 37°C bebriitet.

Die MYCOTBI-Platte testet die folgenden Substanzen: Ethambutol, Isoniazid, Rifampicin, Amikacin,
Cycloserin, Ethionamid, Kanamycin, Moxifloxacin, Ofloxacin, p-Aminosalicylsdaure, Rifabutin und
Streptomycin.

Die UKMYC5-Platte testet die folgenden Substanzen: Bedaquilin, Ethambutol, Isoniazid, Rifampicin,
Amikacin, Levofloxacin, Moxifloxacin, Delamanid, Linezolid, Clofazimin, Ethionamid, Rifabutin,
Para-Aminosalicylsaure, Kanamycin.

Die UKMYC6-Platte testet die folgenden Substanzen: Bedaquilin, Ethambutol, Isoniazid, Rifampicin,

Amikacin, Levofloxacin, Moxifloxacin, Delamanid, Linezolid, Clofazimin, Ethionamid, Rifabutin.

Das Bakterienwachstum wurde mit Hilfe des Sensititre™ Vizion™ Digital MIC Viewing System (TREK
Diagnostic Systems, ThermoFisher Scientific Inc., USA) visualisiert und anschlieRend wurden die
MHKs bestimmt. Eine Platte galt als »gliltig«, wenn beide arzneimittelfreien Kontrollvertiefungen
sichtbares Wachstum aufwiesen. Die MHK-Ergebnisse wurden manuell in digitale Formulare
eingetragen, in eine Excel-Datenbank Ubertragen und von einem anderen Wissenschaftler des
Instituts nach dem Vier-Augen-Prinzip doppelt tberpriift, um Ubertragungsfehler zu vermeiden.
Von jeder Platte wurde ein Bild mit dem Vizion™-System aufgenommen und in der lokalen Cloud

des Instituts gespeichert.

Wenn verfligbar, wurden Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)-Grenzwerte verwendet
(35), andernfalls wurden die neuesten von der WHO empfohlenen kritischen Konzentrationen in
Middlebrook 7H9 (MGIT) als Grenzwerte fir jedes Medikament verwendet, d. h. die 2018
gemeldeten kritischen Konzentrationen (40), mit Ausnahme von Cycloserin und PAS, fir die friiher
empfohlene kritische Konzentrationen verwendet wurden (78). Tabelle 1 zeigt die Auflistung der

verwendeten kritischen Konzentrationen.

29



Tabelle 1. Auflistung der kritischen Konzentrationen (KK); MGIT = Mycobacteria Growth Indicator Tube

Medikament KKin pg/mL Verfahren
Rifampicin 1 UKMYC
Rifabutin 0,5 UKMYC
Isoniazid 0,1 UKMYC
Pyrazinamid 100 MGIT
Ethambutol 5 UKMYC
Streptomycin 1 MYCOTB
Amikacin 1 UKMYC
Capreomycin 2,5 UKMYC
Kanamycin 2,5 UKMYC
Levofloxacin 1 UKMYC
Moxifloxacin 0,25 UKMYC
Ofloxacin 0,5 MYCOTB
Ethionamid 5 UKMYC
Prothionamid 5 UKMYC
Cycloserin 16 MYCOTB
Terizidon 16 MYCOTB
Paraaminosalicylsdure 4 UKMYC
Bedaquilin 1 UKMYC
Delamanid 0,06 UKMYC
Linezolid 1 UKMYC
Clofazimin 0,5 UKMYC

Die orientierenden MHKs von Pyrazinamid wurden in angesauertem Middlebrook-7H9-Medium
(pH 5,9) in MGIT unter Verwendung der BACTEC™ MGIT™ 960-Plattform bestimmt, indem
Konzentrationen von 10 pg/ml, 50 ug/ml, 100 pg/ml und 200 pg/ml im WHO-Supranationalen
Tuberkulose-Referenzlabor Gauting getestet wurden. Die Ergebnisse wurden gemall den

entsprechenden Leitlinien der WHO interpretiert (40,78).

9.5 Ethik

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Universitat zu Libeck zustimmend beraten. Dies
wurde in dem Genehmigungsschreiben der Ethikkommission vom 3. Juli 2015 unter dem

Aktenzeichen 15-195A mitgeteilt.
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9.6 Behandlungsalgorithmus

Um personalisierte Behandlungsregime fiir jeden Patienten zusammenzustellen, wurde ein
standardisierter Algorithmus genutzt. Dieser basiert auf der abgestuften dreigruppigen
Medikamenten-Priorisierung der WHO (82): Gruppe A beinhaltet die Medikamente Levofloxacin
oder Moxifloxacin, Bedaquilin und Linezolid. Zu der Gruppe B gehoéren Clofazimin sowie Cycloserin
oder Terizidon und zu der Gruppe C die Substanzen Ethambutol, Delamanid, Pyrazinamid,
Imipenem-Cilastatin oder Meropenem, Amikacin oder Streptomycin, Ethionamid oder
Prothionamid sowie p-Aminosalicylsaure.

Die Auswahl der Medikamente basiert auf den Ergebnissen der Untersuchung der
Empfindlichkeitstestung durch MGIT, MHK und NGS. Die Medikamente wurden schrittweise
hinzugefiigt, bis das Regime aus mindestens vier wirksamen und vertraglichen Medikamenten
bestand (3). Tabelle 2 zeigt die Auswahl der Medikamente in den einzelnen Stufen des Algorithmus’

im Detail.
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Tabelle 2. Schrittweiser Aufbau eines MDR/RR-Tuberkulose -Behandlungsschemas (3)

Schritt Medikamente

Kommentare, die fiir die Auswahl des Medikaments
relevant sind

1 Bedaquilin

Wahrend der ersten 6 Monate der Behandlung geben;
einige Experten empfehlen, das Medikament 9 Monate
oder langer einzunehmen.

2 Levofloxacin oder Moxifloxacin

Keine Praferenz fur eines der Fluorchinolone.

3 Linezolid

Linezolid wird haufig mit unerwiinschten
Arzneimittelwirkungen in Verbindung gebracht und muss
bei einer Langzeitbehandlung sehr genau Giberwacht
werden.

4 Clofazimin, Cycloserin/Terizidon

Diese Medikamente sind wahrscheinlich wirksamer als die
Medikamente der Stufe 5, und mindestens eines von ihnen
sollte Teil der Behandlung sein, es sei denn, es besteht
eine Kontraindikation.

5 Pyrazinamide,
Prothionamid/Ethionamid

Hinzufiigen, wenn die Schritte eins bis vier nicht zu vier
oder mehr aktiven Arzneimitteln fiihren; Pyrazinamid vor
Prothionamid oder Ethionamid verwenden, wenn die
Pyrazinamid-Suszeptibilitdt gewahrleistet ist; eine
Arzneimittelresistenz gegen Pyrazinamid oder
Prothionamid oder Ethionamid muss ausgeschlossen sein.

6 Meropenem/Amoxicillin-
Clavulansaure, Amikacin

Hinzufiigen, wenn die Schritte eins bis finf nicht zu vier
oder mehr aktiven Arzneimitteln fihren und im Falle einer
Fluorchinolon-Resistenz; zur besseren Vertraglichkeit
Meropenem und Amoxicillin-Clavulansdure vor Amikacin
verwenden.

7 Delamanid, Para-Aminosalicylsaure,
Ethambutol

Eine oder mehrere dieser Substanzen hinzufiigen, wenn
die Schritte eins bis sechs nicht zu vier oder mehr
wirksamen Medikamenten gefiihrt haben.

9.7 Datenauswertung

Konfidenzintervalle fiir Sensitivitat, Spezifitat, positiven und negativen pradiktiven Wert wurden

auf der Grundlage des Wilson-Scores mit Kontinuitatskorrektur ermittelt (83). Die diagnostischen

Genauigkeiten mit Konfidenzintervallen wurden fiir MDR/RR-Tuberkulose-Medikamente mit >5

phanotypisch suszeptiblen und resistenten Testergebnissen berechnet. Die MHK-Verteilungen

wurden auf den CLSI/WHO-Grenzwert normiert, log2-transformiert und gerundet.
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10 Ergebnisse

10.1 Studienteilnehmer

Zwischen dem 1. Januar 2015 und dem 30. April 2019 wurden insgesamt 408 Patienten in die
Medizinische Klinik des Forschungszentrums Borstel aufgenommen, bei denen eine Tuberkulose-
Erkrankung nachgewiesen wurde.

Bei 89 Patienten wurde M. tuberculosis-complex-spezifische DNS im Sputum oder aus anderen
Atemwegsmaterialien identifiziert und die automatisierte Sequenzierung eines rpoB
Genabschnittes der bakteriellen DNS war nicht deckungsgleich mit der Wildtypsequenz, was eine
Rifampicin Resistenz nahelegt. In 13 Féllen, in denen keine M. tuberculosis-complex-spezifische DNS
identifiziert werden konnte, wurde M. tuberculosis-complex im Sputum oder aus anderen
Atemwegsmaterialien kulturell angeziichtet und die phanotypische Empfindlichkeitstestung ergab
eine Resistenz gegeniliber Rifampicin. Resistenztestungen per MGIT, NGS und MHK wurden daher
an Proben von diesen 102 Patienten durchgefiihrt. Nach Abschluss der Resistenztestungen fielen
32 Patienten aus der Analyse der Ergebnisse aus, weil entweder kein NGS-Ergebnis vorlag, kein
Wachstum auf den MHK-Platten stattgefunden hatte oder unter den MGIT-Testergebnissen mehr
als 1 Ergebnisse pro Patienten-Datensatz fehlte. AbschlieBend wurden die Datensatze von

insgesamt 70 Patienten in die Analyse einbezogen (s. Abbildung 1)

Eingeschlossene TB Patienten
zwischen 01.01.2015 und 30.04.2019
n =408

keine RR detektiert durch Xpert
n=319

A4

RR detektiert durch Xpert
n=89 \ 4

RR detektiert durch MGIT
n=13

A

RR detektiert durch Xpert oder MGIT
n =102

Ausgeschlossen
n=32
Keine NGS-Daten verfligbar n=6
Kein Wachstum in Sensititre
MYCOTBI/UKMYC n=12
>1 fehlendes MGIT-Ergebnis n=14

A 4

vollstandige Auswertung
MGIT
NGS
Sensititre MYCOTBI/UKMYC
n=70

Abbildung 1. Einschluss von Patienten. Flussdiagramm mit den in dieser Studie untersuchten Patienten. TB
= Tuberkulose; RR = Rifampicin-Resistenz; MGIT = Mycobacteria Growth Indicator Tube; NGS = Next
Generation Sequencing. (75)
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10.2 Demografische und klinische Ausgangsmerkmale der Teilnehmer

Tabelle 3 zeigt die demografischen Daten der eingeschlossenen Patienten mit dem
durchschnittlichen Alter, dem durchschnittlichen Body Mass Index (BMI), dem Geschlecht und der

Verteilung der Resistenzgruppen sowie der Herkunft der Patienten.

Tabelle 3. Demografische Daten der Studienteilnehmer (n = 70) (75)

Median des Alters in Jahren (IQA) 34.2 (27.1-43.7)
Median des Body Mass Index (IQA) 20.2 (18.0-23.2)
Mannliches Geschlecht (%) 48 (68.6)
RR-TB (%) 10 (1.4)
MDR-TB (%) [ohne pra-XDR-TB oder XDR-TB] 41 (60.0)
pra-XDR (%) 21 (30.0)
XDR (%) 6 (8.6)
Herkunftsregion:

Deutschland (%) 2(2.9)

andere EU-Staaten und EEA (%) 10 (14.3)

andere europdische WHO-Region (%) 35 (50.1)

Afrika (%) 15(21.4)

Asien (%) 10 (14.3)

Abkiirzungen: IQA, Interquartilsabstand; RR-TB, Rifampicin-resistente Tuberkulose; MDR-TB multiresistente Tuberkulose, XDR-TB =
extrem-arzneimittelresistente Tuberkulose; EU, Europdische Union; EEA, Europdischer Wirtschaftsraum

10.3 Genotypische Resistenztestung

Es lagen Empfindlichkeitsmuster fiir 15 antimikrobielle Substanzen (Isoniazid, Rifampicin, Rifabutin,
Levofloxacin, Moxifloxacin, Bedaquilin, Linezolid, Clofazimin, Cycloserin, Ethambutol, Delamanid,
Pyrazinamid, Amikacin, Prothionamid und Para-Aminosalicylsdure [PAS]) sowohl fir die
genomische Medikamentenempfindlichkeitstestung (gDST fiir engl. genomic drug susceptibility
testing, ermittelt durch NGS = Index-Test) als auch phanotypische
Medikamentenempfindlichkeitstestung (pDST fir engl. phenotypic drug susceptibility testing,
ermittelt in MGIT = Referenzstandard) und fir jeden der 70 Patienten vor. Daher ergaben sich
insgesamt 1050 mogliche Ergebnis-Datenpunkte. Im gesamten Datensatz fehlten nur zwei MGIT-
Ergebnisse, eines fir Rifabutin und eines fir Ethambutol.

Somit wurden gDST-Vorhersagen und pDST-Ergebnisse fiir 1048 von 1050 (99,8 %) Datenpunkten

miteinander verglichen (Abbildung 2).
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NGS MGIT Sensititre MYCOTBI/UKMYC

H R Rb Bdg Ux Mx Lz Cz C Z Po Mpm Am Dim PAS E H R Rb Bdg Ux Mix Lz Gz G Z Po

Mpm Am Dim PAS E H R Rb Bdg Ix Mix Lz Cz C Z Po Mpm Am Dim PAS E

H Isoniazid

R Rifampicin

Rb Rifabutin

x Levofloxacin

Mfx  Moxifloxacin

Bdg  Bedaquilin

u Linezolid

Cfz  Clofazimin

[ Cycloserin

E Ethambutol

DIm  Delamanid Suzeptibles Testergebnis

z Pyrazinamid MHK ist identisch mit KK (= Kritische Konzentration)
Mpm  Meropenem MHK ist ein Verdannungsschritt hinter Kk
Am  Amikacin Resistentes Testergebnis

Pto  Prothionamid Unbekannt

PAS  Para-Aminosalicylsiure | .} (weifes Feld) keine Daten

Abbildung 2. Daten zu phanotypischen und genomischen Medikamentenempfindlichkeitstests

Ergebnisse der genomischen Vorhersage von Medikamentenempfindlichkeitstests (MET) durch Next Generation Sequencing (NGS), phanotypische MET im MGIT 960
System und phénotypische MET durch Sensititre MYCOTBI und/oder UKMYC-Platten fiir 70 Patienten. Jede Zeile steht flr einen Patienten und jede Spalte fiir ein
Arzneimittel. Resistente Testergebnisse sind in Rot und empfangliche Ergebnisse in griinen Kasten dargestellt. Im Falle von Sensititre MYCOTBI/UKMYC sind die MHKs eine
Verdlinnungsstufe iber dem Cut-off in Hellrot und die MHKs am Cut-off in Hellgriin dargestellt. Polymorphismen ohne eindeutigen Zusammenhang mit der
Arzneimittelresistenz werden in Grau dargestellt. In Fillen, in denen kein Ergebnis vorlag, wurde ein weiRes Kastchen eingefligt. H=Isoniazid, R=Rifampicin, Rb=Rifabutin,
Lfx=Levofloxacin, Mfx=Moxifloxacin, Bdg=Bedaquilin, Lz=Linezolid, Cfz=Clofazimin, Cs=Cycloserin (Terizidone), E=Ethambutol, DLM=Delamanid, Z=Pyrazinamid,
Mpm=Meropenem, Am=Amikacin, Pto=Prothionamid, PAS=Para-Aminosalicylsdure. (75)
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Eine Ubereinstimmung zwischen dem Referenzstandard (NGS) und dem Indextest (MGIT) bestand
in 904 von 1048 Datenpunkten (86,3 %) und in 76 von 1048 (7,2 %) paarweisen Vergleichen eine
Nichtlibereinstimmung. 64 dieser 76 Diskordanzen zeigten in MGIT-Suszeptibilitat und in NGS eine
Resistenz, wahrend 12 der 76 voneinander abweichenden Ergebnisse durch MGIT als resistent und
durch NGS als suszeptibel gewertet wurden (Abbildung 3).

Nicht-charakterisierbare Polymorphismen fanden sich in 68 von 1048 (6,5 %) gDST-Analysen.
Hierbei handelte es sich um Polymorphismen in einem oder mehrerer der 92 abgefragten
resistenzimplizierenden Gene, die nicht Mutationskatalog enthalten waren. Ein groBer Teil der
Stamme mit diesen unbekannten Polymorphismen, 60 von 68 (88,2%), zeigte sich in der

phénotypischen Testung durch MGIT dem entsprechenden Medikament suszeptibel (Abbildung 4).

Ubereinstimmend

NGSs; MGITs; n=549, 52,4%
n=904; 86,3%

NGSr; MGITr; n=355, 33,9%

abweichend
n=76;7,2 %

NGSr; MGITs; n=64, 6,1% }

NGSs; MGITr; n=12, 1,1% |

NGS unbekannt

n=68; 6,5%

NGSu; MGITr; n=8, 0,8%
NGSu; MGITs; n=60, 5,7%

Abbildung 3. Verteilung der Ergebnisse von Medikamentenempfindlichkeitstests durch genomische (Next
Generation Sequencing (NGS)) und phanotypische (Mycobacteria Growth Indicator Tube (MGIT))
Verfahren

Aufgefiihrt sind die Anteile der (ibereinstimmenden und abweichenden Testergebnisse zwischen
NGS und MGIT sowie die Anteile der Ergebnisse aus MGIT mit NGS-Ergebnissen unbekannter
Relevanz. r=Verfahren zeigt Resistenz an; s=Verfahren zeigt Suszeptibilitat an (75).
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68
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Ubereinstimmend
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. resistentes Testergebnis

suszeptibles Testergebnis

144
abweichend 12
unbekanntes Testergebnis

Abbildung 4. Ubersicht iiber abweichende Testergebnisse Medikamentenempfindlichkeit durch NGS
(Next Generation Sequencing) und der Medikamentenempfindlichkeitstestung durch MGIT
(Mycobacteria Growth Indicator Tube). Suszeptible Testergebnisse sind in Griin und resistente
Testergebnisse in Rot dargestellt. Durch NGS identifizierte Mutationen von unbekannter Relevanz sind in
Grau dargestellt. (75)

Die Abbildung 3 und Abbildung 4 zeigen, dass bei 12 von 1048 (1,1 %) paarweisen Vergleichen
falsche gDST-Vorhersagen der Suszeptibilitat, d. h. falsch-negative Ergebnisse auftraten. Um jeden
moglichen Polymorphismus zu finden und um die Empfindlichkeit des Testverfahrens zu erhéhen,
wurden die Sequenzierungsdaten anschliefend ohne einen 75 %-Variantenhaufigkeitsfilter erneut
ausgewertet. Dieses Vorgehen demaskierte niedrigfrequente Polymorphismen in 5 (41,7 %) dieser
12 abweichenden Fille, ndmlich ddn S78P (Delamanid), ribD -12 g/a (PAS), pncA M175V
(Pyrazinamid) und gyrA D94G (Levofloxacin und Moxifloxacin) mit relativen Allelhdufigkeiten von
respektive 7 %, 3 %, 16 % bzw. 3 %. Bis auf die Mutation ddn S78P wurden alle diese
Polymorphismen im angewandten Katalog als Resistenz-assoziiert eingestuft. Im Gegensatz dazu
konnten bei den Ubrigen Isolaten in den untersuchten Resistenz-assoziierten Regionen keine
genomischen Resistenzdeterminanten identifiziert werden.

Falsche gDST-Vorhersagen der Resistenz bei phanotypisch suszeptiblen Stammen wurden bei 64
von 1048 (6,1 %) paarweisen Vergleichen festgestellt wie Abbildung 3 und Abbildung 4 zeigen.
Einerseits sind die Ergebnisse (27 von 64, 45,3 %) auf Mutationen zurlickzufiihren, von denen
bekannt ist, dass sie eine niedrige oder maRige MHK-Erhéhung vermitteln, z. B. embB M306I
(Ethambutol, 5 Falle); gyrA A90V, D94A (Fluorchinolone, 3 bzw. 4 Fille); oder rpoB L430P, H445L,
D435Y, L452P (Rifampicin, Rifabutin; 4, 5, 2 bzw. 4 Falle) (39). Dariber hinaus gab es vier kanonische
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resistenzvermittelnde Mutationen (zwei embB M306V [Ethambutol] und zwei gyrA D94N
[Fluorchinolone]) in phdnotypisch suszeptiblen Isolaten (39,84,85).

60 der 68 nicht-charakterisierten Polymorphismen (88,2 % oder 60 von 1048 = 5,7 % der gesamten
Testergebnisse) zeigte der pDST-Suszeptibilitat an. 32 dieser 60 (53,3 %) Polymorphismen befanden
sich in Genen, welche mit einer Resistenz gegen Bedaquilin, Clofazimin, Cycloserin oder Delamanid
assoziiert sind (Anhang-Tabelle 1).

Bei 8 von 68 (11,8 % oder 8 von 1048 = 0,8 % der gesamten Testergebnisse) nicht-charakterisierten
Polymorphismen zeigte sich in der phanotypischen Testung eine Resistenz gegeniliber dem
entsprechenden Medikament; 1 dieser 8 Polymorphismen befand sich im ethA-Gen von 3
Prothionamid-resistenten M. tuberculosis-Complex-Isolaten. Die librigen Genotypen sind in der
Anhang-Tabelle 1 zu finden.

In der phanotypischen Testung mittels Sensititre MYCOTBI/UKMYC zeigte keines der 68 Isolate mit
nicht-charakterisierten Polymorphismen MHK-Werte oberhalb der Grenzwerte des jeweiligen
Medikaments. Nicht in das algorithmische Behandlungsschema aufgenommen wurden
Medikamente, bei denen ein nicht-charakterisierter Polymorphismus durch gDST identifiziert
wurde.

Aufgeschlisselt auf die verschiedenen Medikamente sagte der gDST die phanotypische
Arzneimittelresistenz fiir resistente Fdlle wie folgt korrekt voraus: 100,0 % fiir Rifabutin (95%
Konfidenzintervall [KI in %]: 92,0- 100,0), 89,5 % fiir Levofloxacin (95% Kl: 65,5- 98,2), 88,2% fur
Moxifloxacin (95% Kl: 62,3%-97,9%), 93,8% fiir Pyrazinamid (95% KI: 81,8-98. 4), 100,0 % fur
Prothionamid (95% Kl]: 85,0%-100,0), 87,5 % fir Amikacin (95 % Kl: 46,7-99,3), 77,8 % fir PAS (95
% Kl: 40,2-96,1) und 100,0 % fiir Ethambutol (95 % KI, 89,3-100,0); (Tabelle 4).

Die phéanotypische Suszeptibilitat wurde durch gDST wie folgt korrekt vorhergesagt: 0,0 % fir
Rifabutin (95% KI: 0,0-28,3), 91,8% fur Levofloxacin (95% Kl: 79,5-97,4), 88,2% fiir Moxifloxacin (95%
Kl: 75,4-95,1), 95,2% fiir Pyrazinamid (95% Kl: 74,1-99,8), 80,8 % flir Prothionamid (95 % KI: 60,0-
92,7), 95,2 % fur Amikacin (95 % KI: 85,6-98,7), 90,6 % fuir PAS (95 % Kl: 78,6-96,5) und 30,4 % fir
Ethambutol (95 % KI: 14,1- 53,0) (Tabelle 4).

Insgesamt zeigte sich fir alle 15 Medikamente eine kumulative Sensitivitat und Spezifitat des gDST
von 96,7 % (95 % KI: 94,2-98,2) bzw. 89,6 % (95 % KI: 86,8-91,8). Fiir die Vorhersage der Resistenz
lag der gesamte positive pradiktive Wert bei 84,7 % (95 % KI: 80,8-88,0), der negative pradiktive
Wert bei 97,9 % (95 % KI: 96,2-98,8). (Tabelle 4).

Um eine Bewertung der diagnostischen Genauigkeit von Sensititre™ MYCOTB/UKMYC als
potenziellen Indextest unter Verwendung von MGIT als Referenzstandard vornehmen zu kdnnen,
zeigt Tabelle 5 einen Uberblick tiber die folgenden Parameter der diagnostischen Genauigkeit:

Sensitivitat, Spezifitat, positiver pradiktiver Wert und negativer pradiktiver Wert.
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Tabelle 4. Diagnostische Genauigkeit von genotypischen Medikamentenresistenztestung mittels Next Generation Sequencing (NGS) im Vergleich zu Flissigkulturen mittels
Mycobacteria Growth Indicator Tube (MGIT) als Referenzstandard. (75)

reyﬂem&manmp suszepﬂ(ll’\lneél:;‘ anee Phénotyp n/a Sensitivitit % spezifitit % PPW % NPW %
Next Generation Sequencing R u s Total R u s Total R U S Total (95% K1) (95% KI) (95% KI) (95% K1)
Rifampicin 64 0 0 64 6 0 0 6 0 0 0 0 # # # #
Rifabutin 56 0 0 56 3 0 0 13 1 0 0 1 100.0 (92.0-100.0) 0.0(0.0-28.3) 81.2 (69.6-89.2) n/a
Isoniazid 68 0 0 68 1 0 1 2 0 0 0 0 # # # #
Bedaquilin 1 1 0 2 1 6 61 68 0 0 o0 0 * * * *
Levofloxacin 17 0 2 19 4 2 45 51 0 0 o0 0 89.5 (65.5-98.2) 91.8(79.5-97.4) 81.0(57.4-93.7) 95.7 (84.3-99.3)
Moxifloxacin 15 0 2 17 6 2 45 53 0 0 o0 0 88.2 (62.3-97.9) 88.2(75.4-95.1) 71.4 (47.7-87.8) 95.7 (84.3-99.3)
Linezolid 2 0 0 2 1 0 67 68 0 0 o0 0 * * * *
Clofazimine 2 1 0 3 0 8 59 67 0 0 o0 0 * * * *
Cycloserine® 2 0 0 2 2 10 56 68 0 0 0 0 * * * *
Pyrazinamid 45 0 3 48 1 1 20 2 0 0 o0 0 93.8 (81.8-98.4) 95.2(74.1-99.8) 97.8(87.0-99.9) 87.0(65.3-96.6)
Prothionamid® 28 3 0 31 5 13 2 39 0 0 o0 0 100.0 (85.0-100.0) 80.8 (60.0-92.7) 84.8(67.3-94.3) 100.0 (80.8-100.0)
Amikacin 7 0 1 8 3 0 59 62 0 0 o0 0 87.5 (46.7-99.3) 95.2 (85.6-98.7) 70.0(35.4-91.9) 98.3(89.9-99.9)
Delamanid 0 0 2 2 0 8 60 68 0 0 o0 0 * * * *
PAS* 7 2 2 11 5 6 48 59 0 0 o0 0 77.8 (40.2-96.1) 90.6 (78.6-96.5) 58.3(28.6-83.5) 96.0 (85.1-99.3)
Ethambutol® 0 1 0 4 16 4 7 27 1 0 o0 1 100.0 (89.3-100.0) 30.4 (14.1-53.0) 71.9 (58.3-82.6) 100.0 (56.1-100.0)
Gesamt 355 8 12 375 64 60 549 673 2 0 0 2 96.7 (94.2-98.2) 89.6(86.8-91.8) 84.7 (80.8-88.0) 97.9(96.2-98.8)

Nachgewiesene und/oder vorhergesagte Resistenz wird als positives, Suszeptibilitat als negatives Testergebnis gewertet. Uncharakterisierte Mutationen wurden bei der Berechnung der Teststarke nicht berticksichtigt.
n = Anzahl, R = resistent, S = suszeptibel, U = unbekannt, n/a = nicht anwendbar, KI = Konfidenzintervall, PPW = positiver pradiktiver Wert, NPW = negativer pradiktiver Wert, PAS = para-Aminosalicylsdure

#) Teststarke nicht berechnet, da Arzneimittelresistenz ein Einschlusskriterium war

*) Teststarke aufgrund der geringen Pravalenz von Resistenzen nicht berechnet

§) Mit Vorbehalt, da keine zuverlassigen kritischen Konzentrationen fiir Cycloserin und PAS existieren und die Resistenztestung von Ethambutol und Prothionamid durch MGIT nicht empfohlen wird
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Tabelle 5. Diagnostische Genauigkeit der Resistenztestung durch die Minimale Hemmkonzentration mittels Sensititre™ MYCOTBI- und UKMYC-Platten im Vergleich zu
Flussigkulturen mittels Mycobacteria Growth Indicator Tube (MGIT) als Referenzstandard (75)

res'Ste'(';:;rT';a"mp suszep"(l,’\l,g,%ha"“yp Phénotyp n/a Sensitivitit % Spezifitit % PPW % NPW %
(95% KI) (95% KI) (95% KI) (95% KI)

Sensititre MYCOTBI/UKMYC R u S Total R u S Total R u S Total
Rifampicin 59 0 5 64 0 0 6 6 0 0 0 0 # # # #
Rifabutin 46 0 10 56 0 0 13 13 0 0 1 1 82.1(69.2-90.7) 100.0 (71.7-100.0) 100.0 (90.4-100.0) 56.5 (34.9-76.1)
Isoniazid 66 0 2 68 0 0 2 2 0 0 0 0 # # # #
Bedaquiline 0 0 2 2 0 0 68 68 0 0 0 0 * * * *
Levofloxacin 13 0 6 19 0 0 51 51 0 0 0 0 68.4 (43.5-86.4) 100.0 (91.3-100.0) 100.0 (71.7-100.0) 89.5 (77.8-95.6)
Moxifloxacin 12 0 5 17 3 0 50 53 0 0 0 0 70.6 (44.0-88.6) 94.3 (83.4-98.5) 80.0(51.4-94.7) 90.9 (79.3-96.6)
Linezolid 2 0 0 2 0 0 68 68 0 0 0 0 * * * *
Clofazimine 0 0 3 3 0 0 67 67 0 0 0 0 * * * *
Cycloserine® 0 0 2 2 0 0 62 62 0 0 0 0 & e & w
Pyrazinamid® 25 0 17 42 0 0 21 21 0 0 0 0 59.5 (43.3-74.0) 100.0 (80.8-100.0) 100.0 (83.4-100.0) 55.3 (38.5-71.0)
Prothionamid® 8 0 23 31 1 0 38 39 0 0 0 0 25.8(12.5-44.9) 97.4 (84.9-99.9) 88.9 (50.7-99.4) 62.3 (48.9-74.1)
Amikacin 5 0 3 8 0 0 62 62 0 0 0 0 62.5 (25.9-89.8) 100.0 (92.7-100.0) 100.0 (46.3-100) 95.4 (86.2-98.8)
Delamanid 0 0 2 2 0 0 68 68 0 0 0 0 * * * *
PAS® 1 0 8 9 0 0 51 51 0 0 0 0 11.1(0.6-49.3) 100.0 (91.3-100.0) 100.0 (5.5-100.0) 86.4 (74.5-93.6)
Ethambutol 10 0 32 42 0 0 27 27 0 0 1 1 23.8(12.6-39.8) 100.0 (84.5-100.0) 100.0 (65.5-100.0) 45.8(32.9-59.2)
Gesamt 222 0 103 325 4 0 633 637 0 0 2 2 68.3 (62.9-73.3) 99.4 (98.3-99.8) 98.2 (98.3-99.8) 86.0 (83.2-88.4)

Nachgewiesene und/oder vorhergesagte Resistenz wird als positives, Suszeptibilitit als negatives Testergebnis gewertet
n = Anzahl, R = resistent, S = suszeptibel, U = unbekannt, n/a = nicht anwendbar, KI = Konfidenzintervall, PPW = positiver pradiktiver Wert, NPW = negativer pradiktiver Wert, PAS = para-Aminosalicylsdure
#) Teststarke nicht berechnet, da Arzneimittelresistenz ein Einschlusskriterium war

*) Teststdrke aufgrund der geringen Pravalenz von Resistenzen nicht berechnet

%) Mit Vorbehalt, da keine zuverldssigen kritischen Konzentrationen fiir Cycloserin und PAS existieren und die Resistenztestung von Ethambutol und Prothionamid durch MGIT wird nicht empfohlen wird
&) Die MHKs fiir Pyrazinamid wurden in MGIT bestimmt und im Gesamtergebnis nicht beriicksichtigt
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10.4 Algorithmus-basierter Entwurf eines MDR/RR-Tuberkulose-

Behandlungsschemas

Sowohl auf die gDST-Vorhersagen als auch auf die pDST-Ergebnisse wurde ein standardisierter
MDR/RR-Tuberkulose -Behandlungsalgorithmus angewandt (Tabelle 2).

Beim Vergleich des gDST-basierten Schemas mit dem pDST-basierten Schema betrug die
Uberlappung der fiir die jeweiligen MDR/RR-Tuberkulose -Behandlungsschemata ausgewahlten
Medikamente 84,9 % (248 von 292 gDST-basierten Behandlungsentscheidungen; Abbildung 5). 38
von 70 (54,3 %) Patienten hatten auf der Grundlage der gDST- bzw. pDST-Ergebnisse genau die
gleiche Arzneimittelkombination erhalten.

Es gab keinen relevanten Unterschied in der Gesamtverteilung der Medikamente der WHO-
Gruppen A, B und C, die auf der Grundlage der gDST-Vorhersage und des phanotypischen Tests
ausgewahlt wurden (Abbildung 5).

Medikamente mit nachgewiesener phanotypischer Resistenz waren in nur 3 von 292 Fallen (1,0 %
der auf der Grundlage von NGS ausgewdhlten Medikamente) oder bei 3 von 70 (4,3 %) Patienten
verabreicht worden. Ein Isolat war resistent gegen PAS, das per NGS als Wildtyp klassifiziert wurde.
Zwei Isolate wiesen eine phadnotypische Resistenz gegeniiber Moxifloxacin/Levofloxacin auf, von
denen eines als Wildtyp klassifiziert wurde und in dem anderen Fall retrospektiv eine 3 %ige

Niedrigfrequenzmutation (gyrA D94G) nachgewiesen wurde.
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H Isoniazid

R Rifampicin
Rb Rifabutin
Bdq Bedaquilin
Lix Levofloxacin
Mfx Moxifloxacin
Lz Linezolid
cfz Clofazimin
Cs Cycloserin

z Pyrazinamid
Pto Prothionamid
Mpm Meropenem
Am - Amikacin [ Medikament verabreicht

Dim Delamanid nicht verabreicht

verabreicht, obwohl es in MGIT als resistent getestet wurde
£ Ethambutol Unterschiede zwischen MHK und NG verglichen mit MGIT

Abbildung 5. Von dem Algorithmus abgeleitete Behandlungsschemata auf der Grundlage verschiedener Methoden zur Priifung der Empfindlichkeit gegeniiber
Arzneimitteln

Von dem Standardalgorithmus abgeleitete Behandlungsschemata auf der Grundlage der jeweiligen Ergebnisse von NGS (=Next Generation Sequencing), MGIT ( =
Mycobacteria Growth Indicator Tube) und MHK (=minimale Hemmkonzentration durch Sensititre™ MYCOTBI und/oder UKMYC). Unterschiede in den sich ergebenden
Therapieschemata im Vergleich zu MGIT sind durch schwarze Rahmen hervorgehoben. Rote Rahmen zeigen die Behandlung mit einem Medikament an, das in MGIT als
resistent getestet wurde. Die Spalten zeigen die Daten fiir 16 Medikamente fiir jeden Patienten von links nach rechts:

H=lsoniazid, R=Rifampicin, Rb=Rifabutin, Lfx=Levofloxacin, Mfx=Moxifloxacin, Bdg=Bedaquilin, Lz=Linezolid, Cfz=Clofazimin, Cs=Cycloserin (Terizidone), DLM=Delamanid,
Z=Pyrazinamid, Mpm=Meropenem, Am=Kamikacin, Pto=Prothionamid, PAS=Para-Aminosalicylsdure, E=Ethambutol. (75)
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11 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Stellenwert von Vorhersagen fir Antibiotikaresistenzen
von Tuberkulosebakterien basierend auf der Identifizierung von Resistenz-assoziierten Mutationen
im Erbgut von M. tuberculosis-complex zu ermitteln. Basierend auf den genotypischen Vorhersagen
wurden in 99,0 % der Fille Medikamente zur Therapie der MDR/RR-Tuberkulose verabreicht, fir
welche die betreffenden Stamme von M. tuberculosis auch empfindlich waren. Die Kenntnisse tber
Resistenz-assoziierte Mutationen im Genom von M. tuberculosis sind inzwischen so gut bekannt,
dass in weniger als 1% der Falle in der phanotypischen Testung Antibiotikaresistenzen auftraten,
welche durch Mutationen im Genom von M. tuberculosis-complex nicht vorhergesagt werden
konnten. Allerdings wurden in mehr als 6% der Falle durch das NGS Verfahren Resistenz-assoziierte
Mutationen angezeigt, die in phanotypische Testung an der kritischen Konzentration nicht erkannt

wurden.

Basierend auf den Vorhersagen der genotypischen Resistenztestung wurden in 99,0 % der Falle
ausschlieBlich Medikamente zur Therapie der MDR/RR-Tuberkulose mit einem Standard-
Therapiealgorithmus ausgewahlt, fir welche die betreffenden Stamme von M. tuberculosis auch
sensibel war. Die Grundlage hierfiir lieferte die hohe Ubereinstimmung von 86,3% zwischen gDST-
und pDST-Ergebnissen und der konservativ gestaltete klinische Behandlungsalgorithmus, welcher
nur Tuberkulose-Medikamente einschloss, bei denen es keine Hinweise auf eine genotypische
Resistenz gab. Auf diese Weise bieten die Ergebnisse aus gDST-Analysen ein hohes Mal an
Sicherheit bei der Erstellung von MDR-Tuberkulose-Behandlungsschemata, solange sie Arzneimittel
verabreichen, fir die kein genetischer Resistenzmarker identifiziert wurde. In der praktischen
Anwendung bedeutet dies neben der zuverldssigen Entscheidungsgrundlage fiir die Auswahl
geeigneter Medikamente auch eine schnellere Verfligbarkeit der Ergebnisse als bei kulturbasierten
Verfahren (86,87). Insbesondere in Hochinzidenzlandern konnte die schnelle Bereitstellung
individualisierter Therapien ein wichtiger Schritt gegen die Entwicklung weiterer
Antibiotikaresistenzen von M. tuberculosis complex darstellen (88). Dem kommt entgegen, dass bei
der Anwendung molekularbiologischer Verfahren ein geringeres Infektionsrisiko vorliegt und somit
niedrige Sicherheitsstandards notwendig sind, als sie fiir kulturelle Verfahren aufgewendet werden
missen (17,48). Gemeinsam mit sinkenden Kosten fiir Genomsequenzierungen und einem
friheren Therapiestart aufgrund des schnellen Vorliegens der Testresultate flhrt dies zu einer

finanziellen Entlastung bei der Therapie einer Tuberkulose (56).
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In insgesamt 68 gDST-Ergebnissen konnten die detektierten Polymorphismen nicht in einen
eindeutigen Zusammenhang mit einer Arzneimittelresistenz gebracht werden. Im Vergleich mit den
korrespondierenden pDST-Ergebnissen durch MGIT zeigte sich ein suszeptibles Ergebnis in 60 von
68 Fallen und ein resistentes Ergebnis in 8 von 86 Fallen. Dies entspricht nur 0,8 % aller
Testergebnisse. In den entsprechenden MHK-Testungen zeigte sich kein Medikament oberhalb des
resistenzdefinierenden Schwellenwertes. Dies weist darauf hin, dass der verwendete
Mutationskatalog die relevanten, resistenzerzeugenden Mutationen in hohem Male abbildet und
zusatzlich detektierte Mutationen in den 92 zuvor definierten resistenzerzeugenden Genen

wahrscheinlich nicht im Zusammenhang mit phanotypischer Resistenz stehen.

Eine Herausforderung stellt die Erkennung von Mutationen dar, die nur eine geringe oder moderate
MHK-Erhoéhung bewirken und in der Regel in der phanotypischen Testung zu dem Ergebnis
,empfindlich” fihren (38). Dies ist von besonderer Bedeutung fir Mutationen, die erhohte MHKs
unterhalb der aktuellen CCs bewirken, die jedoch mit einem schlechteren klinischen
Behandlungserfolg der Tuberkulose verbunden sein konnen (89-91). Auch frihere Ergebnisse
bestatigen die Beobachtungen dieser Studie, dass Mutationen, welche Resistenzen nahe der
kritischen Konzentration erzeugen oder sich mit der MHK-Verteilung der Wildtyp-Stamme
Uberschneiden, mit hoherer Wahrscheinlichkeit durch die phanotypische Testung als sensibel
eingestuft werden und damit fehlklassifiziert werden (92). Ein Beispiel hierfiir ist die Mutation gyrA
A90V. Sie fuhrt bekanntermalien zu einer geringgradigen Resistenz gegenliber Fluorchinolonen
(93). Es zeigte sich eine hohe Spezifitit bei einer kritischen Konzentration von 0,5mg/L auf dem
Agar-Ndhrmedium 7H10, aber nicht bei 2 mg/L auf 7H10 (35). Wird hingegen eine stufenweise
Charakterisierung der Suszeptibilitdit herangezogen, erdffnet dies auch die Moglichkeit, die
Dosierung von Arzneimitteln anzupassen, anstatt sie ganzlich aus den Therapieschemata
auszuschlieRen (38,94,95). Diese diffizilere Graduierung des Resistenzniveaus kénnte auch durch
NGS moglich werden. Die klinischen Auswirkungen einer geringgradigen Resistenz auf das
Behandlungsergebnis sind jedoch nur fir wenige Mutationen lberzeugend untersucht worden.
Jingste Berichte (iber das Auftreten von Resistenzen gegen Bedaquilin, Clofazimin und Delamanid
deuten jedoch darauf hin, dass Resistenzen auf niedrigem Niveau zu einer immer wichtigeren
Herausforderung sowohl fir die Medikamentenresistenztestung als auch fiir die klinische
Interpretation werden (29,96-98).

In dieser Arbeit waren Mutationen, die nur moderate MHK-Erh6hungen unterhalb oder in der Nahe
der kritischen Konzentration verursachen, die Hauptursache fiir die Diskrepanzen zwischen gDST

und pDST. Ob die phanotypische Testung fiir einige Medikamente mit den aktuellen kritischen
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Konzentrationen weiterhin als "Goldstandard" zuverldssig genug eine Bestimmung der

Suszeptibilitat gewahrleistet, wird durch die Ergebnisse dieser Arbeit in Frage gestellt.

11.1 Limitierungen

Diese Studie hat mehrere Einschrankungen. Mit der Anzahl von nur 70 Patienten ist die GréRe der
Kohorte fiir eine detaillierte Bewertung der Sensitivitat und Spezifitat, insbesondere fiir seltener
eingesetzte Medikamente, zu gering. Zudem erfolgte die Rekrutierung der Patienten aus nur einem
Zentrum in Deutschland. Ob die Ergebnisse auf andere Regionen der Welt, in denen die Population
der M. tuberculosis-Complex-Staimme, die MDR/RR-Tuberkulose verursachen, unterschiedlich sein
koénnte, libertragen werden kdnnen, bleibt trotz der internationalen Patientenpopulation (>90 %
der Patienten waren im Ausland geboren) daher unklar. Inzwischen konnten die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit jedoch mittels einer internationalen multizentrischen Studie bestatigt werden.
Es zeigten sich die Bedeutung und das Potenzial von gDST fir die individualisierte Therapie mit Erst-
und Zweitlinienmedikamenten (67).

Die entscheidende Herausforderung bei der bindren phanotypischen Empfindlichkeitstestung
bleibt die Festlegung einer kritischen Konzentration. So musste in dieser Studie neben aktuellen
Werten auch auf historische Konzentrationen zuriickgegriffen werden. So etwa bei den Substanzen
Cycloserin, PAS und Prothionamid. Dass die Erkenntnisse um die kritischen Konzentrationen weiter
im Fluss sind, zeigen neueste Untersuchungen in Bezug auf die beiden wichtigsten Anti-
Tuberkulose-Medikamente Isoniazid und Rifampicin (43) oder eine Studie Uber die Diskrepanzen
zwischen aktuellen kritischen Konzentrationen und den sogenannten ECOFFs (Epidemiological cut-
off values), in welcher die Autoren aufzeigten, welche Konsequenzen eine zu hohe kritische
Konzentration haben kann. Genannt werden etwa die Unterversorgung der Patienten mit
wirksamen Therapeutika sowie eine wissenschaftlich falsche Interpretation von Daten fiir die
Identifizierung neuer resistenzerzeugender Kandidatengene (99). Auch die WHO veroffentlichte
mehrere Publikationen, welche die aktuellen Schwellenwerte zu den wichtigsten Therapeutika zur
Behandlung der sensiblen und multiresistenten Tuberkulose Uberpriften (40-45). Das Hauptziel
bestand darin, die verfligbaren Daten zur minimalen Hemmkonzentration (MHK) zu bewerten, um
festzustellen, ob die bestehenden CCs den epidemiologischen Cut-off-Werten (ECOFF)
entsprechen, die das obere Ende der MHK-Verteilung der phanotypischen Wildtyppopulation
darstellen. Dabei zeigte sich, dass sowohl die Qualitat als auch die Quantitat der verfiigbaren
Tuberkulose-MHK-Daten im  Gegensatz zu vielen anderen wichtigen bakteriellen

Krankheitserregern begrenzt sind. Tatsachlich entsprachen die Daten fiir die meisten

45



Kombinationen von Medikamenten und Wirkstoffen nicht den Kriterien, die der Europaische
Ausschuss fir die Prifung der Empfindlichkeit gegeniber antimikrobiellen Mitteln (EUCAST) fir die
Festlegung von ECOFFs aufgestellt hat (99,100). Auch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind
sehr wahrscheinlich von zu hohen kritischen Konzentrationen beeinflusst worden. So ist ein Teil der
Stamme in der phanotypischen Testung als sensibel eingestuft, jedoch genetisch als resistent
gewertet worden, weil eine Mutation gefunden wurde, die auf eine Resistenz hindeutete.
MHK-Daten wurden verwendet, um die Binaritat der MGIT-Ergebnisse auszugleichen. Dies war gut
geeignet, um Verschiebungen im absoluten Niveau der Arzneimittelresistenz anzuzeigen. Doch
auch bei diesem Verfahren gibt es Schwachstellen: Einerseits mangelt es auch bei der Bestimmung
der MHKs an offiziellen Kritischen Konzentrationen und ECOFFs, denn die fiir MGIT existierenden
kritischen Konzentrationen konnen eigentlich nicht direkt auf die MHK-Testung tibertragen werden.
Eine sichere Unterscheidung zwischen resistent und sensibel war dadurch noch nicht moglich.
Aktuelle wissenschaftliche Veroffentlichungen benennen jedoch nun auch neue Grenzwerte fir die
MHK-Bestimmung auf 96-well-Platten, welche fiir die vorliegende Arbeit noch nicht genutzt werden
konnten (46). Ein anderer wichtiger Aspekt ist die standardisierte Auswertung des Wachstums auf
den MHK-Platten. Besonders bei schwachem Wachstum ist die Unterscheidung zwischen
Hemmung und Wachstum nicht einfach. Bei der Auswertung der Platten fiir diese Studie gab es
lediglich eine einzelne Ablesung des Wachstums.

Aufgrund der Instabilitat des Medikaments in wassriger Losung waren keine standardisierten
Empfindlichkeitstests fiir Meropenem verfligbar. Pretomanid, ein neues Medikament zur
Behandlung der MDR/RR-Tuberkulose, wurde erst nach Abschluss dieser Studie zugelassen und war
damit in dieser Studie noch nicht Teil der getesteten Medikamente und der Therapieregime.

Dies Ergebnisse dieser Dissertationsschrift bestatigen die hohe Vorhersagegenauigkeit von gDST in
Bezug auf Erst- und Zweitlinienmedikamente zur Behandlung der Tuberkulose sowie die
Notwendigkeit einer Re-Evaluation der kritischen Konzentrationen fiir phanotypische

Resistenztestungen (67).
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12 Fazit

Trotz dieser Einschrankungen sind die vorgelegten Daten sehr aussagekraftig und unterstiitzen
nachdriicklich die Eignung der molekularen Resistenztestung fiir die Zusammenstellung von
Medikamentenregimen zur Behandlung der MDR/RR-Tuberkulose.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Vorhersagen fiir das Auftreten von Antibiotikaresistenzen
gegenliber 16 Medikamenten durch Identifizierung von Resistenz-assoziierten Mutationen in 99,0
% der Therapieentscheidungen zur korrekten Wahl der Medikamente fiihrt.

Die molekulare Resistenztestung hat das Potenzial, schneller und glinstiger als herkdmmliche
kulturbasierte Methoden, insbesondere in Hochinzidenzlandern, eine umfassende Aussage Uber

Antibiotikaresistenzen zu liefern (56,86,87).

13 Ausblick

13.1 Herausforderungen bei der Etablierung von molekularer Resistenztestung

Kirzlich wurde gezeigt, dass gDST die phanotypische Suszeptibilitat fir Erstlinien-Anti-Tuberkulose-
Wirkstoffe mit einer Genauigkeit von mehr als 98 % vorhersagen kann (73). Die diagnostische
Genauigkeit des gDST bei der Vorhersage von pDST-Ergebnissen fiir Zweitlinien-Antibiotika hat
jedoch noch nicht die von der WHO fiir das Produktprofil geforderten Werte von 95 % Spezifitat
und 90 % Sensitivitdt erreicht (101-104). Die Griinde hierfir sind vielfaltig: Einerseits ist bekannt,
dass die derzeitig gliltigen Mutationskataloge noch Wissensliicken aufweisen (31,39,102). So sind
etwa weitere Assoziationsstudien notwendig, um die Relevanz von Mutationen fir die
phanotypische Resistenz bei neuen oder wiederverwendeten Anti-Tuberkulose-Medikamenten zu
verstehen (45).

Sequenzierungstechnologien sind nur begrenzt in der Lage, niedrige Frequenzen (<10-20 %)
resistenter Stamme in einer Mischung mit suszeptiblen Stammen zu erkennen, wahrend
phanotypische Tests resistente Stamme erkennen kdnnen, die nur 1 % der Gesamtpopulation
ausmachen, was bei einigen Medikamenten, insbesondere den Fluorchinolonen, zu Diskordanzen
zwischen dem erkannten Genotyp und dem resistenten Phanotyp fihrt (39).

Wie sich auch in den Daten der vorliegenden Arbeit zeigte, spielen sogenannte »Breakpoint-
Artefakte« eine entscheidende Rolle bei dem Vergleich genotypischer und phanotypischer
Resistenztestungen (31,94,105). Es gibt etwa fiir das Antibiotikum Capreomycin in einer Arbeit aus

dem Jahr 2015 Belege, dass die verwendete kritische Konzentration zur phanotypischen Testung zu
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hoch angesetzt war und dadurch der Stamm, auch bei Vorliegen einer Mutation (rrsA 1401G), die
mit hoher Wahrscheinlichkeit fiir eine Resistenz assoziiert war, in der phanotypischen Testung als
suszeptibel gegeniliber Capreomycin eingestuft wurde (106). Es kommt hinzu, dass sich einzelne
Vorhersagen phanotypischer Testungen schlecht reproduzieren lassen (79,95). Eine maogliche
Losung besteht in einem konservativen Vorgehen, bei dem ein Antibiotika fiir die Therapie nur dann
empfohlen wird, wenn keine potenzielle genomische Resistenzdeterminante vorhanden ist. In der
Studie zu der vorliegenden Arbeit ermoglichte dieses Vorgehen die vollstandige Abdeckung der
Tuberkulose-Medikamente der Gruppen A und B der WHO-Prioritatenliste, zu der Moxifloxacin,
Levofloxacin, Bedaquilin, Linezolid, Clofazimin und Cycloserin gehdren. Es wurde die NGS-basierte
Erstellung von Resistenzgenprofilen in klinisch sinnvolle Behandlungsschemata umgesetzt, die auf
standardisierten Algorithmen basieren. Problematisch bei einem, wie in dieser Studie, konservativ
konstruierten Algorithmus ist die mogliche Verschiebung der Medikamentenauswahl zu weniger
empfohlenen Substanzen, welche in erhhtem Mall mit unerwiinschten Arzneimittelwirkungen
einhergehen, und dabei Medikamente nicht genutzt wirden, die weniger toxisch und dennoch

wirksam sind.

In Bezug auf neue oder wiederverwendete Medikamente stehen die Resistenztestungsmethoden
vor der dringenden Herausforderung, zuverldssige Aussagen (iber die Suszeptibilitatsmuster fir
aktuelle Behandlungsregime wie das neue ,BPaLM“-Schema, bestehend aus Bedaquilin,
Pretomanid, Linezolid und Moxifloxacin, zu treffen, um die Entstehung von neuen Resistenzen
dieser wichtigen Substanzen zu verhindern oder so lang wie moglich hinauszuzégern (88,107). Das
BPaLM-Schema ist Teil der neuen Therapieempfehlung der WHO zur Behandlung der MDR/RR-
Tuberkulose (54).

13.2 Zukunft der genotypischen Medikamentenresistenztestung

Auch wenn bei der klinischen Nutzung von NGS noch offene Herausforderungen bestehen,
zeichnen sich groRRe Fortschritte bei der Etablierung ab. So gelingt mittlerweile die direkte
Resistenztestung aus klinischen Proben (62,87,108). NGS hat das Potenzial, vor allem nach der
Einflhrung preisglinstigerer und schnellerer Sequenziermaschinen, etwa durch Nutzung von
targeted NGS, umfassende klinische Anwendung zu finden (109). Neue Mutationskataloge
verbessern die Vorhersagekraft von NGS fiir bestehende, aber ebenso neue oder
wiederverwendete Medikamente (44,45). So bestéatigte sich jingst auch die Anwendbarkeit der

molekularen Resistenztestung fiir Linezolid (110).
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Auch dies bekraftigt die Einflihrung genotypischer Medikamentenempfindlichkeitstestungen in
Landern mit niedrigem und mittlerem Einkommen und selbst in den Landern der WHO-Region
Europa stehen phanotypische Resistenztestungen fiir die Gruppe A-Medikamente Levofloxacin und
Linezolid nicht zur Verfigung (111). Fir Bedaquilin sind es weniger als die Halfte der Lander der
Region, in denen eine Resistenztestung moglich ist, obwohl alle 3 Medikamente auf der WHO-Liste
der essentiellen Medikamente stehen (111). Der Mangel an diagnostischer Infrastruktur fir
umfassende, schnelle und zuverldssige Resistenztestungen fiir die Zweitlinienbehandlung von
Tuberkulose erzeugt in vielen Landern eine hoher Belastung und steht nachweislich im
Zusammenhang mit einer hohen Pravalenz von MDR-Tuberkulose oder unzureichenden

Therapieerfolgen von Patienten mit MDR-Tuberkulose (112).

Neben diesem geografischen Ausbau der vorhandenen DST-Infrastruktur wird die zlgige
technologische Weiterentwicklung der Methoden eine wesentliche Herausforderung. Aktuell
befinden sich 17 neue Substanzen zur Behandlung der Tuberkulose in der klinischen Entwicklung
(113). Die technische Moglichkeit einer schnellen genotypischen Vorhersage von
Antibiotikaresistenzen sollte spatestens zur Markteinfiihrung dieser neuen Therapeutika vorliegen,
um die Moglichkeit einer effektiven personalisierten Therapie zu gewahrleisten und um der

Entstehung neuer Resistenzen vorzubeugen (88).
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15 Anhang

Anhang-Tabelle 1: Einzelheiten zu Diskrepanzen zwischen den Ergebnissen des Next Generation Sequencing (NGS) und der
Flussigkultur (MGIT — Mycobacteria Growth Indicator Tube), einschlieflich der entsprechenden Polymorphismen

NGS MGIT Polymorphismus Antibiotikum

unbekannt resistent Rv0678: R8IL (cgg/cTg) Bedaquilin
Rv067829: R89L (cgg/cTg) Clofazimin
embB: Y319C (tat/tGt) ubiA: V55G Ethambutol
(ste/gGg)
dfrA: -50 C/A PAS
dfrA: -50 C/A PAS
ethA: N379D (aac/Gac) Prothionamid
Rv0565c: R54C (cgc/Tge) ethA: A335D Prothionamid
(gct/gAt)
ethA: N379D (aac/Gac) Prothionamid

suszeptibel mmpL5: large_del Bedaquilin

mmpL5: M655T (atg/aCg) Bedaquilin
mmpL5: G748D (ggc/gAc) Bedaquilin
mmpS5: 143 (tga/tAa)G130D Bedaquilin
(sgc/gAc)
mmpL5: G748D (ggc/gAc) Bedaquilin
mmpR: -74 C/A Bedaquilin
mmpL530: large_del Clofazimin
serB2: G13G (ggc/ggT) Clofazimin
Rv1979c: V423A (gtg/gCg) Clofazimin
mmpL530: M655T (atg/aCg) Clofazimin
mmpL530: G748D (ggc/gAc) Clofazimin
mmpS531: 143 (tga/tAa)G130D Clofazimin
(sgc/gAc)
mmpL530: G748D (ggc/gAc) Clofazimin
mmpR32: -74 C/A Clofazimin
ald: D198G (gac/gGc) Cycloserin
ddIA: Q75E (cag/Gag) Cycloserin
alr: T247M (acg/aTg) Cycloserin
ald: F92L (ttc/ttG) Cycloserin
cycA: L360R (ctc/cGc) ald: -24 C/T Cycloserin
cycA: N248S (aat/aGt) Cycloserin
cycA: VA53A (gtg/gCg) alr: K157E Cycloserin
(aag/Gag)
alr: T247M (acg/aTg) Cycloserin
cycA: A350A (gct/gcC) Cycloserin
fbiC: D616G (gat/gGt) Delamanid
fbiC: W678G (tgg/Ggg) Delamanid
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ddn: P6T (ccg/Acg) Delamanid
fbiC: W678G (tgg/Ggg) Delamanid
fbiB: A31T (gcc/Acc) Delamanid
ddn: P6T (ccg/Acg) Delamanid
fbiC: G445G (ggc/ggT) fbiB: R157R Delamanid
(cgc/cgq)

fbiA:-213 C/A fbiB: T92T (acg/acC)E138K Delamanid
(sag/Aag)

aftA: P575L (ccc/cTe) Ethambutol
aftA: M14L (atg/Ttg) Ethambutol
embB: L74R (ctg/cGg)D328G (gat/gGt) Ethambutol
embC: P707L (ccg/cTg) Ethambutol

gyrA: 1189M (atc/atG)

Levofloxacin

gyrB: 184V (att/Gtt)

(agt/Cgt)

eccB5: S196R

Levofloxacin

gyrA: 1189M (atc/atG)

Moxifloxacin

gyrB: 184V (att/Gtt)

(agt/Cgt)

eccB5: S196R

Moxifloxacin

thyA: P253A (ccg/Gceg)

PAS

dfrA: V54G (gtc/gGce)

PAS

folC: D135G (gac/gGc)

PAS

udgB24: P43L (ccg/cTg)

PAS

folC: V202l (gtc/Atc)

PAS

folC: E40Q (gag/Cag)

PAS

Rv308320: large_del

Prothionamid

ethA: H281P (cac/cCc)

Prothionamid

mshC18: -23 G/C

Prothionamid

ethA: T342M (acg/aTg)

Prothionamid

ethA: G43V (ggc/gTc)

Prothionamid

mshC18: V79I (gtc/Atc)

Prothionamid

ethA: P378L (ccc/cTc) Rv308320: Y443Y

(tat/taC)

Prothionamid

ethA: V238G (gta/gGa)

Prothionamid

mshA19: G292R (ggg/Agg)

Prothionamid

mshC18: -23 G/C

Prothionamid

ethA: V188l (gtc/Atc)

Prothionamid

ethA: T117P (acc/Ccc)

Prothionamid

ethA: N379D (aac/Gac)

Prothionamid

pncA: A102V (gcg/gTg) Rv2731: A302S Pyrazinamid
(gcg/Tcg)

resistent suszeptibel rrs: 1401 A/G Amikacin
eis: -14 c/t Amikacin
eis: -14 c/t Amikacin
Rv0678: 779130i1_C Bedaquilin
alr: D344N (gac/Aac) Cycloserin
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alr: M343T (atg/aCg) Cycloserin
embB: M306I (atg/atA) Ethambutol
embB: M306I (atg/atT) Ethambutol
embA: -16 C/T Ethambutol
embA: -16 C/T Ethambutol
embB: M306I (atg/atC) Ethambutol
embB: M306V (atg/Gtg) Ethambutol
embB: M306V (atg/Gtg) Ethambutol
embA: -593 C/A-12 C/T ubiA: L284L Ethambutol
(ttg/Ctg)

embC: 1832V (atc/Gtc) embB: M3061 Ethambutol
(atg/atA)

embA: -8 C/A Ethambutol
embB: Q497K (cag/Aag)T1027T Ethambutol
(acg/acA)

embA: -16 C/T Ethambutol
embB: M306I (atg/atA) Ethambutol
embB: G406D (ggc/gAc) Ethambutol
embA: -8 C/A Ethambutol
embA: -593 C/A-12 C/T ubiA: L284L Ethambutol
(ttg/Ctg)

katG: S315T (agc/aCc) Isoniazid

gyrA: D94N (gac/Aac)

Levofloxacin

gyrA: D94A (gac/gCc)

Levofloxacin

gyrA: S91P (tcg/Ccg)

Levofloxacin

gyrA: D94A (gac/gCc)R578Q (cgg/cAg)

Levofloxacin

rplC: C154R (tgt/Cgt)

Linezolid

gyrA: D94N (gac/Aac)

Moxifloxacin

gyrA: D94A (gac/gCc)

Moxifloxacin

gyrA: D94A (gac/gCc)R578Q (cgg/cAg)

Moxifloxacin

gyrA: A90V (gcg/gTg)

Moxifloxacin

gyrA: A90V (gcg/gTg)

Moxifloxacin

gyrA: A90V (gcg/gTg)

Moxifloxacin

ribD: -12 g/a PAS
folC: E40G (gag/gGg) PAS
folC: 143T (atc/aCc) PAS
folC: 143T (atc/aCc) PAS
folC: S150G (agc/Ggc) PAS

ethA: large_del Rv308320: large_del

Prothionamid

ethA: 4326045i1_CT

Prothionamid

ethA: 4327364_GAP

Prothionamid

inhA16: -15 ¢/t G3G (gga/ggC)

Prothionamid

ethA: 4327364_GAP

Prothionamid

pncA: 2288850i1 c Pyrazinamid
rpoB: H445Y (cac/Tac) H445R (cac/cGc)  Rifabutin
rpoB: L430P (ctg/cCg) Rifabutin
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rpoB: L452P (ctg/cCg) Rifabutin
rpoB: H445L (cac/cTc) Rifabutin
rpoB: H445L (cac/cTc) rpoC: V1138G Rifabutin
(gtc/gGe)
rpoB: L452P (ctg/cCg)-577 c/t Rifabutin
rpoB: V113l (gtc/Atc)D435V  Rifabutin
(gac/gTc)H1028D (cac/Gac)
rpoB: H445L (cac/cTc) rpoC: V1138G Rifabutin
(gtc/gGe)
rpoB: R167H (cgt/cAt)D435Y (gac/Tac) Rifabutin
rpoB: L430P (ctg/cCg) Rifabutin
rpoB: D435Y (gac/Tac) Rifabutin
rpoB: H445L (cac/cTc) rpoC: V1130V Rifabutin
(stg/stA)
rpoB: D435V (gac/gTc) Rifabutin
rpoB: L430P (ctg/cCg) Rifampicin
rpoB: L452P (ctg/cCg) Rifampicin
rpoB: L452P (ctg/cCg)-577 c/t Rifampicin
rpoB: L430P (ctg/cCg) Rifampicin
rpoB: D435Y (gac/Tac) Rifampicin
rpoB: H445L (cac/cTc) rpoC: V1130V Rifampicin
(stg/stA)

suszeptibel resistent WT Amikacin
WT Delamanid
ddn: 7% S78P (tcc/Ccc) Delamanid
WT Levofloxacin
gyrA: 3% D94G (gac/gGce) Levofloxacin
WT Moxifloxacin
gyrA: 3% D94G (gac/gGc) Moxifloxacin
WT PAS
ribD: 2% -12 g/a PAS
WT Pyrazinamid
pncA: 16% M175V (atg/Gtg) Pyrazinamid
WT Pyrazinamid

Abkiirzungen: PAS = para-Aminosalicylsaure, WT = Wildtyp
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