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Resistenzdiagnostik

Neue Methoden fiir Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma
genitalium und Chlamydia trachomatis

Zur Resistenztestung mussten Bakterien bisher angeziichtet werden, was bei Gonokokken schwierig und bei
Mycoplasmen und Chlamydien extrem schwierig ist. Mit neueren molekulargenetischen Verfahren lassen sich diese
Resistenzen mittlerweile zeitnah und zuverldssig erfassen. Doch leider bieten bislang nur wenige Labore diese

Untersuchungen an.

Zum Nachweis einer Infektion mit Neis-
seria gonorrhoeae (NG), Mycoplasma
genitalium (MG) und Chlamydia tra-
chomatis (CT) werden derzeit in erster
Linie Nukleinsdaure Amplifikationstech-
niken (NAAT, Realtime-PCR, TMA oder
ahnliches) durchgeflhrt. Diese Verfah-
ren haben den Vorteil einer raschen
und empfindlichen Erregerdiagnostik.
Dem gegenuber stehen deutliche
LUcken in der Beurteilung der An-
tibiotika-Empfindlichkeit. Die Ub-
licherweise verwendeten Trans-
portmedien fir NAAT, die bei
Raumtemperatur Nukleinsaure-
stabilisierend wirken und somit
eine deutliche Verbesserung der
Empfindlichkeit erméglichen, er-
reichen dies durch Denaturierung
von Proteinen und Lyse von Viren,
Zellen und Bakterien. Eine Anzucht der
Keime zur phanotypischen Resistenz-
bestimmung mittels Wachstumsbe-
stimmung bei unterschiedlichen Anti-
biotikakonzentrationen ist aus diesem
Material nicht méglich.

ANZUCHT SCHWIERIG

Alternative Abstrichmaterialien, die so-
wohl NAAT als auch eine Anzucht er-
maoglichen, missen von dem durchfiih-
renden Labor erst validiert werden und
zeigen zudem meist Einschrankungen
in der Probenstabilitat und Empfind-
lichkeit der Messung. Die Kultur von
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NG ist nur mit Spezialmedien und nur
bei groBer Erregermenge mdéglich, mit
einem deutlich besseren Anzuchter-
folg, wenn die Probe innerhalb von
zwei Stunden weiterverarbeitet wird.
Zahlreiche spezielle Transportmedien
sollen den Anzuchterfolg verbessern
und sind sicher ein relevanter Baustein,
kdnnen aber schnelle Bearbeitung,

Martin Obermaier im Labor

korrekte Lagerung und Transport bei
Raumtemperatur nicht ersetzen. Bei
optimierten MaBnahmen werden
durchaus gute Anzuchterfolge erzielt.
Zum Beispiel kdnnen aus Urethralab-
strichen bei direkter Verarbeitung nach
Abnahme (bedside inoculation) bis zu
93% der positiven Proben symptoma-
tischer Patienten angezilichtet werden.
Bei asymptomatischen Personen liegt
die Erfolgsrate aber nur noch bei 45%.’

SPEZIELLE MEDIEN
Trotz dieser Schwierigkeiten wirkt die
Anzucht von NG trivial im Vergleich zu
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MG und CT. Bei MG existieren einzelne
Berichte zu gelungener Anzucht mit-
tels spezieller Nahrmedien oder mit-
tels Zellkultur. Die Erfolgsraten in der
Zellkultur sind besser als im zellfreien
Nahrmedium, dauern aber auch meh-
rere Wochen bei nur 60% Erfolgsrate
selbst in Proben mit hoher Bakterien-
last.2 Ahnliche Erfolgsraten zeigen sich
bei CT mit dem Unterschied
einer schnelleren Anzucht.3#
Wahrend fir NG eine phanoty-
pische Resistenztestung grund-
satzlich moéglich und die erfor-
derliche Ausristung in vielen
mikrobiologischen Laboren vor-
handen ist, ist dies bei CT und
MG nur in spezialisierten Refe-
renzlaboren der Fall. Ein wei-
teres Problem: Die Vergltung
der Resistenztestung von NG mittels
Anzucht durch die Krankenversiche-
rung ist nicht ausreichend, da es keine
automatisierten Verfahren gibt.
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NEISSERIA GONORRHOEAE

Antimikrobielle Resistenz stellt bei NG
ein zunehmendes Problem dar. Sur-
veillance und Monitoring sind drin-
gend erforderlich und werden in
Deutschland vom Robert Koch-Institut
auch durchgefihrt. Aufgrund der oben
genannten Komplexitat findet dies
aber nicht in ausreichendem Malle
statt. Eine Gber Resistenztestung mit-
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tels Anzucht-gesteuerte antibiotische
Therapie ist zeitlich nicht sinnvoll zu
realisieren. Molekulardiagnostische
Methoden kdnnen das Diagnosefens-
ter verkleinern und Kulturprobleme
|6sen, zeigen neben ihren Starken aber
auch - abhangig vom untersuchten
Resistenzmechanismus - Schwachen.
Bei den molekulardiagnostischen
NAAT-Methoden unterscheidet man
Verfahren, die auf spezifischem Nach-
weis von Punktmutationen im bakteri-
ellen Genom basieren von Verfahren
zur Sequenzierung von Genbereichen
oder vollstandigen Genomen.

PUNKTMUTATIONEN

Methodisch am weitesten etabliert ist
die Punktmutationsanalyse der Muta-
tion S91F im gyrA-Gen von NG, welche
Ciprofloxacin-Resistenz vermittelt.
99% aller untersuchten Patienten wr-
den abhangig von dem Ergebnis die-
ser Testung korrekt mit einem Fluor-
chinolon behandelt werden koénnen.®
Die im Rahmen der Surveillance des
Go-Surv-AMR am Robert Koch-Institut
durchgefihrten Untersuchungen zei-
gen eine Rate von Uber 60% Resistenz
gegen Ciprofloxacin, was den Stellen-
wert einer schnellen Testung dieser
einen Punktmutation vermindert. Dem
gegenlber steht die Mdglichkeit einer
oral verfligbaren Therapie und der Ein-
sparung von Ceftriaxon in knapp 40%
der Félle. FUr die bisher noch nicht ver-
flgbaren Topoisomerase ll-Hemmer
Zoliflodacin und Gepotidacin, die in
den Studien Wirksamkeit gegen NG
gezeigt haben, sind die relevanten
Mutationen, die mit einer Resistenz as-
soziiert sind, schon bekannt.5’
Ebenfalls gut beschrieben sind die Mu-
tationen A2059G und C2611T der bak-
teriellen ribosomalen RNA, die stark
mit einer Resistenz gegen Macrolid-
Antibiotika assoziiert sind.® Resistenz

Neisseria Punktmutationsanalyse Fluorchinolone GyrA (Mutation S91F)
gonorrhoeae Macrolide 23S rRNA
Tetrazycline tetM, rpsJ
Sequenzierung/ B-Lactam-Antibiotika  penA, mtrR, porB1b,
Typisierung blaiem, ponAl
Mycoplasma Punktmutationsanalyse Macrolide 23S rRNA
genitalium Fluorchinolone parC
Sequenzierung Tetrazycline 16S rRNA
Chlamydia Sequenzierung Tetrazycline teM, TetC, 23SrRNA
trachomatis Azithromycin 23S rRNA
Fluorchinolone GyrA, parC

Tab. 1 Molekulardiagnostische Methoden zur Resistenztestung

gegen Tetracycline ist assoziiert mit
dem Nachweis des tetM Gens, aber
auch mit der Mutation V57M im rpsJ-
Gen.? Obwohl publizierte Methoden
zum Nachweis vorhanden sind, ist bei
Uber 95% Resistenz gegen Tetracyclin
in Deutschland der Nutzen einer Im-
plementierung der Suche nach diesen
Mutationen fraglich - insbesondere
auch vor dem Hintergrund einer még-
licherweise zunehmenden Tetrazyklin-
Resistenz unter Doxy-P(r)EP°

Resistenz gegen Beta-Lactam Antibio-
tika wird durch verschiedene Gene ver-
mittelt (penA, mtrR, porBib, blatem-
Varianten oder ponAl), die in unter-
schiedlichem AusmaB auch die Emp-
findlichkeit gegen Cephalosporine be-
einflussen. Punktmutationsanalysen flr
die einzelnen Gene sind mdglich, aber
aufgrund der Anzahl ist hier die Analy-
se mittels Sequenzierung inzwischen
effizienter. Mit den entsprechenden Da-
tenbanken kénnen Sequenztypen iden-
tifiziert werden, die entsprechende Re-
sistenzcharakteristiken zeigen. Dies ist
nicht nur mittels Sequenzierung der
kompletten Genome (whole genome
sequencing; bei NG 2.2 Megabasen)
moglich, sondern auch, wie bei NG-
STAR, durch Sequenzierung der ty-
pischen Gene mit den Resistenz-asso-
ziierten Veranderungen.” Eine Sequen-
zierung der kompletten Genome ist nur
aus Reinkulturen mit akzeptablem Auf-

wand moglich. Die Typisierung durch
Sequenzierung einzelner Genbereiche
ist mittels Nanoporen-Sequenzierung
inzwischen mit vertretbarem wirt-
schaftlichem und zeitlichem Aufwand
moglich. Hoch resistente Stamme, wie
der Sequenz-Typ 16406 mit ausge-
pragter Resistenz gegen Ceftriaxon, Ci-
profloxacin, Azithromycin und Doxycy-
clin, die nur noch empfindlich gegen
Ertapenem und vermutlich Aminogly-
koside sind™®, kénnten so innerhalb
weniger Tage identifiziert werden.

MYCOPLASMA GENITALIUM

Die Anzucht von Mycoplasma genita-
lium ist nur in Referenzlaboren még-
lich. Es gibt mittlerweile aber auch,
neben diversen publizierten Metho-
den, mehrere kommerziell verfligbare
Punktmutations-Assays, mit denen
man eine Resistenz gegen Makrolid-
und Fluorchinolon-Antibiotika detek-
tieren kann.* Die Analytik der 23S ri-
bosomalen RNA flr Makrolid-Antibio-
tika liefert zuverlassige Ergebnisse
und die Ubereinstimmung mit dem
klinischen Ansprechen ist sehr gut.
Bei Fluorchinolon-Antibiotika ist da-
gegen der negative pradiktive Wert
deutlich besser als der positive pradik-
tive Wert. So kann trotz Nachweis von
Mutationen im parC-Gen eine Thera-
pie erfolgreich sein.® Mutationen in
der 16S ribosomalen RNA zeigen eine
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Assoziation mit Resistenz gegen
Doxycyclin. Da sich hier bisher keine
einzelne typische Mutation gezeigt hat
(médglicher Kandidat: C1192T) ist die
Sequenzierung des relevanten Gen-
bereichs die Methode der Wahl.
Abhdngig von der untersuchten Popu-
lation (MSM in Berlin >80% Resistenz
gegen Makrolide) ist vor Therapie eine
Resistenzanalytik zu empfehlen. Die
entsprechenden Tests sind verflgbar,
werden aber in Deutschland nur von
wenigen Labore angeboten, da es
keine kostendeckende VerglUtung
durch die Krankenkassen gibt.

CHLAMYDIA TRACHOMATIS

Mittel der Wahl gegen Chlamydia tra-
chomatis ist Doxycyclin. Eine Resis-
tenz gegen dieses Antibiotikum ist
sehr selten und zudem nicht gut ver-
standen. Von einer Resistenz zu unter-
scheiden sind verschiedene CT-Varian-
ten wie die Serovare L1-L3, die als Ver-
ursacher des Lymphogranuloma
venereum eine langere Therapiedauer
benotigen. Sie zeigen in der Zellkultur
keinen hoheren Resistenzgrad als an-
dere Varianten.

Der Nachweis von tet-Genen, die wie
tetM von anderen Bakterien im Geni-
talbereich (z.B. Lactobazillen) horizon-
tal Ubertragen werden, oder wie tetC
von Chlamydia suis'® Ubertragen wird,
spielt bisher keine gréBere Rolle, auch
wenn eine Assoziation mit schlech-
terem Therapieansprechen beschrieben
ist.” Der Nachweis von tetC aus Primar-
material kdnnte stark pradiktiv fir eine
Resistenz sein, dennoch macht der
tetM-Nachweis nur aus Reinkulturen
Sinn, da dieses Gen in vielen anderen
Bakterien der lokalen Flora nachgewie-
sen werden kann. Ferner gibt es auch
Mutationen in der 23S ribosomalen
RNA, die mit einer Resistenz gegen
Doxycyclin, aber vor allem mit einer

Resistenz-Surveillance muss vergiitet werden!

Sexuell Gbertragbare Infektionen nehmen zu. Auch das Risiko von antimikrobiellen
Resistenzen bei sexuell Gbertragbaren Erregern nimmt zu, insbesondere durch
Interventionen, wie Doxy-PEP. Angesichts dieser Entwicklung ist eine entsprechende
Resistenz-Surveillance notwendig. Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis
und Mycoplasma genitalium sind in der klassischen Mikrobiologie allerdings schwie-
rig zu bearbeiten. Sie lassen sich nicht so gut anziichten wie viele andere infektiése
Bakterien. Mittlerweile gibt es aber neue molekulardiagnostische Verfahren, die

sich zum Nachweis von antimikrobieller Resistenz bei diesen sexuell Gbertragbaren
Keimen eignen. Fir die relevanten Antibiotika sind auch Daten zur Interpretation der
Ergebnisse vorhanden. Eine breite Resistenz-Surveillance ware somit moglich. Doch
es scheitert an den Kosten. Trotz Meldepflicht von Resistenzen bzw. von schlecht
ansprechenden LGV-assoziierten CT-Stammen, wird die molekulardiagnostische Re-
sistenztestung weder von Krankenkassen noch von anderen Kostentragern vergltet.
So bleiben in Deutschland aktuell nur Sentinel-Untersuchungen oder verschiedene
Studienprojekte, die einen Einblick in die Epidemiologie geben.

Resistenz gegen Azithromycin assozi-
iert sind. Mutationen im GyrA sowie im
parC-Gen zeigen eine Assoziation mit
Resistenz gegen Fluorchinolone bei
bisher schlechter Datenlage.®

MVZ medizinisches Infektiologiezentrum Berlin
Dr. med. Martin Obermeier

Oudenarder 16 - 13347 Berlin
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