Epidemiologisches Bulletin ‘ 11| 2021 ‘

18. Marz 2021

Schnelle Resistenzvorhersage gegeniiber TB-Medikamenten
der Standard- und Nicht-Standardtherapie:
Methodenevaluation zur gezielten Genomsequenzierung

aus klinischem Primirmaterial

Das Auftreten von multi- (MDR) und extensiv- (XDR)
resistenten Mycobacterium tuberculosis Komplex
(MTBK) Stimmen (Definition s. Infobox rechts) stellt
weltweit eine zunehmende Herausforderung fiir die
Kontrolle der Tuberkulose (IB) dar.' Um fiir TB-
PatientenInnen, die mit diesen Stimmen infiziert
sind, moglichst schnell eine effektive Therapie be-
ginnen zu konnen, ist eine umfangreiche Empfind-
lichkeitstestung essenziell.? Eine phinotypische, kul-
turbasierte Empfindlichkeitstestung (engl.: pheno-
typic drug susceptibility testing, pDST) benétigt aller-
dings bis zu sechs Wochen.? Zudem ist die Testung
fiir bestimmte Antituberkulotika bisher nicht ausrei-
chend standardisiert.* Molekularbiologische Verfah-
ren zur Testung der Medikamenten-Empfindlichkeit
(engl.: molecular drug susceptibility testing mDST),
wie der GeneXpert MTB/RIF (Cepheid) oder der
MTBDRplus/sl Streifenhybridisierungstest (engl.:
line probe assays, LPA, Hain Lifesciences) kénnen
zwar direkt aus dem primiren Probenmaterial
durchgefiihrt werden, decken aber nur eine geringe
Anzahl von Resistenzmutationen ab.’

Im Gegensatz dazu ist es mittels Gesamtgenom-
sequenzierung (engl.: whole genome sequencing,
WGS) moglich, annihernd das komplette Resistom
(alle in einem Stamm vorliegenden Resistenzmar-
ker) eines Tuberkulosebakterien-Stamms zu bestim-
men.” Allerdings ist die WGS-Analyse direkt aus
dem Probenmaterial ohne vorherige kulturelle
Anreicherung wegen der sehr geringen Mengen an
Mykobakterien-DNA noch nicht unter Routine-
bedingungen umsetzbar.?

Um diese Hiirde zu nehmen wurde eine Methodik
entwickelt, welche die Vorteile der Polymeraseket-
tenreaktion (PCR, Anreicherung von Erreger-DNA)
und des Next Generation Sequencing (NGS, sequenz-
basierte Mutationsanalyse) zum sogenannten
targeted NGS (tNGS) kombiniert. Hierzu werden zu-

Update zur Definition von TB-Resistenztypen®

MDR-TB

TB hervorgerufen durch einen MTBK-Stamm,
der resistent gegen die zwei wirksamsten
Medikamente Isoniazid und Rifampicin ist.

Pre-XDR-TB

TB hervorgerufen durch einen MTBK-Stamm,
der MDR ist und zusitzlich gegen ein Fluoro-
chinolon* resistent ist.

XDR-TB

TB hervorgerufen durch einen MTBK-Stamm,
der MDR ist und zusitzlich weitere Resistenzen
gegeniiber einem Fluorochinolon aufweist, sowie
gegen mindestens ein weiteres Medikament der
Gruppe A nach WHO.**

* Zu den von der WHO zurzeit empfohlenen
Fluorochinolonen zur Verwendung sowohl bei
der Standardtherapie als auch bei lingeren
Therapieregimen gehéren Levofloxacin und
Moxifloxacin.

Zu der Medikamentengruppe A nach WHO
gehdren momentan Levofloxacin, Moxifloxacin,
Bedaquilin und Linezolid. Bei einer XDR-TB liegt
demnach eine MDR, sowie eine Resistenz gegen-
tber einem Fluorochinolon und mindestens ge-
genUber Bedaquilin oder Linezolid (oder beiden)
vor. Die Zuordnung zur Medikamentengruppe A
kann sich zukiinftig andern, mit Nennung der
Gruppe A bleibt die Definition jedoch bestehen.

*%

nichst resistenzvermittelnde Regionen aus dem

tiplex-PCR aus Probenmaterial amplifiziert und die
PCR-Produkte (Amplifikate) anschliefRend auf einer
de deckt, je nach Verfahren, eine unterschiedliche
Anzahl Resistenz-assoziierter genomischer Regio-
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Antibiotikum ABK. | Markteinfilhrung | Wirkungsweise Wirkungsort Resistenzgene | Beteiligte Proteine
5 i katG Katalase-Peroxidase
Isoniazid INH 1952 bakterizid Fettsa”’ﬁlt"“);”these
(Zellwand) inhA Enoyl-ACP-Reduktase
. . bakterizid, RNS-Polymerase B-Untereinheit der RNS-
RIEETIEG RMP 1966 sterilisierend (Transkription) rpoB Polymerase
Pyrazinamid PZA 1952 balfifeﬂmd, trans-Translation pncA Pyrazinamidase
sterilisierend
Ethambutol EMB 1961 bakteriostatisch Stoffwechsel embB Arabinosyltransferasen
rrs ;
Streptomycin SM 1944 bakterizid Proteinbiosynthese 165 rRNS el
rpsL Protein S12
Fluorochinolone i yrA Gyrase Untereinheit A
FQ 1963 bakterizid T°p°'°g'|e E.elr £
(LFX, MOX, OFX, u.a.) DNS-Molekile gyrB Gyrase Untereinheit B
rrl ribosomale 50S Untereinheit
Linezolid LZD 2001 bakteriostatisch | Proteinbiosynthese
rplC Ribosomales Protein S50
Rv0678 Efflux pump regulator
Bedaquilin BDQ 2012 bakteriostatisch | Energiestoffwechsel
atpE ATP-Synthese
Amikacin AMK 1957 bakterizid Proteinbiosynthese rrs rRNS Synthese
eis N-acetyltransferase
Kanamycin KAN 1957 bakterizid Proteinbiosynthese
rrs rRNS Synthese
rrs rRNS Synthese
Capreomycin CPM 1960 bakterizid Proteinbiosynthese
tlyA Methyltransferase
5 i inhA Enoyl-ACP-Reduktase
Ethionamid ETH 1956 e T R 4
(Zellwand) ethA monooxygenase
Clofazimin CFz 1957 bakteriostatisch Membran Lipide Rv0678 Efflux pump regulator

Tab. 1| Gingige Antibiotika zur Behandlung der TB, ihre Wirkweisen und wichtigsten Resistenzmechanismen.
Abkiirzungen: LFX — Levofloxacin; MOX — Moxifloxacin; OFX — Ofloxacin

noms, z.B. fiir eine Speziesidentifikation (Erreger
des MTBK, nicht-tuberkulése Mykobakterien) und
auch fiir eine Genotypisierung (im Sinne eines Fin-
gerabdrucks) von MTBK-Stimmen, umfassen. Ein
weiterer Vorteil der tNGS-Methodik liegt in der Mog-
lichkeit, neben schon bekannten Mutationen auch

neue Mutationen zu identifizieren, die bis jetzt noch
nicht als Resistenz-vermittelnd beschrieben worden
sind. Auf diese Weise konnen neue Resistenzmecha-
nismen gefunden werden und die Mutationen wei-
ter validiert und in entsprechende Datenbanken in-
tegriert werden. Dies ist besonders wichtig bei neu-
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DNA Extraktion aus Multiplex Tiefensequenzierung der Cloud-basierte Visualisierung
klinischem Material PCR Zielregionen Analyse Report

Abb. 1 | Grundlegende Schritte des tNGS Verfahrens. Zuerst wird die DNA aus dem Probenmaterial extrahiert.
Im néchsten Schritt werden mittels gezielter Vervielfiltigung die zu analysierenden Zielregionen der TB-DNA angereichert.
Diese Amplifikate werden im Anschluss mittels NGS sequenziert und mit Hilfe einer Analysesoftware prozessiert und visualisiert.

NGS — Next-Generation Sequencing; PCR- Polymerasekettenreaktion; tNGS — zielgerichtete Sequenzierung spezifischer

Genomregionen
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eren Medikamenten wie Bedaquilin (BDQ), da hier
noch nicht alle Resistenzmechanismen bekannt sind
und man schnell auf Neuentwicklungen reagieren
muss.

In der hier vorgestellten Arbeit® wurde die erste kom-
merziell verfiigbare tNGS-Produktlésung fiir den
Einsatz von tNGS in der TB-Diagnostik, der
Deeplex®-MycTB Assay (Genoscreen, Lille, Frank-
reich), sowohl fiir die Analyse von DNA aus MTBK-
Kulturen, als auch fiir die Analyse von DNA aus
primirem PatientInnen-Probenmaterial evaluiert.
Dazu wurde DNA von 8t MTBK-Kulturen und 50 kli-
nischen Proben, die zwischen Januar und Dezember
2018 am Nationalen Referenzzentrum (NRZ) fiir
Mykobakterien eingegangen sind, verwendet. Die
tNGS-Ergebnisse wurden mit Ergebnissen von WGS,
pDST und/oder den MTBDRplus/sl LPAs verglichen.

Die tNGS PCR-Amplifikate wurden auf Illumina
MiniSeq oder Illumina NextSeq 500 NGS-Instru-
menten sequenziert. Die NGS-Daten wurden dann
mittels einer standardisierten Bioinformatik-Pipe-
line, die als Cloud-Service auf einer Website zur Ver-
fiigung steht, analysiert. Die Analyse der zur Evalua-
tion verwendeten Sequenzen der Gesamtgenome
der MTBK-Stimme erfolgte ebenfalls mit einem in
Borstel entwickelten, standardisierten Workflow zur
Gesamtgenomanalyse.™

Fur die aus den angezogenen MTBK-Stimmen
extrahierte DNA wurden mittels tNGS insgesamt
466 Varianten in den 18 Resistenz-assoziierten Re-
gionen detektiert, von denen 464 durch die WGS
bestitigt werden konnten. Von diesen Varianten
wurden 100 (tINGS) beziehungsweise 98 (WGS) als
Resistenz-vermittelnd identifiziert. Die Ubereinstim-
mung der Ergebnisse beider Verfahren (tNGS und
WGS) liegt somit bei 99,6% fiir die Variantendetek-
tion und bei 98% fiir die Detektion von Resistenz-
mutationen. Bei den zwei diskrepanten Ergebnissen
handelte es sich um zwei Resistenzmutationen in
rpoB und embB, die mittels tNGS in niedrigeren Fre-
quenzen von 6,8% und 4,9% detektiert wurden.

Fiir 39 der 50 klinischen Proben konnte mittels
tNGS eine komplette Resistenzvorhersage erstellt

tiven Proben konnte eine komplette Resistenzvor-

hersage fur fiinf der sieben (71,4 %) mikroskopisch
schwach positiven (Mikroskopieergebnis ,+/—“) und
zwel der neun (22,2 %) mikroskopisch negativen
Proben erstellt werden.

Insgesamt wurden in den klinischen Proben 45 Re-
sistenzmutationen detektiert. Von diesen Varianten
waren 2.6 sogenannte ,fixierte Varianten“ (Anteil in
der analysierten Probe > 977 %), bei funf lag der ge-
schitzte Anteil in der Probe zwischen 50 und 97 %
und 14 waren niederfrequente Mutationen (Anteil in
der Probe < 50 %).

Fir Genomregionen, die auch von den routine-
miRig durchgefiihrten MTBDRplus/sl LPAs abge-
deckt werden, wurden insgesamt 16 fixierte Resis-
tenzmutationen mittels tNGS detektiert, welche alle
durch die LPA-Testung bestitigt wurden. Allerdings
wurden sechs niederfrequente Mutationen mit Fre-
quenzen zwischen 5,5 und 28 % mittels tNGS detek-
tiert, die mit dem LPA nicht detektiert wurden, ob-
wohl laut vorheriger Versffentlichungen das Detek-
tionslimit des LPAs bei =5 % liegt.”

Im Vergleich zur pDST konnte fiir die Standard-
medikamente eine Ubereinstimmung von 94,9 %
fur Isoniazid (INH) und 97,4 % fur Rifampicin
(RIF), Pyrazinamid (PZA) und Ethambutol (EMB)
der Nicht-Standardtherapie wurde eine Uberein-
stimmung von 66,7 % fiir Fluorochinolone (FQ),
von 75 % fiir Prothionamid (PTH) und von 100 %
fiir Aminoglykoside, Linezolid (LZD) und Bedaqui-

Unterschiede des tNGS im Vergleich zum pDST
konnten bei Mutationen beobachtet werden, die fiir
ein niedriges Resistenzniveau bekannt sind. Hier
sind die pDST Methoden weniger zuverldssig und
zeigen hiufig variable Ergebnisse. Auflerdem konn-
te bei einer phianotypisch INH-resistenten Probe
und zwei PTH/ETH-resistenten Proben keine be-
kannte Resistenz-vermittelnde Variante detektiert
werden. Bei einer Probe wurde die seltene embB
G406S Mutation detektiert, welche mit einer
EMB-Resistenz assoziiert ist, wihrend die Probe
mittels pDST empfindlich gegeniiber EMB getestet
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Methode tNGS pDST LPA
Medikament Genlokus R R (niederfrequente S R S Ubereinstimmung R S Ubereinstimmung
Mutation)
RIF rpoB 8 0 31 | 7| 320 | 3839 (97,4%) 8o | 37 39/39 (100%)
INH katG/fabG1/ | 6 2 31 | 8 | 312 | 37/392(94,9%) 4" | 34 | 37/38 (97,4%) (katG)
ahpC/inhA 3 | 34 | 37/37 (100%) (inhA)
PZA pncA 4 1 34 | 4 | 35 | 38/39° (97,4%) = = =
EMB embB 4 0 35 3¢ | 36 38/39*(97,4 %) 1 2 3/3 (100 %)
SM gidB/rpsL/rrs 5 2 32 | nd nd nd - - -
FQ gyrA/gyrB 0 4 35 | 05 | 12 8/125 (66,7 %) 0% | 39 | 35/39 (89,7%) (gyrA)
0 39 | 39/39 (100%) (gyrB)
ETH/ PTH inhAffabG1/ | 3 0 36 | 55 | 3¢ 6/87 (75,0%) 3 | 34 37/37 (100 %)
inhA
KAN only eis 1 0 38 | 0| 4 4/43 (100%) - | - =
KAN rrs 1 0 8 | 18| 7 8/8% (100%) 1 | 38 39/39 (100 %)
AMI
CAP
CAP only tlyA 0 0 39 5 5/5° (100 %) - - -
LZD 1pIC/rrl 0 0 39 2 2/2 (100%) = = =
BDQ CFZ Rv0678 0 0 39 2 2/2 (100%) = = =

Tab. 2 | Ergebnisse des targeted NGS fiir 39 klinische Proben im Vergleich zur phanotypischen Testung und zu den Ergebnissen der MTBDRplus

und MTBDRs/ Streifenhybridisierungstests.

tNGS, targeted next generation sequencing; pDST, phenotypic drug susceptiblity testing (phinotypische Empfindlichkeitspriifung; LPA, line probe assay
(Streifenhybridisierungstest); RIF, Rifampicin; INH, Isoniazid; PZA, Pyrazinamid; EMB, Ethambutol; SM, Streptomycin; FQ, Fluorochinolone;
ETH, Ethionamid; PTH, Prothionamid; KAN, Kanamycin; AMI, Amikacin; CAP, Capreomycin; LZD, Linezolid; BDQ, Bedaquilin; CFZ, Clofazimin;
R, Anzahl resistenter Proben; S, Anzahl sensibler, empfindlicher Proben; nd, nicht durchgefiihrt; Testung fiir Medikamente der Nicht-Standard-
therapie wurde nur fiir MDR Fille durchgefiihrt. pDST wurde mit dem BACTEC MGIT960 System durchgefiihrt.

1 Eine Probe mit der umstrittenen Resistenzmutation rpoB H445D (99,7%) wurde mittels pDST RIF S getestet.” | 2 Eine Probe, in der keine
Mutation detektiert werden konnte, wurde mittels pDST INH R getestet; eine Probe mit einer niederfrequenten Mutation katG S315G (5,5%),
die ein geringes INH Resistenzniveau hat, wurde mittels pDST INH S getestet.™ | 3 Eine Probe mit niederfrequenter PZA Resistenzmutation
pncA QT0P (10,6%) wurde mittels pDST PZA S getestet. | 4 Eine Probe mit der Resistenz-assoziierten Mutation embB G406S (99,7%) wurde
mittels pDST EMB S getestet. | 5 Vier Proben mit der niederfrequenten Mutation gyrA A90V (10,5%, 19,3%, 25,9%, 28%), die eine geringes
Moxifloxacin Resistenzniveau vermittelt, wurden mittels pDST Moxifloxacin S getestet;' acht Proben ohne Mutation wurden korrekterweise
mittels pDST FQ S getestet. | 6 Zwei Proben ohne Resistenz-assoziierte Mutation wurden mittels pDST PTH R getestet; drei weitere Proben
mit solchen Mutationen und drei ohne wurden allerdings tibereinstimmend PTH R beziehungsweise PTH S mittels pDST getestet.

| 7 Vier Proben ohne Mutationen wurden mittels pDST ebenfalls KAN S getestet; die Probe mit einer KAN Resistenzmutation wurde nicht
getestet. | 8 Eine Probe mit Resistenz-assoziierter Mutation und sieben ohne so eine Mutation wurden mittels pDST iibereinstimmend als
KAN, AMI und/oder CAP R beziehungsweise S getestet. | 9 Fiinf Proben ohne CAP Resistenzmutation wurden iibereinstimmend mittels pDST
als CAP S getestet. | 10 rpoB S450L (27,8%; in Kombination mit rpoB H445D bei 75,3% in derselben Probe) wurde mittels Hain MTBDRplus nicht
detektiert. | 11 katG S315G (5,5%) wurde mittels Hain MTBDRplus nicht detektiert. | 12 Niederfrequente gyrA A0V Varianten (10,5 %, 19,3 %,
25,9 % in Kombination mit einer niederfrequenten gyrA D94G Variante mit 8,3% in derselben Probe, 28%) wurden mittels Hain MTBDRs/ nicht

detektiert.

Die groflere Analysebandbreite, die auch Antibio-
tikaresistenz-assoziierte Zielregionen fiir alle Medi-
kamente der Weltgesundheitsorganisation-(WHO-)
Gruppen A und B und zusitzlich gréfere Gen-
abschnitte fiir rpoB, katG, embB und rrs abdeckt,
stellt einen wesentlichen Vorteil von tNGS gegen-
uber herkémmlichen mDST-Verfahren dar. Ein gu-
tes Beispiel dafiir ist eine kiirzlich erschiene Studie
aus Siidafrika, bei der ein Ausbruchsklon mit einer
RIF-Resistenz-vermittelnden Mutation entdeckt
wurde (rpoB 1491F). Diese Mutation liegt auerhalb
der iiblichen Resistenz-vermittelnden Region und
wurde von den herkémmlichen mDST-Verfahren
daher nicht detektiert.® AuRerdem bietet tNGS die

einzige Moglichkeit fiir wichtige Medikamente der
MDR-TB-Therapie, wie BDQ oder Clofazimin
(CFZ), eine schnelle molekularbiologische Resis-
tenzvorhersage aus Primirmaterial zu erstellen.’

Zusammenfassend zeigen unsere Ergebnisse, dass
tNGS ein robustes Verfahren zur schnellen Resis-
tenztestung in der TB-Diagnostik darstellt und das
Potenzial hat, Resistenzen fiir einen grof3en Teil der
Proben zuverlissig vorherzusagen. Besonders wenn
der Assay direkt fiir die Untersuchung von klini-
schem Primarmaterial, z. B. von mikroskopisch po-
sitivem Sputum, eingesetzt wird, kann die Zeit bis
zum Vorliegen eines umfassenden Resistenzprofils
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vor allem bei MDR- und XDR-MTBK-Stimmen
deutlich verkiirzt werden. Die breite Abdeckung von
Resistenzgenen auch fiir wichtige MDR-TB-Medika-
mente wie BDQ und LZD sowie die Moglichkeit,
resistente Erregersubpopulationen bis zu einem
Anteil von 3% der Gesamtpopulation nachzuwei-
sen, sind wichtige Vorteile von tNGS im Vergleich
zu anderen mDST-Verfahren.”

Zurzeit werden mehrere Studien zur Durchfiihr-
barkeit von tNGS in der deutschen Routinediagnos-
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