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Vergleich von drei Nukleinsaure Amplifikations-
Methoden zum Nachweis von Chlamydia trachomatis
Infektlonen aus Urinproben |n einer Hochrisiko-Gruppe

Companson of Three Nucleic Acid Ampllflcanon Techniques for the Detection of
Chlamydia trachomat/s Infections from Urine Specimens in a High Risk Group
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Zusammenfassung: Der Nachweis von Chlamydia
trachomatis Genomsequenzen ist seit einigen Jahren
mit Hilfe kommerzieller Testkits, welche auf dem
Prinzip der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) oder
Ligase-Kettenreaktion (LCR) beruhen, moglich. Vor
kurzem wurde ein neues Verfahren, die Transcription
Mediated Amplification (TMA), etabliert. In der vor-
liegenden Studie wurden drei Nukleinsidure Amplifika-
tions-Techniken, die PCR, die LCR und die TMA fiir
den Nachweis von Chlamydia trachomatis aus Urin-
proben miteinander beziiglich Sensitivitit und Spezi-
fitit verglichen und einem Enzym-Immuno-Assay
(EIA) zum C. trachomatis-Antigen-Nachweis aus en-
dozervikalen Abstrichen gegeniibergestellt. PCR, LCR
und TMA zeigten eine vergleichbare Sensitivitit und
Spezifitit. Diskrepante Ergebnisse ergaben sich im
Vergleich mit dem C. trachomatis-Antigen-Nachweis.
In 22 Abstrichen war Chlamydien-Antigen nachzuwei-
sen. Nur bei 12 bzw. 11 der untersuchten Prostituierten
konnten bei positivem zervikalen Abstrich Chlamydia
trachomatis Genomsequenzen im Urin nachgewiesen
werden. Bei 5 bzw. 4 Frauen wurde bei negativem Ab-
strichbefund C. trachomatis DNA bzw. RNA im Urin
gefunden. Um bei Frauen eine hohe diagnostische
Sensitivitdt zu erreichen, .sollten Urin und endozervi-
kale Abstriche untersucht werden, da C. trachomatis
nicht immer in beiden Probematerialien nachweisbar
ist. -
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Summary: Commercial test kits based on the poly-
merase chain reaction (PCR) or ligase chain reaction
(LCR) for the detection of Chlamydia trachomatis ge-
nome sequences in first void urine (FVU) were intro-
duced a few years ago. Recently, transcription media-
ted amplification (TMA) has been established as an
additional detection method. In the present study three
nucleic acid amplification techniques, PCR, LCR and
TMA using FVU samples and C. trachomatis antigen
detection with enzyme immunoassay (EIA) from en-
docervical swabs were compared regarding sensitivity
and specificity. TMA showed a sensitivity comparable
to PCR and LCR. Discrepant results were observed
between nucleic acid amplification techniques on FVU
samples and antigen detection using cervical swabs. C.
trachomatis-antigen was detected in 22 swabs. In 11
and 12 women, antigen could be detected in cervical
swabs without positive result in PCR and LCR or
TMA or FVU, respectively. 5 and 4 FVU gave a posi-
tive result in PCR and LCR or TMA, respectively,

" with negative cervical swab. In order to achieve a high

diagnostic sensitivity in women, both FVU and endo-
cervical swabs should be investigated, since C. tra-
chomatis may not necessarily be detected in both spe-
cimens.

Keywords: Gene-Amplification; Immunoenzyme-
Techniques; Chlamydia-Infections/urine; Reagent-
Kits, -Diagnostic; Urethra/microbiology; Sensitivity
and Specificity.

' Chlamydia trachomatis ist einer der hdufigsten se-

xuell iibertragbaren Erreger in Industrieldndern.
Die klinischen Manifestationen der C. trachomatis-In-

- fektion sind Urethritis und Epididymitis beim Mann

und Zervizitis, Salpingitis und pelvic inflammatory di-
sease (PID) bei der Frau. Eine schwerwiegende Spiit-
folge der chronischen Infektion mit C. trachomatis ist
die Sterilitit durch TubenverschluB. Um die weitere
Ubertragung, Komplikationen und Spitfolgen der uro-
genitalen C. rrachomaris-Infektion zu vermeiden, ist
eine addquate Therapie notwendig. Doxyzyklin, Ma-
krolide und Chinolone (Ofloxacin und Ciprofloxacin)
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haben sich als effektiv erwiesen. Dic Einmal-Therapie
mit Azithromycin verbessert die Compliance der anti-
biotischen Therapie bei Hoch-Risiko-Patienten [1].

Besondere Probleme bei der C. trachomatis-Infekti-
on ergaben sich im Hinblick auf die Labordiagnose.
Die Isolicrung in der Zellkultur ist, obwoh! sie relativ
sensitiv ist, arbeneaufwcndlg. crfordert erfahrenes Per-
sonal und bleibt aul wenige Laboratorien mit der Mog-
lichkeit der Zellkultivierung beschriinkt. Der Nachweis
von Chlamydien-Antigen mit Immunfluoreszenstests
(IFT) oder Enzym-Immunoassays (EIA) erlaubt es,
eine groBc Probenanzahl zu untersuchen, dic Sensiti-
vitiit dieser Methoden ist jedoch beschrinkt. Zudem
kann der EIA falsch positive Ergebnissc liefern [2].
Scrologische Tests wie die Komplementbindungsreak-
tion (KBR), Mikroimmunfluoreszenz (MIF) und EIA
sind trotz spezics- bzw. genusspezifischen Differenzie-
rungsméglichkeiten fiir die Diagnose der C. trachoma-
tis-Infektion nur von begrenztem Wert.

Neuerdings wurde die Labordiagnose der Chlamy-
dien-Infektionen durch die Einfilhrung der Polymera-
se-Ketten-Reaktion (PCR) und der Ligase-Ketten-Re-
aktion (LCR) verbessert. Mehrere Untersuchungen
haben gezeigt, dal DNA-Amplifikations-Techniken
deutlich sensitiver sind als Antigen-Nachweis-Metho-
den [3-9]. Dariiber hinaus erméglichen sie durch den
Nachweis von DNA-Sequenzen in Urinproben eine
nicht-invasive Labordiagnostik und Therapiekontrolle.

In der vorliegenden Studie wurde die Transcription
Mediated Amplifikation (TMA), bei der iiber DNA-
Zwischenprodukte spezifische ribosomale RNA-Se-
quenzen nachgewiesen werden (Gen-Probe® Ampli-
fied Chlamydia trachomatis Assay, Gen-Probe, Inc.,
San Diego, California, USA) mit der PCR (Chlamydia
trachomatis Amplicor, Roche, Branchburg, NJ, USA)
und der LCR (LCx Chlamydia trachomatis assay, Ab-
bott Diagnostics, North Chicago, IL, USA) anhand
eines Kollektives von Urinproben von Prostituierten
(Hochrisiko-Gruppe) verglichen. Weiterhin wurden die
Ergebnisse der Nukleinsdureamplifikationsmethoden
einem Enzymimmunoassay fiir den Antigennachweis
in Cervixabstrichen gegeniibergestellt.

Material und Methoden

Patientenkollektiv

Weibliche Prostituierte, welche routinemiflig vom
Stadtgesundheitsamt Frankfurt am Main untersucht
wurden (n=265).

Probengewmnung
Proben vom ersten Morgenurin (25-40 ml) wurden in
Plastikréhrchen mit SchraubverschluB gesammelt und

Nicht standardisierte Abkiirzungen: AE, Acridinium-Ester; FVU,
first void urine; IFT, Immunﬂuoreszenztest KBR, Komplementbin-
dungsreaktion; LCR, ligase chain reaction; MIF, Mikroimmunfluo-
reszenz; PCR, polymerase chain reaction; PID, pelvic inflamma-
tory disease; TMA transcription mediated amplification.
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maximal 24 h bei 4 °C gelagert (n=265). Am [nstitut
fiir Medizinische Virologie wurden die Proben in drei
gleiche Portionen aufgeteilt und bei ~20 °C tiefgefro-
ren bis sie untersucht wurden. Zusétzlich wurden en-
dozervikale Abstriche entnommen (n=249). Wenn ei-
triges Exsudat vorhanden war, wurde die Entnahme-
stelle mit einem Baumwollstibchen gereinigt bevor
der Testabstrich entnommen wurde.

PCR

Die PCR (Amplicor™ Chlamydia trachomatis Test,
Roche Molecular Systems, Branchburg, NJ, USA)
wurde entsprechend den  Herstellerempfehlungen
durchgefiihrt und interpretiert. Die Ziel-DNA fiir die
PCR ist auf einem kryptischen Plasmid lokalisiert, das
in allen Serovaren von C. trachomatis vorkommt.
Jedes Elementarkérperchen von C. trachomatis besitzt
etwa 10 Kopien des Plasmids. Die Retikularkorper-
chen enthalten gleichfalls wenigstens 10 Kopien, ab-
héngig vom Stadium der Replikation [10].

LCR

Die LCR (LCx Chlamydta trachomatis assay, Abbott
Diagnostics, North Chicago, IL, USA) wurde ebenfalls
entsprechend der Herstellerhinweise durchgefiihrt und
interpretiert. Die Ziel-DNA fiir die LCR befindet sich
wie bei der PCR auf einem kryptischen Plasmid. Die
Detektion des LCR-Amplifikats erfolgte mit dem
LCx-Analysegerit.

Transcription mediated amplification (TMA)
Die TMA (GEN-Probe® Amplified Chlamydia tracho-
matis assay, Gen-Probe Inc. San Diego, California,
USA) amplifiziert ribosomale RNA von C. trachoma-
tis tiber DNA-Zwischenprodukte. Im ersten Schritt der
Amplifikation bindet der Promotor-Primer an die Ziel-
rRNA und wird durch reverse Transkription in cDNA
umgeschrieben. Die RNA wird im Heteroduplex aus
RNA und DNA durch die RNAse H-Aktivitit der Re-
versen Transcriptase (RT) abgebaut. Ein zweiter Pri-
mer bindet an die cDNA und doppelstringige DNA
wird durch die RT synthetisiert. Von jedem DNA-
Strang stellt die RNA-Polymerase 100 bis1000 Kopien
des RNA-Amplifikats her, die wieder in den TMA-Zy-
klus eintreten. Der Nachweis des Amplifikats erfolgt
durch einen Hybridisierung-Schutz-Versuch (HPA).
Acridinium-Ester (AE)-markierte DNA-Sonden wer-
den zu den Proben hinzu gegeben. Der Acridinium-
Ester von nicht-hybridisierten Sonden wird durch ein
selektives Agens hydrolysiert. Die TMA wurde nach
den Empfehlungen des Herstellers durchgefiihrt. Zum
Nachweis von Amplifikaten wurde der Gen-Probe&E
Leader Luminometer verwendet. Proben mit einem
Signal iiber dem cut-off Wert (50, 000 RLU) wurden
als positiv bewertet.

Probenvorbereitung, Amplifikation und Nachweis
wurden in getrennten Laborbereichen durchgefiihrt,
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um Kontaminationen zu vermeiden. Die Tabelle | gibt
einen Uberblick iiber die relevanten Merkmale der
verschiedenen C. trachomatis Nuklemsaure—Amphﬁ-
kations-Methoden.

EIA

Der C. trachomatis-Antigennachweis in zerv1k'\len .

Abstrichen wurde mit dem Micro Trak II Chlamydia
EIA-Kit (Syva, Palo Alto, USA) durchgefiihrt. Micro
Trak II weist typenspezifische Lipopolysaccharidpro-
teine (LPS) von C. trachomatis nach.

Ergebnisse

Aus den Urinproben der weiblichen Prostituierten
konnte mittels PCR in 18 von 265 Proben C. tracho-
matis-DNA amplifiziert werden. 16 Proben wurden
mittels TMA und LCR positiv getestet (Tab. 2). Die

beiden in der LCR negativen und in der PCR positiven
Proben ergaben LCR Indexwerte nahe am cut-off.
Eine TMA negative aber PCR positive Probe war in
der LCR positiv. Eine weitere Probe war ncgativ in der
TMA und LCR, obwohl der zervikale Abstrich dieser
Patientin C. trachomatis-Antigen EIA positiv war.

C. trachomatis-Antigen wurde in 22 endozervikalen
Abstrichen gefunden. Bei Antigen positiven Abstri-
chen wurden mit der PCR bei nur 11 und mit der TMA
bzw. LCR bei 10 Prostituierten positive Urinproben
gefunden. Umgekehrt waren 5, bzw. 4 Urinproben in
der PCR bzw. TMA oder LCR positiv bei Antigen ne-
gativen endozervikalen Abstrichen.

Wurde die PCR als Referenzmethode betrachtet,
ergab sich fiir die TMA eine Sensitivitit, Spezifitit,
positiver und negativer* Vorhersagewert von 88,9%,
100%, 100%, bzw. 99,2%. Im Vergleich zur LCR zeig-
te die TMA eine Sensitivitit, Spezifitdt, positiven und
negativen Vorhersagewert vom 93,8%, 99,6%, 93,8%

Tabelle 1 Ubersicht Uber die verschiedenen C. trachomatis Nukleinsaure-Amplifikations Techniken

ca. 20,- DM
Kosten fur Reagenzien -

Test-Prinzip Transcription mediated amplmcatlon
(TMA)
Test-Bezeichnung ~ Gen-Probe® Amplified Chlamydia
. trachomatis assay, Gen-Prpbe Inc.
Hersteller Gen:Probe Inc., San Diego, CA, USA
Notwendige Heizblécke (42, 60 und 95 °C),
Ausrlstung Multitube-Vortexer und
Luminometer
Nachweissystem =~ Chemolumineszenz (Luminometer) -
Kontaminations- Keine Amperase Nukleinsaure-Inaktivierungs-
Pravention : Reagenz (Kupfer-Phenathro-
lin Komplex)
Test-Zeit 2-25 Std. 4 Std. 4 -5 Std.
Durchschnittliche ca. 20,- DM ca. 20,- DM

Polymerase chain reaction Ligase chain reaction
(PC

Amplicor™ Chlamydia
trachomatis Test

LCx Chlamydia trachomatis
assay

Roche Molecular Systems,
Branchburg, NJ USA

PCR Standardausrﬂstuhg

Abbott Diagnostics,
North Chicago, IL, USA

PCR-Standardausristung
und LCx-Analyzer

ELISA (Photometer) Fluoreszenz

(n=249) Abstrichen von Prostituierten im Vergleich

Tabelle 2 Ergebnisse der TMA, PCR und LCR aus Urinproben (n=265) und Antigennachweis von zervikalen

Test Ergebnisse pos. TMA neg. pos. PeR neg. pos. LCR neg. AgggennaChr\:veegls
™A 22; ' ‘18 2'48 12 24(7) 1? 24&13 }g 223
PCR 22;' | : 18 249 18 243 y H 222
LoR ﬁggs;'. K 248 19 223
hachweis oo %
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bzw. 99.6%. Die Sensitivitit der PCR, LCR und TMA
in Urinproben im Vergleich mit dem EIA in endozer-
vikalen Abstrichen lag bei 50%. 45.4% bezichungs-
weise 45.4%. Im Vergleich zum erweiterten Goldstan-
dard, der aus der Kombination von PCR und Antigen-
nachweis aus endozervikalen Abstrichen besteht, lag
die Scasitivitit, Spezifitit, positiver und negativer Vor-
hersagewert der TMA bei 552%. 100%, 100% bzw.
94,8%. Fiir die PCR und LCR lagen die Ergebnisse bei
62.1%, 100%. 100%, 95,0% bzw. bei 55,2%, 100%,
100% und 94.8%. :

Diskussion

Beim Nachweis von C. trachomatis in Urinproben von
weiblichen Prostituierten zeigt die neuere TMA eine
der PCR und LCR vergleichbare Sensitivitit und Spe-
zifitidt. Nur bei einer Urinprobe ergab sich ein diskre-
pantes Ergebnis im Vergleich zur LCR.

Um eine hohe diagnostische Sensitivitit der Unter-
suchung von Frauen zu erreichen, sollte sowohl Urin
als auch ein endozervikaler Abstrich untersucht wer-
den, da die Infektion nicht immer in beiden Lokalisa-
tionen nachweisbar.ist. So konnte in einer weiteren
Studie mit 314 Probanden gezeigt werden, daf3 von
insgesamt 34 LCR positiv getesteten Proben 9 bzw. 5
nur im Abstrich respektive Urin reaktiv waren (20 Pro-
ben zeigten sich in beiden Untersuchungsmaterialien
positiv) (Rabenau et al., unverdffentlichte Daten).

Diskrepanzen zwischen den Amplifikations-Metho-
den aus Urin und dem Antigennachweis aus endozer-
vikalen Abstrichen wurden in 16 (6.0%) der weibli-
chen Prostituierten beobachtet. Die Zellkultur und der
Antigennachweis mittels EIA werden nach antibioti-
scher Therapie negativ, wihrend die PCR bis zu zwei
Wochen nach Therapiebeginn noch positiv sein kann,
durch den Nachweis persistierender DNA [11]. Es
wurde beobachtet, daB Prostituierte vor Routineunter-
suchungen durch das Gesundheitsamt hiufig eine anti-
biotische Kurztherapie durchfiihren (Leppek et al., un-
verdffentlichte Daten).

In Ubereinstimmung mit Skulinick et al.[12] und
Jensen et al. [13], wurden im Urin weniger Chlamydi-
en-Infektionen als bei der Untersuchung der endozer-
vikalen Abstriche gefunden. Ein Teil der divergenten
Ergebnisse ist moglicherweise der falsch positiven Re-
aktvitdt (Kreuzantigenitit) des Antigennachweises
(EIA) zuzuschreiben. Fiir den Antigentest sind bei der
Verwendung von polyklonalen Antikdrpern falsch po-
sitive Ergebnisse durch Kreuzreaktionen mit E. coli,
B-Streptokokken und Neissereia gonorrhoeae u. a. be-
schrieben [14].

Die Spezifitdt von Antigennachweisen mittels EIA
wurde auf 65-92% bestimmt [2]. Von den 12 EIA po-
sitiven Abstrichen sollten demnach héchstens 1-4 Pro-
ben als moglicherweise falsch positiv betrachtet wer-
den. :

Auf der anderen Seite erscheint es wahrscheinlich,
daB die Anwesenheit von Polymerase oder Transcrip-
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tase-Inhibitoren im Urin zu falsch negativen Ergebnis-
sen bei den Nukleinsdure-Amplifikations-Techniken
fiihrt. Durch Spiken mit C. trachomatis bzw. die Hin-
zunahme cines internen Standards wird die Anwesen-
heit von Inhibitoren im Untersuchungsmaterial er-
kannt.

Inhibitoren der Tag-Polymerase kénnen nach Ein-
fricren oder Aufkochen der Proben inaktiviert oder
durch Zentrifugation konzentriert werden [15, 16].
Weitere Methoden wie die Verdiinnung der Urinproben
wurden zur Inaktivierung der Inhibitoren vorgeschla-
gen [9).

Die PCR erscheint unter bestimmten Bedingungen
relativ unsensitiv. In einer Studie von Miettinen et al.
[17] war die Nukleinsduré-Hybridisierung (PACE 2,
Gen-Probe) sensitiver als die PCR (Amplicor). Die
derzeit im internationalen Handel erhiltlichen Nukle-
insdure-Amplifikations-Verfahren sollten noch verbes-
sert werden, bevor sie als zuverlidssige Methode zum
Screening von C. trachomatis in Urinproben einge-
setzt werden.

Von entscheidender Bedeutung fiir die Einfiihrung
von Nukleinsdure-Amplifikations-Verfahren in die La-
bordiagnostik sind ihre Anwendbarkeit unter Routine-
bedingungen, Kosten fiir Reagenzien und die Emp-
findlichkeit gegeniiber Kontaminationen (Tab. 1). Die
Probenaufbereitung ist bei allen drei Verfahren schnell
und einfach durchzufiihren. Die nétigen Vorherei-
tungsschritte sind bei der PCR und LCR auf ein Mini-
mum reduziert. Die TMA hat mit 75 min die kiirzeste
Amplifikationszeit. Die PCR und LCR benétigen
beide 120 min zur Amplifikation. Der Nachweis von
Amplifikaten ist bei der LCR vollautomatisiert und
kann auch fiir die PCR mit dem Cobas Core Gerit
(Amplicor) automatisiert werden. Obwohl der Nach-
weis von TMA-Amplifikaten manuell durchgefiihrt
wird, werden fiir die fiinf Reaktionsschritte bis zum
Ergebnis nur 30 min benétigt. Die insgesamt benotig-
te Zeit betragt fir TMA 2 Std. bis 2 Std. 30 min, fiir
die PCR 4 Std. und fiir die LCR 4-5 Std.. Die Kosten
fiir die Reagenzien liegen bei allen drei Methoden im
selben Bereich.

Bei den Nukleinsdure-Ampflifikationstechniken be-
steht prinzipiell das Risiko einer Kontamination mit
DNA- oder RNA-Amplifikaten. Bei der Amplicor C.
trachomatis PCR konnen Kontaminationen durch Am-
pErase® (Uracil N-Glycolase, UNG), welche selektiv
vor der Amplifikationsreaktion die in Amplifikate inte-

" grierte dUTPs hydrolysiert, eliminiert werden. Um

LCR-Kontaminationen vorzubeugen, werden Amplifi-
kate durch ein Nukleinsdure inaktivierendes Reagenz
(Kupfer-Phenanthrolin-Komplex), welches automa-
tisch nach der Auswertung im LCx-Analysegerit zu-
gegeben wird, zerstort. Fiir die TMA ist kein Inakti-
vierungsverfahren der Amplifikate vorgesehen. Da die
TMA-Amplifikation in offenen Rohrchen mit einer
Olschicht durchgefiihrt wird, ist das Kontaminationsri-
siko erheblich hoher als bei der PCR und LCR, ande-
rerseits sind RNA-Amplifikate weniger stabil als
DNA-Amplifikate. Das Risiko der Kontamination ist
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bei der LCR am niedrigsten, da dieselben Reaktions-
gefifle fir Amplifikation und Detektion verwendet
werden und wihrend des gesamten Vorgangs geschlos-
sen bleiben. Um Kontaminationen bei allen drei Ver-
" fahren zu vermeiden, miissen die allgemeine Empfeh-
.lungen, z. B. ,,good laboratory practice* und die rdum-
liche Trennung der einzelnen Teilschritte bei der
Durchfithrung beachtet werden.
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