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1. Einleitung

1.1 Epidemiologie von Pilzinfektionen

Invasive Pilzinfektionen nehmen in alarmierendem Umfang zu und besitzen daher in
vielen Bereichen der Medizin eine nicht zu unterschitzende Bedeutung. Dieser Anstieg ist
direkt auf eine steigende Anzahl von Patienten mit Immunsuppression zuriickzufiihren. In
diesem Zusammenhang sind Anderungen bei Behandlungsstrategien wie der vermehrte
Einsatz intensiver Chemotherapien und immunsupprimierender Medikamente zu nennen.
Ebenso haben Krankheiten, die eine Immunsuppression bedingen, erheblich zu diesem
Problem beigetragen, man denke hierbei in erster Linie an AIDS (21).

Im Rahmen der Pilzinfektionen unterscheidet man zwischen oberflachlichen bzw.
subkutanen und systemischen Pilzinfektionen. Oberflachliche bzw. subkutane
Pilzinfektionen betreffen Millionen Menschen weltweit, sind jedoch nur in den seltensten
Féllen lebensbedrohlich und kénnen meist einfach diagnostiziert und behandelt werden.
Giénzlich anders verhélt es sich mit den systemischen Pilzinfektionen. Sie konnen
lebensbedrohlich sein, zeichnen sich durch eine hohe Morbiditdt und Mortalitdt aus und
werden zum iiberwiegenden Teil durch opportunistische Erreger hervorgerufen. Dabei
sind an erster Stelle Candida albicans und Aspergillus Spezies zu nennen, aber auch
andere Pilze wie non-albicans Candida Spezies spielen eine immer groBBere Rolle.

Wertet man hierzu Studien aus, die an US-amerikanischen Krankenhdusern durchgefiihrt
wurden, so zeigt sich die Zunahme der Pilzinfektionen allgemein besonders deutlich (21).
Zwischen 1980 und 1990 stieg die Zahl der in Krankenhdusern erworbenen
Pilzinfektionen von 2,0 auf 3,8 Infektionen pro 1000 Patienten (21). Eine kleinere Studie
an einem taiwanesischen Krankenhaus verzeichnete einen Anstieg von 0,9 auf 6,6
Infektionen pro 1000 Patienten in den Jahren 1981 bis 1993 (21).

Nun sind in diesem Zusammenhang Patientengruppen mit erhohtem Risiko fiir
Pilzinfektionen genauer zu betrachten. Patienten mit hdmatologischen Erkrankungen
gehdren zu oben genannten Patientengruppen, da es hier oftmals zu einer lingeren Phase
der Neutropenie kommt, entweder durch die Krankheit selbst oder durch die Behandlung
verursacht. So wurde bei 20 bis 50 % der Patienten, die an einer hdmatologischen
Erkrankung verstorben waren, eine invasive Pilzinfektionen nachgewiesen (21). Eine
retrospektive Studie beschreibt die Mortalitdt bestimmter Pilzinfektionen bei Patienten

nach Knochenmarktransplantation und findet einen Wert von 73 % fiir Infektionen mit
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Candida Spezies und 84 % fiir Infektionen mit Aspergillus Spezies. Diese Werte waren
sogar noch hoher bei Patienten, die Infektionen sowohl mit Candida Spezies als auch mit
Aspergillus Spezies aufwiesen (21).

Des weiteren sind Patienten nach Organtransplantation vermehrt empfindlich gegeniiber
systemischen Pilzinfektionen, da sie immunsupprimierende Medikamente zur
Verringerung des Abstofungsrisikos erhalten. Solche Infektionen treten bei 5 bis 45 %
aller Patienten nach Organtransplantation auf und sind ein Hauptgrund fiir Morbiditit und
Mortalitét bei dieser Patientengruppe (21).

Auch Patienten mit Verbrennungen haben ein erhohtes Risiko fiir eine generalisierte
Pilzinfektionen; der verbrannte Hautbereich wird hiufig von opportunistischen Pilzen, vor
allem Candida Spezies, besiedelt. Da in diesen Féllen meist zusdtzlich eine
Immunsuppression vorliegt, ist der Ubergang in eine systemische Erkrankung méglich
(21).

Eine  andere  groBe  Patientengruppe  sind  Patienten nach  allogener
Knochenmarktransplantation (KMT). Meist liegt in diesem Zusammenhang entweder eine
Leukdmie, ein Non-Hodgkin-Lymphom, ein M. Hodgkin, ein myelodysplastisches
Syndrom oder ein Plasmozytom als Grunderkrankung vor. Hier besteht zusétzlich in 15-
25% der Fille das Risiko einer akuten Graft-versus-Host Disease (GvHD), in 30 % der
Félle das Risiko einer chronischen GvHD. Das natiirliche Abwehrsystem kann auf diesem
Wege stark geschwicht werden, und eine Erhéhung der immunsuppressiven Therapie
wird normalerweise notwendig. In einer Studie betrug die Inzidenz invasiver
Aspergillosen bei Patienten nach allogener KMT 5 bis 15 % (6, 15, 31, 51, 64, 78).
Insbesondere wurde bei diesen Patienten eine auferordentlich hohe Mortalitdt der
invasiven Aspergillosen gefunden, sie lag bei 80 bis 90 % (14).

Unbedingt zu erwéhnen sind Patienten mit erworbener Immunschwéchekrankheit (AIDS).
Aufgrund des hohen Grades an Immunsuppression bei dieser Patientengruppe koénnen
Pilzinfektionen hier ungewohnlich virulent ausfallen und iiber einen ldngeren Zeitraum
persistieren. Zwischen 60 und 90 % der Patienten mit fortgeschrittener AIDS-Erkrankung
entwickeln zumindest eine Pilzinfektion im Verlauf der Erkrankung (21). Am héufigsten
sind dabei Infektionen mit Candida Spezies, Cryptococcus Spezies und, etwas weniger
hdufig, Aspergillus Spezies (21). In einigen geographischen Regionen sind noch andere
Pilz Spezies wichtig, z.B. Penicillium Spezies und Histoplasma Spezies (21).

Weiterhin mufl auf Patienten mit zystischer Fibrose eingegangen werden. Bei dieser

erblichen Stoffwechselstorung besteht eine vermehrte Produktion und erhdhte Viskositit



vor allem des Bronchialsekrets. Hierdurch kommt es zu schwerwiegenden
Komplikationen im Bereich der Atemwege, das zédhe Sekret verbleibt zu einem grof3en
Teil im Bronchialsystem und bildet einen idealen Ndhrboden fiir verschiedene Pilz
Spezies. In den Jahren 1982 bis 1987 wurde im Rahmen einer Studie an 62 Patienten mit
zystischer Fibrose eine Autopsie durchgefiihrt. Als Ergebnis wurde bei 21 % dieser
Patienten eine Besiedlung mit Pilz Spezies gefunden, entweder war der Respirationstrakt
betroffen oder es handelte sich um eine anderweitig lokalisierte Infektion. Nur drei
Patienten wiesen eine systemische Pilzinfektion auf. Die Spezies konnten als Aspergillus
Spezies, Candida Spezies und Histoplasma capsulatum identifiziert werden (21).
Patienten mit septischer Granulomatose, einer angeborenen Abnormalitét der neutrophilen
Granulozyten, sind ebenfalls pridisponiert fiir systemische Pilzinfektionen, da diese
Granulozyten bei der Abwehr von Pilzen eine wichtige Rolle spielen. Im Rahmen einer
Untersuchung bei 245 Patienten mit septischer Granulomatose konnten bei 20 % der Félle
Pilze, einschlieBlich Candida und Aspergillus Spezies, nachgewiesen werden (21).

In diesem Zusammenhang ist darauf hinzuweisen, dal eine geschédigte
Schleimhautbarriere, sei es durch bakterielle oder virale Infektionen, generell das Risiko
fiir Infektionen mit Candida Spezies erhoht. AuBerdem erlaubt der Einsatz bestimmter
Antibiotika, die eine Storung der natiirlichen Bakterienflora verursachen, eine Besiedlung
durch Pilze. Ebenso sind Patienten mit einem hohen Grad an Besiedlung des
Gastrointestinaltraktes bzw. der Mundhohle durch Candida Spezies besonders
empfindlich gegeniiber generalisierten Pilzinfektionen (21).

Immunsupprimierte Patienten konnen sich in ihrer Umgebung, z.B. Krankenzimmer,
Operationssaal, schnell infizieren, wenn allgemeine Sicherheitsvorkehrungen im Hinblick
auf Pilzinfektionen nicht beachtet werden. Zum einen ist die Ubertragung von Candida
Spezies durch die Hédnde von medizinischem Personal eine wichtiger Grund fiir
nosokomiale Infektionen. Handewaschen bzw. —desinfektion sind daher von vitaler
Bedeutung (21). Zum anderen ist Aspergillus eine Pilz Spezies, welche iiber die Luft
verbreitet werden kann; daher ist der Gebrauch von speziellen Filteranlagen in
Ventilationssystemen absolut erforderlich (21).

Die Inzidenz systemischer Pilzinfektionen sollte nach Mdglichkeit genau protokolliert
und iiberwacht werden, um auf epidemiologische Verdanderungen und Trends friihzeitig
aufmerksam zu werden. Die meisten im Krankenhaus erworbenen Pilzinfektionen werden

durch Candida Spezies verursacht (21); Infektionen durch Aspergillus Spezies nehmen



jedoch der Haufigkeit nach zu (21). Im folgenden soll nun auf einzelne Pilz Spezies

genauer eingegangen werden.

Candida

In einer internationalen Studie an Krebspatienten waren Candida Spezies fiir 58 % aller
Pilzinfektionen verantwortlich (21). Unter den héaufigsten Ursachen fiir systemische
Pilzinfektionen finden sich Candida Spezies an vierter Stelle (21). Nosokomiale
Candidiasis kann entweder endogen (durch bestehende Besiedlung der Mundhohle, des
Gastrointestinaltraktes, der Vagina oder der Haut) oder, seltener, exogen (Ansteckung von
anderen Patienten oder medizinischem Personal) erworben sein.

Candida albicans wird am héufigsten nachgewiesen, verursacht diese Spezies doch
zwischen 48 und 60 % aller systemischen Pilzinfektionen (21). Allerdings spielen seit
wenigen Jahren einige non-albicans Candida Spezies wie Candida krusei, Candida
parapsilosis, Candida tropicalis und Candida glabrata eine immer groere Rolle (21). Bei
einer iiber 3,5 Jahre angelegten Untersuchung an vier Krankenhdusern stieg der Anteil der
non-albicans Candidiasis-Félle an allen Candidiasis-Féllen von 40 auf 53 % wihrend der

Untersuchungszeit (21).

Aspergillus

Aspergillus Spezies sind ubiquitdr vorhanden und meist im Erdreich, Wasser und in
verwesenden Pflanzenteilen zu finden. Eine Infektion mit Aspergillus ereignet sich zum
allergrofiten Teil liber den Respirationstrakt und in enger Beziehung zu Baumafinahmen
im Krankenhaus oder kontaminierten Ventilationssystemen (21). Die Zahl der
Aspergillus-Infektionen ist in den letzten Jahren signifikant angestiegen, was mittels einer
Studie an Krebspatienten belegt werden konnte. Hier wurden Aspergillus Spezies bei 30
% aller Pilzinfektionen entdeckt (21). Die Inzidenz von Aspergillus-Infektionen bei
neutropenischen Patienten variiert von Krankenhaus zu Krankenhaus. Eine europdische
Studie an Patienten mit Plasmozytom kam zu dem Ergebnis, dafl 45 % aller Patienten mit
Aspergillose an dieser Infektion verstorben waren (21). In einer anderen Studie konnten
Aspergillus Spezies bei 36 % von Patienten mit Lungenentziindung, die in einer
Knochenmarktransplantations-Einheit lagen, nachgewiesen werden (21).

Eine invasive Aspergillose wird im Regelfall durch Aspergillus fumigatus und, zu einem
geringeren Ausmal}, von Aspergillus niger, Aspergillus flavus und Aspergillus terreus

verursacht.



Cryptococcus

Normalerweise findet eine Cryptococcus-Infektion durch die Inhalation von Cryptococcus
neoformans statt; diese Spezies kommt hauptsichlich in von Tauben- oder
Hiihnerexkrementen kontaminiertem Erdreich vor. Cryptococcus besitzt eine
auBlergewOhnliche Affinitit zum zentralen Nervensystem und ist in diesem
Zusammenhang der Ausldser der sogenannten Cryptococcus-Meningitis. Zudem ist die
Infektion durch Cryptococcus bei HIV-Patienten die Pilzinfektion mit der hdchsten
Mortalitit (21).

Seltene opportunistische Pilz Spezies

Hierbei handelt es sich um einige Spezies, die in den letzten Jahren in Erscheinung
getreten sind, wie z.B. Penicillium marneffei, Fusarium Spezies, Malassezia Spezies,
Trichosporon Spezies, Saccharomyces cerevisiae und Blastoschizomyces capitatus (21).
Als Beispiel sei Stidostasien genannt, wo die Infektion mit Penicillium Spezies derzeit die
drittgroBte Hé&ufigkeit unter den opportunistischen Infektionen bei HIV-Patienten
aufweist. Einige wenige Fille sind dariiber hinaus in westlichen Lindern bekannt
geworden (21).

Pilzinfektionen, welche durch Spezies der Gattung Mucorales hervorgerufen wurden,
finden sich in zunehmendem Mafe bei immunsupprimierten Patienten und konnen mit
dem Vorhandensein eines Diabetes in Verbindung gebracht werden. Zu dieser Gattung
gehdren z.B. Mucor, Absidia und Rhizopus (21). Mucorales-Infektionen sind zumeist in
den oberen und unteren Luftwegen lokalisiert und zeigen klinische Symptome &hnlich

denen einer Aspergillose.

1.2 Diagnose von Pilzinfektionen

Die Diagnose einer systemischen Pilzinfektion ist grundsétzlich schwierig zu stellen, und
viele Infektionen werden erst gesichert, wenn der Patient bereits verstorben ist (21).

Zunichst einmal existiert die Tatsache, daB klinische Symptome wie antibiotikaresistentes
Fieber, trockener Husten oder Abgeschlagenheit unspezifisch sind und denen einer
bakteriellen oder viralen Infektion dhneln konnen. Auch treten diese Symptome in der

Frithphase der Infektion oft nicht auf.



Weiterhin ist der Nachweis des Erregers aus klinischen Proben unzuverldssig, und das
Nachweisverfahren mit vielerlei Problemen behaftet, wie z.B. die Kontamination der
Probe durch ubiquitidr vorhandene Pilz Spezies, was zu falsch-positiven Ergebnissen
fiihren kann (21). In diesem Zusammenhang ist es auch wichtig zu erwdhnen, dal3 zur
Gewinnung von Probenmaterial hiufig ein invasiver Eingriff in Form einer Biopsie oder
dhnlichem notwendig wird. Ein solcher Eingriff ist bei Patienten in kritischem Zustand,
z.B. Knochenmarktransplantierte in Neutro- oder Thrombopenie, nur unter erhdhtem
Risiko oder gar nicht durchfiihrbar. Zusitzlich ist die Diagnose einer invasiven
Pilzinfektion gerade bei neutropenen Patienten oft schwierig zu sichern, da sogar bei
disseminierter Erkrankung die Erregerzahl im Blut meist niedrig ist. Der Nachweis von
Pilzen aus Blutkulturen ist gewohnlich mit einer sehr niedrigen Sensitivitit und Spezifitat
behaftet, serologische Tests, welche Antikdrper gegen Pilzantigene nachweisen, besitzen
den gleichen Nachteil. Dies ist hier zu einem gewissen Teil durch die Immunsuppression
und die dadurch abgeschwichte Immunantwort der Patienten bedingt. Aulerdem wird der
praktische Nutzen solcher serologischer Tests durch die relativ lange Zeitspanne zwischen
dem Eindringen der Erreger in die Blutbahn und der Bildung von Antikdrpern deutlich
eingeschrinkt. Diese Zeitspanne kann bis zu mehreren Tagen betragen und tritt im
iibrigen auch bei immunkompetenten Menschen auf.

Hierbei haben jedoch Studien gezeigt, dal die Prognose des Patienten durch eine
frithzeitige Diagnosestellung im Verlauf einer systemischen Pilzinfektion und, daraus
folgend, eine friihe, zielgerichtete antimykotische Therapie verbessert wird (2, 10, 77).
Als Beispiel seien Fortschritte bei der Diagnose der invasiven Aspergillose der Lunge
genannt. Diese schliefen den vermehrten routineméfBigen Gebrauch von hochauflosender
Computertomographie (CT) (21), der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zum Nachweis
von DNA und RNA und dem ELISA zum Nachweis von zirkulierendem Aspergillus-
Galactomannan, einem Bestandteil der Pilzzellwand, ein (21). Keine dieser
Nachweismethoden kann eine systemische Erkrankung wirklich beweisen, aber ein
positives Ergebnis hat einen hohen priadiktiven Wert in Bezug auf das Vorliegen einer
solchen.

Mehrere positive Ergebnisse aus verschiedenen diagnostischen Tests sind daher am
besten geeignet, eine systemische Pilzinfektion vorherzusagen oder anzuzeigen; meist
bleibt aufgrund des lebensbedrohlichen Zustandes des Patienten nicht geniigend Zeit fiir

eine umfassende Diagnostik.



Es wird folglich eine geeignete Screeningmethode, vor allem fiir Patienten mit einem
Risiko fiir die Entwicklung einer invasiven Pilzinfektion, benétigt. Zu fordern sind ein
hohes Maf} an Sensitivitit, um einen hohen negativen Vorhersagewert zu erhalten. Zudem
sollte flir einen befriedigenden positiven Vorhersagewert die Spezifitit der Methode
ausreichend hoch sein. Nicht minder wichtig wére, wie bereits erwdhnt, eine moglichst
kurze Zeitspanne zwischen Probenentnahme und Testergebnis.

Bleiben wir bei dem Beispiel der invasiven Aspergillose. Diese besitzt, wie bereits
beschrieben, eine duBlerst hohe Mortalitdt. Aus diesem Grund kann hier ein gewisses Maf3
an Ubertherapie und weiterfilhrender Diagnostik in Kauf genommen werden. Hinzu
kommt, dall heutzutage die géngige Praxis der empirischen antimykotischen Behandlung
groftenteils auf Infiltraten im  Rontgenthoraxbild und dem  Vorliegen
antibiotikaresistenten Fiebers beruht. Dies zieht per se eine erhebliche Ubertherapie nach
sich. Weiterhin ist einfach zu gewinnendes Probenmaterial wiinschenswert.

AuBer der hier verwendeten Methode mittels NASBA-Technologie existieren einige
weitere molekularbiologische Tests zum Nachweis von Aspergillus Spezies. Diese
beruhen ebenfalls auf der Technik der Polymerase-Kettenreaktion. Dabei lassen sich zwei
Gruppen voneinander abgrenzen: auf der einen Seite existieren PCR-Techniken, bei
denen universelle Primer zur Amplifikation verwendet werden. So erhdlt man die
Moglichkeit, eine grole Anzahl verschiedener Pilz Spezies zu amplifizieren. Erst beim
Nachweis der Amplifikate wird dann eine Differenzierung durchgefiihrt (26, 29, 34, 63,
74, 79). Die NASBA-Technologie 146t sich auch dieser Gruppe zuordnen, der spezifische
Nachweis von Aspergillus fumigatus-RNA erfolgt hierbei durch eine spezifische
Oligonukleotidsonde.

Andererseits gibt es PCR-Techniken, die mittels spezifischen Primern exklusiv
Aspergillus Spezies amplifizieren (8, 20, 32, 50, 67, 72, 84).

Im folgenden soll nun auf die wichtigsten Nachweismethoden fiir Pilzinfektionen néher

eingegangen werden.

1.2.1 Blutkulturen (BacT/Alert)

BacT/Alert (Organon Teknika Corp., Durham, N.C., USA) ist ein automatisiertes System
zum Nachweis verschiedener Pathogene (hauptsidchlich Bakterien und Pilze) aus
Blutkulturen. Es kommt derzeit im Vergleich zu anderen Systemen am héufigsten zum

Einsatz. Das BacT/Alert-System basiert auf der Detektion von Kohlendioxid durch einen



Farbsensor, welcher auf dem Boden von Blutkulturflaschen angebracht ist. Die
Kohlendioxidkonzentration in der Flasche wird in einem zehnminiitigen Rhythmus
gemessen und mit der anfdnglichen Konzentration verglichen. BacT/Alert kann sowohl
bei aeroben als auch bei anaeroben Blutkulturflaschen angewandt werden und benétigt

fiinf bis zehn ml Blut pro Flasche (60).

1.2.2 Serologische Nachweismethoden

1.2.2.1.  Der Sandwich-ELISA zur Detektion von Aspergillus-Galactomannan

Der Sandwich-ELISA weist Aspergillus-Galactomannan in Korperfliissigkeiten mittels
des monoklonalen IgM-Antikorpers EB-A2 aus der Ratte nach und ist derzeit
kommerziell erhéltlich (Platelia Aspergillus; Sanofi Diagnostics Pasteur, Marnes-La-
Coquette, Frankreich). Galactomannan ist ein Polysaccharid und eine der

Hauptkomponenten der Zellwand von Aspergillus Spezies (76).

1.2.2.2  Der Latex-Agglutinationstest

Diese Untersuchungsmethode ist kommerziell erhiltlich (Pastorex Aspergillus, Sanofi
Diagnostics Pasteur, Marnes-La-Coquette, Frankreich) und arbeitet mit demselben
Antikorper wie der unter 1.2.2.1. beschriebene Sandwich-ELISA. Mittels diesem Test
kann Galactomannan in Korperfliissigkeiten zur Diagnose einer invasiven Aspergillose

nachgewiesen werden (25).

1.2.2.3 Der Nachweis von (1-3)-B-D-Glucan

Man ist heute in der Lage, (1-3)-B-D-Glucan, ein Zellwandbestandteil von Pilzen, im
Plasma von Patienten mit invasiven Pilzinfektionen nachzuweisen. Dies geschieht mit
Hilfe eines Koagulationsenzyms des Pfeilschwanzkrebses (Limulus), dem Faktor G,
welcher hoch sensitiv fiir (1-3)-B-D-Glucan ist. Der Test ist derzeit in automatisierter
Form erhéltlich und besitzt als Grenzwert zur Bestimmung, ob eine Probe als positiv oder

negativ zu betrachten ist, den Wert 20 pg (1-3)-B-D-Glucan/ml Plasma (55).



1.2.3 Molekularbiologische Nachweismethoden: Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion ist die am besten bekannte und am weitesten verbreitete
molekularbiologische Nachweismethode fiir verschiedenste Mikroorganismen, sie kommt
vor allem im Bereich der Pilzdiagnostik hdufig zum Einsatz. Eine PCR funktioniert nach
folgendem Prinzip: zundchst wird doppelstringige DNA thermisch gespalten, so daf3
einzelstringige DNA vorliegt. Daraufhin erfolgt mittels DNA-Polymerasen die
Neusynthese von bestimmten DNA-Abschnitten, die von synthetischen Oligonukleotiden
(sogenannten Primern) eingerahmt sind. Durch die Wahl der Primer konnen die zu
synthetisierenden DNA-Abschnitte festgelegt werden. Nach mehrmaliger Wiederholung
dieses Vorgangs (20-40 Zyklen) konnen, ausgehend von geringen Mengen an DNA (107-
10" g), mittels exponentieller Anreicherung (iiber eine Million Kopien) die DNA-
Abschnitte nachweisbar gemacht werden; hierzu wird die Technik der Elektrophorese
angewandt. Der Zeitaufwand betridgt dabei drei bis vier Stunden. Aulerdem miissen die
Proben wihrend der Durchfiihrung einer PCR groflen und abrupten Temperaturwechseln
ausgesetzt werden, woflir spezialisierte Gerdtschaften bendtigt werden.

Zum Nachweis von RNA-Abschnitten mu3 die RNA zuerst mittels einer RNA-
abhéngigen DNA-Polymerase (Reverse Transkriptase) in DNA umkopiert werden; der
weitere Verlauf gestaltet sich wie oben beschrieben (11).

Die Polymerase-Kettenreaktion wird, wie zu Beginn dieses Kapitels erwéhnt, verbreitet
zur Diagnostik von Pilzinfektionen eingesetzt; aus diesem Grunde soll dieser Bereich hier

naher erlautert werden.

PCR-Methoden mit universellen pilzspezifischen Primern

Diese PCR-Methoden konnen viele verschiedene Pilz Spezies nachweisen. Um eine
ausreichend hohe Sensitivitit zu gewéhrleisten, wéhlt man 1m Pilzgenom
hochkonservierte Regionen bestimmter ribosomaler Multi-Copy-Gene als Zielsequenz.
Damit wird die Sensitivitdt der Methode deutlich erhoht gegeniiber der Amplifikation
eines Gens, das nur in wenigen Kopien vorkommt. Héaufig beschriebene Target-Regionen
sind das 18S rRNA-Gen (29, 34, 74, 79) und das 28S rRNA-Gen (26, 63). Ein Abschnitt
aus dem 18S rRNA-Gen ist auch Target der NASBA-Technologie. 100 bis 300 Kopien

dieses Gens kommen in Pilzzellen vor.



PCR-Methoden mit Aspergillus-spezifischen Primern

Hierbei existieren zwei Varianten von PCR-Methoden: ein Teil amplifiziert mittels
spezifischen Primern ausschlielich Aspergillus fumigatus (20, 67), der andere kann
gleichzeitig die DNA von mehreren Aspergillus Spezies, wie z.B. Aspergillus flavus oder
Aspergillus niger amplifizieren (8, 32, 50, 72, 84).

Das 18S rRNA-Gen (20, 50, 84), ein Fragment aus dem Bereich der 26S/intergen Spacer
Region des rDNA-Komplexes (67), sowie Gene, die fiir alkalische Proteasen kodieren
(72) als auch mitochondriale Gene (8, 32) dienen in diesem Zusammenhang als
Zielsequenz.

Als klinisches Probenmaterial kommen hauptsdachlich Proben aus einer BAL
(bronchoalveoldren Lavage) (8, 20, 32, 50, 67, 72), jedoch auch Sputum, also Material
aus dem Respirationstrakt zum Einsatz (67). Weiterhin werden bei einer PCR-Methode in

diesem Zusammenhang Serumproben verwendet (84, 85).

1.24 NASBA

NASBA ist eine Technologie zur isothermalen, d.h. auf nur einer Temperaturstufe
ablaufenden Amplifikation von RNA-Sequenzen mittels einer bestimmten RNA
Polymerase (44, 46). In einem weiteren Schritt erfolgt daraufhin die Detektion der
amplifizierten RNA-Sequenzen sowie die Ausgabe der Ergebnisse in einem einfachen
und tibersichtlichen Format. Die NASBA-Technologie ist nun dariiber hinaus durch eine
aktuelle Weiterentwicklung (NucliSens EasyQ, BioMerieux) in der Lage, die

Amplifikations- und Detektionsschritte gleichzeitig auszufiihren.

1.3 Therapie und Prophylaxe systemischer Pilzinfektionen

Heutzutage wird neben einer steigenden Anzahl an systemischen Pilzinfektionen eine
immer grofer werdende Vielfalt an infektionsauslosenden Pilz Spezies beobachtet.
Zusitzlich treten Resistenzen gegeniiber verschiedenen auf dem Markt erhéltlichen
Antimykotika auf; dies trifft vor allem auf Hefen, aber auch auf einige Schimmelpilze wie
Fusarium, Scedosporium und manche Aspergillus Spezies zu (18). Infektionen werden
aulerdem immer wieder durch seltene Pilz Spezies verursacht, fiir welche die

Empfindlichkeit in Bezug auf antifungale Medikamente noch gar nicht untersucht wurde.
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Bei immunsupprimierten Patienten kann eine Infektion selbst mit empfindlichen Pilzen
zum Tode fiihren.

Im Hinblick auf diese schwierige Situation gibt es nur einige wenige antifungale
Substanzen. Auch zeigen alle diese Substanzen Nachteile beziiglich ihrer
Wirkungsspektren (18). Neben Amphotericin B, das in einer konventionellen Zubereitung
und in verschiedenen liposomalen Zubereitungsformen vorliegt, existiert noch eine
weitere Wirkstoffgruppe, die Triazole. Dabei handelt es sich um Substanzen, die sich zum
Teil noch in der klinischen Erprobungsphase befinden und hierbei sehr vielversprechende
Ergebnisse =zeigen (z.B. Voriconazol, Posaconazol, Ravuconazol). Zwei andere
Substanzen aus dieser Gruppe werden jedoch bereits im klinischen Alltag mit
unterschiedlichem Erfolg eingesetzt; es handelt sich hier um Fluconazol und Itraconazol

(18, 80).

1.3.1 Amphotericin B: konventionelle Zubereitung mit Desoxycholat

Amphotericin B wird seit 1957 eingesetzt (13) und besitzt unter den erhiltlichen
Antimykotika das breiteste Wirkungsspektrum. Daher stellt es fiir die meisten Formen der
systemischen Pilzinfektion das Mittel der Wahl dar (18). Dies gilt in gleichem Male fiir
die empirische antimykotische Therapie bei neutropenen Patienten mit Fieber, das nicht
auf eine Breitspektrumantibiose anspricht (81).

Problematisch im Rahmen einer Therapie sind die beschriebenen Nebenwirkungen des
Amphotericin B. Hier mufl vor allem auf die Nephrotoxizitidt hingewiesen werden; in
diesem Zusammenhang fiihrten Wingard et al. eine Studie an 239 immunsupprimierten
Patienten mit fraglicher oder nachgewiesener Aspergillose durch. Die Rate der
Nephrotoxizitét (definiert als eine Verdoppelung des Kreatininwertes) lag bei 53 %. 14,5
% der Patienten muf3te sich sogar einer Dialyse unterziehen (18).

Wird Patienten wihrend einer Amphotericin B-Therapie gleichzeitig Cyclosporin A
verabreicht, so erhoht sich diese Nephrotoxizitit noch. Patienten nach Transplantationen
sind im allgemeinen einem hohen Risiko ausgesetzt, eine invasive Pilzinfektion
auszubilden. Sie miissen aber gleichzeitig oft zur Vermeidung von AbstoBungsreaktionen
mit Cyclosporin A therapiert werden (40). Folglich muf3 die effektive Dosis von
Amphotericin B héufig reduziert werden, um diese gravierende Nebenwirkung

beherrschen zu konnen (18).
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Weitere Schwierigkeiten bestehen in der Ansprechrate von Amphotericin B, welche nur
etwa bei 55 % liegt (13). Fiir die Ansprechrate bei Leukdmiepatienten mit invasiver
Aspergillusinfektion beispielsweise wurde ein Wert von 54 % ermittelt, bei KMT-
Patienten von 33 % (14). Bei KMT-Patienten mit invasiver pulmonaler Aspergillose
belduft sich die Mortalitdt therapieunabhingig auf iiber 94 %, dagegen wird bei
Verwendung von Amphotericin B in Kombination mit Flucytosin, einem
Pyrimidinderivat mit sowohl fungistatischen als auch fungiziden Eigenschaften, die
Mortalitdtsrate bei neutropenen Patienten mit invasiver pulmonaler Aspergillose gesenkt
(13).

Zusammenfassend 1d6t sich sagen, da der Einsatz von Amphotericin B in dieser
Zubereitungsform sehr oft einen Kompromi3 zwischen Wirksamkeit und Toxizitét
darstellt. Allgemein liegen keine genauen Richtlinien iiber die bendtigte Dosis und die
optimale Therapiedauer fiir Amphotericin B bei systemischen Pilzinfektionen vor (13).
Als Beispiel sei die Empfehlung genannt, neutropene Patienten mit invasiver Aspergillose
mit der maximal tolerierbaren Tagesdosis zu therapieren, diese liegt normalerweise bei 1-

1,5 mg/kg (40).

1.3.2 Amphotericin B: liposomale Zubereitung

Im Laufe der Jahre hat es zahlreiche Versuche gegeben, das Problem der Nephrotoxizitét
von Amphotericin B besser in den Griff zu bekommen; diese fiihrten unter anderem zu
den kommerziell erhéltlichen liposomalen Zubereitungsformen des Amphotericin B.
Hierbei ist zundchst als wichtigster Vertreter dieser Gruppe das AmBisome zu erwédhnen,
welches das einzig echte Liposom darstellt. Neben AmBisome sind noch zwei weitere
Lipidzubereitungen von Amphotericin B auf dem Markt. Zum einen wurde Amphotericin
B zwischen scheibenartige Cholesterylsulfatpartikel eingebunden, diese Zubereitung ist
als Amphocil bzw. Amphotec im Handel, zum anderen existiert noch das Abelcet. Dieses
Medikament beinhaltet als wirksame Substanz einen bandférmigen Amphotericin B-
Lipidkomplex (18, 22, 42).

Einige Studien stellen nun Vergleiche von AmBisome mit konventionellem Amphotericin
B beziiglich Effektivitdt und Sicherheit an.

Prentice et al. flihrten eine randomisierte Studie an 134 Erwachsenen und 204 Kindern
durch, in der sowohl liposomales als auch konventionelles Amphotericin B in der

Behandlung von neutropenischem Fieber eingesetzt wurde. Bei AmBisome traten bei
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Erwachsenen und Kindern signifikant weniger Nebenwirkungen verglichen mit
konventionellem Amphotericin B auf. Des weiteren war bei AmBisome eine gleiche oder
unter Umstdnden sogar hohere Effektivitdt zu beobachten (58).

Kelsey et al. testeten AmBisome in einer doppel-blinden, randomisierten, Placebo-
kontrollierten Studie an 161 Patienten. Hier wurde AmBisome dreimal pro Woche als
antimykotische Prophylaxe wihrend der Neutropenie in einer Dosierung von 2 mg/kg
Korpergewicht verabreicht. Bei Patienten, die eine KMT oder eine intensive
Chemotherapie erhielten, konnte die Pilzbesiedelung signifikant reduziert werden;
dariiberhinaus erwies sich AmBisome als sicher (37).

Weiterhin berichteten Walsh et al. iiber einen Vergleich von AmBisome mit
konventionellem Amphotericin B als empirische antimykotische Therapie bei Patienten
mit persistierendem Fieber und Neutropenie. Dieser wurde mittels einer doppel-blinden,
randomisierten, multizentrischen Studie an 687 Patienten durchgefiihrt. Hier erwies sich
AmBisome als ebenso effektiv wie konventionelles Amphotericin B. Zusétzlich wurden
in der Gruppe der mit AmBisome behandelten Patienten weniger Durchbruchsinfektionen
unter der empirischen Behandlung festgestellt. Aulerdem zeigten sich unter AmBisome
sowohl eine deutlich geringere infusionsbezogene Toxizitt als auch Nephrotoxizitdt (18,
80).

Groll et al. untersuchten den Gehalt an Amphotericin B in Gehirngewebe von Kaninchen
nach Gabe von verschiedenen Zubereitungsformen dieses Wirkstoffes. Die Behandlung
mit AmBisome fiihrte, verglichen mit den anderen Medikamenten, zu einer sechsmal
hoheren Konzentration von Amphotericin B im entsprechenden Gehirngewebe. Die
klinische Relevanz dieses Resultates ist allerdings noch nicht vollstindig geklért (18, 24).
Fiir die Ansprechraten bei der Therapie nachgewiesener Aspergillusinfektionen durch
AmBisome wurden in zwei nicht-randomisierten Untersuchungen Werte von 61 % bzw.
62 % ermittelt (52, 59).

Zusammenfassend konnte fiir AmBisome in mehreren Studien eine vergleichbare oder
wahrscheinlich sogar hohere Effektivitit gegeniiber konventionellem Amphotericin B
festgestellt werden. Dariiberhinaus fiel in allen Studien eine deutlich geringere Rate an
Nebenwirkungen und vor allem eine geringere Nephrotoxizitét auf.

Indikationen fiir den Einsatz der liposomalen Zubereitungsformen von Amphotericin B
ergeben sich somit zum einen klassischerweise fiir Patienten, die auf eine Therapie mit
konventionellem  Amphotericin B nicht  ansprechen oder bei  denen

Unvertraglichkeitsreaktionen auf konventionelles Amphotericin B auftreten. Zum anderen
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sollten Patienten mit Niereninsuffizienz oder solche, die schon nephrotoxische
Medikamente bekommen, diese Zubereitungsform als Mittel der ersten Wahl erhalten.
Trotz allem sind Vor- und Nachteile einer solchen Behandlung gegeneinander
abzuwigen, da durch den hohen Preis vor allem von AmBisome einige Vorziige dieser
Zubereitungsform relativiert werden; auch miissen Kosten, die durch eine eventuelle
Nierenschddigung entstehen, mitberiicksichtigt werden. In diesem Zusammenhang sollten

noch weitere Kosten-Effektivititsstudien angefertigt werden (18).

1.3.3 Itraconazol

Itraconazol liegt zur oralen und intravendsen Applikation vor, wobei die Erfahrung
beziiglich der intravendsen Applikationsform bisher noch nicht sehr groB ist. In den
meisten Fillen wird Itraconazol oral verabreicht; diese Tatsache macht den Einsatz bei
Patienten mit geschéddigten Schleimhduten des Gastrointestinaltraktes oder mit
Schluckschwierigkeiten problematisch. AuBerdem besitzt Itraconazol in der oralen
Applikationsform per se eine unerwiinschte Nebenwirkung in Form von gastrointestinalen
Storungen und eine von Patient zu Patient unterschiedliche Bioverfiigbarkeit. Nun werden
durch Konditionierungsbehandlungen vor einer KMT oder durch zytostatische
Chemotherapien die Schleimhéute stark in Mitleidenschaft gezogen, was die Gabe von
Itraconazol gerade bei Patienten mit einem hohen Risiko fiir die Entwicklung einer
systemischen Pilzinfektion massiv erschwert (40, 80).

Hinzu kommt, daB bei verschiedenen Patienten die Serumspiegel permanent kontrolliert
werden miissen, da die Absorption jeweils unterschiedlich ist (13, 40).

Weiterhin zu erwdhnen ist das Auftreten einer Wechselwirkung bei gleichzeitiger
Applikation von Cyclosporin A: es wird ein Ansteigen der Serumspiegel von Cyclosporin
A Dbeobachtet; aus diesem Grund sollten bei gemeinsamer Verabreichung beider
Substanzen die jeweiligen Serumspiegel tiberwacht werden (81). Zu beachten ist diese
Wechselwirkung auch bei Itraconazol in Kombination mit Stoffen, die den P-450-
Metabolismus stimulieren (z.B. Phenytoin, Carbamazepin, Rifampicin, Phenobarbital)
(40). Auch werden schon Itraconazol-resistente Aspergillus fumigatus-Stimme
beschrieben (40).

Boogaerts et al. untersuchten die Wirksamkeit und die Haufigkeit von Nebenwirkungen
bei Itraconazol verglichen mit Amphotericin B als empirische antimykotische Therapien,

wobei sowohl die intravenodse als auch die orale Applikationsform des Itraconazols zum
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Einsatz kam. Hierzu wurde an 384 neutropenischen Krebspatienten mit
antibiotikaresistentem persistierendem Fieber eine randomisierte Studie durchgefiihrt. Es
zeigte sich, daB Itraconazol und Amphotericin B als empirische antimykotische Therapien
eine vergleichbare Wirksamkeit besitzen. Allerdings wurden bei Itraconazol signifikant
weniger Nebenwirkungen und eine geringere Toxizitdt festgestellt (7).

Des weiteren wird von einigen Patienten mit invasiver Aspergillusinfektion berichtet, bei
denen Itraconazol im Gegensatz zu Amphotericin B gewirkt hatte (81). So ist Itraconazol
zur Zeit am ehesten fiir zwei Gruppen von Patienten geeignet: solche, mit einer leichteren
Immunsuppression, also mit der Moglichkeit zur Aufnahme tliber den Gastrointestinaltrakt
oder solche, bei denen mittels Amphotericin B keine Wirkung erzielt werden konnte oder
dieses wegen toxischer Erscheinungen abgesetzt werden mufite (40). Des weiteren kann
Itraconazol im Bereich der Sekundirprophylaxe zum FEinsatz kommen (17). Die
allgemeine Ansprechrate fiir Itraconazol ist mit ungeféhr 34 % eher niedrig (15), und die
Therapie sollte in jedem Fall iiber mehrere Monate hinweg durchgefiihrt werden (40).
D.W. Denning et al. fanden eine Wirksamkeit bei pulmonaler, Perikard- und
Skelettinfektion (13). Trotzdem wird Itraconazol derzeit eher als Mittel der zweiten Wahl
zur Therapie einer systemischen Pilzinfektion betrachtet, vor allem auch wegen seiner

stark schwankenden Bioverfiigbarkeit (40, 80).

1.3.4 Fluconazol

Fluconazol gehort wie Itraconazol zur Gruppe der Triazole und hemmt somit die
Ergosterinsynthese von Pilzen. Der Einsatz von Fluconazol im klinischen Alltag wird
allerdings durch das schmale Wirkungsspektrum dieser Substanz limitiert und beschrankt
sich auf Hefepilze.

Auch im Zusammenhang mit Fluconazol wurden Untersuchungen mit der Fragestellung
angefertigt, ob sich dieses Medikament zur empirischen antimykotischen Therapie eignet.
So zeigten Malik et al. in einer randomisierten Studie an 106 neutropenischen Patienten
mit antibiotikaresistentem Fieber unklarer Ursache eine vergleichbare Wirksamkeit von
Fluconazol und Amphotericin B. Schwere Nebenwirkungen wie Hypokalidmie,
Bronchospasmus und Nephrotoxizitit traten bei der mit Fluconazol behandelten
Patientengruppe deutlich seltener auf (48).

In einer dhnlich aufgebauten Studie von Winston et al. wurden 317 Patienten mit

Neutropenie und antibiotikaresistentem persistierendem Fieber zuféllig in zwei Gruppen
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eingeteilt und entweder mit Fluconazol oder mit Amphotericin B behandelt. Der
Therapieerfolg war dadurch definiert, da3 der jeweilige Patient nach Ablauf einer vorher
festgelegten Zeitspanne fieberfrei war und keine klinischen Zeichen einer Pilzinfektion
zeigte. Ein solcher Erfolg konnte bei 68 % der mit Fluconazol behandelten Patienten und
bei 67 % der mit Amphotericin B behandelten Patienten attestiert werden. Unerwiinschte
Wirkungen  wie  Schiittelfrost,  Elektrolytstorungen,  Niereninsuffizienz  und
Atembeschwerden traten in der Fluconazol-Gruppe bei 13 % der Patienten auf und in der
Amphotericin B-Gruppe bei 81 % der Patienten. Winston et al. folgerten daraus, daB
Fluconazol als wirksame und sichere Alternative zu Amphotericin B bei vielen
neutropenischen Patienten eingestzt werden kann. Es wird in dieser Arbeit nochmals auf
die Tatsache hingewiesen, dafl Fluconazol im Hinblick auf Aspergillus Spezies und
andere Schimmelpilze wirkungslos sein kann und Patienten mit einem erhohten Risiko fiir

eine solche Infektion entsprechend voruntersucht und therapiert werden sollten (83).

1.3.5 Neue Triazolderivate (Voriconazol, Posaconazol, Ravuconazol)

In den letzten Jahren wurde eine neue Generation von antimykotisch wirksamen Triazolen
entwickelt; diese besitzt in vitro ein breites Wirkungsspektrum und in vivo eine hohe
Wirkpotenz. Zusitzlich weisen diese Substanzen eine hervorragende Bioverfiigbarkeit
und zeigen im Hinblick auf die Nebenwirkungsrate deutliche Vorteile gegeniiber
Amphotericin B. Voriconazol, Posaconazol und Ravuconazol sind wichtige Vertreter

dieser Gruppe und sollen kurz néher erldutert werden (80).

Voriconazol

Walsh et al. fiihrten in den Jahren 1998 und 1999 eine prospektive randomisierte Studie
zum Vergleich von Voriconazol mit liposomalem Amphotericin B durch. Hierzu wurden
849 neutropenische Patienten mit persistierendem Fieber und vergleichbar hohem Risiko
fiir das Auftreten einer systemischen Pilzinfektion in zwei Gruppen eingeteilt und
entweder mit Voriconazol oder mit liposomalem Amphotericin B behandelt. Als Ergebnis
zeigte sich eine dhnliche Wirksamkeit beider Substanzen; die mit Voriconazol behandelte
Patientengruppe war deutlich besser vor Durchbruchsinfektionen geschiitzt, was in einer
anderen, kiirzlich fertiggestellten Untersuchung von Patienten mit invasiver Aspergillose
bestdtigt wird. Die Nebenwirkungsrate und die Nephrotoxizitit waren signifikant

geringer.
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Diese Studie kommt zu dem Schlul3, dal Voriconazol als geeignetes Mittel fiir eine
empirische antimykotische Therapie angesehen werden kann. Sein Einsatz ermdglicht es,
sowohl die Haufigkeit von Durchbruchsinfektionen als auch von akuten Nebenwirkungen
im Rahmen der Therapie zu senken und die Funktion der Nieren zu bewahren.
Voriconazol kann als frithe antimykotische Therapie anstelle von Amphotericin B zur

Anwendung kommen (80).

Posaconazol, Ravuconazol

Um die Wirksamkeit von Posaconazol und Ravuconazol in bezug auf verschiedene
Candida Spezies ndher zu untersuchen, fertigten Laverdiere et al. eine vergleichende
Studie zwischen diesen beiden neuen Substanzen und einigen herkdmmlichen
antimykotisch wirksamen Medikamenten an, darunter Fluconazol, Itraconazol und
Amphotericin B. Eingesetzt wurden 164 Proben von Krebspatienten mit Candidémie. Die
Autoren legten besonderen Wert auf Candida Spezies, die in vitro Resistenzen gegeniiber
Fluconazol und Itraconazol zeigen. Zunéchst wurden Candida Spezies betrachtet, die auf
Fluconazol und Itraconazol empfindlich reagierten. Hier konnten fiir Ravuconazol eine
15fach hohere Wirksamkeit und fiir Posaconazol eine vierfach hohere Wirksamkeit im
Vergleich mit Fluconazol nachgewiesen werden. Des weiteren war die Wirksamkeit der
beiden neuen Substanzen dreimal hoher als die von Itraconazol.

In die nun folgende Untersuchung wurden zusitzlich Proben mit Candida Spezies
einbezogen, die Resistenzen gegeniiber Fluconazol und/oder Itraconazol aufwiesen; dabei
stellten die Autoren eine zwdlf- bis 85fach hohere Wirksamkeit von Posaconazol und
Ravuconazol verglichen mit Fluconazol und eine bis zu sechsmal hohere Wirksamkeit
verglichen mit Itraconazol fest (41).

Diese Ergebnisse werden in einer anderen Studie von Pfaller et al. fiir Posaconazol
bestitigt. Die Substanz zeigte beim Vergleich mit Fluconazol und Itraconazol eine
groflere Wirksamkeit im Hinblick auf alle getesteten Candida Spezies, insbesondere

Candida albicans, und Cryptococcus neoformans (57).
Demnach sind Voriconazol, Posaconazol und Ravuconazol aufgrund ihrer breiten

Wirkungsspektren und guten Wirksamkeiten bei vielen wichtigen pathogenen Pilz

Spezies Substanzen mit vielversprechenden klinischen Einsatzmdglichkeiten.
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1.4 Chirurgische Behandlung invasiver Pilzinfektionen

Bei einer chirurgischen Behandlung von beispielsweise invasiven pulmonalen
Aspergillosen bei hamatologischen Patienten konnen gute Ergebnisse beobachtet werden,
sie ist jedoch nur fiir einzelne Patienten anwendbar. Einige wenige Zentren operierten
Patienten auch unter Neutropenie (3, 62).

Salerno et al. zeigten bei Patienten mit invasiver pulmonaler Aspergillusinfektion eine
Heilungsrate von 69 % durch die Operation (62). 29 Monate nach der Operation lebten
noch 66 % der von Baron et al. operierten Patienten (3). Allerdings muf3 bei beiden
Studien die geringe Patientenzahl erwdhnt werden (13 bzw. 18 Patienten). Trotzdem
konnte die Prognose von Patienten mit invasiver pulmonaler Aspergillusinfektion durch
den chirurgischen Eingriff verbessert werden (3).

Die entsprechenden Patienten besitzen im Regelfall eine deutlich geschwéchte
Immunabwehr, und so konnen Lésionen meist nicht von selbst ausheilen. Diese Lasionen
stellen fiir den Patienten eine stindige Infektionsquelle dar. Sie konnen durch eine
chirurgische Behandlung reseziert werden, welche damit als Riickfallprophylaxe,
insbesondere vor erneuten Neutropeniephasen, dienen kann (62). Weiterhin besteht durch
den chirurgischen Eingriff die Moglichkeit einer schnellen Weiterbehandlung der
hdmatologischen Grunderkrankung durch Chemotherapie oder KMT (3).

Eine Aspergillose kann pulmonale Blutungen auslésen, welche in fulminanten Féllen
lebensbedrohlich sein konnen. Die chirurgische Behandlung ist in der Lage, solche
Blutungen zu verhindern (3).

Man sollte einen chirurgischen Eingriff in jedem Fall bei Auftreten von Himoptysen und
Lisionen, die sich auf die Bronchien und groflen Gefdlle ausdehnen, in Erwdgung ziehen,

sowie bei fokalen Féllen einer invasiven pulmonalen Aspergillusinfektion (15).

1.5 Prophylaxe von Pilzinfektionen

Zu allererst sollte ein hohes Maf3 an allgemeiner Hygiene eingehalten werden, um die
Entstehung einer Pilzinfektion bei Risikopatienten zu verhindern. Dies beinhaltet z.B. das
Héndewaschen vor dem Umgang mit solchen Patienten, aber auch deren Unterbringung in
speziellen Riumen mit Laminar-Air-Flow oder HEPA-Filtern (High-Efficiency
Particulate) in der Luftversorgung (5, 16, 81). Allerdings kdnnen auch diese allgemeinen

SchutzmaBnahmen eine Infektion nicht in jedem Fall verhindern, da immer wieder eine
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bereits bestehende Besiedelung der Luftwege von Patienten mit verschiedenen Pilz
Spezies, vor allem Aspergillen, beobachtet wird und die schon erwidhnten Systeme der
Luftversorgung dadurch wirkungslos werden. Weiterhin besteht fiir Patienten die
Moglichkeit, sich bei diagnostischen oder therapeutischen MaBnahmen, die nicht in
geschiitzten R&aumlichkeiten durchgefiihrt werden, zu infizieren. Auch koénnen
Filteranlagen fiir das gehdufte Auftreten besonders von Aspergillosen verantwortlich sein,
da Aspergillus Spezies auf Membranen solcher Anlagen siedeln und dadurch iiber das
gesamte System weiterverbreitet werden kdnnen (81). AuBerdem kommt es immer wieder
einmal vor, daf} sich Patienten auch nach ihrer Verlegung aus diesen speziellen Rdumen
oder nach ihrer Entlassung aus der stationdren Behandlung noch infizieren. Dies gilt im
Besonderen fiir Patienten nach KMT (78).

Als Chemoprophylaxe von Aspergillusinfektionen kamen und kommen folgende
Therapieansdtze zur Anwendung: niedrig dosierte Amphotericin B-Infusionen,
Amphotericin B-Inhalationen oder —Sprays sowie die Gabe von Itraconazol (16).

Zwei Studien beleuchten den Nutzen und die Effektivitit einer medikamentdsen
Prophylaxe der invasiven Aspergillusinfektion: Donnelly findet keine iiberzeugenden
Argumente und Fakten fiir eine solche Prophylaxe. Ebenso stellt De Pauw die Effektivitét
derselben in Frage und berichtet von einer groBen Ahnlichkeit der Ergebnisse bei
Patienten mit und ohne medikamentoser Prophylaxe (16, 17).

Trotzdem sollte nach Meinung De Pauws bei Hochrisikopatienten eine medikamentdse
Prophylaxe gegen invasive Mykosen durchgefiihrt werden, auch ohne ein fiir alle
prophylaktischen Zwecke geeignetes Medikament. Er betont besonders die frithzeitige
Gabe von Amphotericin B i.v. in therapeutischer Dosierung bei Hochrisikopatienten, vor
allem dann, wenn ein Verdacht auf eine invasive Pilzinfektion besteht (16). Als
Chemoprophylaxe invasiver Aspergillusinfektionen kann Itraconazol oder auch
AmBisome eingesetzt werden (16, 73, 81).

Nun gibt es auch Patienten mit malignen hdmatologischen Systemerkrankungen, die eine
invasive Aspergillose durchgemacht haben und jetzt weitere Chemotherapiezyklen oder
eine KMT bekommen sollen. Dies fiihrt bei solchen Patienten aller Voraussicht nach zu
erneuten Neutropeniephasen. Somit wére es mittels einer Prophylaxe erstrebenswert, ein
Wiederauftreten der invasiven Aspergillusinfektion zu verhindern. In einer retrospektiven
Studie kamen Offner et al. zu dem SchluB, dafl es durch eine effektive Behandlung der

primdren invasiven Aspergillusinfektion und eine anschlieBende Prophylaxe mit
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Amphotericin B i.v., AmBisome i.v. oder Itraconazol moglich ist, das Rezidivrisiko zu
senken (56).

Des weiteren konnten Karp et al. zeigen, dal} eine klinisch signifikante Reaktivierung der
invasiven Aspergillose erfolgreich durch eine Prophylaxe mit Amphotericin B i.v. und 5-
Fluorocytosin verhindert wurde. AuBerdem war man so in der Lage, eine weitere
intensive antileukdmische Behandlung durchzufiihren (36). Wéhrend der Neutropenie ist
es sinnvoll, als Riickfallprophylaxe nach durchgemachter invasiver Aspergillusinfektion
Amphotericin B i.v. in therapeutischer Dosierung zu geben. In der Zeit dazwischen sollte
Itraconazol zur Prophylaxe appliziert werden (16). Zusétzlich ermoglicht die zuvor
erwahnte chirurgische Therapie, Infektionsfoci zu beseitigen und dadurch zur

Riickfallprophylaxe beizutragen (3, 15, 62).

1.6 Ziel der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden experimentellen Arbeit war, die NASBA-Technologie
beziiglich der sensitiven und spezifischen Extraktion, Amplifikation und Detektion von
RNA verschiedener Aspergillus Spezies zu testen und entsprechend einzurichten.
Weiterhin wurden auch andere Pilz Spezies, menschliche Fibroblasten sowie das
Zytomegalovirus in bestimmten Versuchsreihen miteinbezogen. Die Arbeit diente
gleichzeitig als Vorbereitung einer prospektiven Studie zum Vergleich des Nachweises
von Aspergillus-RNA aus Blutproben mittels NASBA-Technologie mit den Ergebnissen
anderer, bereits etablierter Nachweismethoden, vor allem jedoch mit den Ergebnissen

einer schon vorbeschriebenen Aspergillus-PCR (27).
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geriite

Geriit Bezeichnung Bezugsquelle

NASBA-Gerit NASBA-Reader Organon Teknika
(NASBA-QR-System) | Niederlande

LightCycler-PCR-Gerit LightCycler-PCR- Roche Diagnostics
Analysesystem Mannheim

Computer Compaq Isotopenlabor
Presario 433 Medizinische Klinik

Tiibingen

Drucker LaserJet 111 Hewlett Packard

Pipetten Variopipetten Eppendorf, Hamburg

Sul, 10ul, 100ul, 1000ul

Eppendorf- Eppendorf-Stinder Eppendorf, Hamburg

Reaktionsgefil3-Stinder

Sterilbank Relatec Heraeus, Hanau

Zentrifugen Ultrazentrifuge 5402, Eppendorf, Hamburg
5415

Vortexer Reax 2000 Heidolph

Thermoriittler 1086 GFL

Wasserbad Heizbad Memmert

Kottermann
Magnetic Particle Concentrator | MPC-6 Deutsche Dynal GmbH, Hamburg
Gelkammer Horizon 11.14 GIBCO, BRL, Gaithersburg, USA

2.1.2

Kits, Primer, Gensonden und Verbrauchsmaterialien

Gegenstand

Bezeichnung

Bezugsquelle

Extraktions-Sdulen

QIAShredder-Saulen

Qiagen, Hilden

Extraktions-Kit

Qiagen-RNA-Extraktions-Kit

Qiagen, Hilden

Amplifikations-Kit

Nuclisens-Amplifikations-Kit

Organon Teknika, Niederlande

Detektions-Kit

Nuclisens Detektions-Kit

Organon Teknika, Niederlande

Tissue Kit QIAmp Tissue-Kit Qiagen, Hilden
Reaktionsgefilie Eppendorf 1,0 ml Safe-Lock Eppendorf, Hamburg
Falcon 50 ml Becton Dickinson, USA
Primer NASBA-Primer 1 Roth, Karlsruhe
NASBA-Primer 2 Life Technologies, Schottland
PCR-Primer 1 (PAGE-Aufreinigung)
PCR-Primer 2 Isogen Bioscience BV,
Maarsen
(HPLC-Aufreinigung)
Sonden NASBA-Sonde 1 Roth, Karlsruhe

PCR-Hybridisierungssonde 1
PCR-Hybridisierungssonde 2

Beads-Waschlosung

Basic Kit Beads-Buffer

Organon Teknika, Niederlande

NASBA-Reader-Losungen

Assay-Buffer 1000 ml
Cleaning-Solution 1000 ml

Organon Teknika, Niederlande

RNA-Secure RNA-Secure Ambion, Austin, USA
RNase-Zap RNase-Zap Ambion, Austin, USA
Desinfektionsmittel Meliseptol Braun AG, Melsungen
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2.1.3 Chemikalien und andere Gebrauchsstoffe

Substanz Bezugsquelle

Ampuwa-Wasser Roche Diagnostics, Mannheim
Nuklease-frei Fresenius, Bad Homburg
Ambion-Wasser Ambion, Austin, USA
Nuklease-frei

PCR-Wasser Roche Diagnostics, Mannheim
Ethanol 99,7% Merck, Darmstadt
B-Mercaptoethanol ICN Biomedicals Inc., Ohio, USA
Agarose SIGMA, Deissenhofen
Rekombinante Lyticase SIGMA, Deissenhofen

GelStar FMC BioProducts, Rockland, USA
10 x TAE-Puffer Gibco BML, Life Technologies

10 x Blue-juice-Marker, Gibco BML, Life Technologies
gel loading buffer

100 bp DNA-Leader, readyload Invitrogen

2.14 Vewendete Pilzstimme und deren Herkunftsbezeichnung
Pilzstamm Herkunftsbezeichnung
Aspergillus fumigatus DSMZ 790
Aspergillus flavus DSMZ 818
Aspergillus niger DSMZ 737
Aspergillus versicolor DSMZ 1943
Aspergillus glaucus ATCC 14567
Scopulariopsis brevicaulis DSMZ 1218
Curvularia inaequalis DSMZ 62462

Absidia corymbifera DSMZ 1144

Fusarium solani DSMZ 1164
Rhizopus oryzae DSMZ 905
Acremonium chrysogenum DSMZ 880
Penicillium brevicompactum DSMZ 3825
Penicillium chrysogenum DSMZ 844

Alternaria alternata DSMZ 1102

Candida albicans DSMZ 1665
DSMZ=Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
Braunschweig

ATCC=American Type Culture Collection
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2.1.5 Primer und Gensonden

Primer Oligonukleotidsequenz
(5 3)
NASBA-Primer 1 AAT TCT AAT ACG ACT CAC TAT AGG GGA
GCA AAG GCCTGCTTT GAA CA
NASBA-Primer 2 GCC GCG GTA ATT CCA GCT CCA ATA
PCR-Primer 1 ATT GGA GGG CAA GTC TGG TG
PCR-Primer 2 CCG ATC CCT AGT CGG CAT AG
Sonde Oligonukleotidsequenz
(5’-Biotin_ 3°)
NASBA-Sonde 1 GGT CCG CCT CAC CGC GAGTACTG
PCR-Sonde 1 GTT CCC CCC ACA GCC AGT GAA GGC
PCR-Sonde 2 TGA GGT TCC CCA GAA GGA AAG GTC CAG C
2.2 Methoden

2.2.1 Extraktion der RNA

100 ul EDTA-Venenblut wurde den Patienten zweimal wochentlich abgenommen und

diente als Ausgangsmaterial fiir die RNA-Extraktion.

2.2.2 Zelllyse

Zu Beginn wurden die Arbeitsfliche und die Arbeitsmaterialien griindlich mit RNaseZap
(Ambion, Austin, USA) gereinigt. Dadurch wurden moglicherweise vorhandene RNasen
inaktiviert. Darauthin wurden dem EDTA-Blut 300 pul RLT Lysispuffer (Qiagen, Hilden,
Deutschland) zugesetzt. Dieser RLT Lysispuffer enthdlt Guanidin-Isothiocyanat und sorgt
fiir eine umfassende Zelllyse. Der Ansatz wurde fiir 15-20 s in fliissigen Stickstoff
eingebracht. Als nichstes folgte eine dreiminiitige Inkubation bei 60°C und anschlieend
die Zugabe von 20 ul RNA Secure (Ambion, Austin, USA). Bei RNA Secure handelt es
sich ebenfalls um ein Reagenz, welches eventuell vorhandene RNasen inaktiviert und
damit als Schutz fiir RNA fungiert. Nun wurde der Ansatz fiir 20 min bei 60°C inkubiert.

Im néichsten Schritt wurden 660 ul RLT Lysispuffer zugesetzt.
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223 Isolierung und Reinigung der RNA

Diese Arbeitsschritte wurden mit dem kommerziell erhéltlichen RNeasy Minikit (Qiagen,
Hilden, Deutschland) durchgefiihrt. Als erstes wurde der Ansatz auf eine QiaShredder-
Sdule (Qiagen, Hilden, Deutschland) gegeben und fiir 2 min bei maximaler
Geschwindigkeit zentrifugiert. RNA-freies Zellmaterial wurde so herausfiltriert und der
Durchflufl mit darin enthaltener RNA in ein frisches Reaktionsgefdl {iberfiihrt. Daraufthin
wurden dem Ansatz 330 ul Ethanol (96 bis 100 %) zugefiigt. Weiterhin wurde der Ansatz
auf eine Spin-Sdule (Qiagen, Hilden, Deutschland) gegeben, an welche die RNA bindet,
und die beladene Séule fiir 15 s bei 10000 rpm zentrifugiert. Der Durchflul wurde
verworfen. Es folgten drei Waschschritte: zundchst wurden 700 ul RW1 Waschpuffer
(Qiagen, Hilden, Deutschland) zugegeben und die Sidule fiir 15 s bei 10000 rpm
zentrifugiert. Der DurchfluB wurde abermals verworfen. Nun wurden 500 pl RPE
Waschpuffer (Qiagen, Hilden, Deutschland) zugesetzt, die Saule fiir 15 s bei 10000 rpm
zentrifugiert und der Durchflu3 verworfen. Der dritte Schritt erfolgte nochmals mit 500 ul
RPE Waschpuffer, und der Ansatz wurde dann fiir 2 min bei maximaler Geschwindigkeit

zentrifugiert. Auch hier wurde der Durchflufl verworfen.

224 Eluierung der RNA

Die auf der Spin-Sdule gebundene RNA wurde durch die Zugabe von 40 pl RNase-freiem
Wasser (Qiagen, Hilden, Deutschland) und nachfolgender Zentrifugation fiir 1 min bei
10000 rpm eluiert. In einem weiteren Schritt wurden der Sdule abermals 40 pl RNase-
freies Wasser zugegeben. Erneut wurde fiir I min bei 10000 rpm zentrifugiert und damit
eluiert.

Die beiden Eluate wurden gepoolt, so daB sich ein Gesamtvolumen von 80 pl ergab.
Anschliefend konnten diejenigen Eluate, die nicht sofort weiter bearbeitet wurden, bei

—80°C aufbewahrt werden.

2.2.5 Alternative Moglichkeit der RNA-Extraktion

Die RNA-Extraktion konnte auch unter Verwendung des Isolationsmoduls durchgefiihrt
werden, welches im NucliSens Basic Kit (Organon Teknika, Boxtel, Niederlande)

enthalten ist. Hierbei wurden zu 100 pl Blutprobe 900 pl Lysispuffer (Organon Teknika,

24



Boxtel, Niederlande) gegeben und fiir 15 bis 20 s in fliissigen Stickstoff eingebracht.
Danach folgte eine dreiminiitige Inkubation bei 60°C. Des weiteren wurden 50 ul RNA
Secure zugesetzt und fiir 20 min bei 60°C im Thermoblock inkubiert. Nun wurden gemaf
der Bedienungsanleitung des Kits 20 ul Silica-Suspension (Organon Teknika, Boxtel,
Niederlande) zugegeben, welche zum Binden vorhandener RNA diente. Daraufhin
erfolgte die Reinigung der RNA, wobei jeweils zweimal mit 1 ml Waschpuftfer (Organon
Teknika, Boxtel, Niederlande) und 1 ml Ethanol (70 %) und einmal mit 1 ml Aceton
gewaschen wurde. Als nédchstes wurde die RNA mittels 50 pl Elutionspuffer (Organon
Teknika, Boxtel, Niederlande) eluiert und bei —80°C aufbewahrt.

Um die Anwesenheit von RNA zu {iberpriifen, wurden 23 Extrakte mittels des Titan One
Tube RT-PCR Kit (Roche Molecular Biochemicals) untersucht. Das Verfahren besteht in
einer AMV (avian myeloblastosis virus)-Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR), bei der
Taq Polymerase zur Bildung des + Strangs und Pwo Polymerase fiir den PCR-Schritt zum
Einsatz kommen, wie bei Mallet et al. beschrieben (49). Alle Proben wurden DNase |
(RNase-frei; Roche Molecular Biochemicals) fiir 1 h bei 37°C ausgesetzt, die PCR wurde
wie vormals beschrieben durchgefiihrt (45).

Amplifikate wurden durch Gel-Elektrophorese (2 % Agarose in TAE) nachgewiesen und
mittels GelStar DNA-Farbung (FMC Bioproducts, Hessisch Oldendorf, Deutschland)

sichtbar gemacht.

2.2.6 Amplifikation der RNA

Die Amplifikation der RNA wurde mittels des Amplifikationsmoduls aus dem NucliSens
Basic Kit durchgefiihrt. Ein Standard-Reaktionsansatz enthélt T7-RNA-Polymerase (T7
RNA Pol), RNase H, AMV-Reverse Transkriptase (RT), Nukleosidtriphosphate, zwei
spezifische Primer und geeignete Pufferkomponenten, vor allem in Form von
Kaliumchlorid. Primer 1 ist 47 Basen lang und besitzt 22 Basen an seinem 3’-Ende. Diese
sind komplementidr zu dem 3’-Bereich der Zielsequenz. Am 5’-Ende dieses Primers
befindet sich eine Promotorsequenz, die durch die T7-RNA-Polymerase erkannt wird.
Primer 2 hat eine Lange von 24 Basen, die sich von dem gegeniiberliegenden Bereich der
Zielsequenz ableiten (in 5’-Richtung).

Das NASBA-System ist in der Lage, direkt spezifische Sequenzen einzelstringiger RNA
zu amplifizieren. Hierbei wird die zuvor isolierte RNA (RNA-Template, + Strang) dem

oben beschriebenen Standard-Reaktionsansatz zugesetzt. Der Proze3 der RNA-
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Amplifikation lduft dann nach folgendem Muster ab: Primer 1 lagert sich an die RNA-
Zielsequenz. Die AMV-Reverse Transkriptase verwendet die
Desoxynukleosidtriphosphate, die ebenfalls im Ansatz sind, zur Verlingerung des 3’-
Endes von Primer 1. Hierdurch werden eine cDNA-Kopie des RNA-Templates sowie ein
RNA:DNA-Hybrid gebildet. Die RNase H hydrolisiert nun die RNA des RNA:DNA-
Hybrids und baut also die urspriingliche RNA ab. Demzufolge bleibt eine einzelstrangige
DNA (- Strang) zuriick, an die sich Primer 2 anlagert. Jetzt synthetisiert die Reverse
Transkriptase einen zweiten DNA-Strang. Infolgedessen liegt eine doppelstringige DNA
(ds DNA) mit doppelstrangiger Promotorregion vor.

Des weiteren transkribiert die T7-RNA-Polymerase als drittes Enzym im Reaktionsansatz
nun RNA-Kopien (- Strang) vom jetzt transkriptionsaktiven Promotor. In diesem
Zusammenhang dient der — Strang der DNA als Matrize. So werden mehr als 100 Kopien
von jedem Template-Molekiil hergestellt. Jedes so entstandene, neue RNA-Molekiil kann
im weiteren Verlauf des NASBA-Prozesses als Template fiir die Reverse Transkriptase
verwendet werden. Dabei bindet Primer 2 zuerst an das Template und wird durch die
Aktion der Reversen Transkriptase verldngert. Dadurch entsteht, wie zuvor beschrieben,
ein RNA:DNA-Hybrid, und die RNase H hydrolisiert den RNA-Strang. Primer 1 bindet
nun an die resultierende einzelstrangige DNA, und die Reverse Transkriptase synthetisiert
DNA. Auf diesem Wege wird wiederum ein transkriptionsaktiver Promotor gebildet.

Die so amplifizierte RNA kann dann mittels verschiedener Methoden (z.B. SDS-
Gelelektrophorese) nachgewiesen werden.

Obwohl der sequentielle Ablauf der RNA-Amplifikation beim NASBA-Prozel3 hier
gesondert dargestellt wurde, finden sdmtliche Schritte simultan (in einem Reaktionsansatz
bei konstanter Temperatur) statt.

Zur Durchfithrung der NASBA-Amplifikation der unter A. erhaltenen RNA wurde ein
Reaktionsansatz mit 5 pl des zuvor hergestellten Eluats angesetzt. Dieser Ansatz enthielt
weiterhin die benotigten Nukleotide, Magnesiumchlorid, Kaliumchlorid (Konzentration:
50 mM) und die beiden Primer. Primer 1 (5’-AATTCTAATACGACTCACTATAGGG-
GAGCAAAGGCCTGCTTTGAACA, die T7-Promotorregion ist kursiv gedruckt und
durch einen Bindestrich abgeteilt) und Primer 2 (5°-
GCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATA) sind gemidl Protokoll des Basic Kit
Amplification Moduls (Organon Teknika, Boxtel, Niederlande) zu jeweils 0,5 mM im
Ansatz enthalten. Der Reaktionsansatz wurde fiir 5 min bei 65°C inkubiert und

anschlieend fiir weitere 5 min bei 41°C inkubiert. Im néchsten Schritt wurden 5 pl
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Enzymlosung (AMV-RT, RNase H, T7-RNA-Polymerase, BSA (bovine serum albumin)
und Sorbitol) zugegeben, und der Reaktionsmix wurde fir 90 min bei 41°C zur

isothermalen Amplifizierung der Pilz-RNA inkubiert.

2.2.7 Detektion der amplifizierten RNA

Um das Produkt der Amplifikation aus 2.2.6 nachzuweisen, wurden folgende
Detektionsreagenzien prépariert: die Sonde (ein Nukleinsduremolekiil mit der
Nukleotidsequenz 5°’-GGTCCGCCTCACCGCGAGTACTG) wurde biotinyliert und an
Streptavidin-beschichtete Kiigelchen gekoppelt. Die Kiigelchen-Sonden-Suspension
wurde bis zur Ausbildung einer dunkelgefarbten Losung gevortext. Diese Losung wurde
darauthin ~ mit einer  generischen  Ruthenium-markierten @~ ECL  (Enhanced
Chemiluminescence)-Sonde im Verhéltnis 1:1 vermischt.

Nun wurden 5 pl des unter 2.2.6 erhaltenen verdiinnten Amplifikationsproduktes (im
Verhiltnis 1:10) zu 20 ul der Kiigelchen-Sonden-Mischung gegeben und fiir 30 min bei
41°C inkubiert. Im Anschlul daran wurden diesem Hybridisierungsansatz 300 pl des
Assaypuffers (Organon Teknika, Boxtel, Niederlande) zugesetzt, und es wurde die ECL-
Reaktion im NucliSens-Reader durchgefiihrt, wie in ,,Gudibande, S.R., J.H. Kenten, J.
Link, K. Friedman, R.J. Massey, 1992, Rapid, non-separation electrochemiluminescent
DNA hybridization assays for PCR products, using 3’-labeled oligonucleotide probes,
Mol. Cell. Probe, 6, 495-503, beschrieben. Im NucliSens-Reader findet automatisch eine
Separation statt zwischen Sonden, die mit der nachzuweisenden RNA Hybride gebildet
haben, und freien Sonden, die nicht reagiert haben. Die Intensitit der gemessenen
Lumineszenz wird in sog. ECL-Counts umgerechnet und ist dabei proportional zur
vorhandenen Pilz-RNA im Reaktionsansatz. So ist es moglich, den qualitativen und unter
Umstidnden sogar quantitativen Nachweis von Pilz Spezies in der untersuchten Probe zu

fuhren.

2.2.8 Durchfithrung der PCR

Damit die Ergebnisse des NASBA-Verfahrens mit denen einer konventionellen PCR
verglichen werden konnten, wurde parallel bei einigen der Ansétze eine quantitative
Light-Cycler-PCR (LC-PCR) eingesetzt. Diese fiihrte Frau Kumbier, Mitarbeiterin im

Labor von Herrn Prof. Einsele, Medizinische Universititsklinik Tiibingen, durch;
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Ausgangspunkt waren hier Aspergillus fumigatus-Verdiinnungsreihen sowie Blutproben
von gesunden Freiwilligen, denen unverdiinnt DNA weiterer Pilz-, Virus- und Bakterien
Spezies bzw. menschlicher Fibroblasten zugegeben wurde. Die DNA wurde extrahiert
wie vormals beschrieben (45), unter Verwendung der rekombinanten Lyticase (SIGMA,
Deissenhofen, Deutschland) und dem QIAmp Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland).
Weiterhin wurden die Ansitze standardméfig RNase-behandelt.

Fiir die DNA-Amplifikation wurden Primer (5’-ATT GGA GGG CAA GTC TGG TG, 5’-
CCG ATC CCT AGT CGG CAT AG, Roth, Karlsruhe, Deutschland) verwendet, die an
konservierte Bereiche des Pilz 18S-rRNA-Gens binden. Die Durchfiihrung der PCR fand
als real-time PCR im Light-Cycler-Gerét wie beschrieben statt (45).
Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET) zwischen zwei verschiedenen spezifischen
Sonden bildete die Basis flir das Detektionssystem. Die Hybridisierungssonde 1 (5’-GTT
CCC CCC ACA GCC AGT GAA GGC) war mit Fluorescein, die Hybridisierungssonde 2
(5’-TGA GGT TCC CCA GAA GGA AAG GTC CAG C) mit Light-Cycler-Red 640
markiert. Ferner waren beide Sonden Aspergillus-gattungsspezifisch und konnten in
Kopf-zu-Schwanz-Anordnung hybridisieren, wodurch die beiden fluoreszierenden
Farbstoffe in unmittelbare Néhe gebracht wurden. Kam es nun zu einem Energietransfer
zwischen den beiden Sonden, so resultierte die Emission eines rot fluoreszierenden

Lichts, das durch Photohybride gemessen werden konnte.

2.29 Allgemeine Vorsichtsmafinahmen im Umgang mit RNA/DNA

Um das Risiko von Kontaminationen so weit wie moglich zu reduzieren, wurden im
Zusammenhang mit der NASBA-Methode  der  Extraktionsschritt,  der
Amplifikationsschritt und der Detektionsschritt, wie auch die PCR in getrennten Rdumen
durchgefiihrt. AuBerdem wurden ausschlieBlich fiir diese Zwecke -eingesetzte
Arbeitsmaterialien und —gerdte (Pipetten, Pipettenspitzen, Gefdle, usw.) benutzt.
Personen, die mit NASBA bzw. der PCR arbeiteten, trugen Gesichtsmasken, sterile
Handschuhe und Einmal-Arbeitskittel. Zusitzlich durften sie sich nicht am selben Tag

vom Detektionsraum in den Extraktionsraum bewegen.
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23 Charakterisierung des Patientengutes
2.3.1 Stellenwert im Gesamtverlauf der Arbeit

Diese Arbeit war als methodische Arbeit angelegt; das Ziel bestand darin herauszufinden,
ob sich die NASBA-Technologie fiir die sensitive und spezifische Extraktion,
Amplifikation und Detektion von RNA verschiedener Aspergillus Spezies eignet.
AuBerdem wurden die Versuche auch auf andere Pilz Spezies, menschliche Fibroblasten
sowie das Zytomegalovirus ausgedehnt. Wahrend der ersten Phase der Arbeit wurden
Verdiinnungsreihen mit einer bekannten Menge an Aspergillus fumigatus—Konidien (10°,
10°, 10%, 10°, 10* und 10' CFU/ml Losung) verwendet. Aspergillus fumigatus-Kulturen
(DSMZ 790) wurden hierzu durch die Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH, Braunschweig (DSMZ) bereitgestellt und auf Sabouraud-Glukose-
Agar fiir 72 h bei 30°C kultiviert. Aspergillus fumigatus-Verdiinnungsreihen wurden mit
Hilfe steriler Kochsalzldsungen (Dichte von 0,5 nach McFarland-Standard (entspricht 10°
CFU (Colony Forming Units)/ml)) hergestellt.

In der zweiten Phase der Arbeit sollte die Methode dann auf die Extraktion, Amplifikation
und Detektion von Aspergillus-RNA aus menschlichem EDTA-Blut erweitert werden; es
galt, die untere Nachweisgrenze des NASBA-Verfahrens zu bestimmen sowie den Einfluf3
des Blutes auf die Bestindigkeit bzw. den Zerfall von RNA zu untersuchen. In diesem
Zusammenhang wurde Blut von gesunden Freiwilligen mit Aspergillus fumigatus-
Konidien (10°, 10°, 10, 10°, 10, 10" CFU/ml Blut) beimpft.

Die dritte Phase der Arbeit beschiftigte sich schlieBlich mit dem Vergleich der NASBA-
Technologie mit einer vorbeschriebenen real-time PCR (45) beziiglich der Detektion einer
invasiven Aspergillusinfektion bei ausgewédhlten Patienten mit malignen hdmatologischen
Systemerkrankungen. Diese Patienten waren Teilnehmer einer prospektiv randomisierten
Studie mit liposomalem Amphotericin B (AmBisome) nach allogener KMT. Es sollte
untersucht werden, ob eine invasive Aspergillose mittels NASBA nachgewiesen werden
kann, und wenn ja, in welchem zeitlichen Zusammenhang das NASBA-Ergebnis zu dem
der PCR steht. Dies scheint insbesondere vor dem Hintergrund bedeutsam, daf3 bisher
eine Frithdiagnostik einer invasiven Aspergillusinfektion mit anderen sensitiven und
spezifischen Nachweismethoden nicht moglich war.

Die Anzahl der Patienten war sehr gering, und es fand keine Randomisierung statt;

aulerdem wurde keine statistische Aussage angestrebt.
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Die vorliegende Arbeit war eher als Pilotprojekt fiir weitere Patientenstudien gedacht. Die
Frage nach der generellen Moglichkeit, das NASBA-Verfahren in der Friithdiagnostik von

invasiven Aspergillosen einzusetzen, sollte beantwortet werden.

2.3.2 Klinische Daten/Befunde/Verlaufe

Den Patienten wurde im Rahmen der AmBisome-Studie zweimal wdchentlich Blut
abgenommen; es handelte sich hierbei zum iiberwiegenden Teil um Patienten, die
aufgrund einer malignen hé@matologischen Systemerkrankung eine allogene
Knochenmarktransplantation bekommen hatten. Zusétzlich wiesen sie auf eine invasive
Aspergillose hindeutende klinische Daten wie Fieber, Neutropenie und Befunde in der
Bildgebung auf.

Es wurden insgesamt 4 Patienten betrachtet, die allesamt in der Universitdtsklinik
Tiibingen behandelt wurden. Das Geschlechtsverhiltnis betrug 3 Ménner und 1 Frau.

Das durchschnittliche Alter betrug 45 Jahre, der jlingste Patient war 32, der &lteste Patient
59 Jahre alt.Von den 4 untersuchten Patienten hatten 2 Patienten eine akute myeloische
Leukdmie, 1 Patient hatte eine akute lymphatische Leukdmie und 1 Patient ein
Myelodysplastisches Syndrom.

3 Patienten erhielten eine allogene Knochenmarktransplantation, weiterhin war bei 1
Patient ein HLA-identischer Familienspender vorhanden. Bei 2 Patienten wurde eine
HLA-idente Fremdspendertransplantation durchgefiihrt.

In der Vorgeschichte von allen 4 Patienten fand sich eine invasive Pilzinfektion, wobei
diese nur bei 1 Patient sicher nachgewiesen war. Hingegen bestand bei 3 Patienten
lediglich der Verdacht auf eine invasive Pilzinfektion. Unter Verdacht ist in diesen Fillen
zu verstehen, dal antibiotikaresistentes Fieber unklarer Genese sowie pilzverdédchtige
pulmonale Areale in der radiologischen Bildgebung zu verzeichnen waren.

1 Patient mit nachgewiesener invasiver Aspergillose wurde im Rahmen der AmBisome-
Studie zunéchst mit liposomalem Amphotericin B (AmBisome) in der Dosierung 5 mg/kg
Korpergewicht behandelt, wurde aber nach deutlicher Exazerbation der
Aspergillusinfektion auf eine orale Therapie mit Voriconazol (Dosierung 2 x 200 mg/Tag)
umgestellt. Bei 2 weiteren Patienten wurde auf die Gabe von AmBisome (Dosierung 3
mg/kg Korpergewicht) eine Stabilisierung bzw. ein Riickgang der pilzverdidchtigen

Befunde beobachtet; darauthin wurde in beiden Fillen die antimykotische Therapie
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iiberlappend mit Itraconazol oral (Dosierung 2 x 200 mg/Tag) fortgefiihrt. 1 Patient wurde
ausschlieBlich mit AmBisome behandelt; die Dosierung lag bei 1 mg/kg Korpergewicht.
Des weiteren flihrte man bei 3 Patienten eine Prophylaxe gegen eine GVHD durch; hierbei
kamen folgende Medikamente zum Einsatz: alle 3 erhielten Cyclosporin A (CSA) in einer
Dosierung von 3 mg/kg Korpergewicht, 1 Patient wurde zusétzlich mit Decortin H
(Dosierung 2 mg/kg/Tag), 1 anderer Patient mit Solu-Decortin (Dosierung 3 mg/kg/Tag)
behandelt.Im Verlauf ihres Krankenhausaufenthalts entwickelten 3 Patienten eine akute
GvHD Grad 1. 3 Patienten wurden mit Steroiden (Decortin H) therapiert, wobei die
Dosierung bei 2 Patienten unter 1 mg/kg Korpergewicht, bei 1 Patient iiber 1 mg/kg
Korpergewicht lag. 1 Patient bekam Neupogen.
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3 Ergebnisse

3.1 Kontrolle der Methodik

3.1.1

Um die Sensitivitdit des NASBA-Verfahrens zu bestimmen, wurden Verdiinnungsreihen
mit bekannter Zahl an Aspergillus fumigatus-Konidien verwendet (10°-10' CFU/ml, in

serieller Reihenfolge). Dabei konnte als untere Nachweisgrenze 1 CFU gefunden werden;

Sensitivititskontrolle

diese Sensitivitit wurde in darauffolgenden Versuchen regelmifig bestétigt.

Die nachfolgende Tabelle stellt die MeBergebnisse des NASBA-Verfahrens denen der

konventionellen LC-PCR gegentiber:

Tabelle 1: ECL-Counts in NASBA (28 Laufe)/LC-PCR-Ergebnisse bei Verdiinnungsreihe

mit bekannter Menge an Aspergillus fumigatus-Konidien

Menge an ECL-Counts in NASBA LC-PCR (CFU/ml)
Asp. fumigatus- Mittelwert + Mittelwert +

Konidien Standardabweichung Standardabweichung

10° CFU 82841 /52282 100650 /38112

10 CFU 61770 /46673 11230/ 5416

10° CFU 32901 /18073 990 /523

10° CFU 7201 /11412 125/ 68

10' CFU 3133 /3067 9,3/0,1

1 CFU 2891 /3450 Negativ

ddH,0O 90/ 66 Negativ

ddH,O = zweifach destilliertes Wasser
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Abbildung 1: ECL-Counts in NASBA bei Verdiinnungsreihe mit bekannter Menge an
Aspergillus fumigatus-Konidien (2 Beispiellaufe)
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Der Cut-off der NASBA-Methode wurde auf Empfehlung von Organon Teknika, Boxtel,
Niederlande, auf 600 ECL-Counts festgelegt; dieser Wert gab an, bis zu welcher Zahl an
gemessenen Counts eine Probe als negativ zu werten sei. Demnach wurden alle Proben
mit gemessenen ECL-Counts von weniger als 600 als negativ, solche mit mehr als 600

Counts als positiv betrachtet.

3.1.2 Spezifititskontrolle

Da spéter im klinischen Alltag einer ausreichend hohen Spezifitit eine herausragende
Bedeutung zukommt, sollten eventuelle Kreuzreaktionen der Aspergillus Spezies-
spezifischen NASBA-Oligonukleotidsonde iiber Aspergillus fumigatus hinaus mit
anderen Pilz Spezies untersucht werden. Hierzu wurde RNA aus Kulturen von Aspergillus
flavus (DSMZ 818), Aspergillus niger (DSMZ 737), Aspergillus versicolor (DSMZ
1943), Aspergillus glaucus (ATCC 14567), Scopulariopsis brevicaulis (DSMZ 1218),
Curvularia inaequalis (DSMZ 62462), Absidia corymbifera (DSMZ 1144), Fusarium
solani (DSMZ 1164), Rhizopus oryzae (DSMZ 905), Acremonium chrysogenum (DSMZ
880), Penicillium brevicompactum (DSMZ 3825), Penicillium chrysogenum (DSMZ 844)
und Alternaria alternata (DSMZ 1102), sowie RNA von Candida albicans (DSMZ
1665), Zytomegalovirus und menschlichen Fibroblasten von gesunden Personen in

unverdiinnter Form eingesetzt.
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Dabei detektierte die NASBA-Sonde zuverldssig RNA von Aspergillus fumigatus,
Aspergillus flavus, Aspergillus versicolor, Aspergillus glaucus und Aspergillus niger.
Dariiber hinaus fand sich eine Kreuzreaktivitit der Sonde mit RNA von Penicillium
brevicompactum, Penicillium chrysogenum und Alternaria alternata. Kein Signal ergab
die RNA-Analyse von Scopulariopsis brevicaulis, Curvularia inaequalis, Absidia
corymbifera, Fusarium solani, Rhizopus oryzae und Acremonium chrysogenum, sowie
von Candida albicans. AufBerdem reagierte die NASBA-Sonde nicht mit RNA von

Zytomegalovirus und menschlichen Fibroblasten.

Tabelle 2: ECL-Counts in NASBA/LC-PCR-Ergebnisse bei Einsatz verschiedener Pilz

Spezies sowie Zytomegalovirus und menschlicher Fibroblasten

Untersuchter Organismus ECL-Counts in NASBA | LC-PCR-Mefergebnis
Aspergillus flavus 230117 nicht untersucht
Aspergillus niger 293710 nicht untersucht
Aspergillus versicolor 138254 nicht untersucht
Aspergillus glaucus 123072 nicht untersucht
Scopulariopsis brevicaulis | 325 Negativ
Curvularia inaequalis 134 Negativ

Absidia corymbifera 134 Negativ
Fusarium solani 146 Negativ
Rhizopus oryzae 180 Negativ
Acremonium chrysogenum | 130 Negativ
Penicillium brevicompactum | 17519 Positiv
Penicillium chrysogenum 44226 Positiv
Alternaria alternata 844 Positiv

Candida albicans 196 Negativ
Zytomegalovirus 134 Negativ
menschliche Fibroblasten 209 Negativ
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Abbildung 2: ECL-Counts in NASBA bei Einsatz verschiedener Pilz Spezies sowie

Zytomegalovirus und menschlicher Fibroblasten
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3.1.3 Positiv-/Negativkontrollen

Bei jedem NASBA-Lauf wurde eine Probe mit schon vormals extrahierter und mittels
RT-PCR nachgewiesener Aspergillus fumigatus-RNA als Positivkontrolle mitgefiihrt
(verwendet wurden dabei Extrakte aus Verdiinnungsreihen mit 10°-10° Aspergillus
fumigatus-Konidien/ml Lésung); diese ergab bei allen Laufen ein positives Signal und
zeigte damit eine erfolgreiche Amplifikation und eine erfolgreiche Hybridisierung mit der

Aspergillus Spezies-spezifischen Sonde an.

Fiir die Negativkontrolle wurde Wasser verwendet, welches bei jedem NASBA-Lauf dazu
dienen sollte, eventuelle Kontaminationen wihrend der Durchfiihrung der einzelnen
Arbeitsschritte anzuzeigen. Die Wasserprobe ergab in insgesamt 28 Ldufen einen

Mittelwert von 90 ECL-Counts mit einer Standardabweichung von 66 ECL-Counts und

fiel in allen Versuchen negativ aus.
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3.14 Kein Nachweis von genomischer Aspergillus-DNA mittels NASBA

Es sollte untersucht werden, ob ein eventuelles Vorhandensein kontaminierender
Aspergillus-DNA in der Probe in irgendeiner Form Auswirkungen auf das Testergebnis
hitte. Hierzu wurden Aliquote von bereits frither extrahierter Aspergillus-Nukleinsdure
mit DNase-freier RNase (Roche Molecular Biochemicals) fiir 1 h bei 37°C inkubiert.
Diese Aliquote wurden dann durch das NASBA-Verfahren analysiert und fiihrten zu
ECL-Signalen, die zu denen der Negativkontrolle keinerlei Unterschied aufwiesen.

Folglich wurde genomische DNA mittels der NASBA-Methode nicht erfaf3t.

3.2 Verwendung von Blut als Probenmaterial

Es galt herauszufinden, ob mogliche im menschlichen Blut vorhandene Hemmstoffe in
irgendeiner Form Einfluf auf die verschiedenen Arbeitsschritte innerhalb des NASBA-
Verfahrens ausiibten; hiervon konnten sowohl der Extraktions-, als auch der
Amplifikations- bzw. der Detektionsproze3 betroffen sein. Folglich wurde Blut von
gesunden Personen mit einer bekannten Menge an Aspergillus fumigatus-Konidien (10°-
10' CFU/ml Blut) beimpft. Dieses wurde im Zusammenhang mit NASBA bei insgesamt
28 Laufen als Ausgangsmaterial verwendet. Es zeigte sich bei allen Laufen bis hin zur
geringsten eingesetzten Menge an Aspergillus fumigatus-Konidien ein positives Ergebnis.
Diese Tatsache demonstrierte eindrucksvoll die Robustheit der NASBA-Methode

gegeniiber den unterschiedlichsten Storeinfliissen von seiten des Blutes.

3.2.1 Bestindigkeit von RNA in Blut

Weiterhin war die Frage von Interesse, mit welcher Geschwindigkeit RNA in
menschlichem Blut zerfallen wiirde und welchen EinfluB der Einsatz von RNA
Schutzpuffer (RNA Secure) auf diesen Zerfallsvorgang hétte. RNA Secure ist, wie bereits
erwéhnt, ein Reagenz, das eventuell vorhandene RNasen inaktivieren und die RNA somit
schiitzen soll. Hierzu wurde erneut Blut von gesunden Freiwilligen entweder mit
Aspergillus  fumigatus-Konidien (10* CFU/ml Blut) oder mit friiher extrahierter
Aspergillus fumigatus-RNA beimpft. ECL-Counts wurden darauthin in festgelegten

zeitlichen Abstédnden jeweils mit und ohne Einsatz von RNA Secure gemessen.
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War RNA Secure verwendet worden, so konnten sowohl Konidien als auch RNA 1, 5, 10,
30, 60, 180 min und 24 h nach Beimpfung des Blutes detektiert werden.

Ohne RNA Secure waren hingegen nur Aspergillus fumigatus-Konidien auch 24 h nach
Beimpfung des Blutes noch nachweisbar. Bei Beimpfung mit RNA allein konnten keine
ECL-Counts gemessen werden; dies war mit hoher Wahrscheinlichkeit auf einen ziigigen

Zerfall der RNA im Blut zuriickzufiihren.

Abbildung 3: Einfluf} der Zeitspanne zwischen Beimpfung des Blutes und Extraktion auf
die Menge an detektierbarer Aspergillus fumigatus-RNA
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3.2.2 Einflul von Koinfektionen auf die Sensitivitit/Spezifitit der NASBA-
Methode

Um kldren zu kdnnen, ob Infektionen mit zwei oder mehreren Pilz Spezies gleichzeitig
die Ergebnisse von NASBA beeinfluliten, wurden nun Blutproben mit Konidien von
Aspergillus fumigatus und Curvularia inaequalis, einer Pilz Spezies, die nicht durch die
NASBA-Sonde detektiert wurde, beimpft (jeweils 10° CFU/ml Blut). Nach Durchfithrung
eines solchen Experiments zeigte sich lediglich eine minimale Reduzierung der
gemessenen ECL-Counts (18760 Counts) im Vergleich zu Proben, die ausschlieflich mit

Aspergillus fumigatus-Konidien versetzt worden waren (29575 Counts).
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Wurden simultan Aspergillus fumigatus- und Aspergillus niger-Konidien (jeweils 10°
CFU/ml Blut) zugegeben, so erhohten sich die gemessenen ECL-Counts um 15097,
verglichen mit den Counts, die bei alleiniger Beimpfung mit Aspergillus fumigatus-

Konidien gemessen worden waren.

Abbildung 4: ECL-Counts in NASBA bei kombiniertem Einsatz verschiedener Pilz
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3.3 Ergebnisse von NASBA bzw. der LC-PCR beziiglich Patientenproben

Den Patienten wurde zweimal wochentlich 1 Rohrchen EDTA-Venenblut abgenommen;

dieses diente als Ausgangsmaterial sowohl fiir NASBA als auch fiir die LC-PCR.

3.3.1 Patient 1

Patient 1 wurde regelméfig mittels NASBA sowie der LC-PCR im Zeitraum 04.05.00 bis
25.08.00 untersucht. Es zeigten sich 1 positiver Befund in NASBA (07.08.00: 727 ECL-
Counts) gegeniiber 4 positiven Befunden in der LC-PCR (22.05.00: 9,9 CFU/ml;
31.05.00: 1,2 CFU/ml; 19.06.00: 1,1 CFU/ml; 26.06.00: 1,1 CFU/ml) wéhrend des

Beobachtungszeitraumes.
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Des weiteren wies Patient 1 11/99 und 03/00 Fieber und Neutropenie auf, eine
Aspergillus-verddchtige Pneumonie wurde zum ersten Mal am 31.05.00 beschrieben.
Daraufhin mufiten 09/00 Teile der linken Lunge wegen Progredienz der pulmonalen
Aspergillose entfernt werden; hierbei gelang der Nachweis von Aspergillus fumigatus in
Kultur und histologisch. Zusétzlich konnte 10/00 ein erneuter Progrefl der pulmonalen

Aspergillose mittels CT nachgewiesen werden.

Tabelle 3: Zusammenfassung Befunde Patient 1

Fieber, Aspergillus- | kultur./histolog. | LC-PCR | NASBA
Neutropenie | verdécht. Aspergillus-
Pneumonie |Nachweis
11/99 + - - - -
03/00 + - - - -
04.05.00 - - - -
22.05.00 - - - +
31.05.00 - + - + -
+
_|._

19.06.00 - - -
26.06.00 - - -
07.08.00 - - - - +
25.08.00 - - - - -
09/00 - - + - -
+ = positiv/vorhanden, - = negativ/nicht vorhanden

3.3.2 Patientin 2

Patientin 2 wies im Beobachtungszeitraum 10.07.00 bis 31.10.00 2 positive NASBA-
Befunde (27.07.00: 1941 ECL-Counts; 31.07.00: 1378 ECL-Counts) auf. Die LC-PCR
zeigte bei dieser Patientin 3 positive Ergebnisse (07.09.00: 4,9 CFU/ml; 18.09.00: 1,7
CFU/ml; 25.09.00: 2,2 CFU/ml).

AuBerdem wurde bei Patientin 2 02/99 und 03/00 Fieber bei Neutropenie bzw. unklarer
Genese festgestellt; der Verdacht auf eine pulmonale Aspergillose wurde erstmals 04/00
beschrieben. 07/00 wurde dann erneut der Verdacht auf eine pulmonale und auch hepato-
lienale Aspergillose gedufBlert. Abgesehen von den positiven LC-PCR-Befunden konnte
mikrobiologisch kein Nachweis von Aspergillus Spezies erbracht werden; mittels

Bildgebung (CT 09/00) war ein solcher Nachweis ebenfalls nicht moglich.
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Tabelle 4: Zusammenfassung Befunde Patientin 2

Fieber,
Neutropenie

Aspergillus-
verdicht.

LC-PCR

NASBA

Pneumonie
02/99 + - - -
03/00 + -
04/00 - +
10.07.00 - + -
+
_l’_

27.07.00 -
31.07.00 -
14.08.00 - -
07.09.00 - -
18.09.00 - -
25.09.00 - -
31.10.00 - - - -
+ = positiv/vorhanden, - = negativ/nicht vorhanden

[+
1

3.3.3 Patient 3

Patient 3 wurde zwischen 21.08.00 und 31.08.00 mittels NASBA und LC-PCR
untersucht. Dabei fanden sich 1 positives NASBA-Ergebnis (21.08.00: 858 ECL-Counts)
und kein positiver Befund in der LC-PCR.

Der Verdacht auf eine invasive Aspergillose wurde zundchst 03/97 und dann erneut 05/97
beschrieben. 05/97 waren in diesem Zusammenhang eine Pneumonie, Hauteffloreszenzen
und ein positives Aspergillus-Antikorper-IgM aufgetreten. 08/00 wurde dann abermals
der dringende Verdacht auf eine invasive Aspergillose geduBert, da nun Infiltrate im
solchen im CT-Thorax sichtbar Mehrfach  durchgefiihrte

Sinne einer waren.

Galaktomannan-Antigen-Tests auf Aspergillus verblieben jedoch stets negativ.

Tabelle 5: Zusammenfassung Befunde Patient 3

Aspergillus- | Aspergillus- | CT- LC-PCR |NASBA

verdécht. Antikorper- | Thorax

Pneumonie |IgM
05/97 + + - -
21.08.00 - - + +
26.08.00 - - + -
31.08.00 - - + -

+ = positiv/vorhanden, - = negativ/nicht vorhanden
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3.34 Patient 4

Der Beobachtungszeitraum bei diesem Patienten dauerte vom 28.09.00 bis 08.01.01. Es
zeigten sich 2 positive Befunde bei NASBA (05.10.00: 4177 ECL-Counts; 09.10.00: 792

ECL-Counts) und kein positives Ergebnis in der LC-PCR.

Im Rahmen einer Lungenoberlappen-Pneumonie 05/00 bestand bei diesem Patienten
lediglich der Verdacht auf eine Pilzinfektion; sdmtliche durchgefiihrten Untersuchungen
(Rontgen-Thorax, CT, Blutkultur,

negativ bzw. unauffillig.

Aspergillus-Galaktomannan-Antigen) verblieben

Tabelle 6: Zusammenfassung Befunde Patient 4

Aspergillus- | LC-PCR | NASBA

verdacht.

Pneumonie
05/00 + - -
28.09.00 - - -
05.10.00 - - +
09.10.00 - - +
21.10.00 - - -
08.01.01 - - -

+ = positiv/vorhanden, - = negativ/nicht vorhanden
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4. Diskussion

Patienten mit hdmatologischen Neoplasien und protrahierter Neutropenie nach
Knochenmarktransplantation oder einer zytostatischen Chemotherapie sind einem
immensen Risiko ausgesetzt, an einer systemischen Pilzinfektion zu erkranken.

In diesem Zusammenhang ist ein besonderes Augenmerk auf den Bereich der invasiven
Aspergillosen zu richten, da diese bei solchen Patienten eine iliberaus hohe Mortalitét
besitzen. Zudem wurden sie in den letzten Jahren haufiger beobachtet (5, 14).

Im Hinblick auf die Wirksamkeit gegeniiber Aspergillus Spezies stehen derzeit nur
Amphotericin B und Itraconazol zur Verfiigung (13, 14, 15, 40); Fluconazol weist hierbei
keine zufriedenstellenden Ergebnisse auf. Neuere Vertreter aus der Gruppe der Triazole
(Voriconazol, Posaconazol, Ravuconazol) besitzen zwar in bezug auf Wirkungsspektrum,
Wirkpotenz, Bioverfiigbarkeit und Nebenwirkungsrate deutliche Vorteile verglichen mit
Amphotericin B bzw. Itraconazol, sind jedoch fiir den klinischen Einsatz noch nicht
zugelassen.

Amphotericin B ist mit dem Problem erheblicher Nebenwirkungen wie Nephrotoxizitét
und infusionsbedingte Akuttoxizitdt behaftet. Mit der Entwicklung einer liposomalen
Zubereitungsform von Amphotericin B (AmBisome) konnten diese Nebenwirkungen
zwar in ihrer Hiufigkeit und Schwere bei vergleichbarer Wirksamkeit reduziert werden,
die Therapie mit AmBisome ist allerdings sehr teuer.

Daher kommt einer moglichst frithzeitigen und verldBlichen Diagnose und einem damit
verbundenen frithen Therapiebeginn eine entscheidende Bedeutung bei der Bekdmpfung
einer systemischen Aspergillusinfektion zu (1, 10, 77).

Daraus folgernd erscheint es sinnvoll, bestimmte Patienten mit einem erhdhten Risiko fiir
die Entwicklung einer invasiven Aspergillose mittels einer sensitiven Nachweismethode
engmaschig zu iiberwachen, um eine eventuelle Therapie zu einem friihstmoglichen
Zeitpunkt einleiten zu konnen. Dies wiirde die Prognose der Patienten deutlich
verbessern. Auflerdem wiére man in der Lage, eine zielgerichtete antimykotische Therapie
nur solchen Patienten zuteil werden zu lassen, die sie auch wirklich bendtigen.

Mit der vorliegenden Arbeit wurde zum ersten Mal der Versuch unternommen, mittels der
NASBA-Methode Aspergillus Spezies im Blut von Patienten nachzuweisen. Der
Schwerpunkt der Arbeit lag dabei auf der Etablierung und Einrichtung des NASBA-
Verfahrens in bezug auf Aspergillus Spezies und sollte im Gesamtzusammenhang einer

Vorbereitung flir weitere Untersuchungen an Patienten mit NASBA gesehen werden.
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AuBerdem galt es, die Ergebnisse der NASBA-Methode mit den Ergebnissen anderer,
bereits etablierter Nachweismethoden zu vergleichen. Ein spezielles Augenmerk wurde
dabei auf die PCR im allgemeinen sowie auf eine schon vorbeschriebene Aspergillus-

PCR (27) im besonderen gelegt.

4.1 Ergebnisse der vorliegenden Arbeit

4.1.1 Ergebnisse von NASBA bez. Detektion von Aspergillus-RNA

Zunichst konnte gezeigt werden, dal mittels der NASBA-Technologie sensitiv und
spezifisch Aspergillus-RNA nachgewiesen werden kann, die Nachweisgrenze betrigt
diesbeziiglich 1 CFU. Wie steht es in diesem Zusammenhang mit verschiedenen
Aspergillus Spezies? Hierbei stellte sich eine gute und verldBliche Erkennung der klinisch
relevanten Aspergillus Spezies durch die Sonde heraus, RNA aus anderen Pilz Spezies,
aus Zytomegalovirus sowie aus menschlichen Fibroblasten wurde hingegen nicht
detektiert. Erwdhnenswert ist eine schwache Kreuzreaktivitit der Sonde mit Penicillium
brevicompactum und Penicillium chrysogenum sowie eine sehr schwache
Kreuzreaktivitit mit Alternaria alternata. Dies ist jedoch im Hinblick auf die
Fragestellung wenig problematisch, da die kreuzreaktiven Pilz Spezies verstirkt nur bei
Patienten mit HIV-Infektion im fortgeschrittenen Stadium sowie fast ausschlieBlich im
nicht-européischen Verbreitungsraum zu finden sind.

Weiterhin war die Frage von Interesse, ob Koinfektionen mit zwei oder mehreren Pilz
Spezies bei ein und demselben Patienten einen Enflull auf das Ergebnis des Verfahrens
hitten. Dieses Experiment wurde mit Aspergillus fumigatus und Curvularia inaequalis,
einem Pilz, der nicht durch die NASBA-Methode erkannt wird, durchgefiihrt. Es zeigte
sich lediglich eine minimale Reduzierung beziiglich der ECL-Auszidhlung gegeniiber
einer Probe mit Aspergillus fumigatus allein. Bei gleichzeitiger Testung von Aspergillus
fumigatus und Aspergillus niger konnte ein Anstieg der ECL-Counts gesehen werden,
ebenfalls verglichen mit dem alleinigen Vorhandensein von Aspergillus fumigatus in der
Probe. Dieser Sachverhalt demonstriert, da3 eine Koinfektion mit Aspergillus und Nicht-
Aspergillus Spezies die NASBA-Methode praktisch unbeeinfluf8t 1463t. Damit wiirde auch
Patienten, die sich im fortgeschrittenen Stadium einer speziellen Erkrankung,
beispielsweise einer HIV-Infektion befinden und von verschiedenen Pilz Spezies infiziert

sind, ein zuverldssiger Aspergillus-spezifischer Nachweis ermdglicht.
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Um bewerten zu kdnnen, wie stabil die nachzuweisende RNA in Blutproben ist bzw. in
welchem Umfang eine Degradation dieser RNA stattfindet, wurden Blutproben mit
Aspergillus fumigatus-Konidien bzw. —-RNA versetzt. Darauthin wurden die ECL-Counts
in Abhingigkeit der Zeit sowie des Vorhandenseins von RNA-Schutzpuffer (RNA
Secure) gemessen, welche das Vorhandensein bzw. die Stabilitit der RNA
reprasentierten. Dabei stellte sich in Gegenwart von RNA-Schutzpuffer -eine
Nachweisbarkeit der Aspergillus-RNA bis mindestens 1440 min nach Zugabe heraus;
ohne Schutzpuffer waren lediglich Aspergillus-Konidien zu detektieren. In diesem
Zusammenhang ist von einer ziigigen RNA-Degradation auszugehen. Folglich sollte nach
Moglichkeit RNA-Schutzpuffer bei der Durchfiihrung des NASBA-Verfahrens verwendet
werden.

AuBerdem zeigte sich, dafl mittels der NASBA-Methode hochspezifisch RNA, nicht
jedoch DNA amplifiziert und gemessen wird, ein eventuelles Vorhandensein
kontaminierender DNA hétte also keinerlei Auswirkung auf das Testergebnis. Es kann
daraus die Moglichkeit geschlossen werden, mittels NASBA die Transkriptionsaktivitdt in

Pilzzellen zu untersuchen, da nur RNA und keine genomische DNA erfaf3t wird.

4.1.2 Ergebnisse von NASBA bez. Patientenproben

Es wurden vier Patienten betrachtet, welche allesamt unter einer malignen
Systemerkrankung litten und Teilnehmer einer prospektiv randomisierten Studie mit
liposomalem Amphotericin B (AmBisome) nach allogener KMT waren. Zur
vergleichenden Bewertung der NASBA-Ergebnisse wurden auller der LC-PCR noch
verschiedene andere Befunde bzw. Parameter herangezogen. Hierbei handelte es sich um
das Auftreten von Fieber, einer Neutropenie, einer Aspergillus-verdéchtigen Pneumonie
sowie eines positiven Tests auf Aspergillus-Antikdrper-IgM. Auch der kulturelle bzw.
histologische Nachweis von Aspergillus sowie ein Aspergillus-verdidchtiger Befund im
CT des Thorax waren von Bedeutung. Die jeweiligen Daten wurden dariiber hinaus bei
jedem Patienten in einen zeitlichen Zusammenhang gesetzt.

Zunidchst mull betont werden, dafl bei sdmtlichen Patienten im zeitlichen Verlauf
zumindest ein positives NASBA-Ergebnis verzeichnet werden konnte, die Tests mit der
LC-PCR verblieben dagegen bei zwei Patienten durchweg negativ. Damit kann bereits auf
eine hohere Sensitivitit der NASBA-Methode geschlossen werden. Bei jenen Patienten,

bei denen sowohl NASBA als auch die LC-PCR positive Befunde lieferte, wurde bei
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einem Patienten das Ergebnis von NASBA zeitlich gesehen frither positiv, beim anderen
Patienten die LC-PCR. Insgesamt jedoch ergab die LC-PCR bei den beiden beschriebenen
Patienten zahlenmédBig mehr positive Resultate als das NASBA-Verfahren. Hieraus wire
zu folgern, da3 die LC-PCR eine Aspergillus-Infektion, wenn sie sie denn nachweist, mit
hoherer Zuverlédssigkeit im Vergleich zu NASBA nachweist.

Eine Aspergillus-verddchtige Pneumonie trat bei allen vier Patienten jeweils vor einem
positiven Ergebnis bei NASBA auf; ebenso zeigten sich neutropenisches Fieber bei zwei
Patienten und ein positiver Test auf Aspergillus-Antikdrper-IgM bei einem Patienten
deutlich vor dem Zeitpunkt, an dem die NASBA-Methode ein positives Resultat lieferte.
In diesem Zusammenhang sollte erwéhnt werden, da3 Fieber bzw. eine Neutropenie meist
im Anfangsstadium einer Infektion bei rascher Vermehrung der Erreger im Blut auftritt,
auch das Aspergillus-Antikorper-IgM kann in dieser Phase normalerweise bereits
nachgewiesen werden.

Demgegeniiber sah man im CT des Thorax einen Aspergillus-verdachtigen Befund erst,
nachdem NASBA eine Aspergillus-Infektion angezeigt hatte. Des weiteren gelang ein
kultureller bzw. histologischer Nachweis von Aspergillus ebenfalls erst einige Zeit nach
dem positiven NASBA-Ergebnis.

Trotz der recht kleinen Zahl an untersuchten Patienten kann zusammenfassend gesagt
werden, dal die NASBA-Methode im Vergleich mit verschiedenen anderen
diagnostischen Mitteln, insbesondere mit der LC-PCR, durchaus eine Moglichkeit
darstellt, eine Infektion mit Aspergillus anzuzeigen. Im folgenden sollen nun die
unterschiedlichen Nachweismethoden fiir Pilzinfektionen im allgemeinen und fiir

Infektionen mit Aspergillus im besonderen in diesem Zusammenhang betrachtet werden.

4.2 Vergleich mit anderen modernen Nachweismethoden fiir Aspergillus

Spezies

4.2.1 Blutkulturen

Wie hoch ist nun die Effektivitdit von Blutkulturen als Nachweismethode -einer
systemischen Pilzinfektion? Hierzu fiihrten Kami et al. eine retrospektive Studie an 720
Patienten durch, bei denen zwischen 1980 und 1999 Blutkulturen angefertigt wurden.
Unter diesen 720 Patienten waren 252 Patienten mit einer invasiven Pilzinfektion und

zwar verursacht durch Candida (n=94), Aspergillus (n=91), Zygomycetes (n=34),
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Cryptococcus (n=7), Trichosporon (n=11), Fusarium (n=1) sowie unbekannte Pilz Spezies
(n=20). Das Ergebnis der Studie konnte wie folgt ermittelt werden: von den 94 Patienten
mit invasiver Candidiasis hatten 20 Patienten positive Blutkulturen und von den 11
Patienten mit Trichosporonosis hatten 7 Patienten positive Blutkulturen. Die Sensitivitdt
dieser Methode lag bei 1,1 %, 0 % und 14 % jeweils fiir den Nachweis von invasiver
Aspergillose, Zygomycosis und Cryptococcosis. Die Autoren zeigten weiterhin einen
zusitzlichen Riickgang der Sensitivitit, wenn Patienten gleichzeitig einer antimykotischen
Therapie unterzogen wurden. Demnach konnen Blutkulturen durchaus falsch-negative
Resultate erzeugen, auBler es ist mdglich, eventuell vorhandene antimykotische
Substanzen in den Kulturflaschen zu inaktivieren. Zusammenfassend betrachtet sind
Blutkulturen nicht in der Lage, mit ausreichender Sicherheit und Zuverldssigkeit eine

systemische Aspergillusinfektion anzuzeigen (33).

4.2.2 Serologische Nachweismethoden

4.2.2.1  Der Sandwich-ELISA zur Detektion von Aspergillus-Galactomannan

Stynen et al. fanden bei diesem Test als untere Nachweisgrenze fiir Galactomannan
weniger als 1 ng/ml (68). Wurde Serum als Probenmaterial verwendet, so lag die
Sensitivitdt bei 60-100 % und die Spezifitit bei 81-98,7 % (9, 47, 70, 75). Die Rate
falsch-positiver Resultate wird mit 8-15 % angegeben (9, 68, 71) und den positiven
Vorhersagewert fiir das Vorliegen einer invasiven Aspergillusinfektion ermittelten Stynen
et al. zu 83 % (61) bzw. 54 % (70), den negativen Vorhersagewert zu 95 % (70).

Dariiber hinaus wurde bei diesem Nachweisverfahren eine Kreuzreaktivitit mit
Penicillium chrysogenum, Penicillium digitatum und Paecilomyces variotii beobachtet
(71).

Der Galactomannan-ELISA besitzt bei ordinaler Interpretation der Befunde eine hohe
Reproduzierbarkeit, allerdings konnen die Testresultate quantitativ nur unzuverldssig
reproduziert werden. Die Interpretation der Antigenkonzentrationsveranderungen
wiahrend verschiedener Léiufe des Galactomannan-ELISA ist daher nicht mit letzter
Sicherheit moglich (76).

Weiterhin konnte in der Studie von Stynen et al. gezeigt werden, daB3 die Antigendmie
keinen transienten  Charakter besaB. Zudem waren die Verldufe der

Antigenkonzentrationen bei den einzelnen Patienten unterschiedlich (68).

46



Swanink et al. ermittelten in ihrer Spezifititsstudie einen Wert von 15 % falsch-positiver
Ergebnisse bei der Untersuchung von 40 Serumproben bakteridmischer Patienten mit
hidmatologischen Neoplasien. Hier wurde keine Korrelation dieser Resultate mit den
Kulturergebnissen von spezifischen Mikroorganismen beobachtet. Des weiteren gab es
keine Reaktion der Mikroorganismen mit dem Galactomannan-ELISA. Die falsch-
positiven Ergebnisse waren jedoch reproduzierbar. So konnte der Grund fiir diese falsch-
positiven Befunde nicht hinreichend geklirt werden (71).

Eine andere Studie kam zu der Aussage, dal} keine falsch-positiven Ergebnisse auftreten,
wenn zwei oder mehr konsekutive positive Proben betrachtet werden (61).

Der besagte ELISA ist als kommerzieller Test verfiigbar; dieser Vorteil mufl jedoch
wieder relativiert werden, da auch die NASBA-Mecthode aus kommerziell erhéltlichen
Testkits besteht (44).

Mit dem Galactomannan-ELISA konnen nur Aspergillusinfektionen nachgewiesen
werden, wihrend NASBA prinzipiell viele unterschiedliche Pilz Spezies detektieren kann.
Auch in diesem Falle ist ein alleiniger Einsatz des Tests bei mangelhafter Zuverlédssigkeit
im klinischen Alltag sicherlich nur im Zusammenhang mit einer weiterfliihrenden

Diagnostik, z.B. mittels CT, mdglich (75).

4.2.2.2  Der Latex-Agglutinationstest

Als untere Nachweisgrenze des Latex-Agglutinationstests wurde ein Wert von 15 ng
Galactomannan/ml ermittelt (68). Bei der Verwendung von Serum als Probenmaterial lag
die Sensitivitdt zwischen 27,5 und 95 % und die Spezifitit zwischen 86 und 100 % (25,
35,47,70, 75).

Fiir die Friihdiagnose invasiver Aspergillosen ist er damit nicht sensitiv genug (25, 35, 47,
70, 75).

Der Test zeigte einen positiven Vorhersagewert fiir das Vorliegen einer invasiven
Aspergillusinfektion von 67 % (25) bzw. 100 % (47), einen negativen Vorhersagewert
von 99 % (25) bzw. 84,9 % (47).

Des weiteren konnte eine Studie von Haynes und Rogers keine Korrelation der
Ergebnisse des Latex-Tests aus Serumproben zu einer antimykotischen Therapie bzw.
dem kulturellen Nachweis von Aspergillus Spezies finden (25).

Der Latex-Test kann somit auch nicht zur Therapiesteuerung einer antimykotischen

Behandlung eingesetzt werden (35).
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Vergleicht man nun den Latex-Agglutinationstest mit dem Galactomannan-ELISA (siche
unter 1.2.2.1. und 4.2.2.1.), so erhdlt man nachfolgende Ergebnisse: zum einen war der
Galactomannan-ELISA frither im Verlauf einer Aspergillose in der Lage, Galactomannan
nachzuweisen als der Latex-Agglutinationstest. Dieser lieferte positive Befunde eher in
einem fortgeschrittenen Stadium der Infektion, d.h. bei hoherer Antigenlast und
ermdglichte daher keine Frithdiagnose. Zum anderen wird der Galactomannan-ELISA im

Vergleich zum Latex-Test als sensitiver, aber weniger spezifisch beschrieben (47, 70, 75).

4.2.2.3  Der Nachweis von (1-3)-3-D-Glucan

Zunichst sollte erwdhnt werden, daB3 mittels dieser Methode keine Differenzierung auf
Speziesebene vorgenommen werden kann.

Obayashi et al. fanden bei der Untersuchung klinischer Plasmaproben einen positiven
Vorhersagewert von 59 % fiir das Vorliegen einer invasiven Pilzinfektion, der negative
Vorhersagewert lag bei 97 %. Die Sensitivitit wird in dieser Studie mit 90 %, die
Spezifitit mit 100 % angegeben (55).

Des weiteren wurde im Bezug auf den Test eine ausreichend hohe Sensitivitét fiir den
Nachweis von Candida und Aspergillus Spezies ermittelt, die Sensitivitdt fiir invasive
Infektionen durch Cryptococcus Spezies ist indes unbefriedigend (53, 55).

Auch ist es nicht mdglich, den Test bei Hdmolyse-Patienten durchzufiihren, vor allem
dann, wenn bei der Himolyse Cellulosemembranen verwendet werden. Diese Membranen
kontaminieren das dialysierte Blut mit Glucan. Setzt man bei der Dialyse hingegen
Triacetat-basierte Membranen ein, wurde dieses Problem nicht beobachtet (53, 55).

Yuasa et al. konnten in ihrer Arbeit zeigen, dal mit den Resultaten des (1-3)-B-D-Glucan-
Nachweistests pulmonale Aspergillusinfektionen zuverldssig diagnostiziert werden
konnen. Zusitzlich ist man mittels des quantitativen Glucannachweises in der Lage, eine
Aussage darliber zu machen, in welchem Stadium der Infektion sich der Patient zum
Zeitpunkt der Testung gerade befindet (86).

Betrachtet man die retrospektive Studie von Iwama et al. an 43 héimatologischen
Patienten, so wird deutlich, da3 eine erhebliche Senkung der Mortalitétsrate fiir Patienten
mit Candiddmie durch die Messung von (1-3)-B-D-Glucan im Plasma und eine darauf
beruhende antimykotische Therapie moglich ist. Diese Therapie sollte indes zu einem
frithen Zeitpunkt begonnen werden. Hierbei wurde eine friihe antimykotische Therapie

derart beschrieben, da3 der Therapiebeginn basierend auf den Ergebnissen des (1-3)-p-D-
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Glucan-Tests vor oder innerhalb von 72 h nach der konventionellen Detektion von Pilzen
in der Blutkultur lag (30).

Da diese Nachweismethode zahlenméBig bislang nur sehr eingeschrinkt auf Proben im
klinischen Alltag angewandt wurde, ist es fraglich, ob der (1-3)-B-D-Glucan-Test sicher

und zuverlissig eine frithzeitige Diagnose einer systemischen Aspergillose erlaubt.

4.2.3 Molekularbiologische Nachweismethoden: PCR

Die Anwendung von PCR-basierten Nachweismethoden im klinischen Bereich ist bislang
nur von wenigen Gruppen publiziert worden: Van Burik et al. fanden, daB3 bei drei
Patienten mit detailliert beschriebener pulmonaler Aspergillose diese nicht als erstes
mittels der PCR diagnostiziert worden war. Allerdings wurden hier die Patienten erst bei
einem klinischen Verdacht auf eine invasive Pilzinfektion engmaschig mittels PCR
untersucht. Die in dieser Studie eingesetzte Digoxigenin-markierte Oligonukleotidsonde
erfalte ein breites Spektrum verschiedener Pilz Spezies, liel jedoch keine Unterscheidung
auf Speziesebene zu (74).

Insgesamt fanden PCR-basierte Nachweismethoden erst bei wenigen klinischen Proben
Anwendung (26, 29, 34, 63, 79); zudem wurden hiufig Probenmaterialien eingesetzt,
deren Gewinnung sehr aufwendig ist oder die keine engmaschige, prospektive
Uberwachung von Patienten erlauben (z.B. BAL-Proben) (8, 20, 29, 32, 50, 63, 67, 72).
AufBerdem nahmen bei einigen Studien lediglich Patienten teil, bei denen der Status
beziiglich einer invasiven Aspergillusinfektion bereits vor der Testung feststand (74, 84,
895).

Hebart et al. untersuchten 84 Patienten nach allogener KMT mit der Fragestellung,
inwieweit sich eine PCR zur frithen Diagnose einer invasiven Aspergillose eignet.
Insgesamt zeigten 14,2 % aller Blutproben in der PCR ein positives Ergebnis, die
Sensitivitdt der Methode wurde mit 100 % angegeben, die Spezifitdt mit 65 %. Dariiber
hinaus entwickelte keiner der Patienten mit negativem PCR-Resultat eine invasive
Aspergillose wihrend des Beobachtungszeitraumes. Hebart et al. fanden weiter, da3 bei
Patienten mit neu diagnostizierter invasiver Aspergillose ein positives PCR-Ergebnis den
ersten klinischen Zeichen um durchschnittlich zwei Tage sowie der endgiiltigen
klinischen Diagnose um durchschnittlich neun Tage vorausging. Die PCR wurde jedoch
ebenfalls bei Patienten mit einer akuten GvHD, bei Patienten, die unter Cortisontherapie

standen sowie bei Patienten, die eine invasive Aspergillose bereits vor KMT entwickelt
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hatten, in signifikantem Malle positiv. Nach Meinung der Autoren kann die PCR als
prospektive Screeningmethode dienen, um Patienten mit einem hohen Risiko fiir eine
systemische Aspergillusinfektion zu tiberwachen (27).

In einer Arbeit von Lass-Florl et al. wurden Vollblutproben von 36 Patienten unter
antimykotischer Therapie untersucht. Kann mittels PCR diesbeziiglich eine invasive
Aspergillusinfektion sicher und zuverldssig diagnostiziert werden? Die Ergebnisse der
PCR wurden verglichen mit Ergebnissen von BAL- sowie Gewebsproben. Von den 36
Patienten hatten 15 Patienten eine gesicherte, neun Patienten eine wahrscheinliche und
zwOlf Patienten eine mogliche invasive Aspergillose. Bei den zuerst genannten Patienten
konnten eine Sensitivitdt der PCR von 100 % bei BAL-Proben und 40 % bei Blutproben
gefunden werden; der negative Vorhersagewert lag bei 44 %. Betrachtete man nun die
Patienten mit wahrscheinlicher systemischer Aspergillusinfektion genauer, so zeigte sich
eine Sensitivitdt von 66 % bei BAL-Proben und 44 % bei Blutproben. Zusammenfassend
1aBt sich sagen, dal der Vorteil einer PCR-Diagnostik mittels Vollblutproben bei
Patienten unter bereits begonnener antimykotischer Therapie gering ist; der alleinige
Einsatz dieser diagnostischen Methode ist sicherlich nicht ausreichend (39).

Es ist zudem nicht vollkommen geklart, welcher Stellenwert der PCR hinsichtlich des
Nachweises von Aspergillus Spezies aus BAL-Proben eingerdumt werden kann und ob
entsprechende Ergebnisse hier zur Diagnosestellung einer invasiven Aspergillose
herangezogen werden konnen.

In den Studien von Tang et al. und Jones et al. wird eine Sensitivitdt von 100 % und eine
Spezifitit von 100 % bzw. 94,4 % fiir die Diagnose einer invasiven pulmonalen
Aspergillusinfektion mittels PCR beschrieben. Untersucht wurden dabei BAL-Proben von
immunsupprimierten Patienten (32, 72).

Dagegen sind bei der Verwendung von BAL-Proben falsch-positive Resultate beobachtet
worden. So zeigten sich bei Spreadbury et al. bei 2 von 7 immunkompetenten und bei 2
von 10 immunsupprimierten Patienten positive Ergebnisse in der PCR (67). Des weiteren
fanden Melchers et al. bei 3 von 8 neutropenen Patienten ein positives PCR-Resultat (50).
Bei keinem dieser Patienten waren klinische Zeichen einer invasiven Aspergillose zu
entdecken. Ebenso erkrankte bei Bretagne et al. keiner der 49 untersuchten Patienten an
einer pulmonalen Aspergillusinfektion, obwohl 12 Patienten (25 %) ein positives PCR-

Signal zeigten (8).
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Demgegeniiber beschreiben Einsele et al. eine signifikante Beziehung zwischen einer in
der PCR positiv getesteten BAL-Probe und der Entwicklung einer invasiven pulmonalen
Aspergillusinfektion nach KMT (19).

Die physische Belastung fiir den Patienten ist bei der Gewinnung von BAL-Proben relativ
groB3, Proben sind deshalb nur zu bestimmten Zeitpunkten zu erhalten. Ein weiterer
Nachteil bei der Verwendung von BAL-Proben besteht darin, dall eine BAL meist erst
dann durchgefiihrt wird, wenn pulmonale Symptome oder Befunde in der Bildgebung
beim Patienten zu erkennen sind. Diese Umstinde machen eine frithzeitige Diagnose
unmdglich. Damit ist Serum oder Blut als Probenmaterial fiir die stindige
Patienteniiberwachung besser geeignet.

In diesem Zusammenhang wurde von Yamakami et al. eine nested PCR zum Nachweis
von Aspergillus Spezies im Serum eingesetzt. Es wurde ein Wert fiir die Sensitivitdt von
83 % gefunden. Yamakami et al. untersuchten 20 Patienten mit gesicherter invasiver
Aspergillose und vermuteten weiterhin einen direkten Zusammenhang zwischen der
Sensitivitit der nested PCR und dem Grad der Aspergillusinfektion. AuBerdem
korrelierten die Ergebnisse der nested PCR nicht mit dem klinischen Verlauf unter
antimykotischer Therapie (84).

Weiterhin beschrieben Sugita et al. eine PCR, die es ermoglicht, alle drei, im klinischen
Alltag am haufigsten vorkommenden Aspergillus Spezies (Aspergillus fumigatus,
Aspergillus niger und Aspergillus flavus) nachzuweisen. Ausgangsmaterial waren hier
Amplifikationsprodukte von insgesamt sieben verschiedenen Aspergillus Spezies, die als
opportunistische Infektionserreger bekannt sind. Damit wére man in der Lage, die
Einleitung einer wirksamen und zielgerichteten antimykotischen Therapie deutlich zu
beschleunigen. Zusitzlich konnte eine effektivere und sehr engmaschige
Verlaufsbeobachtung einer schweren systemischen Aspergillusinfektion durchgefiihrt

werden (69).

4.3 Charakteristika von NASBA

NASBA ist vom Grundprinzip her mit einer PCR vergleichbar, weist jedoch einige
charakteristische Unterschiede auf. Diese Unterschiede bestehen auf seiten der PCR in
sowohl einer aufwendigeren und kostenintensiveren Konstruktion als auch der groBeren
Menge des bereit zu stellenden Materials. Weiterhin ist die PCR mit deutlich héherem

zeitlichen Aufwand verbunden und bendtigt mehrmalige rasche Temperaturwechsel beim
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Nachweis von RNA. NASBA besitzt auflerdem eine zehnmal hohere Sensitivitit
verglichen mit der PCR. Die NASBA-Technologie ist dariiber hinaus durch eine aktuelle
Weiterentwicklung (NucliSens EasyQ, BioMerieux) in der Lage, die Amplifikations- und
Detektionsschritte gleichzeitig auszufiihren. Dadurch ergibt sich ein zusitzlicher
Zeitgewinn. Insgesamt betrachtet ist NASBA eine Methode mit sowohl hoher Sensitivitat
als auch hoher Spezifitit, als Probenmaterial koénnen einfach zu gewinnende
Vollblutproben verwendet werden. An die Methode wird aulerdem der Anspruch gestellt,
dall sie bei positivem Ergebnis eine invasive Erkrankung anzeigen soll, die in dieser
Arbeit gefundenen Resultate sind diesbeziiglich vielversprechend. Mit der hier
eingesetzten NASBA-Technologie konnen zudem bei Verwendung entsprechender
Oligonukleotidsonden auch andere humanpathogene Pilze, wie beispielsweise Candida
Spezies, sowie verschiedene Bakterien und sogar Viren nachgewiesen werden; sie spielt
damit bei der Diagnostik einiger weiterer im klinischen Alltag wichtiger
Mikroorganismen eine Rolle. Aufgrund mehrerer Vorteile, wie beispielsweise die hohe
Sensitivitdt und Spezifitit, scheint die NASBA-Technologie eine geeignete Methode fiir
eine frithe und exakte Diagnose verschiedenster Erkrankungen zu sein. Im folgenden
werden nun die Einsatzmoglichkeiten von NASBA bei verschiedenen Mikroorganismen

genauer betrachtet.

4.3.1 Einsatzmaoglichkeiten bei anderen Pilz Spezies

Candida Spezies

Eine Studie von Widjojoatmodjo et al. untersuchte die Einsatzmoglichkeit der NASBA-
Technologie im Hinblick auf klinisch relevante Candida Spezies und fand positive
Resultate bei insgesamt sieben verschiedenen Spezies. Diese beinhalteten u.a. C. albicans,
C. krusei und C. tropicalis. Des weiteren konnte eine reproduzierbar hohe Sensitivitit der
Methode festgestellt werden. In diesem Zusammenhang betonen die Autoren
verschiedene positive Aspekte von NASBA, wie Schnelligkeit und Genauigkeit, weshalb
sich das Verfahren ihrer Meinung nach fiir die Candida-Diagnostik besonders eignet (82).
Dariiber hinaus testeten Loeffler et al. die NASBA-Methode an sechs verschiedenen
Candida Spezies, darunter Candida glabrata, Candida krusei, Candida inconspicua,
Candida dubliniensis, Candida norvegensis und Candida lusitaniae; zusétzlich verglichen
die Autoren NASBA mit einer bereits etablierten PCR-Methode. Es zeigte sich eine
Sensitivitdit von 1 CFU, aulerdem war das NASBA-Verfahren in der Lage, RNA von
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allen sechs Candida Spezies innerhalb eines Arbeitstages zu detektieren. Damit stellte
sich auch in dieser Arbeit NASBA als eine ausreichend sensitive, spezifische und vor

allem schnelle Methode heraus, wichtige Candida Spezies nachzuweisen (46).

4.3.2 Einsatzmoglichkeiten bei Viren

Zytomegalovirus (CMYV)

Blok et al. verglichen in einer Studie mit 42 Patienten nach Nierentransplantation die
NASBA-Technologie mit drei anderen diagnostischen Methoden im Hinblick auf die
Entwicklung und die Uberwachung einer Zytomegalovirus-Infektion. Es wurde eine
hohere Sensitivitit von NASBA (50 %) gegeniiber dem immunzytochemischen Nachweis
des pp65 Antigens (35 %) gefunden, die Sensitivititen von NASBA und der eingesetzten
Zellkultur waren vergleichbar (50 und 54 %, jeweils). NASBA zeigte den Beginn einer
Infektion durch das Zytomegalovirus gleichzeitig mit der Zellkultur und der Methode
durch Antigennachweis an. Sowohl der Antigennachweis als auch die NASBA-
Technologie sind duBerst spezifisch (100 %) und haben einen sehr hohen Vorhersagewert
(100 %) fiir den Beginn einer CMV-Infektion. Wurde eine antivirale Therapie mit
Ganciclovir durchgefiihrt, so verblieben die Ergebnisse von NASBA, Antigennachweis
und Zellkultur negativ (4).

In einer Arbeit von Hebart et al. wurden 33 Patienten nach allogener KMT mit einem
hohen Risiko fiir eine CMV-Infektion beziiglich der Ergebnisse von NASBA, einer DNA-
PCR aus Vollblutproben sowie verschiedenen Viruskulturen verglichen. Die
unterschiedlichen Verfahren wurden einmal wochentlich durchgefiihrt, und es zeigten
sich auffillig hohe Ubereinstimmungswerte beziiglich der NASBA- und PCR-Ergebnisse
(85,3 % bei Betrachtung jeder einzelnen Probe, 87,9 % bei Betrachtung jedes einzelnen
Patienten). AuBerdem entwickelte im Studienverlauf keiner der NASBA-negativen
Patienten eine CMV-Infektion. Dariliber hinaus fanden die Autoren einen hohen positiven
Vorhersagewert des NASBA-Verfahrens fiir die Wirksamkeit einer antiviralen Therapie.
NASBA ist demnach in ausreichendem Mafle im Rahmen eines Patienten-Screenings zur

frithen Diagnose einer CMV-Infektion geeignet (28).

Human Immunodeficiency Virus (HIV)
Des weiteren testeten Shepard et al. die Mdoglichkeit, RNA von HIV-1 in verschiedenen
Korperfliissigkeiten mittels NASBA quantitativ nachzuweisen. Als
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Untersuchungsmaterial dienten Liquor, Speichel, Muttermilch, Samenfliissigkeit und
Zervikalschleim. Beim FEinsatz von Blutplasma gegeniiber den einzelnen
Korperfliissigkeiten von HIV-infizierten Patienten zeigte NASBA folgende Ergebnisse:
91 % waren Blutplasma-positiv und 55 % Zervikalschleim-positiv, 76 % waren
Blutplasma-positiv und 46 % Speichel-positiv und 83 % waren Blutplasma-positiv und 63
% Samenfliissigkeit-positiv. Zusammenfassend konnte mit der NASBA-Technologie sehr
gut RNA von HIV-1 in allen Korperfliissigkeiten quantitativ nachgewiesen werden; im
Vergleich dazu wurde als diagnostische Methode eine RT-PCR verwendet. Diese wies
beim Liquor und Zervikalschleim zwar eine hohere Sensitivitdt auf, ihr Nutzen wurde
jedoch bei allen anderen Korperfliissigkeiten durch die Anwesenheit von Inhibitoren stark

eingeschrinkt (65).

Hepatitis C-Virus (HCV)

Auch bei der Hepatitis C kann die NASBA-Technologie eingesetzt werden. In einer
Arbeit von Damen et al. zogen die Autoren zum Vergleich eine spezielle Methode zum
Nachweis von HCV-DNA (bDNA, Chiron Corporation) und die HCV-MONITOR-
Methode (Roche Diagnostic Systems) heran. Sie fanden bei NASBA eine mehr als
zehnmal hohere Sensitivitit gegeniiber der bDNA-Methode, wihrend sich die
quantitativen Ergebnisse stark &dhnelten. NASBA war beziiglich der Sensitivitit
vergleichbar mit der HCV-MONITOR-Methode, wobei die HCV-MONITOR-Methode
permanent niedrigere Werte lieferte. Zusammenfassend 148t sich die NASBA-
Technologie im Bereich der HCV-Infektionen als verldBliche Nachweismethode von

HCV-RNA unter unterschiedlichen Bedingungen beschreiben (12).

West Nile virus

Lanciotti et al. verglichen hierzu die NASBA-Technologie mit einer TagMan RT-PCR
und konnten eine aulBergewdhnlich hohe Sensitivitidt und Spezifitit der NASBA-Methode
nachweisen. Ein weiterer Vorteil bestand in einer sehr schnellen Verfiigbarkeit der
Ergebnisse bei NASBA (< 1 h). Insgesamt kamen die Autoren zu dem Schluf3, der
NASBA-Technologie einen hohen Stellenwert im Rahmen der Diagnostik von Flaviviren

einzurdumen (38).
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Influenza A

Die Entwicklung und Einfiihrung einer wirksamen Behandlungsmoglichkeit einer
Infektion mit dem Influenza A-Virus durch Neuraminidase-Inhibitoren haben die
Notwendigkeit einer schnellen Diagnose einer solchen Infektion mit sich gebracht. Dies
gilt vor allem fiir Bevdlkerungsteile mit diesbeziiglich erhohtem Risiko. Moore et al.
testeten die NASBA-Methode an einer grolen Zahl von Influenza A-Subtypen und
konnten sehr hohe Werte sowohl fiir die Sensitivitidt als auch fiir die Spezifitit
nachweisen. Es wurden insgesamt 389 klinische Proben untersucht. NASBA detektierte
dabei 64 % mehr Influenza A-positive Proben im Vergleich zu Zellkulturen sowie dem
direkten Immunfluoreszenztest (IF). Daraus folgernd kann der NASBA-Methode eine
hohere Sensitivitit beim Nachweis von Influenza A verglichen mit herkommlichen

Verfahren bescheinigt werden (54).

4.3.3 Einsatzmaoglichkeiten bei Bakterien

Salmonella enterica

Simpkins et al. liberpriiften die Einsatzmdglichkeit von NASBA bei diesem bakteriellen
Erreger einer Gastroenteritis und zeigten hier eine liberaus hohe Effektivitit der NASBA-
Technologie. Dariiber hinaus konnte dargestellt werden, dal3 eventuell vorhandene DNA
keinen EinfluB auf das Verfahren ausiibt. RNase-behandelte Extrakte ergaben bei der
Amplifikation durch NASBA trotz eines hohen Gehalts an DNA kein Signal; der DNA-
Gehalt wurde durch ein starkes PCR-Signal nachgewiesen. AuBBerdem unterschieden sich
die Ergebnisse von lebenden und pasteurisierten Proben erheblich, obwohl die Menge an

DNA in beiden Fillen die gleiche war (66).

Bacillus anthracis

Auch bei diesem, in letzter Zeit sehr viel beachteten Erreger kann NASBA dazu
eingesetzt werden, in Zellen vorhandene RNA nachzuweisen. Baeumner et al. konnten
mit Hilfe eines speziellen Biosensors eine untere Nachweisgrenze von 1 fmol Ziel-RNA
bestimmen. Des weiteren zeigte sich eine hohe Sperzifitit, Kreuzreaktionen mit elf
weiteren Spezies, darunter nah verwandte Spezies wie Bacillus cereus, Bacillus
megaterium, Bacillus subtilis und Bacillus thuringiensis ergaben sich nicht. Aullerdem
fanden sich keine falsch-positiven Ergebnisse bei nicht lebensfahigen Bacillus anthracis-

Sporen (2).
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4.4 Kontaminationen

Da sich RNA generell als sehr bestindig erweist, miissen beim Arbeiten hiermit sehr
genaue und detaillierte Vorschriften zur Vermeidung von Kontaminationen und der damit
verbundenen Gefdhrdung der gesamten Testergebnisse beachtet werden: Durchfiihrung
der einzelnen Arbeitsschritte in getrennten Rdumen, Einsatz der Arbeitsmaterialien und —
gerite ausschlieBlich fiir NASBA, Tragen von entsprechender Schutzkleidung, etc.

In jedem Lauf von NASBA, der zu den in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnissen fiihrte,
wurden Negativkontrollen mitanalysiert; diese waren durchweg negativ. Somit konnte
eine Kontamination des gesamten Systems ausgeschlossen werden.

Es sollte jedoch erwidhnt werden, daBB es im spiteren Verlauf der experimentellen
Durchfiihrung der Arbeit trotz genauester Beachtung der oben beschriebenen Vorschriften
immer wieder zu Kontaminationen sowohl einzelner Proben als auch kompletter NASBA-
Laufe kam. Dabei konnte der Ursprung der Kontaminationen nicht geklart werden,
moglicherweise waren Arbeitsgerdte bzw. —materialien oder Bestandteile des RNeasy
Minikits (Qiagen, Hilden, Deutschland) bzw. des NucliSens Basic Kits (Organon
Teknika, Boxtel, Niederlande) verunreinigt.

Insgesamt wird die Robustheit des NASBA-Verfahrens durch die nicht zu
unterschitzende Gefahr von Kontaminationen sowie den notwendigen Aufwand zur
Vermeidung solcher Kontaminationen doch in gewissem Mafe eingeschrinkt; hier sind

weitere Studien zur genaueren Untersuchung dieser Sachverhalte anzustreben.

4.5 NASBA als Bestandteil neuer Behandlungsstrategien systemischer

Aspergillosen

Zunichst ist es wichtig zu erwdhnen, daBl die Mortalitdit einer systemischen
Aspergillusinfektion bei Patienten mit hdmatologischen Neoplasien bzw. nach allogener
KMT sehr hoch ist.

Das bisherige Behandlungskonzept solcher Infektionen bleibt trotz vielversprechender
Neuerungen auf dem pharmazeutischen Sektor aus verschiedenen Griinden
unbefriedigend.  Patienten = mit  hdmatologischen  Systemerkrankungen  und
antibiotikaresistentem Fieber nach allogener KMT werden empirisch antimykotische
Medikamente verabreicht. Da dem Fieber natiirlich nicht in jedem Falle eine Aspergillose

zugrunde liegt, nimmt man hier eine Ubertherapie in Kauf; zudem sind die Ansprechraten
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von Itraconazol und Amphotericin B niedrig (13, 14, 15). Des weiteren besitzt
Amphotericin B eine deutliche Toxizitdt (40), welche durch die Weiterentwicklung hin
zur liposomalen Zubereitungsform (AmBisome) stark vermindert werden konnte (52, 58,
59, 80). Nachteilig wirken diesbeziiglich der hohe Preis von AmBisome sowie die
Tatsache, daB auch unter Therapie mit diesem Medikament systemische
Aspergillusinfektionen beobachtet wurden (40, 81). Eine Studie wies fiir Amphotericin B
eine Senkung der Mortalitdt bei Gabe als Einzeltherapeutikum nach, eine prophylaktische
oder empirische Behandlung mit Antimykotika insgesamt ergab keine Anderung der
Mortalitdt (23).

Andere Behandlungsmoglichkeiten, sei es auf chirurgischem Gebiet oder im Bereich der
Zell- und Zytokintherapie, sind nur bei wenigen ausgesuchten Patienten bzw. als
adjuvante Therapien einsetzbar (15, 40).

In jedem Falle ist eine moglichst frithzeitige Einleitung einer medikamentdsen Therapie
mit AmBisome oder konventionellem Amphotericin B zur Verbesserung der Prognose
invasiver Aspergillosen anzustreben (1, 10, 77). In diesem Zusammenhang bietet die
NASBA-Technologie als sehr sensitive Nachweismethode mit schneller Verfligbarkeit
der Ergebnisse eine vielversprechende Moglichkeit, bestehende Therapiekonzepte zu

verbessern bzw. zu erweitern oder neue Behandlungsstrategien aufzuzeigen.
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5. Zusammenfassung

Systemische Pilzinfektionen sind durch ihre stetige Zunahme in den letzten Jahren immer
starker ins Blickfeld geriickt; invasive Mykosen werden in diesem Zusammenhang in
immer groflerem Ausmall von Aspergillus Spezies verursacht. Die Mortalitdt invasiver
Aspergillosen ist aulerordentlich hoch. Mittels dieser Arbeit sollte daher die Nucleic Acid
Sequence-Based Amplification (NASBA)-Technologie auf ihre Sensitivitdt, Spezifitét
und Robustheit beim Nachweis von Aspergillus Spezies hin untersucht werden.
AuBerdem wurden die Ergebnisse mit denen einer bereits etablierten Aspergillus-PCR
verglichen. Ein weiteres Ziel war, eine erste Aussage beziiglich der klinischen
Anwendbarkeit der Methode machen zu kdnnen.

Als untere Nachweisgrenze fiir RNA aus Aspergillus Spezies konnte 1 CFU pro ml Blut
gefunden werden, die NASBA-Sonde detektierte dabei zuverldssig RNA von Aspergillus
fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus versicolor, Aspergillus glaucus und Aspergillus
niger. Dariiber hinaus zeigten sich Kreuzreaktionen der Sonde lediglich mit RNA von
Penicillium brevicompactum, Penicillium chrysogenum und Alternaria alternata;
Testreihen mit RNA von sechs weiteren Pilz Spezies, darunter Candida albicans, von
Zytomegalovirus sowie von menschlichen Fibroblasten verblieben negativ. Damit werden
mithilfe des NASBA-Verfahrens alle klinisch relevanten Aspergillus Spezies amplifiziert
und detektiert.

Weiterhin zeichnet sich die NASBA-Technologie durch einen hohen Grad an Robustheit
aus, da in jedem von 28 Laufen mit einer bestimmten Zahl an Aspergillus-Konidien (10°
bis 10° CFU) RNA detektiert werden konnte.

Liegt eine Koinfektion mit zwei oder mehr unterschiedlichen Pilz Spezies vor, so
erwiesen sich die Sensitivitdt sowie die Spezifitdt der Methode als unverindert.

Zusitzlich stellte sich der Einsatz eines RNA-Schutzpuffers (RNA Secure) als wichtiges
Hilfsmittel innerhalb des NASBA-Verfahrens heraus, um eine rasche Degradation im
Probenmaterial zu verhindern.

Im Vergleich zur PCR koénnen einige Vorteile von NASBA beschrieben werden. Die
NASBA-Technologie ist deutlich weniger fehleranfillig und bendtigt einen geringeren
zeitlichen Aufwand; ein Lauf kann bei NASBA innerhalb eines Arbeitstages durchgefiihrt
werden. Dariiber hinaus besitzt NASBA eine zehnmal hohere Sensitivitit. Der

Amplifikationsschritt wird auf einer gleichbleibenden Temperaturstufe ausgefiihrt, die
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PCR bendtigt diesbeziiglich mehrmalige rasche Temperaturwechsel. Des weiteren kann
bei NASBA eine weitaus geringere Menge an Probenmaterial verwendet werden.
Insgesamt kann festgehalten werden, dall die NASBA-Technologie in vielen Bereichen,
sei es die Detektion von Pilzen, Viren oder Bakterien, erfolgversprechende Ergebnisse fiir
viele klinische Anwendungsgebiete zeigt. Die Schnelligkeit, die hohe Sensitivitit und
Spezifitit der Methode sowie der geringe Aufwand bei der Probengewinnung und die
Zuverldssigkeit sind wichtige Punkte im Hinblick auf zukiinftige Einsatzmdglichkeiten.
Es besteht die Aussicht, dieses Verfahren in vielen Gebieten der Diagnostik einsetzen zu
konnen. Allerdings ist NASBA hiufig noch vollkommen unbekannt oder wird zumindest
in der tdglichen Routine nicht eingesetzt. Eine weitere intensive Forschung ist
diesbeziiglich sicherlich lohnenswert; hierdurch konnte diese Methode noch mehr
Beachtung finden.

Eine Arbeit zur Etablierung und Evaluierung von NASBA zum Nachweis von Pilz-RNA

im Blut von immunsupprimierten Patienten wurde bereits durchgefiihrt.
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