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1 Einleitung

1.1 Einfihrung in die invasive Aspergillose

Insgesamt betrachtet handelt es sich bei der invasiven Aspergillose um eine
seltene Erkrankung. Weltweit stellt sie allerdings in den Kliniken ein immer
haufigeres Krankheitsbild dar. Die Ursache hierfur liegt in der steigenden Zahl
von Organ- sowie Stammezelltransplantationen, dem zunehmenden Gebrauch
von Chemotherapeutika und der daraus folgenden stetig wachsenden Zahl von
immunsupprimierten Patienten. (Denning,1998; Hebart et al.,2000; Einsele et
al.,2000; White et al.,2006)

Als Todesursache, vor allem bei hamatologischen Patienten, spielt die 1A trotz
neuer Transplantationsmodalitaten, verbesserter Diagnose- und
Therapiemoglichkeiten und intensiver Studien weiterhin eine wesentliche Rolle.
Die Mortalitatsrate betragt bis zu 100 Prozent bei Krebspatienten. (Latge,1999;
Wild et al.,2001)

In mehr als 90 Prozent der invasiven Pilzinfektionen werden Aspergillus- und

Candidaspezies nachgewiesen.

Der rechtzeitige sicher und spezifischer Nachweis einer IA stellt aufgrund der
schwierigen Diagnostik und der nicht eindeutigen Klinik ein grof3es Problem dar.

(Fukuda et al.,2003; Denning et al.,2003; Matrr et al.,2002; Munoz et al.,2006)
1.2 Erreger

Aspergillen gehoren zu den sporenbildenden Schimmelpilzen. Sie kommen
ubiquitar vor und sind &auf3erst resistent gegenuber Umwelteinflissen und
Temperaturen. Sie wachsen schnell, vor allem im Erdboden an verrottenden
Pflanzen und Abfallen. So kdnnen eine hohe Zahl von Aspergillussporen z.B.

an Baustellen aufgefunden werden.



Die Sporen werden meist durch die Lunge inhaliert, wo sie beim Gesunden
eliminiert werden. Bei immunsupprimierten Patienten kdnnen die Sporen jedoch
durch verschiedene Virulenzfaktoren wie Katalasen, Proteasen oder Aflatoxine
und Gliotoxine die Immunantwort hemmen und zur Erkrankung fuhren. Der

genaue Wirkmechanismus ist noch nicht gekléart.

Wichtigster Vertreter in der Klinik ist dabei Aspergillus fumigatus, aber auch die
Spezies Aflavus, A.terreus, A.niger und A.nidulans koénnen als

Infektionserreger nachgewiesen werden.
(Staib et al.,2000; Latge,1999; Bretagne,2003; Bhatti et al.,2006)
1.2.1 Einteilung anhand von Diagnosekriterien

Durch die rasant steigende Anzahl von immunsupprimierten Patienten mit
Anzeichen einer invasiven Mykose und die damit verbundene hohe Letalitat ist
es notig geworden einen Konsensus zu schaffen, der patientenbezogene

Risikofaktoren mit der Diagnosewahrscheinlichkeit fur eine 1A definiert.

Die Diagnostik bei invasiven Mykosen ist sehr schwierig und uneindeutig. Die
klinischen Symptome sind oftmals unspezifisch und es gibt weder Kklare
Diagnosekriterien noch sichere Behandlungsstrategien. Die kulturelle Anzucht
von Aspergillus lasst nicht unterscheiden, ob es sich um eine invasive
Erkrankung handelt und verbleiben zudem oftmals negativ. Aul3erdem konnen
sich eine Reihe von Patienten, aufgrund ihres kritischen Zustandes, keiner
invasiven Diagnostik unterziehen, daher werden bei Verdacht viele Patienten
empirisch behandelt. (Marr,2002; Stevens,2002; Chamilos et al.,2006)

Daher wurde von den Mitgliedern der Invasive Fungal Infections Cooperative
Group (IFICG) der European Organization for Research and Treatment of
Cancer (EORTC) in Zusammenarbeit mit den Mitgliedern der Mycoses Study
Group (MSG) des National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID)
fur wissentschaftliche Zwecke diese Klassifikation erarbeitet.



Sie teilt Patientenkollektive in die Diagnosen gesicherte invasive Aspergillose

(proven), wabhrscheinliche invasive Aspergillose (probable) und mogliche

invasive Aspergillose (possible) auf.

Folgende Tabelle gibt eine Ubersicht der EORTC/IFICG und MSG/NIAID-
Einteilung. (Ascioglu et al.,2002; Wild et al.,2001)

Tabelle 1. Patientenkriterien und invasive Aspergillose

Diagnose

gesicherte IA

wahrscheinliche IA

Patientenkriterien

Aspergillus typische Hyphen in histologischem bzw.

zytologischem Material nachgewiesen
oder

positive Kultur fir Aspergillus aus einer sterilen Probe,
die von einem Areal stammt, das sich Kklinisch oder

radiologisch abnorm verandert zeigt

mindestens ein patientenbezogener Risikofaktor
und

ein mikrobiologisches Kriterium

und

ein klinisches Major- oder 2 klinische Minorkriterium

mindestens ein patientenbezogener Risikofaktor



mogliche 1A und
ein mikrobiologisches Kriterium
oder

ein klinisches Major- oder 2 klinische Minorkriterium

Patientenbezogene Risikofaktoren:

Neutropenie von <500/ul fur >10 Tage

persistierendes Fieber >38°C, >96h refraktar der Behandlung mit
Breitbandantibiotika

Korpertemperatur entweder >38°C oder <36°C dazu einer der folgenden
Bedingungen: prolongierte Neutropenie(>10 Tage) in den letzten 60
Tagen, immunsupprimierende Behandlung in den letzten 30 Tagen,
invasive Pilzinfektion in einer vorherigen Neutropeniephase oder
bestehende AIDS-Erkrankung.

GVHD-Symptome

Therapie mit Kortikosteroiden fir > 3 Wochen

Mikrobiologische Kriterien:

positive Kultur fur Aspergillus aus Sputumflissigkeit und/oder BAL-
Proben

positive Kultur oder Mikroskopie aus Sinus-Aspirat

positives Ergebnis von Aspergillus-Antigen in BAL, Liquor oder >2

Blutproben

Klinische Kriterien:



Sie mussen zu den mikrobiologischen und patientenbezogenen Kriterien in

Beziehung stehen.

- Major-Kriterien: in der CT neu aufgetretene Infiltrate mit folgender
aspergillus typischer Beschreibung: halo sign, air-crescent sign oder

Kavernenbildung
Radiologische Zeichen einer invasiven Sinusitis
Radiologische Zeichen einer ZNS-Infektion

- Minor-Kriterien: Symptome einer unteren Atemwegsinfektion, bei der
Auskultation Pleurareiben, alle neu aufgetretene Lungeninfiltrate, die die
Major-Kriterien nicht erfillen, Pleuraerguss

Symptome einer oberen Atemwegsinfektion
Fokale neurologische Symptome, Bewusstseinsveranderungen,
Meningismus, Liquorverdnderungen

1.2.2 Krankheitsbilder bei IA

Fur die meisten Menschen stellen Pilzinfektionen keine Gefahr dar. Das ist vor
allem einem intaktem Phagozyten-Makrophagen-System und somit einer
funktionierenden Immunabwehr zuzuschreiben. Patienten die durch eine
Krebserkrankung oder einer Stammzelltransplantation immungeschwacht sind,
verfugen nicht mehr tber diesen Schutz und Pathogene kdnnen barrierelos in
den Korper, vor allem tber die Atemwege, die Haut, den Gastrointestinaltrakt

u.a. eindringen und zu schweren Krankheitsbildern fiihren.
(Denning,1998; van Burik et al.,1998a; Rowen et al.,1995; Larkin et al., 1996)
Vier Formen der IA werden unterschieden (Latge,1999):

- akute oder chronische pulmunale IA (haufigste Form)



- Tracheobronchitis und obstruktive Bronchitis (v.a. bei AIDS-Patienten

vorkommend)
- akute invasive Rhinosinusitis

- disseminierte Erkrankung ( meist Befall von Gehirn, Haut, Auge, Niere,

Herz u.a.)
1.2.3 Krankheitsbilder bei immunkompetenten Patienten

Das Krankheitshild bei immunkompetenten Patienten sieht anders aus, hier
kommt es zu keiner Invasion oder Dissemination, aber zum Pilzbefall eines

Organs.

Bei Asthma- oder Mukoviszidosepatienten kann es zur Allergisch
Bronchopulmunaler Aspergillose kommen, welche sich durch Bronchialasthma
und radiologisch nachgewiesenen Lungeninfiltraten kennzeichnet und sich zu
Bronchiektasen und Lungenfibrose entwickeln kann. Die Therapie besteht aus

Kortison.

AuBerdem konnen beim Immunkompetenten Aspergillome auftreten, diese
entstehen in  praformierten  Lungenhohlraumen z.B. nach einer
Tuberkuloseerkrankung oder einer Sarkoidose. Haufige Symptome beim
Aspergillom sind Hamoptysen. Das Aspergillom erscheint im Rdntgenbild als
kugelférmige Masse, die von einer Verschattung umgeben ist und verdickte
Pleuramembranen aufweist. (Munoz et al.2006;Stevens et al.,2000;Latge,1999)

1.3 Epidemiologie

Die Epidemiologie setzt sich aus Inzidenz, Mortalitat, Pathogenese, Klinik,

Risikogruppen und —faktoren zusammen. Diese werden im Folgenden erlautert.
1.3.1 Inzidenz

Angaben zur Inzidenzrate schwanken in der Literatur in hohem Mal3e, dies ist

nicht nur auf die schwierige Diagnostik und unklare Klinik zuriickzufiihren,



sondern auch darauf, dass viele Aspergilloseerkrankungen erst bei einer
Autopsie, d.h. nach dem Tode nachgewiesen werden. Das erklart auch die
Wichtigkeit von praventiven MalRnahmen. (Hawkins et al.,1984; Van Belkum et
al.,1993; Spiess et al.,2003; Munoz et al.,2006)

Einigkeit herrscht dartiber, dass die Inzidenz von IA in den letzten Jahrzehnten
dramatisch angestiegen ist wéahrend Pilzinfektionen, die durch Candida-
Spezies, aufgrund der konsequenten und effektiven Therapie weit gesunken ist.
(Martino et al.,2002; Bissinger et al.,2006)

So ist die Inzidenz von Pilzinfektionen seit den 70er Jahren von 12% auf 30%
gestiegen, am haufigsten sind dabei Patienten betroffen, die sich einer
Knochenmarkstransplantation unterzogen haben. (Bhatti et al.,2006;Einsele et
al.,2001; Pfaffenbach et al.,2000; Patterson et al.,2000)

Mit 80% stellt die IA dabei die weltweit verbreiteste invasive Mykose dar, wobei
sich bei 90% dieser Infektionen Aspergillus fumigatus nachweisen lasst, gefolgt

von den Spezies A.flavus, A.terreus, A. niger und A. nidulans. (Latge,1999)

Durch Zunahme der Patientenzahlen, die am anfalligsten fur eine IA sind lasst
sich diese Inzidenzrate erklaren. Chemotherapien bei soliden Organtumoren
werden immer haufiger angewendet, Transplantationen in zunehmender Zahl
durchgefuhrt, es gibt immer mehr AIDS-Patienten und das
Behandlungsspektrum einer immunsuppressiven Therapie weitet sich auf
zahlreiche Krankheiten aus. (Singh, 2001; Denning,1998)

1.3.2 Mortalitat

Eine besorgniserregende Gegebenheit ist die immer wieder beschriebene hohe
Mortalitdtsrate bei einer invasiven Aspergillose. Sie liegt zwischen 60%-90%
kann aber bei hamatologischen Patienten 100% ausmachen. (Einsele et
al.,1997; Hebart et al.,2003; Marr et al.,2002b; Latge,1999;Jantunen et al.,2002)

Bei einer Studie lagen die Letalitatsraten fur cerebrale Aspergillose bei 99%, fur

Lungenaspergillose 86% und fir Sinusaspergillose 66%, trotz antimykotischer



Therapie. Die Grunde hierfir sind die noch immer die nicht ausreichend
effektive Therapie, aul3erdem sind die eingesetzten Medikamente Uberaus
toxisch. Auch gibt es bisher keine etablierten Standards oder Leitlinien mit der
sich eine bessere Heilungsrate erzielen lasst. (Lin et al.,2001; Wiederhold et
al.,2003; Ullmann et al.,2006)

Der wichtigste Faktor fiir das Uberleben einer IA ist, dass die Diagnose
moglichst friih gestellt wird und dann adaquat behandelt wird. (Loeffler et al.,
2001; Kami et al.,2001; Maschmayer et al.,2003; Denning et al.,2003)

Daher kommt der Forschung, fir neue Diagnostikmethoden, die sensibel und
spezifisch genug sind und zudem einfach durchfihrbar sind, eine grol3e
Bedeutung zu. (Aisner et al.,1977;Hebart et al.,2000a; Muller et al.,2002)

1.3.3 Pathogenese

Hauptsachlich gelangen Aspergillussporen Uber die Atemluft in die Lunge, wo
sie aufgrund ihrer geringen Sporengrof3e von 2-3um bis in die Alveolen
vordringen kénnen. Sie wachsen und bilden Hyphen aus. Ihre Konidien haben
die Fahigkeit Uber verschiedene Adhasine an Schleimhautoberflachen zu
binden. Dies erklart warum gerade immunsupprimierte Patienten an IA
erkranken, bei Gesunden wuirde neutrophile Granulozyten die Sporen
phagozytieren und somit eliminieren. Dadurch ergibt sich eine groRere Gefahr
fur diese Patienten, wenn sie einer erhohten Sporenbelastung z.B.

Umbaumalinahmen im Krankenhaus oder Blumenttpfen ausgesetzt sind.
(Denning,1998; Trevino-Castellano et al.,2003; Denning et al.,2003)

Anderer Eintrittspforten kdnnen Hautdefekte, liegende zentralvendse Katheter,
Verbrennungen oder Lebensmittel sein. H&amatogene Invasion und

Dissemination der Organe sind moglich. (Denning,1998; Segal et al.,2006)
1.3.4 Klinik

Die klinische Manifestation ist unspezifisch, je nach befallenem Organ variieren

die Symptome. Die Lunge ist dabei am h&aufigsten betroffen. Zumeist treten



therapieresistentes und prolongiertes Fieber, Husten, Hamoptysen, Dyspnoe
und Thoraxschmerzen auf. (Florent et al.,2006; Einsele et al.,2000; Caillot et
al.,1997; Gerson et al.,1985)

Sollten Kopfschmerzen, Bewusstseinsveranderungen, Nervenausfalle oder
Krampfanfalle hinzukommen, kann dies auf eine zerebrale Aspergillose
hinweisen, welche bei 10-20%. Bei neutropenischen Patienten wird vereinzelt
auch ein kutane Form der Aspergillose diagnostiziert, dass sich durch ein

schnell wachsendes Erythem mit Nekrosen und Ulzerationen manifestiert.

In 20-30% der Aspergillosefélle treten keinerlei Symptome auf und bleiben
daher klinisch unerkannt.

Um beurteilen zu kdonnen, ob es sich um eine IA handelt mussen daher
verschiedene Diagnosekriterien angewandt werden, zudem sollte der Kliniker
differentialdiagnostisch auch andere Erkrankungen ausschlieen. (Lau et
al.,2006; Denning,1998; Einsele et al.,1997; Larkin et al.,1996)

1.35 Risikogruppen

Da die Aspergillose eine opportunistische Infektion darstellt, sind folglich die
Patienten von ihr am ehesten betroffen, deren Immunsystem nur eingeschrankt
funktionstlichtig ist. Somit sind unterschiedliche Krankheitsbilder in der
Risikogruppe vertreten. Die meisten Patienten sind die vor und nach einer
Knochenmarkstransplantation, Patienten mit hamatologischen
Krebserkrankungen, Patienten nach soliden Organtransplantationen, AIDS-

Patienten und Patienten mit Lungenerkrankungen. (Patterson et al.,2000)

Aber auch andere Autoimmunerkrankungen, metabolische Stérungen, gréere
Operationen oder Verbrennungen fihren zu einer Immunsuppression und damit
zur Risikoerh6hung an eine Aspergillose zu erkranken. Haufigste Ursache der
Immunsuppression liegt in diesen Fallen in der Langzeit-Therapie mit
Kortikosteroiden und zytotoxischen Chemotherapeutika. (Loeffler et al.,1999;
Baddley et al.,2001; Soubani et al.,2002; Loeffler et al.,2002b)



Ein hohes Risiko, d.h. ein Risiko von mehr als 10% liegt bei Patienten vor nach
allogener Knochenmarkstransplantation mit einer starken GvHD, bei Patienten
mit AML, mit einer chronisch granulomatésen Erkrankung und nach
Lungentransplantation. Nach allogener KMT zeigte sich eine bimodale
Risikosteigerung. Zum einen kam es zu vermehrten Infektionen in der frihen
Phase nach Transplantation um den 16. Tag und ebenso in der
langandauernden immunsuppressiven Phase um den 96. Tag nach
Transplantation. Mittleres Risiko besteht bei AIDS-Patienten, bei autologer KMT
oder allogener KMT ohne GvHD, Lymphom- und Verbrennungspatienten.
Diabetes mellitus Patienten und Patienten mit systemischen Lupus
erythematodes haben dagegen ein eher niedriges Risiko unter 1%. (Wald et
al.,1997; Einsele et al.,2001; Martino et al.,2002; Stevens et al.,2002;
Wiederhold et al.,2003; Bhatti et al., 2006; Munoz et al.,2006)

1.3.6 Risikofaktoren

Die unterschiedlichen Risikogruppen unterliegen verschiedenen Faktoren, die
das Risiko an eine IA zu erkranken bemessen. Jeder Patient hat somit ein

individuelles Risiko.

Der bedeutenste Risikofaktor wird der Neutropenie und deren Ausmal und
Dauer zugeschrieben. Umso langer die Neutropeniephase anhalt desto ofter

wird eine IA beobachtet.

Art und Stadium der zugrunde liegenden Erkrankung definieren weiterhin die
Hohe des Risikos. 24% der AML Patienten erkranken an einer 1A wahrend es
bei den Plasmazytompatienten nur 2,5% sind. ( Pfaffenbach et al.,2000)

Bei Transplantationspatienten hangt das Risiko im wesentlichen davon ab,
welche Form der Transplantation gewahlt wird, wie sehr die HLA-Kompatibilitat
Ubereinstimmt und ob eine T-Zell-Depletion der Donorzellen durchgefihrt
wurde. Des Weiteren spielen stattgefundene Komplikationen wéhrend des
stationaren Aufenthaltes und die Intensitat der vorherigen Behandlung eine

Rolle. Letztendlich beeinflussen auch das Alter des Patienten und die

10



Unterbringung in Hochfilterraumen zum Schutz vor Infektionen die
Risikoabschéatzung fir eine Infektion. ( Halliday et al.,2006; Einsele et al.,2003;
Thursky et al.,2004; Marr et al.,2002; Skladny et al.,1999; Schlegel,2001)

1.4 Diagnostik

1.4.1 Allgemein

Die Diagnostik der Invasiven Aspergillose stellt bis heute ein grof3es Problem
dar. Sie ist haufig nicht einfach durchfiihrbar und uneindeutig. Schwierigkeiten
sind vor allem in der Fruhdiagnostik zu beobachten, wo die verschiedenen
Methode nicht sicher (berzeugen konnen. Dabei ist bekannt, dass das
Uberleben des Patienten mit dem friihzeitigen Nachweis einer Infektion in
Beziehung steht. Patienten werden daher zu spéat behandelt und die Prognose

verschlechtert sich.

Zum Nachweis von Aspergillen dienen hierbei laborchemische, radiologische
und serologische Untersuchungen. Den molekularbiologischen Methoden, wie
z.B. dem DNA-Nachweis mittels PCR, kommen immer gréf3ere Bedeutung zu.
Der kulturelle oder histologische Nachweis stellt den sichersten Beweis einer
Aspergilloseerkrankung dar.

Um eine Diagnose finden zu koénnen, werden daher mehrere Verfahren
angewendet und unter Einbeziehung der Klinik des Patienten und dessen
Risiko bewertet. (Skladny et al.,1999; Denning,1998; Aisner et al., 1977,
Janssen et al.,1996; Gulbahce et al.,2004; Chamilos et al.,2006)

1.4.2 Radiologische Befunde

Zur Anwendung kommen das konventionelle Rontgen, die CT bzw. HRCT und

bei entsprechender Fragestellung auch die MRT.

Als radiologisch typischen Befund werden in der Lunge nodulére oder fleckige
Infiltrate beschrieben, die oftmals pleuranah liegen und ein zufiihrendes Gefald

aufweisen. Kommt es um das Infiltrat zur Odembildung oder Einblutung entsteht
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dort zu einer erhdhten Strahlentransparenz, die als halo sign oder Haloeffekt
bezeichnet wird. (Caillot et al.1997;Ruhnke et al.2003;Althoff Souza et al.2006)

Kommt es innerhalb eines Konsolidierungssegment zur Kavernenbildung wird
dies ebenfalls als Zeichen einer Aspergillose gewertet. In einigen Fallen
verdichten sich diese Mycetome und bilden eine Luftsichel um sich aus, die als
air crescent sign bezeichnet wird. Dies wird aber erst in der Spatphase der
Infektion beobachtet. (Gefter et al.,1985; Kami et al.,2001)

Das Problem ist, dass héaufig keine Veranderungen bei vorliegender Erkrankung
sichtbar werden. Die Veradnderungen sind zudem im Frihstadium oftmals
unspezifisch, hier bietet die CT bzw. HRCT Vorteile gegeniber dem

konventionellem Roéntgen. (Einsele et al.,2001)

Bei cerebraler Aspergillose kénnen CT oder MRT zur Befundung zu Rate

gezogen werden. (Denning,1998; Brown et al.,2006; Munoz et al.,2006)
1.4.3 Histologie

Als eine der sicheren Verfahren gilt die zytologische Beurteilung von
gewonnenem Material unter dem Mikroskop. Die Probe wird zuné&chst gefarbt,
um die Aspergillen darzustellen. Unter dem Mikroskop sind sie radiar in
Kolonien angeordnet, bestehen aus 7-10um groRe Hyphen und haben ein
dichotom verzweigtes septiertes Myzel. (Ruhnke et al.,2003)

Als Materialien kdnnen Biopsie- und Abstrichprdparate entnommen werden,
sowie Blut, Liquor, BAL, Sputum und andere Korperfliissigkeiten. Dabei muss
darauf geachtet werden, dass unter sterilen Bedingungen entnommen wird, um
mogliche Kontaminationen auszuschlie3en. Das Problem bei dieser Methode
besteht daher darin, dass keine Unterscheidung zwischen Kontamination,

Besiedlung und Invasivitat getroffen werden kann.

AulRerdem sind invasive Methoden wie z.B. eine Biopsie bei schwerkranken
Patienten kontraindiziert und kénnen nicht durchgefiihrt werden. (Bissinger et
al.,2006; Stevens,2002; Hebart et al.,2000a; Einsele et al.,2000)
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1.4.4 Kultur

Fur dieses Nachweisverfahren werden zunéchst Gewebsproben oder Abstriche
entnommen, meistens werden BAL-FlUssigkeit und Sputum analysiert. Die
kulturelle Anzucht liefert schon nach wenigen Tagen Auskunft dariber, ob es
zum Aspergilluswachstum kommt. Die Methode liefert jedoch eine geringe
Spezifitat wie Sensitivitat und ist anfallig fur Kontaminationen und falsch
negativen Resultaten.

( Munoz et al.,2006; Loeffler et al.,2002b; Loeffler et al.,1997; Einsele et
al.,2000; Einsele et al., 1997; Wald et al.,1997)

1.4.5 Antigennachweis

Als Antigene werden zum einen Galaktomannan und zum anderen (1-3)-3-D-
Glucan als Zellwandbestandteile des Pilzes nachgewiesen. Eine hohe
Sensitivitat erreicht der Nachweis von Galaktomannan durch einen ELISA-Test.
Ein monoklonaler Antikdrper richtet sich dabei gegen zirkulierendes
Galaktomannan von Aspergillus fumigatus und bindet daran. Nachteil dieses
Verfahrens ist die hohe Rate an falsch positiven Ergebnissen, die bei 15% liegt.
(Costa et al.,2002; Alexander,2002; Rantakokko-Jalava et al.,2003; Mennik-
Kersten et al.,2004; ElI Mahallawy et al.,2006)

Ein weiteres Verfahren fur die Galaktomannananalyse ist der Latex-

Agglutinationstest.

Beide Methoden werden seriell, d.h. mehr als zweimal in der Woche
angewandt, da die Pilzantigene diskontinuierlich abgegeben werden und die
Detektion somit verbessert werden kann. (Hahn et al.,2001; Stevens et
al.,2002; Verdaguer et al.,2006)

Das Polysaccharid R-D-Glucan wird mit Hilfe eines Gerinnungsenzyms
nachgewiesen. Da jedoch R-D-Glucan nicht spezifisch fur Aspergillus ist,
werden auch andere Erreger, u.a. Candida, Pneumocystis carinii und

Cryptococcus positiv getestet. (Kawazu et al.,2004; Kami et al.,2001)
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1.4.6 Antikérpernachweis

Fur den Antikdrpernachweis stehen verschiedene Testverfahren zur Verfigung.
Meist verwendete Methoden sind ein indirekter Hamagglutinationstest, eine
Immunfluoreszens- und ein ELISA-Analyse. Diese Verfahren haben den grof3en
Nachteil eine sehr schlechte Sensitivitdt vorzuweisen. Auf3erdem ist die
Anwendung bei hdmato-onkologischen Patienten eingeschréankt, da sie bedingt
durch ihre Grunderkrankung eine gestorte Antikorperbildung besitzen. Wenn
jedoch bei diesen Patienten Antikorper nachgewiesen werden, dann hat dies
eine Verbesserung der Prognose zur Folge. Ein weiterer Nachteil stellt die erst
spate Nachweisbarkeit von Antikbrpern bei z.B. Organtransplantierten dar.
Daher wird der Antikérpernachweis nur noch selten angewandt. (Florent et
al.,2006; Stevens et al.,2002; Golbang et al.,1999; Latge,1999; Denning,1998;
Van Burik et al.,1998b)

1.4.7 Nachweis von Aspergillus-DNA mittels PCR

Bei der Polymerase Chain Reaction/PCR wird die gesuchte Genregion durch
die Wahl der Primer amplifiziert und danach mit einer geeigneten Methode
analysiert. Diese kdnnen zum einen ELISA-Verfahren sein, aber auch auf
Immunfluoreszensbasis bestehen. Fir die Diagnostik kommen aspergillus-
spezifische Primer zur Anwendung, aber auch panfungale Primer, die
Aspergillus nicht spezifisch testen. Die Primer testen Genregionen, die
moglichst stabil und hochkonserviert vorliegen, z.B in der 18S-rRNA als
Multicopygen, mitochondriale = DNA-Bereiche oder die ITS-Region.
Konventionelle PCR-Techniken stehen Real-Time-PCR-Methoden gegentiber.

Probenmaterial fur die PCR-Diagnostik kann aus Blut oder BAL entnommen

werden.

Die PCR-Technik stellt eine moderne und vielversprechende Methode fur die
Aspergillusdiagnostik dar. Die Entwicklung neuerer und besserer Verfahren
schreitet stetig voran. Grol3er Vorteil der PCR ist ihre einfache Durchfiihrbarkeit

und schnelle Diagnostik. Einige Methoden lassen sogar eine quantitative
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Aussage der Pilzlast zu. Viele Studien brachten fir Spezifitdt und Sensitivitat
schon sehr gute Ergebnisse.Problem stellt die Anfalligkeit fir Kontaminationen
dar. Die Proben fir dieses Verfahren werden ebenfalls seriell abgenommen.
(Dean et al.,2006; Imhof et al.,2003; Pryce et al.,2003; Spiess et al.,2003;
Bretagne,2003; Loeffler et al.,2002a;Costa et al.,2002; Lass.Floerl,2001;
Skladny et al.,1999; Williamson et al.,1999; Reiss et al.,1998; Loeffler et
al.,1998)

1.5 Therapie

Die Therapie von invasiven Aspergillosen stellt sich als schwierig heraus. Nicht
nur die Tatsache, dass die Symptome der Patienten unspezifisch sind und nicht
sicher auf eine Aspergillose deuten, sondern auch die unzureichenden
Diagnosemadglichkeiten, machen es schwer einen klaren Behandlungstandard
zu finden. Es gibt daher prophylaktische, empirische und préaemptive
Behandlungsstrategien. ( Segal et al.,2006;Einsele et al.,2000; Hebart et
al.,2000c; Bennett et al.,2003)

Dabei werden Antimykotika h&ufig empirisch eingesetzt. Neutropenische
Patienten mit antibiotika-refraktéaren Fieber, das nicht zuriickgeht, werden dann
mit Antimykotika behandelt. Kliniker warten daher oft die Ergebnisse der
Labordiagnostik nicht ab und Behandeln auf klinischen Verdacht.Entscheidend
ist der moglichst frihe Beginn der Therapie bei einer Aspergillose. Die
Prognose wird dadurch in erheblichen Ausmald beeinflusst. Ohne Therapie
besteht in den meisten Fallen ein todlicher Ausgang der Infektion und auch
unter Therapie ist das Ansprechen auf die Behandlung bei den
immungeschwéchten Patienten gering. Die Nebenwirkung der zur Verfugung
stehenden Medikamente stellt ein weiteres Problem in der Therapie von
Hochrisikopatienten dar. Dennoch kommen eine Reihe von Medikamenten fur
die Therapie in Frage. (Ullmann et al.,2006;Wheat,2003; Spiess et al.,2003;
Subira et al.,2002; Marr,2002; Einsele et al.,1997;)
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151 Amphotericin B

Amphotericin B ist ein Polyenmakrolid und ist das am h&ufigsten eingesetzte
Antimykotikum. Seine Wirkung beruht auf die Stérung der Pilzmembranfunktion.
Es bindet an das Ergosterol der Membran und verursacht dort eine erhdhte

Durchlassigkeit, dadurch wird der Zelltod ausgelost.

Amphotericin B ist Mittel der Wahl bei invasiven Aspergillosen. Es besitzt ein
breites Wirkspektrum, kann parenteral gegeben werden und weist kaum
Resistenzen auf. Probleme der Behandlung stellen die geringe Effizienz dar
sowie vielzdhlige  Nebenwirkungen, das den Einsatz, v.a. Dbei
immungeschwéchten onkologischen Patienten einschréankt. Die wichtigste
Nebenwirkung ist die Nephrotoxizitat, die auch zu irreversiblen Schadigung des
tubuléaren Systems der Niere fuhren kann. Aullerdem ist Amphotericin B
schlecht vertraglich, so kann es zu Kopfschmerzen, Ubelkeit, Erbrechen,
Schittelfrost, Fieber, gastrointestinale Beschwerden und sogar zu Anamie,
Leukopenie und Agranulozytose kommen. An der Infusionsstelle einer
peripheren Vene werden Thrombophlebitiden beobachtet. Kontraindikationen
stellen schwere Leber- und Niereninsuffizienz dar. Die Schwere der
Nebenwirkungen werden durch Dauer und Ausmald der Behandlung sowie die
Begleitmedikation des Patienten bestimmt. (Ullmann et al.,2006;Patterson et
al.,2000; Dismukes,2000; Ruhnke,2000)

Die Toxizitat von Amphotericin B lasst sich durch die Abreichungsform erklaren.
Es muss um an den Wirkort zu gelangen mit Natriumdesoxycholat versetzt
werden. Das hat dazu gefihrt, dass neuere besser vertraglichere Formen von
Amphotericin B entwickelt wurden. Zum Beispiel wird es an ein Lipidkomplex
gebunden oder als liposomales Praparat hergestellt. Dadurch wird erreicht, das
hohere Konzentrationen an den Wirkort gelangen und die Toxizitéat gleichzeitig
geringer ausfallt. Durch die hohen Therapiekosten der lipid-assoziierten
Praparate werden diese erst bei Unvertraglichkeit des konventionellen
Amphotericin B, bei erhdhten Kreatininwerten und bei Komedikation mit
nephrotoxischen Medikamenten verabreicht. ( Segal et al.,2006; Einsele et al.,
2000; Dismukes,2000; Maschmayer et al.,2003; Bennett et al.,2003)
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152 ltraconazol und Voriconazol

Itraconazol und Voriconazol gehdren zu der Gruppe der Azolderivate. Sie
greifen ebenfalls in der Stérung der Membranfunktion ein, indem sie die
Ergosterolsynthese hemmen. Dabei blockieren sie Cytochrom-P4sp-abhangige
Enzyme, u.a. die 14-a- Demethylase. Somit besitzen auch sie ein breites
Wirkspektrum, wobei Voriconazol starkere Wirksamkeit gegen Aspergillen zeigt.
(Simitsopoulou et al.,2006; Ruhnke et al.,2003; Maschmayer et al., 2003)

Nebenwirkungen sind Ubelkeit, Erbrechen, Diarrho, allergische Symptome bis
hin zu Transaminasenerhbhung und Hepatotoxizitat. Aufgrund ihres
Wirkmechanismus kann es zu Storungen der Steroidsynthese kommen.
Schwangerschaft und Stillzeit stellen Kontraindikationen fiir die Verabreichung
von Itraconazol bzw. Voriconazol dar. Auf mogliche Interaktionen mit anderen
Medikamenten muss besonders geachtet werden und auch der Blutspiegel
sollte kontrolliert werden, da die Bioverfigbarkeit starke Schwankungen
aufweist. Daher konnten diese Praparate sich noch nicht gegenuber
Amphotericin B behaupten. (Einsele et al.,2000; Stevens et al.,2000; Steinbach
et al.,2003; Baden et al.,2003; Ruhnke et al.,2003; Karow et al.,2004)

153 Caspofungin

Aus der Gruppe der Echinocandine stammt dieses neuere Medikament, dass
noch Gegenstand von klinischen Studien ist. Es wirkt fungizid, indem es die
Synthese von b-(1,3)-D-Glucan inhibiert. B-(1,3)-D-Glucan ist Hauptbestandteil
der Pilzzellwand, somit kommt es zur osmotischen Instabilitdt und Lyse der
Zelle. Nebenwirkungen sind Phlebitiden, Fieber, Ubelkeit, Erbrechen. Als Folge
der Interaktion mit anderen Mitteln kann es zu Leberwerterhdhung kommen.
Kontraindikationen stellen hier Schwangerschaft und Stillzeit dar. Caspofungin
kommt erst bei unzureichendem Ansprechen auf Amphotericin B oder
Itraconazol oder bei Unvertraglichkeiten zum Einsatz. (Einsele et al.,2001;
Keating et al.,2001; Karow et al.,2004)
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154 Immunmodulatoren

Zusatzlich kdnnen hamatopoetische Wachstumsfaktoren wie G-CSF, GM-CSF
oder auch G-CSF und steroid-mobilisierende Granulozyten verabreicht werden,
um die adaptive Immunantwort zu starken. Ziel dieser Behandlung ist es die
Phase der Neutropenie zu verkirzen und die hAmatopoetische Rekonstitution
zu beschleunigen. (Simitsopoulou et al.,2006; Einsele et al.,2000; Tabbara et
al.,2002; Denning,1998)

155 Chirurgische Resektion

Nutzen ziehen Patienten in der chirurgischen Entfernung von Aspergillomen
oder anderen abgekapselten Herden. Dies erbringt eine signifikante

Verbesserung der Prognose. (Gow et al.,2003)
1.6 Prophylaxe

Allgemeine Mal3nahmen sollten zur Expositionsprophylaxe getroffen werden, da
Aspergillen grundsatzlich tberall vorkommen und die Patienten nicht Gberméafig
den Pilzen ausgesetzt sein sollten. Immungeschwachte Patienten werden daher
in Hochfilterraume isoliert. Bei Bautéatigkeit kommt es zu einer erhdhten
Sporenbelastung, Risikopatienten sollten dem nicht ausgesetzt werden. Das
Personal muss Hygieneregeln streng befolgen. Diese beinhalten das Tragen
von Kitteln, Mundschutz und Handschuhen. Aul3erdem missen
DesinfektionsmalRnahmen ergriffen werden. (Mantadakis et al.,2006; Baddley et
al.,2001; Denning,1998)

Fur eine medikamentdse Prophylaxe konnte bisher noch keine entgiltige
Aussage gemacht werden und wird im klinischen Alltag meistens nicht
angewandt, da der Nutzen dieser Strategie noch nicht geklart ist und die
Toxizitat der Mittel problematisch ist. Dagegen wird die sekundare Prophylaxe
bei Patienten mit vorheriger invasiver Aspergillose empfohlen. (Morrissey et
al.,2006; Ruhnke et al.,2003; Lortholary et al.,1997)
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1.7 Zielsetzung der Arbeit

Da die Inzidenz von invasiven Aspergillosen in den letzten Jahrzehnten
dramatisch angestiegen ist und die Mortalitdtsrate noch immer extrem hoch
liegt, kommt der Verbesserung der Diagnosemaoglichkeiten eine herausragende
Rolle zu. Der entscheidende Faktor, der die Prognose des Patienten
grundlegend beeinflusst, ist der Zeitpunkt der Diagnose und damit der
Therapiebeginn. Umso friher eine invasive Aspergillose erkannt wird desto

besser sind die Chancen des Patienten zu lberleben.

Daher ist es Ziel dieser Arbeit eine Verbesserung der Diagnosemoglichkeiten
zu erreichen und nicht nur schneller, sondern auch eindeutig eine Diagnose zu
stellen, um dann eine adaquate Therapie anschlie3en zu kénnen. Wenn genau
feststeht welches Pathogen die Infektion verursacht, kann mit der richtigen

Wahl der Therapie reagiert werden.

In den letzen Jahren kommt molekularbiologischen Methoden immer grolRere
Bedeutung zu. Bei der Aspergillusdiagnostik bietet die Genomuntersuchung
mittels PCR eine aussichtsreiche und erfolgsversprechende Methode dar. Die
Durchfiihrung gelingt einfach und schnell, sie kann Uberall vorgenommen

werden und liefert sichere Ergebnisse.

Deswegen konzentriert sich diese Arbeit auf den Vergleich von verschiedenen
konventionellen PCR-Verfahren fur die frihzeitige Diagnostik von Aspergillus
fumigatus in Risikopatienten. Es wurden dabei der in der Klinik routinemafig
eingesetzte Panfungal-Primer, der nicht aspergillusspezifisch ist mit den
aspergillusspezifischen Primern AfLC2 und TS2 verglichen. Ziel war es diese
Primer fur den Routinegebrauch in der Klinik zu etablieren und ihre Spezifitat
sowie Sensitivitat fur die Detektion von Aspergillus-DNA zu analysieren. Die
verwendeten Blutproben wurden im Krankheitsverlauf von Risikopatienten
abgenommen und damals alle im Rahmen einer ersten Testung positiv flr
Aspergillus getestet und dann eingefroren. Damit konnte auch eine

Verlaufsanalyse mit den jeweiligen Primer vorgenommen werden. Ein weiteres
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Ziel war es die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse der ersten Testung

festzustellen.
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2 Material, Methoden und Patienten

2.1

2.1.1 Gerate

Material und Bezugsquellen

Die folgende Tabelle veranschaulicht die verwendeten Geréte.

Tabelle 2: Gerate

Gerate

Gene Amp PCR System 9600
Gene Amp PCR System 2400
ELISA Reader Rainbow

ELISA Ruittler

Gelelektrophorese LKB GPS 200/400
Gelwanne Horizon 11.14

Sterilbank Hersafe
Hybridisierungsofen

Vortex Mixer

Vortex Mixer

Vortex Genie 2TM

Horizontalwippe

Sartonius Universal Waage U4800P

Stander Gel Cashing System 11-14

Hersteller, Ort

Perkin Elmer, Foster City, USA
Perkin Elmer, Foster City, USA
SLT, Craisheim

SLT, Craisheim

Pharmacia

BRL

Heraeus, Hanau

Bachhauer, Reutlingen

Neo Lab 7-2020

Bachhofer, Reutlingen
Bender&Hobein AG, Zurich, Schweiz
Hoefer, San Francisco
Sartonius,

GiBcoBRL Life Technologies

21



UV-Licht-Fotokamera

PharmaciaBiotech

2.1.2 Verbrauchsgegenstande und Verbrauchsmaterialien

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Verbrauchsgegenstidnde und

weitere Hilfsmaterialien, die zur Durchfihrung der molekularbiologischen

Versuche herangezogen wurden, sind in der unten aufgefuhrten Tabelle

eingehend aufgelistet.

Tabelle 3: Verbrauchsgegenstande und —materialien

Gegenstande

PCR Master Mix

Primer

Magnesiumchlorid

Steriles Wasser

PCR-ELISA Kit (DIG-Labeling)
PCR-ELISA Kit (DIG-Detection)
Falcon-Tubes 50ml
Pipettenspitzen (10, 100, 1000 pl)
Pipetten ( 10, 100, 1000 pl)
TAE-Buffer

Agarose

GelStar

Hersteller, Ort

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Becton Dickinson,Franklin Lakes,USA
Bioyzm, Oldendorf

Eppendorf

Invitrogen Life Technologies,USA
Sigma, Aldrich, Steinheim

Cambrex Bio Science Rockland, Inc,
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USA
Ready-Load 100bp DNA Ladder Invitrogen Life Technologies, USA

BlueJuice Gel Loading Buffer Invitrogen Life Technologies, USA

2.2 Methoden

Es wurden drei verschiedene Primerpaare fur die Aspergillus fumigatus
Diagnostik miteinander verglichen. Unter Anwendung einer konventionellen
PCR Methode wurden der AfLC2- und TS2-Primer mit einer Gelelektrophorese
und der Panfugal-Primer mit einem ELISA-Verfahren ausgewertet.

Die folgende Abbildung demonstriert modellhaft den Versuchsaufbau.

Abbildung 1:
AfLC2-PCR [ » TS2-PCR
A A

» Panfungal-PCR €

221 DNA-Extraktion

Die DNA-Proben standen aus der AMBISOME-Studie schon bereit, und wurden

mit einer etablierten standardisierten Extraktionsmethode hergestellt.
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2.2.2 Konventionelle PCR

2.2.2.1 Konventionelle PCR & PCR-ELISA mit dem Panfungal-Primer

Die Amplifikation der extrahierten DNA wurde mit einer etablierten PCR
vorgenommen. Dazu wurden jeweils 10pul DNA zu 40pl PCR-Mastermix
pipettiert.

Um das Risiko einer Ubertragungskontamination gering zu halten, wurde der
Mastermix in einem separaten Raum unter einer speziell daftir bestimmten

Sterilbank pipettiert.

Beim Pipettieren wurden Mundschutz, Einmalkittel und sterile Handschuhe
angezogen (Loeffler et al., 2001).

PCR ELISA (DIG-Labeling) Kit:

Tabelle 4 : PCR-Mastermix fur den Panfugal-Primer

Reagenz Konzentration/10 pl Probe
Aqua bidest. 27,2 ul

10 fach PCR-Puffer 5ul

MgChlorid 2 pl
Dig-dNTPs 5ul

Primer 1 und 2 0,5 ml
Tag-Polymerase 0,3 ul

Tabelle 5: Zusammensetzung des 10fach Puffer fur die PCR

Reagenz Konzentration

Tris, ph 8,3 100 mM

24



KCL 500 mM

MgCl, 15 mM
Forward-Primer: FUNG 1 5-ATT GGA GGG CAAGTC TGG TG- 3
Reverse-Primer: FUNG 2 5-CCG ATC CCT AGT CGG CAT AG- 3

Tabelle 6: Programm und Temperaturprofil fir den Panfungal-Primer

Programm FUNG
Denaturierung (initial) 94°C: 5min
Amplifikation 94°C :30sec
62°C :1min
72°C :2min
terminale extension 72°C :5min
Zyklen 35

2.2.2.2 Kontaminationsmonitoring

Um eventuelle Kontaminationen ausschlie3en zu kénnen, wurde bei jeder PCR
eine Negativprobe, bestehend aus 10ul destilliertem Wasser und 40ul
Mastermix, mitgefuhrt.

2.2.2.3 Positivkontrolle

Als Positivkontrolle wurde bei jedem Durchgang eine Probe von Aspergillus-

DNA in einer Verdiinnung von entweder 10 oder bis 10° mitgefiihrt.

2.2.2.4 Aspergillusspezifitat

Um sicher zu gehen das der AfLC2- wie auch der TS2-Primer Aspergillus

spezifisch testen und nicht wie der Panfungal-Primer Candida- und
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Aspergillusarten nachweist, wurde bei jedem Durchgang eine Probe von
Candida-DNA in einer Verdiinnung von entweder 10" oder bis 10° mitgefiihrt.

2.2.25 PCRELISA (DIG Detection) Kit

Der Nachweis von Pilz-DNA im ELISA wird erzielt, indem die PCR-Proben mit
Dioxygenindesoxyuracilphosphat markiert werden.

Anschlieend werden die Proben mit 3 Biotin markierten Oligonukleotiden von

Aspergillus fumigatus hybridisiert.

Nachdem von den Proben zwei Mal 20 pl des PCR Produktes in zwei
Eppendorfhitchen pipettiert wurde, wird von der Kontroll-DNA (Kit) eine
Verdunnungsreihe hergestellt (1:1, 1:10, 1:100) und jeweils 10 pl in
Eppendorfhiitchen gegeben.

Jede Probe wird mit 20 pl Denaturierungslosung versehen, vorgetextet, 10 min
bei Raumtemperatur inkubiert und schlief3lich werden zur Hybridisierung 200l
Hybridisierungslosung zugegeben.

Hybridisierungslésung:

Der Ansatz enthalt 200 pl Hybridisierungs-Puffer (Kit) und 2 pmol/ ml
Aspergillus fumigatus-Oligonukleotidsonde pro Probe. Die LOsung fur die
Kontroll-DNA besteht aus 10ml in 1ml Hybridisierungs-Puffer.

Zum coating werden 200 ul des Gemisches in die einzelnen wells der ELISA-
platte pipettiert, eine Schutzfolie (im Kit vorhanden) darauf angebracht und
dann 3 h bei 40°C im Hybridisierungsofen auf einem Schiuttler inkubiert. Nach 3
h wird der Uberstand verworfen und das Pellet mit 250 pl Waschpuffer (Kit)

dreimal gewaschen.

Nach der Adsorption des Antikdrpers ist das Hybrid an der mit Streptavidin

beschichteten Oberflache der Mikrotiterplatte gebunden.
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Es folgt die Inkubation. Dazu wird 200 ml Antikorperlosung (Anti-Dioxigenin-
POD Konjugat) zu jeder Probe gegeben und 30 min bei 40°C auf dem Schiittler

im Hybridisierungsofen gestellt.
Die Antikorperlésung wird mindestens 1 h vorher folgendermal3en hergestellt:
Antikorper (Kit: anti-Dig-POD): Puffer (Kit: conjugate buffer) = 1: 100

Der Uberstand wieder verworfen und das Pellet sechsmal mit 250 pl

Waschpuffer gewaschen.

Fur die Farbreaktion werden die Proben nun mit jeweils 200 pl Féarbelésung
versetzt. Es folgt eine erneute Inkubation unter einer Schutzfolie fir 30 min bei
40°C auf dem Schiittler.

Die Farbelosung sollte mindestens 30 min vorher wie folgt hergestellt werden:
1 ABTS. Tablette (Kit) zu 5 ml Substratpuffer (Kit)

Die Messung erfolgt photometrisch im SLT Rainbow-Reader, bei 405 nm-

Referenzfilter und 492 nm Wellenlange.

2.2.2.6 Konventionelle PCR & Gelelektrophorese mit dem AfLC2-
bzw. TS2-Primer

Hier wurde nach der Buchheidt-Studie ( Buchheidt et al, 2003) die hierfir
angewandte konventionelle PCR fur den AfLC2- und den TS2-Primer

angewandt.

Bei der AfLC2-PCR wurden 9ul DNA zu 41ul Mastermix pipettiert, bei der TS2-
PCR 10ul DNA zu 40ul Mastermixlosung. AulRerdem wurde bei der AfLC2-PCR
eine Variation in der Magnesiumkonzentration des Mastermix vorgenommen,

um eine Verbesserung der Sensitivitat herzustellen.

Um auch hier das Ubertragungsrisiko zu minimieren, wurde ebenfalls in einem
separaten Raum der Mastermix pipettiert, und dabei Handschuhe, Mundschutz
und Kittel getragen.
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Positivkontrolle, Negativprobe und Aspergillusspezifitdt wurden gleichermal3en

analysiert.

Tabelle 7 : PCR-Mastermix fir den TS2-Primer

Reagenz Konzentration/10 pl Probe
Aqua bidest. 27,2 ul

10 fach PCR-Puffer 5ul

MgChlorid 2 ul

dNTPs 5 pl

Primer 1 und 2 0,5ml
Tag-Polymerase 0,3 ul

Forward-Primer:TS2A 5 -GCA GTC TGA GTT GAT TAT CGT AAT C-3°

Reverse-Primer:TS2B 5-CGG CCG GGC CTA CAG AGC AGG TG-3°

Tabelle 8: PCR-Mastermix fur den AfLC2-Primer

Reagenz Konzentration/10 pl Probe
Aqua bidest. 15,5 pl
PCR-Master ( PCR-Puffer,MgCls, 25 pl

dNTPs, Tag-Polymerase)

Primer 1 und 2 0,5ml

Forward Primer: AfLC2s 5 -AAT GCA CGA TAC TGT AGG ATC TG -3°

Reverse Primer; AfLC2as 5-TGC ATT GGA TTA GCC ATA ACA -3°
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Tabelle 9: Variation des PCR-Mastermix fir den AfLC2-Primer

Reagenz Konzentration/10 pl Probe
Aqua bidest. 5ul
PCR-Master ( PCR-Puffer,MgCly, 25 ul

dNTPs, Tag-Polymerase)

Primer 1 und 2 0,5 ml

MgCl, 10,5ul

Tabelle 10: Programm und Temperaturprofil fur den AfLC2- und TS2-Primer

Programm BEATR
Denaturierung 95°C: 8min
Amplifikation 95°C : 4sec
Annealing 58°C : 8sec
Chain extension 72°C : 20sec
Zyklen 45
2.2.2.7 Agarose-Gelelektrophorese

Die Genamplifikate der AfLC2- und TS2-PCR werden mit Hilfe von einer

Gelelektrophorese aufgetrennt und unter einer Kamera dargestellt.

Herstellung des Agarosegels:
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Zuerst werden 2g Agarosepulver in ein Glaskolben gegeben, zudem fligt man
nun 10ml TAE-Puffer hinzu, welches zuvor auf 100ml mit Wasser aufgefullt

worden ist.

Die in Puffer und Wasser geloste Agarose wird fir 4min bei 600W in die
Mikrowelle gestellt. AnschlieBend nach Auffullen des verdampften Wassers

noch einmal flr 2 min.

Nun werden 10ul von dem Enzym GelStar hinzupipettiert und die fertige

Gellésung in die dafur vorliegende Form gegossen.
Probenansatz:

Wahrend das Gel aushartet werden die Proben angesetzt. Dazu werden jeweils

10ul PCR-Produkt mit 2ul Loading Buffer vermengt und kurz gevortext.

Das hart gewordene Gel mit den geformten Taschen fir die Auftrennung, wird
nun in die Elektrophoresewanne gestellt, in der sich schon das DNA-

Elektrophoresepuffer befindet.

Anschlief3end wird 5ul DNA ladder in die erste Tasche gegeben, der spater die

Banden zum Vergleich anzeigt.

In die weiteren Taschen werden die 12ul der angesetzten Proben pipettiert.
Auftrennung mittels Gelelektrophorese:

Bei 110-130 Volt werden die verschiedenen DNA-Fragmente aufgetrennt.

Die in der PCR mitgefuhrten Positivkontrolle, Negativprobe und Candidaprobe

werden bei jedem Gelelektrophoresedurchgang analysiert.

Nach 30-50min ist die Auftrennung abgeschlossen und die einzelnen DNA-

Bestandteile unterschiedlich weit gewandert.

DNA-Detektion:
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Das Gel wird aus der Wanne genommen und zur Visualisierung unter die UV-

Licht-Kamera gebracht und fotografiert.
2.3 Patienten

Von insgesamt 25 Patienten wurden wahrend der AMBISOME-Studie im
Zeitraum vom 14.07.1998 bis 20.02.2002 zwischen 1 bis 13 der
abgenommenen Blutproben verwertet. Alle dieser Blutproben waren positiv in

der PCR-ELISA getestet worden und danach eingefroren.

Alle Patienten wurden nach den Kriterien der AMBISOME-Studie in diese
aufgenommen und waren durch ihre Immunsuppression nach einer PBSCT
bzw. Chemo- und Strahlentherapie  Hochrisikopatienten flr eine

Aspergillusinfektion.

14 Frauen und 11 Méanner wurden in fur diese Untersuchung ausgesucht. Das
mittlere Alter betrug 33,56. Der &lteste Patient war 60, der Jingste 25 Jahre alt.

Alle Patienten erhielten eine Knochemmarktransplantation.

Die folgendeTabelle zeigt die Verteilung der Grundkrankheiten.

Tabelle 11:
Grunderkrankung Anzahl der Patienten
AML 6
NHL 1
CML 6
ALL 2
CLL 1
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Plasmazytom 3
MDS 1
MPS 2
Aplastisches Syndrom 1
Lymphom 1
Nierenzellkarzinom 1

Innerhalb  des Behandlungszeitraums  entwickelten 3 Patienten
aspergillusverdachtige pulmunale Infiltrate.

Antimykotische, aspergilluswirksame Prophylaxe bzw. Behandlung bekamen 19

Patienten.

Von den 25 Patienten verstarben 6 Patienten bis zum Ende des
Beobachtungszeitraumes.

Die Patienten wurden nach der EORTC-Einteilung (Asciogu et al., 2002) in 3
Gruppen aufgegliedert.

22 Patienten erfullten die Kriterien einer moglichen (possible)
Aspergilloseerkrankung. Dies betraf 85 Blutproben. Bei all diesen Patienten trat
Fieber auf zudem waren <Uber 2 der abgenommenen Blutproben

Aspergillusantigen positiv.

17 Patienten bekamen antimykotische Therapie.

Sichere Zeichen einer Aspergillose konnte nicht nachgewiesen werden.
4 Patienten dieser Gruppe verstarben im Laufe der Studie.

Bei 2 Patienten lie3 sich ein wahrscheinlicher (probable) Aspergillosefall

nachweisen.
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1 Patient konnte der Gruppe der gesicherten (proven) Aspergillose zugeordnet

werden.

Tabelle 12 stellt die Daten der Patienten mit sicherer und wahrscheinlicher

Aspergillose dar:

Tabelle 12: Patientendaten, geordnet nach den EORTC-Kriterien, gesicherte

und wahrscheinliche Aspergillose

2 und 5 der rechten Lunge, Segment 4 links;
-Bronchoskopie mit Gewebsbiopsie positiv

-Breite antimykotische Behandlung

Patienten- | Grund- Klinische Daten und klinische Kriterien der Pro-
nummer Einteilung nach EORTC/ Konsensus

erkrank- ben-
Alter ung

zahl

Geschlecht | Prognose | Antimykotische Therapie bzw. Prophylaxe
1 Patienten mit sicherer Aspergillose:
245 MDS - PBSCT 7
50 Jahre -Fieber in der Aplasie,Dyspnoe
weiblich Exitus -radiologisch Aspergilloseinfiltrate im Segment

2 Patienten mit wahrscheinlicher Aspergillose:
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168 CLL - PBSCT 5

46 Jahre -Fieber

mannlich Exitus -pulmonale pilztypische Infiltrate
-Aspergillusantigen positiv in mehreren
Blutproben

436 AML -Z.n. fremdallogene PBSCT 1

28 Jahre - pulmonale pilztypische Infiltrate

mannlich Entlas- - Nachweis von Aspergillusantigen in

sung Blutproben

- hohes Fieber
-GvHD

-Breite antimykotische Therapie
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3 Ergebnisse

3.1 Darstellung der Ergebnisse

Insgesamt wurden 100 Blutproben, die durch die AMBISOME-Studie schon
vorhanden und seitdem tiefgefroren waren, analysiert. Die Proben waren zum
damaligen Zeitpunkt alle positiv getestet worden. In dieser Arbeit wurden sie
sowohl in der PCR mit den Aspergillus spezifischen Primern TS2 und AfLC2 als

auch in der PCR-ELISA mit dem Panfungal-Primer, untersucht.
3.1.1 Darstellung der positiven Ergebnisse

Tabelle 13: Darstellung der positiven Ergebnisse

PCR-ELISA 39 von 100 Proben positiv
Panfungal-Primer (39%)

PCR-Gel 39 von 100 Proben positiv
TS2-Primer (39%)

PCR-Gel 0 von 100 Proben positiv
AfLC2-Primer (0%)
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Tabelle 14: Darstellung der Ubereinstimmungen

Panfungal- Panfungal- TS2-Primer
Primer zu Primer zu

zu
TS2-Primer AfLC2-Primer

AfLC2-Primer

Ubereinstimmungen 19 wvon 39 0 der 39 0 der 39
der positiven positiven Proben positiven Proben

Proben (48,7%) (0%) (0%)
positiven Ergebnisse

3.2 Ergebnisse der PCR-ELISA

3.2.1 Ergebnisermittlung mittels PCR-ELISA

Um die Bewertung eines Ergebnisses nach der PCR-ELISA durchfiihren zu
kénnen, wird bei jedem Lauf ein cut-off Wert berechnet. Hierfir wird der
Durchschnitt aller im ELISA mitgefuhrten Negativkontrollen gebildet und mit drei

multipliziert.

Eine Probe wird als positiv bewertet, wenn ihr Wert geteilt durch den

berechneten cut-off, Gber eins liegt.
3.2.2 Gesamtergebnis der PCR-ELISA

Die PCR-ELISA ergab fur 39 der 100 Proben ein positives Ergebnis, wahrend
61 der 100 Proben negativ verblieben.

Im Rahmen der AMBISOME-Studie waren alle 100 Proben zuvor mit der selben
Methode positiv getestet worden. Somit konnte bei dieser Untersuchung bei
39% ein wiederholt positives Ergebnis erzielt werden.

3.2.3 Ergebnis der PCR-ELISA in Bezug auf die Patienten

Tabelle 15 : Patientenproben mit positivem Ergebnis
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Patient- Einteilung Grund- Anzah der Anti- Prognose
en- nach EORTC/ positiv mykotika
erkrankung
getesteten
num- NIAID
Proben
mer
245 Gesicherte 1A MDS 7 ja Exitus
168 Wahrschein- ALL 3 ja Exitus
liche IA
436 Wahrschein- AML 1 ja Entlass-
liche 1A ung
434 Mogliche 1A CML 1 ja Entlass-
ung
444 Mdogliche 1A AML 1 ja Entlass-
ung
536 Mogliche 1A CML 1 nein Entlass-
ung
314 Mdogliche 1A MPS 2 ja Entlas-
sung
319 Mogliche 1A NzC 2 ja Exitus
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454 Mogliche 1A ALL 1 ja Entlass-
ung
289 Mdogliche 1A CML 1 ja Entlass-
ung
449 Mogliche 1A Plas 1 ja Entlass-
ung
452 Mdogliche 1A AML 2 ja Entlass-
ung
528 Mogliche 1A AA 1 ja Entlass-
ung
530 Mdogliche 1A CML 2 ja Exitus
161 Mdogliche 1A AML 1 nein Entlass-
ung
243 Mogliche 1A ALL 2 nein Entlass-
ung
163 Mdogliche 1A CML 7 nein Entlass-
ung
171 Mogliche 1A CML 4 nein Entlass-
ung

Somit wurden sowohl alle Proben (7 von 7) des Patienten mit gesicherter
Aspergillose wieder positiv auf Aspergillus-DNA getestet, als auch 4 von 6
Proben der Patienten mit wahrscheinlicher Aspergillose.
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3.3 PCR-Gel mit dem TS2-Primer

3.3.1 Ergebnisermittlung mittels PCR und Gel mit dem TS2-Primer

In der PCR sowie im anschlieRenden Gelverfahren wurde eine Aspergillus-
DNA-Probe mitgefiihrt. Unter der UV-Licht-Kamera konnten man die markierten
Banden darstellen, und im Vergleich zu den restlichen Proben als positiv oder

negativ bewertet werden.
3.3.2 Gesamtergebnis

Mit dem TS2-Primer wurden 39 der 100 Proben positiv fir Aspergillus-DNA
getestet, in 61 der 100 Proben konnte keine Aspergillus-DNA nachgewiesen

werden.
3.33 Sensitivitatsmessung mittels Verdinnungsreihe

Die Sensitivitat dieser Methode wurde sichergestellt, indem eine
Verdiinnungsreihe von Aspergillus-DNA erstellt wurde. Diese enthielt 10° bis
10* Kopien der Aspergillus-DNA.

Einen Beweis hierfur liefert die unten aufgefihrte Abbildung 2.

Zu sehen ist ein Gelelektrophoresefoto. Der Verlauf des Geles ist senkrecht von
unten nach oben darauf abgebildet. Weil3e, helle Bande markieren ein positives
Resultat. Die linke Spalte zeigt den ladder, danach folgt die Verdlinnungsreiche
von 10° bis 10* Kopien der Aspergillus-DNA. Die H,O-Negativprobe schlieRt
sich daraufhin an und eine letzte Spalte stellt die Candida-DNA-Probe dar.
Positives Ergebnis zeigt sich fiir 10° bis 10" Kopien der Aspergillus DNA

(10*Kopien kaum sichtbar). Die mitgefiihrten Kontrollen verbleiben negativ.

Abbildung 1: Verdiinnungsreihe von Aspergillus-DNA mit dem TS2-Primer
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Bei jedem durchgefuhrten PCR-Lauf mit dem TS2-Primer wurde die mitgefiihrte
Aspergillusprobe positiv getestet und als Bande im UV-Licht sichtbar.

3.34 Aspergillusspezifitat

In jedem PCR-Lauf wurde eine Probe mit Candida-DNA mitgeftihrt. Diese ergab
bei jeder Testung ein negatives Resultat mit dem TS2-Primer. Somit war die

Aspergillusspezifitat gegeben.
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3.3.5

Tabelle 16: Patientenproben mit positivem Ergebnis

Bezug auf die Patienten

Positive Ergebnisse des PCR-Gels mit dem TS2-Primer in

Patient- Einteilung Grund- Anzah der Anti- Prognose
en- nach EORTC/ positiv mykotika
erkrankung
getesteten
num- NIAID
Proben
mer
168 Wahrschein- ALL 3 ja Exitus
liche
436 Wahrschein- AML 1 ja Entlass-
liche ung

434 Mdogliche CML 1 ja Entlass-
ung

444 Mogliche AML 3 ja Entlass-
ung

536 Mogliche CML 2 nein Entlass-
ung

314 Mdogliche MPS 2 ja Entlas-
sung

319 Mogliche NzC 2 ja Exitus
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466 Maogliche MPS 1 ja Entlass-
ung
524 Mdogliche AML 2 ja Entlass-
ung
528 Mogliche AA 2 ja Entlass-
ung
530 Mdogliche CML 1 ja Exitus
161 Mogliche AML 2 nein Entlass-
ung
243 Mdogliche ALL 6 nein Entlass-
ung
163 Mdogliche CML 4 nein Entlass-
ung
171 Mogliche CML 7 nein Entlass-
ung

Die 7 Proben des Patienten mit gesicherter Aspergillose ergaben ein negatives
Resultat, aber 4 der 5 Proben der Patienten mit wahrscheinlicher Aspergillose

resultierten positiv.
34 PCR-Gel mit dem AfLC2-Primer

3.4.1 Ergebnisermittlung mittels PCR und Gel mit dem AfLC2-Primer

Die Auswertung wurde, mit dem gleichen Verfahren wie fur den TS2-Primer

schon beschrieben vorgenommen.

42



3.4.2 Gesamtergebnis
100 der 100 Patientenproben ergaben ein negatives Resultat.

3.4.3 Sensitivitatsmessung fur den AfLC2-Primer

Eine Verdinnungsreihe wurde mit 10> bis 10 Kopien von Aspergillus-DNA

erstellt und getestet. Es wurde jedoch nur fir 10° und 10* Kopien der

Aspergillus-DNA ein positives Ergebnis erzielt.
Abbildung 2 stellt dieses Ergebnis nach Gelelektrophorese dar.

Abbildung 2: Verdinnungsreihe von Aspergillus-DNA mit dem AfLC2-Primer
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Dieses Gelelektrophoresefoto zeigt positive Banden als weil3e helle

Fluoreszenzen. Der Lauf des Gels ist senkrecht von unten nach oben

angeordnet. Die linke Spalte zeigt den ladder. Es folgt die Verdinnungsreihe
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von 10' bis 10° Kopien von Aspergillus-DNA. Siebte Spalte stellt die H,O-
Kontrolle dar. Letzte Spalte zeigt den Lauf der Candida-DNA-Probe. Positives
Resultat ergab sich nur fur 10° und 10* Kopien der Aspergillus-DNA. Die

Kontrollen blieben negativ.
3.44 Variation der Magnesiumkonzentration

Um eine Verbesserung der Sensitivitat zu erreichen wurde die Konzentration
des MgCl, von 3mM auf 13,5 mM erhoht. Das Ergebnis war, dass nur noch 10°

Kopien von Aspergillus-DNA zu einem positiven Resultat flhrten.
Abbildung 3 veranschaulicht dieses Ergebnis.

Abbildung 3: Verdinnungsreihe mit MgCIl2-Zusatz
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Dieses Gelelektrophoresefoto zeigt den gleichen Versuchsaufbau wie oben
bereits beschrieben. Die linke Spalte zeigt den ladder. Es folgt die Spalte mit
10° Kopien der Aspergillus-DNA. Danach schlieBen sich die abnehmenden
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Konzentrationen an (10* bis 10%) und die H,O- und Candidakontrolle. Das Bild

zeigt nur ein positives Ergebnis fiir 10° Kopien der Aspergillus-DNA.
3.45 Variation der Zyklenanzahl

Um eine hohere Anzahl der DNA-Kopien in den Proben zu erreichen wurde bei
der AfLC2-PCR die Zyklenzahl auf 55 erhdht ohne Verbesserung der Resultate.

3.4.6 Aspergillusspezifitat

Fur die PCR mit dem AfLC2-Primer wurde ebenfalls die Aspergillusspezifitat
nachgewiesen. Bei jeder Testung wurde eine Probe mit Candida-DNA in einer

Konzentration von 10° Kopien mitgefiihrt. Sie verblieb immer negativ.
3.5 Vergleich der drei PCR-Verfahren

351 Ubereinstimmung der positiven Ergebnisse der Panfungal-PCR
mit denen der TS2-Primer-PCR

Tabelle 17: Vergleich der Ubereinstimmungen

Positivproben Panfugalprimer TS2-Primer Ubereinstimmung
Patient

168 2 3 2 (66%)

436 1 1 1(100%)

444 1 3 1

536 1 2 1

314 2 1 1(50%)

319 2 2 2(100%)
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528 1 2 1(100%)

161 1 2 1(100%)
243 3 6 2
163 7 4 3
171 4 7 4
Summe 19

D.h. keine Ubereinstimmung bei dem Patienten mit gesicherter Aspergillose (0
von 7 Proben), aber 75% bei den Patienten mit wahrscheinlicher Aspergillose (3

von 4 Proben).
3.5.2 Ubereinstimmung der Negativproben

42 der 100 Proben ergaben ein negatives Ergebnis sowohl fir die Panfungal-
sowie fur die TS2-PCR.

3.5.3 Gesamtubereinstimmung

Fur insgesamt 61 Proben konnte ein konkordantes Ergebnis im Vergleich der

Panfungal- mit der TS2-PCR erzielt werden.
3.54 Gesamtergebnis des Vergleichs

TS2-Primer und AfLC2-Primer sind aspergillusspezifisch. Der TS2-Primer

erzielt im Vergleich eine bessere Sensitivitat.

Sowohl fur den Panfungal-Primer als auch fiur den TS2-Primer ergaben 39%

der Proben ein positives Ergebnis.

Der Panfungal-Primer testete die 7 Proben des Patienten mit gesicherter

Aspergillose wieder positiv, wahrend der TS2-Primer hier versagte.
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Jedoch konnte der TS2-Primer 4 der 6 Proben der Patienten mit
wahrscheinlicher Aspergillose ein positives Resultat geben, der Panfungal-

Primer nur 3.

Wahrend der AMBISOME-Studie waren alle 100 Proben mit dem Panfungal-
Primer unter Anwendung derselben Methodik positiv auf Aspergillus-DNA
getestet worden, dies konnte nur fur 2/5 der Proben reproduziert werden.

Der AfLC2-Primer ergab fur alle 100 Proben ein negatives Resultat und ist

somit den TS2- und Panfungal-Primer unterlegen.
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4 Diskussion

4.1 Stand der Forschung

Die Diagnose und Therapie einer invasiven Aspergillose ist bislang noch mit
erheblichen Schwierigkeiten verbunden. Es existieren keine eindeutige und
sichere Verfahren fir die Erkennung einer Infektion. Eine Therapie wird oft spat
begonnen und birgt vielerlei Komplikationen durch Nebenwirkungen,
Vorbehandlung und Grundkrankheit des Patienten. Breiter Antibiotikaeinsatz
hat bakterielle Infektionen zu Gunsten der Pilzinfektionen entstehen lassen.
Zusatzlich fuhren einerseits neue Formen der Chemo- und Radiotherapie, die
zudem langer dauernde Neutropeniephasen verursachen, und andererseits die
Ausweitung der immunsuppressiven Therapie auf andere Krankheitsbilder
sowie immer haufiger vorgenommene Transplantationen zu einer rasant
steigenden Inzidenz der 1A und der damit verbundenen hohen Mortalitatsrate
bei diesen Patienten. (Segal et al.,2006; Hebart et al.,2004; Stevens,2002;
Loeffler et al.,2001: Van Burik et al.,1998b)

Aus diesem Grund macht die Forschung kontinuierlich Fortschritte auf dem
Gebiet der invasiven Aspergillose. Es kommt stetig zu neuen Entwicklungen in
der  Diagnosemdglichkeit,  Verfahrenstechnik und  pharmazeutischen
Behandlungsstrategien einer IA. So liefert vor allem die molekularbiologische
Diagnostik vielversprechende Ergebnisse und ist Gegenstand zahlreicher
Forschungsstudien. DNA gewinnt als Untersuchungsmaterial zunehmend an
Bedeutung. So werden nicht nur Techniken des Antigen- und
Antikorpernachweises  stetig  verfeinert, sondern auch komplexe
Zusammenhange beispielsweise auf molekularbiologischer Rezeptorebene
verstanden und die Forschung auf diesem Gebiet ausgeweitet. Ebenso sind
immunologische Nachweismethoden wesentlicher Forschungsbestandteil.
(Luther et al.,2006)

Ein zentrales Thema in der wissenschaftlichen Diskussion angesichts invasiver

Aspergillosen stellt die medikamentése Prohphylaxe dar. Da eine

48



medikamentdse Prophylaxe vielen Patienten nicht zugemutet werden kann und
dariiber hinaus teuer und wenig effektiv erscheint, wird diese meist nicht
durchgefuhrt. Es bleibt zu prifen, ob neue préaventive Strategien mit
unterschiedlichen Arzneimitteln eine kinftige Prophylaxe in der Klinik méglich
machen. Eine Verbesserung des Wirkspektums oder die Reduzierung der
Nebenwirkungen lassen hoffen, ob z.B. Triazole oder Echinocandine fir eine
effektive pimare oder sekundare Prophylaxe einsetzbar sind. Es ist trotz
gewonnener Erkenntnisse im Krankheitsbild der 1A noch unklar, welche
Patientengruppen von einer solchen medikamentésen Prophylaxe profitieren
werden. Deswegen wird grol3es Augenmerk auf die Friherkennung von
invasiven Aspergillosen gerichtet, da der entscheidende Uberlebensfaktor einer
IA die moglichst friilhe Diagnosestellung ist. Fir diese sind bisher nur der direkte
und kulturelle Nachweis aus sterilen Untersuchungsmaterialien als sichere
Infektionszeichen einer IA in den Richtlinien der EORTC aufgenommen worden.
(Chamilos et al.,2006; Munoz et al.,2006; Mourissey et al.,2006; Mantadakis et
al.,2006)

Durch die Einfihrung der Candidaprophylaxe mit Fluconazol sind es in der
Klinik die Infektionen mit Aspergillen, die aktuell grof3te Bedeutung besitzen. Die
Forschung befasst sich aus diesem Grund mit der Suche nach Mdglichkeiten,
Aspergillus spezifisch und sensitiv genug zu testen, um eine in der klinischen
Routine verwendbare Methode zu entwickeln, die eine sichere Diagnose einer
IA liefern kann. (Ullmann et al.,2006; Muller et al.,2002; Loeffler et al.,2002b;
Baddley et al.,2001; Aisner et al.,1977; Skladney et al.,1999; Latge,1999)

Weitere entscheidende Fortschritte wurden in der bildgebenden Diagnositk
erzielt. Auf diesem Gebiet wurde nicht nur die aparative Technik verbessert,
sondern auch  Studien durchgefiihrt, die nahelegen, dass ein
computertomografisch gestutztes Screening an Hochrisikopatienten hilfreich
sein kann, damit die richtige Diagnose gestellt werden kann. Die Bedeutung
insbesondere der High Resolution Computertomografie nimmt immer weiter zu,
vor  allem zur  schnellen Diagnosefindung, aber  auch zur

differentialdiagnostischen Abgrenzung gegenuber anderen Erkrankungen. Ein
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entscheidender Vorteil hierbei ist, das sie Uberall verfugbar ist, nicht invasiv und

in kurzerster Zeit eine therapierelevante Diagnose liefern kann.
4.1.1 Diagnoseschwierigkeiten

Die Symptome, die ein Patient bei Erkrankung zeigt, sind oft unspezifisch und
nicht eindeutig, sie lassen keinen klaren Schluss auf eine 1A zu. Die
Behandlung einer IA erfolgt in vielen Fallen auf Verdacht.

(Hummel et al.,2006; Ascioglu et al.,2002; Denning,1998)

Ein sicherer Beweis einer Infektion mit Aspergillen liefert nur die Histologie und
Kultur einer entnommenen Probe. Die Patienten sind jedoch oftmals so schwer
erkrankt, dass eine Biopsie oder ein anderer invasiver Eingriff, dem Patienten
nicht zugemutet werden kann. Die Zuverlassigkeit des Nachweises wird durch
ubiquitares Vorkommen der Aspergillen und Verunreinigung der Materialien
eingeschrankt. (White et al., 2006; Sanguinetti et al.,2003)

Nichtinvasive Methoden, die sensitive und spezifische Ergebnisse liefern, um
sie in der klinischen Routine einsetzen zu kdnnen, sind noch nicht sicher genug.
Verfahren, die schnell und sicher zu einer eindeutigen Diagnose fiihren, gibt es
bisher nicht. (Halliday et al.,2006; Segal et al.,2006; Raad el al.,2002; Skladny
et al.,1999)

4.1.2 Aspergillusdetektion mittels PCR

Die PCR ist seit vielen Jahren eine bewahrte und oft eingesetzte Methode in
verschiedensten Gebieten der Forschung. Unterschiedliche Gensequenzen
werden amplifiziert und mit einer geeigneten Methode detektiert. Durch eine
groRe Auswahl von Primern kdnnen die unterschiedlichsten Gene analysiert
werden. Da DNA leicht zu Verfigung steht ist es mdglich aus vielerlei
Probenmaterial diese flir den Nachweis zu gewinnen. Auch fir die
Pilzdiagnostik wurden schon viele PCR-Verfahren entwickelt und fur den
klinischen Gebrauch etabliert. (Florent et al.,2006; El-Mahallawy et al.,2006
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Chen et al.,2002; Ferns et al.,2002; Loeffler et al.,2002a; Hebart et al.,2000b;
Einsele et al.,1997)

Heutzutage gibt es konventionelle PCR-Techniken, die schon seit langem
routinemanig eingesetzt werden, aber auch neue PCR-Methoden, die in
Echtzeit schnell Ergebnisse liefern. PCR-Verfahren kdnnen dabei qualitative

Resultate erbringen, wie auch quantitative Aussagen tber die Pilzlast erheben.

Fur den Pilznachweis stehen eine Vielzahl von unterschiedlichen Primern zur
Verfigung. Sie amplifizieren jeweils andere Genregionen. Diese Regionen
kbnnen multyi-copy-Gene sowie mitochondriale- und ribosomale DNA-
Sequenzen sein. Die jeweiligen Sensitivitdten und Spezifitaten der einzelnen
Primer variieren stark. (Dean et al.,2006; Lau et al.,2006; Rantakokko-Jalava et
al., 2003; Chen et al.,2002; Stevens,2002; Costa et al.,2001; Lass-Floerl et
al.,2001; Loeffler et al.,1999)

Trotz der zahlreichen Vorteile, die die PCR-Technik bietet kann sie als
klinischer Standard nicht festgesetzt werden. Zwar sind schon mehrere PCR-
Verfahren klinisch etabliert, jedoch fehlt ihr die eindeutige Beweiskraft, um als
sicheres Diagnosekriterium zu gelten. Hinsichtlich der Sensitivitaten und
Spezifitaten herrscht Uneinigkeit. Ergebnisse und Aussagen, der bisher
durchgefuhrten Studien variieren in hohem Mal3e. In den jeweiligen Labors
werden oft hauseigene Techniken angewandt, die den Vergleich der
verschiedenen Resultate kaum moglich macht. (EI-Mahallawy et al., 2006;
Bretagne et al.,2003; Sanguinetti et al.,2003 Cost et al.,2002; Loeffler et
al.,1997; Einsele et al.,1997)

Zum Nachweis der Aspergillus-DNA nach der Amplifikation durch die PCR,
haben sich verschiedene Detektionsverfahren bewahrt. Unter anderem werden
Gelelekrophorese, PCR-ELISA, southern blot, nested PCR- und auch Real-

time-PCR-Methoden angewandt. Die Gelelektrophorese kann innerhalb von
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zwei Stunden durchgefihrt werden, wéhrend die PCR-ELISA zwei Tage in
Anspruch nehmen kann. Jedoch kann durch Wahl der Antikbrper-Sonden eine
Differenzierung der Pilzspezies vorgenommen werden, die bei der
Gelelektrophorese nicht mdglich ist. Sehr positive Resultate erbringt eine, der
etablierten ELISA-Methoden, hier wird das Genprodukt mit Dioxygenin markiert
und mit Oligonucleotidsonden tber Biotin an die Mikrotiterplatte gebunden. Das
gebundene Substrat wird dann anhand von spezifischen Antikdrpern
nachgewiesen. Gute Ergebnisse konnte auch die nested PCR liefern, bei der
sich hohe Sensitivitaten wie Spezifitaten feststellen liel3en. Ebenfalls erbringt
die Analyse mit southern blot eine gute Sensitivitdt und Spezifitat, aber diese
Methode ist durch ihren hohen Zeit- und Arbeitsaufwand mit einem Nachteil
behaftet. (Lau et al.,2006; Mennink-Kersten et al.,2004; Pinel et al.,2003;
Williamson et al,2000; Kawamura et al.,1999; Loeffler et al.,1998; Yamakami et
al.,1996; Heid et al.,1996)

4.1.3 Vergleich der konventionellen PCR

Die konventionelle PCR ist zwar in Schnelligkeit und quantitativer Aussagekratft,
den Real-time-PCR-Verfahren unterlegen, jedoch ist sie durch zahlreiche
Studien und langjéhrigem Einsatz ein sehr elaboriertes und giinstiges Verfahren
in der Forschung. In vielen Kliniken kommt sie zum routineméafRigem Gebrauch.
Nachteil aller PCR-Verfahren ist ihre hohe Rate an falsch positiven
Ergebnissen. Diese sind auf die Anfélligkeit fir Kontaminationen
zurliickzufihren. Um jedwegliche Kontamination auszuschlieRen werden
VorsichtsmalRnahmen getroffen. Das Tragen von Handschuhen, Kitteln,
Mundschutz und Arbeiten unter einem speziellem Abzug sind darunter
einbegriffen. (Floernt et al.,2006; Pryce et al.,2003; Martino et al.,2002; Golbang
et al.,1999; Loeffler et al.,1998)

4.1.4 Vergleich der AfLC2-, TS2- und Panfungal-Primer

Der Panfungal-Primer ist ein weit verbreiteter und in der Klinik hé&ufig
eingesetzter Primer in der Diagnostik von Pilzinfektionen. Er ist jedoch nicht

aspergillusspezifisch und testet daher verschiedene Candida- und
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Aspergillusarten positiv. Der Panfungal-Primer bindet an die 18S-rRNA
Genregion. Diese ist ein hochkonserviertes multy-copy-gen. Durch diese
Gegebenheit kommt es zu sehr guten Ergebnissen fir Sensitivitat und

Spezifitat.

Der TS2-Primer bindet an die ITS-Region (internally transcribed spacer), die
ebenfalls als multy-copy-gen vorliegt. Diese Genregion liegt zwischen dem 18S

und 28S Gen als ribosomale RNA vor, und ist fir Aspergillus spezifisch.

Der AfLC2-Primer amplifiziert eine Sequenz aus dem mitochondrialem
Cytochrom b Gen. Das Fragment ist 194bp lang und aspergillusspezifisch.
Erste Ergebnisse brachten vielversprechende Aussagen. So lagen die
Sensitivitaten der aspergillusspezifischen Primer zwischen 40 und 60%, wobei
Proben von Patienten mit keinem Anhalt flr eine invasive Aspergillose negativ
verblieben. Eine umfassende Studie und einen etablierten Standard fur diese
Primer fehlen jedoch. Es ist wichtig in der Diagnostik zwischen Aspergillus- und
Candidaspezien unterscheiden zu kénnen, um Therapiemdglichkeiten gezielt
einzusetzen. (Lau et al.,2006; Einsele et al.,1997; Golbang et al.,1999; Loeffler
et al.,2001; Spiess et al.,2003)

4.1.5 Vergleich zu anderen Detektionsmethoden

Eine Reihe von Detektionsmethoden, wie die PCR fur Aspergillus-DNA stehen
in der Klinik zur Verfiugung. Blutkultur, Antigen- und Antikérpernachweis

kommen hierbei zur Anwendung.

Die Blutkultur hat den Nachteil, dass der Zeitaufwand grof3 ist und damit keine
Frihdiagnostik, die fir den Patienten wesentlich ist, mdglich ist. Sie liefert des
Weiteren selten positive Ergebnisse und im Vergleich zur PCR ist sie deutlich
unterlegen. Die PCR zeichnet sich mit hoheren Sensitivitaten aus. (Verdaquer
et al.,2006; Loeffler et al.,2002a; Kami et al.,2001; Einsele et al.,1997)

Die Detektion mittels Antikdrper ist prinzipiell moglich hat sich aber im
klinischem Gebrauch nicht behaupten kdnnen. Das liegt daran, dass bei einem

Grolteil der Patienten, Immunsupression oder Neutropenie vorherrschen und
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deswegen der Nachweis von Antikdrpern nicht erzielbar ist. (Golbang et
al.,1999; Van Burik et al.,1998b)

Die hochste Sensitivitatsrate wird bei der Antigentestung erzielt. Der
Galaktomannan-Nachweis durch ein ELISA-Test steht hier im Vordergrund.
Einige Studien lieferten bessere Ergebnisse fir diese Methode als eine PCR.
Jedoch besteht auch bei der Galaktomannan-ELISA der Nachteil von einer
hohen Rate falsch positiver Resultate. (Hope et al.,2006; Verdaguer et al.,2006;
Kawazu et al.,2004; Pinel et al.,2003; Reiss et al.,2000; Maertens et al.,1999;
Bretagne et al.,1998)

4.1.6 Vergleich von Probenmaterial

Prinzipiell eignen sich die unterschiedlichsten Probematerialien fir den PCR-
Nachweis von Aspergillus-DNA. Jedoch bieten einige von ihnen Vorteile
gegenuber den anderen. Haufig untersuchte Proben sind Blut,
bronchoalveolére Lavage (BAL), Liquorflissigkeit und Sputum.

Blutproben bieten den Vorteil, dass sie bei immunsupprimierten Patienten
routinemaiig abgenommen werden und so keine zusatzliche Belastung der
Patienten darstellen. Somit kdnnen sie als Sreeningmethode dienen. Durch die
Maglichkeit einer seriellen Untersuchung wird zum einen festgestellt, ob
Aspergillus-DNA im Blut zu finden ist und zum anderen ein Monitoring tber die
Pilzlast gefuhrt. Ein Nachteil liegt darin, dass mehr als eine Blutprobe analysiert
werden muss um als aussagekraftig zu gelten, da die Pilz-DNA nicht
kontinuierlich im Blut der Patienten zu finden ist. (White et al.,2006; Chen et
al.,2002; Einsele et al.,1997; Yamakami et al.,1996)

In der vorliegenden Arbeit wurde Aspergillus-DNA ausschliel3lich aus

Blutserumproben analysiert.

Da die Aspergillose am haufigsten in der Lunge auftritt, ist die Verwendung von
Sputum und BAL-Proben in der Klinik oftmals indiziert. Der DNA-Nachweis ist
maoglich, jedoch besteht bei Sputumsekreten der Nachteil, dass sich nicht sicher

differenzieren lasst, ob eine Kolonisation, eine wirkliche Infektion oder
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womadglich eine Kontamination aus der Luft statigefunden hat. Die BAL-
Gewinnung bietet hier dagegen Vorteile, sie stellt aber einen invasiven Eingriff
dar und kann bei vielen Patienten, aufgrund der Schwere der Erkrankung nicht
angewendet werden. (Althoff Souza et al.,2006; Bissinger et al.,2005;
Bretagne,2003; Rantakokko-Jalava et al.,2003; Loeffler et al.,2002b; Melchers
et al.,1994; Van Belkum et al.,1993)

4.2 Diskussion der Ergebnisse

Ein wesentlicher Bestandteil wissenschatftlicher Arbeit ist es eine Methode in fur
den klinischen Alltag zu etablieren, die sich mit hoher Sensitivitat, Spezifitat wie
auch Reproduzierbarkeit auszeichnet. V.a. in der Aspergillus-Diagnostik bei
Risikopatienten ist es essentiell verbesserte Friherkennungsverfahren zu
entwickeln, da die bisherigen Therapie- und Diagnosemoglichkeiten nicht
ausreichen und die Mortalitatsrate hoch ist. (Munoz et al.,2006;
Alexander,2002; Lin et al.,2001; Einsele et al.,2000)

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher verschiedene Primer fir den PCR-
Nachweis von Aspergillen miteinander zu vergleichen, ihre Spezifitdit und
Sensitivitat zu testen und eine Aussage fur den klinischen Gebrauch bei

invasiven Aspergillosen zu treffen.

Die einzelnen Proben wurden aufgetaut und mit den verschiedenen Primer in
der PCR analysiert. Sie waren alle zum Zeitpunkt der Blutabnahme, als
Screeningmal3nahme, schon positiv mit der PCR-ELISA auf Aspergillus-DNA

getestet worden.

Von insgesamt 25 Patienten hatte ein Patient die Diagnose einer gesicherten
Aspergillose, 2 Patienten eine wahrscheinliche Aspergillose und 22 eine
mogliche Aspergillose.

Der etablierte Panfungal-Primer mit der PCR-ELISA ergab die besten
Resultate. Der AfLC2-Primer schnitt mit einem nicht zufriedenstellendem

Ergebnis ab, obwohl Studien Anhalt fur aussichtsreiche Resultate zeigten.
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Vorteilhafte und positive Ergebnisse erbrachte die Testung mit dem TS2-
Primer. (Loeffler et al.,2002a; Spiess et al.,2003)

4.2.1 Leistung der PCR-ELISA mit dem Panfungal-Primer

Dieses PCR-ELISA-Verfahren ist eine schon in zahlreichen Studien etablierte
und in der Klink angewandte Methode fir die Aspergillus-Diagnostik. In der
Literatur belegen die Ergebnisse dieses Nachweises gute Sensitivitdten und
Spezifitaten und auch ihre Reproduzierbarkeit ist gegeben, so dass dieses
Verfahren routinemalig eingesetzt wird. Jedoch wird in Studien auch Uber eine
Anfélligkeit fur falsch positive Ergebnisse berichtet. (EI-Mahallawy et al.,2006;
Lass-Floerl et al.,2001; Golbang et al.,1999; Van Burik et al.,1998; Loeffler et
al.,1998)

Auch bei der vorliegenden Arbeit konnten solche Sensitivitdten und Spezifitdten
wiedergegeben werden. Von 100 Proben wurden 39 positiv auf Aspergillus
getestet. Darunter war jede der 7 von 7 Proben des Patienten mit gesicherter
Aspergillose positiv fir Aspergillus-DNA und 3 der 6 Proben von den Patienten
mit wahrscheinlicher Aspergillose. D.h. diese Methode liefert ein sehr glinstiges
Ergebnis fiur die klinische Diagnostik. Es ist mdglich, dass die Patienten mit
maoglicher Aspergillose und wiederholt positivem Ergebnis sehr wohl mit
Aspergillus infiziert waren, aber keine Symptome zeigten oder ein falsch
positives Ergebnis vorliegt. Das kann aufgrund von Kontaminationen

vorkommen. (Bretagne,2003; Loeffler et al.,1997)

Da nur 2/5 der Proben ein wiederholt positives Ergebnis zeigten, obwohl die
identische Methode angewandt wurde, lasst vermuten, dass beim Einfrieren

von DNA Information verloren geht. Dies ist aber nicht vollstandig geklart.

Insgesamt ist die PCR-ELISA eine etablierte Methode, die durch viele Studien
belegt worden ist, in der Klinik einfach anwendbar ist, aber Pilz-DNA
unspezifisch testet. Daher sind in der ELISA verschiedene Antikdrper zur

Differenzierung notig.

56



4.2.2 Leistung des PCR-Gel-Verfahren mit dem TS2-Primer

In verschiedenen Studienprotokollen stellte sich der TS2-Primer als
vielversprechend heraus. Gerade seine Spezifitat fur Aspergillus macht bei der
Diagnostik einen wesentlichen Vorteil aus. Die PCR-Methode, die in dieser
Analyse Anwendung findet ist etabliert und in zahlreichen Studien als Standard
festgesetzt.

In der vorliegenden Arbeit konnte die Spezifitdt des TS2-Primer fur Aspergillus
in jeder Testreihe wiedergegeben. Candidaproben blieben zu jedem Zeitpunkt
negativ. Die Sensitivitdt lag bei 39%, von den insgesamt 100 Proben und ist
damit dem Panfungal-Primer gleich. Ein Standard von 10° bis 10 Kopien
Aspergillus-DNA konnte fir den TS2-Primer etabliert werden, und damit
ausreichende Mengen von Aspergillus-DNA getestet werden. Jedoch
verblieben die 7 von 7 Proben des Patienten mit sicherer Aspergillose negativ,
was die Anwendung in der Klinik fraglich erscheinen lasst. Vielleicht tragt die
Tatsache, dass die Proben eingefroren waren dazu bei, negative Resultate zu
liefern. Die geringe Probenanzahl lasst in dieser Hinsicht keinen genauen
Schluss zu. Vier Proben der insgesamt sechs bei den Patienten mit
wahrscheinlicher Aspergillose wurden als positiv erkannt, und damit geringfligig
besser als bei der Panfungal-Testung.

Insgesamt ist die TS2-PCR eine aussichtreiche Methode, Spezifitat fur
Aspergillus und eine Standardreihe konnte erreicht werden. Fir die Reliabilitat
in der Klinik sollte eine umfangreiche Studie mit einer grof3eren Anzahl von
Patienten mit gesicherter und wahrscheinlicher Aspergillose Aussage geben
kénnen Uber die Anwendbarkeit in der Klinik. (Hummel et al.,2006; Lau et
al.,2006; Spiess et al.,2003)

4.2.3 Leistung des PCR-Gel-Verfahren mit dem AfLC2-Primer

Studien Uber den AfLC2-Primer haben erfolgsversprechende Ergebnisse

geliefert und wurde schon mit unterschiedlichsten PCR-Verfahren getestet und
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etabliert. V.a. wurde dieser mittels real-time-PCR getestet (Spiess et al.,2003;
Buchheidt et al.,2004; White el al.,2006)

Auch der AfLC2-Primer ist aspergillisspezifisch, das auch in der vorliegenden
Arbeit bestatigt werden konnte. Nur Aspergillus-Proben ergaben ein positives
Ergebnis, Candidareihen verblieben stets negativ. Jedoch konnte eine
Standardreihe von 10° bis 10' Kopien an Aspergillus-DNA nicht wiedergegeben
werden. Hier konnte ergaben nur Proben fiir 10° und 10* Kopien ein positives
Resultat. Dadurch lasst sich womdglich erklaren, dass alle 100 von 100
getesteten Proben negativ fir Aspergillus-DNA verblieben. Es ist ebenso
maoglich, dass dieses Verfahren anféalliger auf die Einfrierung von Proben
reagiert. Enttduschen ist dieses Ergebnis in der Hinsicht, dass Studien schon
gute Ergebnisse geliefert haben. Dies kann daher zuriickzufiihren sein, dass in
diesen Studien ausschlief3lich Patienten mit gesicherter und wahrscheinlicher
Aspergillose getestet wurden. (Spiess et al.,2003; Munoz et al.,2006)

4.3 Schlussfolgerung

Die Diagnose von invasiven Aspergillosen stellt fir den in der Klinik tatigen Arzt
aufgrund der Diagnoseschwierigkeiten eine besondere Herausforderung dar.
Dieser muss sich auf seine Erfahrungen stitzen und bei entsprechendem
Verdacht differentialdiagnostisch auch eine 1A in Erwdgung ziehen. Jedoch
kann keine der aktuellen Diagnosemoglichkeiten fur sich allein eine sichere
Aussage Uber invasive Aspergillosen bei immundefizienten Patienten treffen.
Die Zusammenschau der verschiedenen Befunde ergeben schliel3lich die
Diagnose einer |A. Hierbei spielen unterschiedliche Methoden eine

herausragende Rolle.

Die PCR-Methode hat hohen Stellenwert in der Frihdiagnostik von
Aspergilloseerkrankungen, da sie einfach und effizient durchzufihren ist und
ebenso als Screening-Verfahren bei Risikopatienten angewendet werden kann.
Die Analyse dieser Studie hat gezeigt, dass der Panfungal-Primer den anderen
Primern duch seine vorzuglichen Ergebnisse tberlegen ist. In einer Vielzahl von

Studien zeigte er hohe Sensitivitats- und Spezifitdtsraten, so auch in der
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vorliegenden Arbeit. Somit bietet er fur den Gebrauch in der Klinik den
entscheidenden Vorteil und dariber hinaus liefert er einen zuverlassigen
Nachweis fur Patienten mit sicherer und wahrscheinlicher Aspergillose. Ein
Nachteil bleibt sein Unvermdgen, Pilzarten voneinander zu unterscheiden. Der
aspergillusspezifische Primer TS2 lieferte sowohl in vergangenen als auch in
dieser Arbeit aussichtsreiche Ergebnisse. Seine Sensitivitatsrate ist mit der der
Panfungal-Testung vergleichbar. Nur weist der TS2-Primer den Nachteil auf,
dass - wie in der vorliegenden Arbeit bestatigt - ein Patient mit gesicherter
Aspergillose nicht erkannt wird. Der aspergillusspezifische AfLC2-Primer
scheint Literaturangaben nach vielversprechend zu sein. Dies konnte jedoch in
dieser Studie nicht bestatigt werden. Die eindeutige Beurteilbarkeit von Al-
Infektionen anhand dieser Primer ist in der vorliegenden Arbeit aber aufgrund
der kleinen Patientenzahl und der lange dauernden Einfrierung der Proben
eingeschrankt. Nur wenige Patienten mit gesicherter und wahrscheinlicher

Aspergillose standen fir diese wissenschaftliche Untersuchung zur Verfligung.

Es ist kinftigen Studien vorbehalten, den Einsatz der TS2-Primer und AfLC2-
Primer fur den alltdglichen Gebrauch in der Klinik zu standardisieren. Dies sollte
mit dem Einbeziehen grof3erer Patientenkollektive und frisch abgenommenen
Blutproben erfolgen.
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5 Zusammenfassung

In der Klinik spielen invasive Aspergillosen eine zunehmend bedeutende Rolle.
Die Anzahl immundefizienter Patienten und die Haufigkeit von
Transplantationen steigen rasant an. Diagnose- und Therapieoptionen sind mit
erheblichen Schwierigkeiten verbunden und zudem unzureichend, so dass die
Mortalitatsrate bei Risikopatienten extrem hoch ist. Die Forschung ist daher
bemiht, eindeutig wirksamere und leicht anwendbare Diagnosemethoden fir
den routinemaRigen Gebrauch in der Klinik zu entwickeln. In zahlreichen
Studien zeigt sich die PCR-Diagnostik von Aspergillen als vielversprechend und
vorteilhaft. Sie ist bei jedem Patienten anwendbar, leicht durchzufiihren und
erzielt relativ sichere Ergebnisse.

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Primer-Paare fur die spezifische
Aspergillus fumigatus Diagnostik bei Risikopatienten mit dem Panfungal-Primer
verglichen. Ziel war es, Sensitivitat und Spezifitat zu testen, die Methode in der
Klinik zu etablieren und ihre Anwendbarkeit zu Uberprifen. Extrahierte DNA
aus Blutproben, die durch eine andere Studie positiv getestet und eingefroren

waren, wurden in dieser Arbeit angewandt.

Der Panfungal-Primer war tUberlegen. Er testete die Patienten mit sicherer und
wahrscheinlicher Aspergillose eindeutig positiv. 61 Prozent der Proben blieben
jedoch negativ, obwohl die selbe PCR wiederholt wurde. Der
aspergillusspezifische Primer TS2 ergab gleiche Sensitivitat, jedoch blieben die
Proben fir den Patienten mit sicherer Aspergillose negativ. Der AfLC2-Primer
testete alle Proben negativ, seine Sensitivitdt in einer Verdiinnungsreihe war

gering.

Obwohl Studien zeigten, dass die PCR mit aspergillusspezifischen Primer
aussichtsreiche Ergebnisse liefern, konnte dies in dieser Studie nicht bestatigt
werden. Grinde kdnnen zum einen die langer dauernde Einfrierung der Proben
und zum anderen die geringe Anzahl von Patienten mit sicherer und

wahrscheinlicher Aspergillose sein. Es bleibt eine Herausforderung zukunftiger
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Forschung, den Beweis fur die Etablierung dieser Methoden im klinischen Alltag
zu liefern und weiterhin auf dem Gebiet der Diagnostik und Therapie

entscheidende Entwicklungen zu erzielen.
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Abkurzungsverzeichnis

AIDS
ALL
AML
BAL
BMT
CML
CMV
DNA
dNTP
EBV
EDTA
ELISA
EORTC

G-CSF
GM-CSF
GvHD
HCMV
HLA
HRCT
HSCT
IA
IFICG
KMT
LC
MDS
MGPs
MRT
MSG
NHL

Aquired immunodeficiency syndrome

Akute lymphatische Leukamie

Akute myeloische Leukamie
Bronchoalveolare Lavage

Bone marrow transplantation

Chronisch myeloische Leukamie
Cytomegalievirus

Desoxyribonucleic acid
Desoxynucleotidtriphosphat
Epstein-Barr-Virus

Ethylen Diamine Tera-Acid

Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
European Organization for Research and Treatment of
Cancer

Granulozyten koloniestimulierende Faktoren
Granulozyten-Makrophagen koloniestimulierende Faktoren
Graft versus host disease

humanes Cytomegalievirus

Humane Leukozytenantigene

High Resonance Computer Tomograhie
Hematopoetic stem cell transplantation
Invasive Aspergillose

Invasive Fungal Infections Cooperative Group
Knochenmarktransplantation

LightCycler®

Myelodysplastisches Syndrom

Magnetic glasa particles
Magnet-Resonanz-Tomographie

Mycoses Study Group
Non-Hodgkin-Lymphom
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NIAID National Institute of Allergy and Infectious Diseases

PBSCT Peripheral bloodstem cell transplantation
PCR Polymerase chain reaction

uv Ultraviolett

ZNS Zentralnervoses System

Nm Nanometer

pl Mikroliter

sec Sekunden

min Minuten

h Stunden
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