Therapie und Diagnostik systemischer Mykosen

Oft lebensbedrohlich und schwer zu erkennen

Bei schweren systemischen Mykosen ist die Identifizierung des Erregers fur die Therapie wichtig,
aber bislang schwierig. Die Massenspektrometrie zeigt Erfolg versprechende neue Wege auf.

Pilze sindin unserer Umwelt allgegenwiéir-
tigund kommen auch im Korper als zumeist
harmlose Kommensalen hiufig vor; einige
Arten kdnnen jedoch schwere Infektionen
verursachen. Obwohl im letzten Jahrzehnt
mehrere hochwirksame Antimykotika zuge-
lassen wurden, stellen systemische Mykosen
nach wie vor eine akute Lebensbedrohung
dar. Hier sind Intensivpatienten unter Be-
handlung mit Breitbandantibiotika, Krebs-
kranke unter Chemotherapie, sowie Per-
sonen mit eingeschrankter Immunabwehr,
zum Beispiel unter Immunsuppressiva bei
Transplantationen oder durch HIV-Infekti-

onen besonders gefihrdet. Die Pilze gelan-

gen oft liber die Lunge in den Blutkreislauf
und von da in weitere Organe. Je nach Art
des Erregers und Immunstatus des Patienten
liegt die Letalitét bei 15 bis weit iiber 50
Prozent. Am hiufigsten werden invasive
Mykosen durch Hefen der Gattung Candi-
da ausgelost, gefolgt von Schimmelpilzen
(Aspergillus). Fadenpilze aus der Gruppe
der Dermatophyten verursachen iiberwie-

gend Infektionen der Haut und der Nigel.

Antimykotika
Anders als bei bakteriellen Infektionen
ist das Hauptproblem der Antimykotika-

Behandlung nicht die Resistenzentwick-

lung, sondern die geringe therapeutische
Breite der Medikamente bei systemischer
Verabreichung. Sie kann neben der genauen
Charakterisierung des Erregers regelmifige
Spiegelkontrollen erforderlich machen.
Vier Substanzklassen stehen zur Verfii-
gung: Die Polyene leiten sich vom duf3erst
toxischen Amphotericin B ab; ihre Vertrag-
lichkeit wird in neueren Formulierungen
durch eine Lipidhiille verbessert. Die grofite
Gruppe sind die Azole, die aufgrund ihrer
chemischen Heterogenitit erheblich im
Wirkspektrum differieren. Caspofungin aus
der Reihe der Echinocandine wird seit 2005

bei Candidiasis und Aspergillose eingesetzt,

Der Nachweis von Pilzinfektionen ist ein &uBerst zeit- und arbeitsauf-
wendiges Prozedere im mikrobiologischen Routinelabor, das seit Uiber
100 Jahren auf der Detektion aus Kulturmaterial basiert. Einige Pilze,

Paradigmenwechsel im mykologischen Labor

insbesondere Dermatophyten, benétigen Inkubationen von mehreren
Wochen. Andere Spezies wiederum lassen sich Uberhaupt nichtin den
Ublichen Medien anztchten. Nach erfolgreicher Kultur ist die morpho-
logische Begutachtung zur Speziesbestimmung die allgemein Ubliche
Praxis. Sie setzt allerdings viel Erfahrung voraus.

Die 18SrRNA Sequenzierung zur Identifikation hat als erganzende mole-
kularbiologische Methode inzwischen in den Laboren Einzug gehalten,
um in nicht eindeutigen Féllen eine Entscheidung zu treffen. Prinzipiell
ist die molekulare Diagnostik zur Identifizierung von Pilzen sinnvoll und
ermdglicht eine eindeutige Bestimmung der Spezies und damit eine
Einschatzung der Sensitivitat gegentber Antimykotika.

Abbott hat eine neue Technologie entwickelt, die die Detektion und
Bestimmung von Hefe- und Schimmelpilzen direkt aus der Probe,
auch die Auflésung von Mischungen, in nur sechs Stunden erlaubt.
Dadurch kénnen Pilze kulturunabhangig in deutlich kirzerer Zeit als
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bisher nachgewiesenwerden. Diese PLEX-ID-Technologie basiert auf
einer Kombination aus Breitspektrum-PCR und Elektrospray-lonisie-
rungsmassenspektrometrie. Je nach Wahl des Tests kdnnen damit

Viren, Bakterien, Pilze und Protozoen di-

rektaus dem Probenmaterial identifiziert
werden. Der Broad Fungal Assay deckt
inder nicht-diagnostischen Variante tber
3.000 Spezies ab, die aus einer einzigen
Probe detektiert werden kénnen. Die

diagnostische Vari-
ante (Broad Fungal
Spectrum), die auch
ein Extraktionskit fur
Bronchoalveolére
Lavage beinhaltet,
ist voraussichtlich
ab Juli 2012 ver-
fugbar.
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Flucytosinfastausschlieflich bei der Kryp-
tokokkose von AIDS-Patienten.

Bei begriindetem Verdacht auf eine Pilz-
erkrankung wird das Untersuchungsmaterial
(Abstriche,

Biopsie, Nigel) in einem ersten Schritt

Sputum, Drainagesekret,

mikroskopisch untersucht. Um Pilzhyphen
bzw. Hefezellen sichtbar zu machen,
muss das Material hdufig mit speziellen
Féarbezusitzen vorbehandelt werden.
Erkennt man typische Pilzstrukturen wie
die fadenférmigen Pilzhyphen, so ist der
Verdacht auf eine Mykose bestitigt. Zur
Abkldrung, um welchen Erreger es sich
genau handelt, folgt die Kultivierung des
Pilzes. Dabei konnen wertvolle Tage bis
Wochen verstreichen, was besonders
schwer wiegt, weil die Therapie umso Erfolg

versprechender ist, je friiher sie einsetzt.

Aufwendige Diagnostik

Die Identifikation des Erregers bereitet
oft Schwierigkeiten, da je nach Spezies nur
bestimmte temperatur- und ndhrmedienab-
hingige Wachstums- und Fruchtstadien des
Pilzes zur Differenzierung geeignet sind. Zu-
demreichtdie Sensitivititder verschiedenen
Mikroskopie-, Kultur- und Farbetechniken
zum frithzeitigen und eindeutigen Nachweis
oftnichtaus. Deshalb werden—wenn verfiig-
bar—zusitzlich serologische Verfahren ein-
gesetzt, zum Beispiel der Galactomannan-
Nachweis, eine sensitive ELISA-Technik
zur Identifikation invasiver Aspergillosen
(Galactomannan ist ein Glykoprotein der
Zellwand von Aspergillus-Spezies).

Ahnlich empfindlich wie ELISA-Tech-
niken—und damit deutlich sensitiver als Kul-
turtechniken —istdie PCR. Allerdings muss
die Auswahl der Zielsequenzen mit Bedacht
erfolgen, da es aufgrund von Homologien
zu falsch-positiven Ergebnissen kommen
kann. Der wesentliche Vorteil der PCR ist
dierasche Verfiigbarkeit der Ergebnisse, ein
Nachteil die mangelnde Vergleichbarkeit

kommerzieller Kits.

Eine wertvolle molekularbiologische Me-
thode speziell fiir den Candida-Nachweis
ist die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
(FISH), bei der die Erreger unter dem Mi-
kroskop aufleuchten. Fiir die hiufigsten
Vertreter wie C. albicans und glabrata
sind spezifische Tests erhltlich. Auch die-
se sensitive Technik erméglicht eine genaue
Bestimmung der Spezies innerhalb von nur
wenigen Stunden.

Vereinzelt konnen bildgebende Verfahren
in Kombination mit diesen molekularbiolo-
gischen Techniken niitzlich sein, um Organ-
mykosen zu lokalisieren. Ein Aspergillom
erscheintim CT zum Beispiel als mehr oder

weniger tyischer Rundherd.

Massenspektrometrie

Seit einiger Zeit bereichert ein weiterer
Ansatz die molekulare Diagnostik: Die mas-
senspektrometrische Analyse spezifischer
Pilzproteine bzw. -nukleinsiduren charakte-
risiert Molekiile aufgrund ihrer Grofle und
Ladung. Die erzeugten Massenspektren
sind ein ,,molekularer Fingerabdruck* fiir
die jeweilige Pilzspezies.

Seit kurzem kann die ESI-TOF'-Mas-
senspektrometrie zur Detektion zahlreicher
Pilze, Viren und Bakterien eingesetzt wer-
den. Dazu wird die DNA zunéchst extrahiert
und ein spezifisches Fragment durch PCR
amplifiziert. Die anschlieSende Identifizie-
rung erfolgt auf der Basis von DNA-Profilen
mit anschlieBendem Datenbankabgleich
(siehe Informationskasten zum PLEX-ID-
Analyzer links). %
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>> From Laboratory to Clinic <<

Congress Chairman:
Prof. Dr. Markus Ruhnke
Charité Campus Mitte Berlin

Morethan 70 sessions related to
the following General Scientific
Topics:

e Biochemistry

e Virulence and pathogenicity
e Functional genomics

e Immunology

e Antifungals

e Veterinary Mycology
e Epidemiology
» Diagnosis

e Clinical Mycology
e Hostfungus interactions

e Cellbiology
e Molecular biology
e Genetics

* Resistance

e Public Health
e Taxonomy

e Therapy

In cooperation with the Ger- [ §y
man-speaking Mycological

Society and the Mycosis FE‘T'H

Study Group

Full Program and further information:

www.isham2012.org
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