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Einleitung

Die Kombination aus Zellbiologie und Mikrobiologie
hat mit der Zelluldren Mikrobiologie eine neue Diszi-
plin geschaffen, deren primdres Ziel die Erforschung
des Zusammenspiels von Wirt und Erregern auf der
Ebene des Gewebes, der Zelle und letztlich von einzel-
nen Molekiilen ist. Die Entschliisselung dieser dyna-
mischen Interaktionen erlaubt ein tiefgreifendes Ver-
standnis von Infektionsmechanismen sowie zelluldrer
Logistik und bereitet damit den Weg fiir die Entwick-
lung wirkungsvoller Therapeutika.

Ob Influenzaviren, die Zellen der Atemwege infizie-
ren, oder Salmonella-Bakterien, die in Epithelzellen
des Dickdarms eindringen: Erreger nutzen und modi-
fizieren im Laufe ihres Lebenszyklus korpereigene
Transportwege und -mechanismen. Diese umfassen
sowohl makroskopische Transportwege, wie den Blut-
und Lymphkreislauf, als auch intrazelluldre Transpor-
trouten innerhalb individueller Zellen. Als intrazellu-
larer Transport wird dabei die aktive und koordinierte
Bewegung von Lasten zwischen zelluliren Komparti-
menten, den Organellen, bezeichnet. > Abb. 1 veran-
schaulicht, wie Erreger mit Hilfe des Zytoskeletts ent-
weder frei oder in Transportvesikeln eingeschlossen
in die Zelle eindringen (Endozytose), sich in ihr repli-
zieren und anschlieffend wieder aus der Zelle ge-
schleust werden (Exozytose).

Das Studium dieser dynamischen Prozesse setzt Tech-
nologien voraus, die es erlauben, Infektionen in Raum
und Zeit in grofitmoglichem Detail darzustellen. Mo-
derne fluoreszenzmikroskopische Methoden bieten
die Moglichkeit, Lebenszyklen von Erregern in leben-
den Wirtszellen mit hoher Prazision und in Echtzeit
zu beobachten. Die technischen Grundlagen, Materia-
lien und Anwendungen dieser Technologien sollen in
diesem Essay erldutert werden.

Methodeniibersicht

Zur Visualisierung der Wechselwirkung von Wirt und
Erreger konnen je nach spezifischer Fragestellung so-
wohl Licht- als auch Elektronenmikroskopie (EM)
eingesetzt werden. EM wird traditionell dort bevor-

zugt, wo hohes raumliches Auflsungsvermogen von
wenigen Nanometern benétigt wird, um Strukturen
sichtbar zu machen (» Elektronenmikroskopie). Die
technischen Modalititen (Wasserfreiheit und Vaku-
um), sowie die notigen Fixierungsschritte des Prapa-
rats unterbinden prinzipiell jedoch eine dynamische
Visualisierung. Lichtmikroskopie im Allgemeinen
und Fluoreszenztechniken im Speziellen bieten hier
die Moglichkeit der dynamischen, multifarb- und mi-
nimal invasiven Visualisierung. So konnen in leben-
den Zellen mit Hilfe von verschiedenfarbigen Fluoro-
phoren mehrere Strukturen gleichzeitig sichtbar ge-
macht oder durch genetisch kodierte Fluoreszenzpro-
teine Zielstrukturen mit hoher Spezifizitit markiert
und verfolgt werden. Im Folgenden sollen zunéchst
die Eigenschaften verschiedener Fluoreszenzproben
und deren Vor- und Nachteile besprochen werden.
Weiterhin werden der technische Aufbau und speziel-
le Anwendungsbeispiele erldutert.

Fluorophore

Die Schliissel zum Erfolg der Fluoreszenzmikroskopie
sind neben hochwertigen optischen Instrumenten
und komplexer Analysesoftware vor allem die Fluoro-
phore, mit denen verschiedene molekulare Ziele par-
allel und in vier Dimensionen (Raum und Zeit) detek-
tiert werden konnen. Wie aus » Tab. 1 hervorgeht,
sind mittlerweile Fluoreszenzproben fiir den gesam-
ten Spektralbereich (350-800 nm) entwickelt worden.
Sie werden in fluoreszierende Proteine, Fluoreszenz-
farbstoffe und fluoreszierende Nanopartikel gruppiert.
Thnen gemeinsam ist der Funktionsmechanismus: die
Fluoreszenzanregung erfolgt durch die Absorption
von Photonen des Lichts einer bestimmten Wellenlédn-
ge, die das Molekiil in einen angeregten Elektronenzu-
stand versetzen; dieser Anregung folgt dann - durch
den Ubergang des Elektronensystems in einen Zu-
stand niedrigerer Energie — die Emission von Licht
lingerer Wellenlidnge.

Bei der Wahl des geeigneten Fluorophors spielen meh-
rere Faktoren ein Rolle: 1) Spektralbereich: die Ab-
sorptions- und Emissionswellenldngen sind nicht nur
entscheidend fiir den technischen Aufbau des Experi-
ments (Lichtquelle und optische Bauteile), sondern
ermdglichen bei Vermeidung von spektraler Uberlap-
pung auch die Nutzung verschiedener Fluophore in
einem Mehrfarben-Experiment (» Abb. 1). 2) Intensi-
tat: die Helligkeit eines Fluorophors ist entscheidend
fir die erfolgreiche Detektion. Intensitdt ist das Pro-
dukt aus dem Absorptionsvermogen (Extinktionsko-
effizient) und der Anzahl an Lichtquanten, die ein ein-
zelnes Molekiil nach Anregung abzugeben vermag. Je
grofler die Intensitit, umso grofler theoretisch der zu
erzielende Kontrast. 3) Photostabilitit: diese beschreibt
die Anzahl der Anregungszyklen (als Intensitétsver-
lust tiber die Zeit), die ein Fluorophor unbeschadet
durchlaufen kann und bestimmt somit die maximale
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B Abb. 1. Beispiele fiir den zelluldren Transport von Pathogenen. A) Salmonella-Bakterien (1, Blau) rekrutie-
ren beim Eindringen in die Zelle das GFP-markierte Zellprotein Sorting Nexin-1 (Griin) und induzieren die
Veranderung des kortikalen Aktin-Zytoskeletts (Rot), Gr6Benstandard = 10 um. Quelle: Bujny et al. 2008; re-
produziert mit Genehmigung des Journal of Cell Science. B) Schematische Darstellung einer eukaryotischen
Zelle, die mit Salmonella-Bakterien (1) und Influenzaviren (2) infiziert ist. C) Einzelbilder eines Lebendzell-
Infektionsfilms mit Influenzaviren (2, Rot). Mit fortschreitender Zeit (Sekunden) rekrutiert der eindringende
Virus das mit Fluoreszenzprotein (FP) fusionierte Zellprotein Epsin-1 (Griin, obere Bildreihe) sowie das FP-
markierte Clathrin (Cyan, untere Bildreihe); der Virus wird anschlieBend ins Innere der Zelle transportiert und
16st sich dabei von der Clathrin- sowie Epsinhiille und fusioniert schlieB8lich mit endosomalen Membranen im
Zellinnern, was zu einer Verstarkung des Signals fiihrt (,dequenching’, letztes Bild). GroBenstandard = 2.5 ym
(Quelle: Chen und Zhuang 2008, mit freundlicher Genehmigung des Verlags. Eine farbige Version der Abbil-
dung finden Sie auf der beiliegenden CD und im Web unter www.springer.de/978-3-642-17157-4.).
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B Tab. 1. Eigenschaften ausgewahlter Fluorophore

DAPI 345/455
Qdot 565 NP 405/565
Qdot 800 NP 405/800
AmCyan1 (Zyan) FP 433/475
eGFP (Grin) FP 488/507
Fluorescein FF 494/521
Alexa Fluor 488 FF 499/520
Calcium Green-2 ER 503/536
eYFP (Gelb) FP 514/527
Syto82 FF 540/560
Cy3B FF 558/572
tdTomato (Rot) FP 554/581
mCherry FP 587/610
DiD FF 644/665
Atto 647N FF 644/669
DyLight 800 FF 777/794

DNA/RNA, Zellkernfarbung; oder Hoechst 33258 und
33342

Bei gleicher Absorption emittieren Qdots verschie-
den: je gréBer, um so mehr rot-verschoben (langwelli-
ger); Hersteller: Life Technologies

Hersteller: Life Technologies

Hersteller: Clontech

Alternativ dazu Emerald oder AcGFP1 = heller und

fotostabiler
pH-abhdngige Absorption und Emission (pH5-9)
Hersteller: Life Technologies

100-fach intensiver, wenn Kalziumionen gebunden
sind

Schwaches Dimer

Interkaliert spezifisch in RNA Sekundarstrukturen
Hersteller: GE Healthcare

Tandem Dimer (td), sehr hell; Hersteller: Clontech
Monomer (m), reift sehr schnell; Hersteller: Clontech
Lipophiles Carbocyanine fir Membranfarbung
Hersteller: Atto-Tec

Hersteller: Thermo Fischer

T FP =fluoreszierendes Protein, FF = Fluoreszenzfarbstoffe, NP = Nanopartikel;
2 Wellenldngen der Absorption und Emission; Quelle: http://flowcyt.salk.edu/fluo.html.

Dauer eines Experiments. Die Zerstorung eines Fluo-
rophors, die oft durch die Reaktion mit Sauerstoffradi-
kalen verursacht wird und den Verlust der Fluoreszenz
zur Folge hat, wird als Fluoreszenzloschung (photo-
bleaching) bezeichnet.

Die Eigenschaften von Fluorophoren, wie beispiels-
weise die Absorptions- und Emissionswellenlange, die
Intensitdt und die Photostabilitit, konnen durch die
Nihe zu Proteinen oder anderen Fluorophoren, sowie
die Konzentration von Protonen (pH-Wert), Ionen
oder Sauerstoff beeinflusst werden. Die Lebenszeit
von Fluorophoren kann dabei durch Reduktion von
Sauerstoffradikalen mittels Sauerstoff-bindender Sys-
teme (oxygen scavenging systems) drastisch erhoht
werden. Die Sensitivitit einzelner Fluophore ihrer un-
mittelbaren Umgebung gegeniiber kann zudem gezielt

ausgenutzt werden, um in lebenden Zellen den pH
Wert (pH-sensitive Fluorophore) oder die Konzentra-
tion einzelner Ionen (z. B. Ca?*, CI') sichtbar zu ma-
chen. Auch die unmittelbare rdumliche Nédhe zu ande-
ren Fluoreszenzmolekiilen kann elegant in funktionel-
len Experimenten genutzt werden: zum einen kann
die durch Nahe induzierte Fluoreszenzunterdriickung
(self-quenching) zur Untersuchung viraler Fusion mit
endosomalen Strukturen dienen (Chen und Zhuang
2008); zum anderen kann ein Energietransfer zwi-
schen eng benachbarten Molekiilen als Hinweis fir
die direkte Interaktion zweier Molekiile gedeutet wer-
den (siehe auch Forster — Resonanzenergietransfer,
FRET). Beispiele dazu werden im Folgenden erldu-
tert.
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1. Fluoreszierende Proteine

Die Entdeckung und Nutzung von fluoreszierenden
Proteinen (FP) haben die Methoden und Erkenntnisse
der Zellbiologie revolutioniert (Nobelpreis in Chemie
2008 fiir Shimomura, Chalfie and Tsien); sie haben ih-
ren Ursprung im griin-fluoreszierenden Protein
(GFP), welches 1962 aus der Qualle Aequorea victoria
isoliert wurde. Seither wurden zahlreiche weitere Vari-
anten aus verschiedenen Organismen beschrieben
und die Palette des Weiteren durch gezielte Mutatio-
nen der urspriinglichen FP bereichert. Die Struktur
des GFP-Molekiil gleicht einem 3 x 4 nm grof3en Fass
(~ 27 kDa) mit einer zentralen Helix, die den aus drei
Aminosduren bestehenden fluoreszierenden Chromo-
phor enthalt. FP kénnen genetisch mit Proteinen der
Wirtzelle oder eines Erregers kombiniert und in Zel-
len exprimiert werden. Die rdumliche und zeitliche
Verteilung von fluoreszenzmarkierten Proteinen kann
so direkt in lebenden Zellen, Geweben oder Organis-
men beobachtet werden. Durch die Kombination von
FP mit unterschiedlichen Absorptions- und Emissi-
onsspektren konnen Kolokalisationen von Wirtspro-
teinen und Erregern untersucht werden und moleku-
lare Interaktionsstudien, zum Beispiel mittels FRET,
durchgefiihrt werden. Die Palette der Anwendungen
wird durch irreversible und reversibel photoaktivier-
bare und photokonvertierbare FP abgerundet (Huang
et al. 2009). Durch Bestrahlung mit Licht einer be-
stimmten Wellenldnge konnen diese FP entweder zwi-
schen einem fluoreszierenden und einem nicht-fluo-
reszierenden Zustand umgeschaltet werden, oder die
Wellenlinge des emittierten Lichtes kann ins Rot ver-
schoben werden. Experimentell kann mit Hilfe solcher
FP beispielsweise die Dynamik einzelner Proteine un-
tersucht werden: dabei kann eine Population von Pro-
teinen in einem bestimmten Teil der lebenden Zelle
entsprechend aktiviert oder konvertiert werden und
anschlieflend spezifisch orts- und zeitaufgeldst ver-
folgt werden. Eine weitere Anwendung fiir diese Art
der FP ist die hochauflosende Fluoreszenzmikrosko-
pie jenseits der Abbe'schen Beugungsgrenze, die auch
als ,Nanoskopie“ bezeichnet wird (» Hochauflosende
Fluoreszenzmikroskopie).

2. Fluoreszenzfarbstoffe

Im Allgemeinen sind organische Fluoreszenzfarbstof-
fe (FF) heterozyklische, planare und konjugierte Mo-
lekiilsysteme, deren delokalisierte m-Elektronen ab-
hdngig von der Molekilstruktur und Umgebung
durch Licht einer bestimmten Wellenlinge angeregt
werden konnen. Verglichen mit FP sind organische
Fluophore nicht nur kleiner (< 2 nm), sondern besit-
zen auch generell hohere Extinktionskoeffizienten,
d. h. grofere Helligkeit und Quantenausbeute. Sie eig-
nen sich daher besonders, um Antikorper, Lipide oder
Erreger direkt zu markieren. Eine Fiille von FFs unter-
schiedlichster Spezifikationen ist kommerziell erhalt-

lich, und die Bandbreite erstreckt sich tiber den ge-
samten Spektralbereich (siehe ausgewihlte Beispiele
in » Tab. 1. Da mit FF markierte Antikorper nicht zell-
permeabel sind, ist die spezifische Anfirbung von Epi-
topen innerhalb von lebenden Zellen nicht trivial. Ei-
nen Ausweg stellt die Entwicklung zellpermeabler FF
und ihre enzymatischen Kopplung an genetisch mini-
mal verdnderte Zielproteine dar (Fernandez-Sudrez et
al. 2008).

3. Fluoreszierende Nanopartikel

Fluoreszierende Quantenpunkte (auch Halbleiter-Na-
nopartikel oder quantum dots, QD, genannt) bieten
sich durch ihre einzigartigen photophysikalischen Ei-
genschaften als langlebige und hochempfindliche
Markierungen in der Fluoreszenzmikroskopie an.
Charakteristisch fiir QD sind hohe Quantenausbeu-
ten, extrem hohe Photostabilitit und ein gré6fenab-
hingiges Emissionsspektrum. Letztere Eigenschaft er-
moglicht es, QD mit unterschiedlicher Fluoreszenz
aus demselben Material durch Variation des Durch-
messers anzufertigen. Anders als bei FP und FF, deren
Anregung in einem engen Spektralbereich erfolgen
muss, zeichnen sich QD durch breite Absorptionsban-
den aus. QD unterschiedlicher Grof3e lassen sich da-
her parallel mit einer gemeinsamen Wellenldnge anre-
gen, konnen dann aber aufgrund unterschiedlicher
Emissionswellenldngen spektral voneinander getrennt
werden. Nachteilig wirken sich ihr vergleichsweise
grofler Durchmesser (> 10 nm) und die zelltoxischen
Eigenschaften aus; letztere konnen durch das Umhiil-
len der QD mit biokompatiblen Oberflichen verhin-
dert werden.

Strategien zur Fluoreszenzmarkierung von Erregern
und zelluldren Strukturen

1. Immunofluoreszenz

Zur Detektion von Erregern in fixierten Geweben und
Zellen eignen sich die direkte und indirekte Immun-
fluoreszenz (IF). Bei direkter Detektion werden spezi-
fische, fluoreszenzmarkierte primire Antikorper, die
virale oder bakterielle Proteine beziehungsweise zellu-
lire Strukturen erkennen, eingesetzt. Neben Antikor-
pern werden hiufig auch fluoreszenzmarkierte Mar-
kermolekiile eingesetzt, die spezifisch fiir bestimmte
biologische Strukturen sind: fiir Nukleinsduren (wie
z. B. in Zellkernen, aber auch Erregern) DAPI oder
Hoechst-Farbstoffe (» Tab. 1); fiir aktinreiche Struk-
turen fluoreszenzmarkiertes Phalloidin; fiir Mito-
chondrien z. B. Rhodamine, TMR, MitoTracker; fiir
das Endoplasmatische Retikulum z. B. DiOCq, Da-
poxyl -Farbstoffe oder Glibenclamid-BODIPY und
fir Membranen z. B. die Carbocyanine Dil, DiO, DiD,
DiR oder Octadecylrhodamine B (R18). Bei der indi-
rekten Detektion werden dagegen unmarkierte prima-
re Antikorper eingesetzt, jedoch in einem zweiten
Schritt fluoreszenzmarkierte sekundire Antikérper
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gegen den primiren Antikorper verwendet. Da ein
primarer Antikorper je nach Subtyp zwei oder mehre-
re sekundére Antikorper binden kann, wird mit dieser
Fluoreszenzmethode eine Signalverstiarkung und gro-
Bere experimentelle Flexibilitét erreicht.

Im Rahmen der Immunmarkierung werden Gewebe
oder Zellen in der Regel zunichst fixiert (z. B. durch
Zugabe von Paraformaldehyd, Glutaraldehyd, Metha-
nol oder Aceton). Dieser Schritt immobilisiert Protei-
ne und fithrt zur Konservierung des Préparates. Da
Antikérper nicht zellpermeabel sind, miissen fiir die
Detektion von intrazelluldren Epitopen die zelluldren
Membranen gegebenenfalls mittels Detergenzien (z. B.
Triton X100, NP40, Tween 20) oder Methanol fiir we-
nige Minuten permeabilisiert werden. Um die spezifi-
sche Bindung von Antikérpern zu garantieren, werden
anschlieflend unspezifische Bindungsstellen durch die
Inkubation in tierischem Serum abgesittigt. Danach
erfolgt die Inkubation mit primédren und gegebenen-
falls sekundédren Antikorpern, der jeweils mehrere
Waschschritte folgen. Die Fixierungsbedingungen,
Detergenzwahl, Art des Serums und Linge der Anti-
korperinkubation sind hierbei die wichtigsten Opti-
mierungsfaktoren fiir eine erfolgreiche Detektion. Fiir
optimale Resultate ist es ratsam, dem Einbettungsme-
dium oder Puffer ein Anti-Verbleichungsmittel zuzu-
setzen (Glukose-Oxidase/Katalase-Systeme, Anti-
Oxidanzien wie DABCO, etc.).

Mit Hilfe der Immunofluoreszenz lassen sich Erreger
und zelluldre Strukturen gleichzeitig visualisieren und
so Riickschliisse auf ihre Funktion und potentielle In-
teraktion ziehen. Jedoch ist bei der Interpretation von
Kolokalisationsdaten Vorsicht geboten, da das Auflo-
sungsvermogen in der konventionellen Fluoreszenz-
mikroskopie auf etwa 250 nm in der lateralen bzw.
500 nm in der axialen Ebene begrenzt ist (»> Auflo-
sungsvermdgen): wird beispielsweise die Kolokalisa-
tion von Viren mit Endozytosevesikeln beobachtet, so
kann es bei der grofien Anzahl von Vesikeln innerhalb
der Zelle zu zufilligen Uberlagerungen der verschie-
denen Signale innerhalb des zu erreichenden Aufls-
sungsvermogens kommen. Hier bieten sich die hoch-
auflosende Fluoreszenzmikroskopie oder fluoreszenz-
basierte Interaktionsstudien wie FRET oder bimole-
kulare fluoreszierende Komplementation an (» Nach-
weis molekularer Interaktionen). Neben der fluores-
zenzmikroskopischen Untersuchung ist es weiterhin
ratsam, biochemische Nachweise der direkten Interak-
tion von Erregern mit spezifischen zelluldren Struktu-
ren (z. B. durch Koimmunopriazipitation) zu erbrin-
gen.

2. Lebendzellmikroskopie

Transportprozesse in lebenden Zellen lassen sich be-
reits mittels Differenzialinterferenzkontrast (DIC) in
der Durchlichtmikroskopie in Echtzeit beobachten —
beispielsweise die zelluldre Aufnahme von Bakterien

durch Phagozytose. Dabei gibt der Bildkontrast des
Priparates, der durch die lokale Anderung des Bre-
chungsindex der Probe entsteht, in Auflichtgeometrie
die Anderungen der Oberflichenmorphologie wieder,
wihrend im Durchlicht Einzelheiten im Zellinneren
erkennbar werden. Viele Fragestellungen erfordern je-
doch eine hohere molekulare Sensitivitit und Spezifi-
tat, um das dynamische Zusammenspiel von Erregern
mit zelluldren Strukturen, z. B. Endozytosevesikeln,
oder gar einzelnen Molekiilen sichtbar zu machen.
Dabei spielen FP eine entscheidende Rolle: durch ge-
netische Manipulation wird dabei die DNA des zellu-
liren oder pathogenen Zielproteins mit der des Fluo-
reszenzproteins verkniipft. Ziel ist dabei, moglichst
viele FP-markierte Proteine im Erreger oder der Zelle
anstelle des nativen, unmarkierten Proteins zu expri-
mieren, ohne jedoch die jeweilige Funktion zu beein-
trachtigen. So konnte beispielsweise Sorting Nexin-1
(SNX1), ein Wirtszellprotein, das an Phosphoinositide
bindet und am endosomalen Transport beteiligt ist,
mit GFP fusioniert werden und erstmals seine rapide
und transiente Translokation zu den Bindungsstellen
eindringender Salmonella-Bakterien in Echtzeit beob-
achtet werden (Bujny et al. 2008) (» Abb. 1).

Eine Alternative zu FP sind FF (Fluoreszenzfarbstoffe)
oder NP (Nanopartikel), die eine Direktmarkierung
erlauben. Organische FF werden dabei entweder un-
spezifisch an Aminosiurereste gekoppelt oder in Nuk-
leinsduren und Membranen eingebunden. Alexa Flu-
or-, Cy- oder Atto-FF konnen tiiber ihre reaktiven
Seitengruppen an freie Aminogruppen oder Carbo-
xylgruppen der Zielproteine gekoppelt werden. Auf
diesem Wege wurden z. B. Kapside von Polioviren mit
Cy5 markiert und beim Eindringen in die Zellen be-
obachtet (Vaughan et al. 2009). Weiterhin erméglicht
die ,,Click-Chemie“ die Kopplung von FF an freie
Azidgruppen. Zellpermeable und nukleinsdureaffine
FF, wie Syto82, konnen dagegen wahrend der Virusre-
plikation den infizierten Zellen zugefithrt werden und
so in den spdter isolierten Viren das Genom spezifisch
markieren (Brandenburg et al. 2007). Phospholipide
in biologischen Membranen lassen sich ebenfalls mit
organischen FF in lebenden Zellen markieren: Die li-
pophilen Carbocyanine Dil, DiO, DiD, DiR oder lipo-
phile Kationen wie R18 sind in Wasser nur schwach
fluoreszierend, jedoch erhoht sich ihre Fluoreszenz
und Photostabilitdit nach Membranintegration dras-
tisch. Eine hohe lokale Konzentration von Farbstoff-
molekiilen in der Lipidhiille von Viren fiihrt jedoch zu
wesentlich reduzierter Fluoreszenz (self-quenching).
Dieser Effekt wird elegant beim Studium viraler Fusi-
on mit zelluliren Membranen oder Vesikeln genutzt
(» Abb. 1) (Chen et al. 2008): fiihrt der herabgesetzte
pH in spiten Endosomen zur Fusion mit Influenzavi-
ren, so kann ein signifikanter Anstieg der Fluoreszen-
zintensitat der nun frei in die Endosomenmembran
diffundierenden DiD-Molekiile beobachtet werden.
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Dieses Quenching-dequenching-Phanomen wird auch
in Versuchen eingesetzt, in denen die hemmende Wir-
kung von Inhibitoren wie Antikorpern oder Peptiden
auf die Fusionsmaschinerie von Viren untersucht
wird.

Bei Lebendzellmikroskopie-Experimenten sind opti-
male physiologische Bedingungen und die damit zu-
sammenhéngende Systemstabilitit entscheidend. Da
der Umgebungssauerstoft eine Ansiduerung der Pro-
ben verursacht, werden gepufferte CO,-unabhéngige
Medien oder bei lingeren Inkubationen CO,-begaste
Kammern eingesetzt. Die optimale Temperaturreg-
lung ist nicht nur fiir Zelle und Erreger wichtig, son-
dern sorgt auch fiir minimale Objektdrift. In Aufbau-
ten mit motorisierten Objekttischen kann zudem ein
automatisiertes Focus-lock-System eingebaut werden,
um das Objekt im Fokus zu halten. Um die Lebenszeit
der Fluorophore zu verlidngern, sollten oxygen quen-
cher (z. B. Glukose-Oxidase/Katalase-Systeme) in ge-
ringen Mengen (~ 1 %) zugesetzt werden.

Letztlich bleibt zu erwihnen, dass alle hier beschriebe-
nen Experimente und technischen Aufbauten leis-
tungsfihige Computersysteme mit grofiem Speicher-
volumen und integrierten Softwarelosungen verlan-
gen. Die zur Bildbearbeitung und Bildanalyse verwen-
deten Algorithmen und Software haben in den letzten
Jahren dramatisch an Komplexitit, aber auch Anwen-
derfreundlichkeit gewonnen. Neben dem eigenstandi-
gen Programmieren stehen dem Anwender nun auch
eine Reihe von Open-Source-Programmen (z. B. Image],
http://rsbweb.nih.gov/ij) und kommerzielle Losungen
(z. B. MetaMorph, http://www.moleculardevices.com/
pages/software/metamorph.html) zur Verfiigung.

3. Nachweis molekularer Interaktionen (FRET und FP-
Komplementation)

Beim Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) wird
die Energie eines angeregten Farbstoffmolekiils (Do-
nor, z. B. das blaugriin fluoreszierende Protein AcGFP1
gekoppelt an Zielprotein A) nicht als Emissionsstrah-
lung abgegeben, sondern auf ein benachbartes Mole-
kil (Akzeptor, z. B. das rotfluoreszierende Protein
mCherry gekoppelt an Zielprotein B) {ibertragen und
dieses zur Emission angeregt. Um eine Energietiber-
tragung zu ermdéglichen, muss das Emissionsspektrum
des Donors mit dem Absorptionsspektrum des Ak-
zeptors Uberlappen. Da die Intensitét stark vom Ab-
stand von Donor und Akzeptor abhingt (< 10 nm),
lassen sich mit FRET molekulare Interaktionen im
Nanometerbereich untersuchen und direkte Wechsel-
wirkungen nachweisen. Eine Alternative zu FRET ist
der bimolekulare fluoreszierende Komplementati-
onsansatz, bei dem ausgenutzt wird, dass sich FP ge-
netisch in zwei nicht-fluoreszierende Fragmente zer-
teilen lassen. Werden diese Fragmente nun jeweils ge-
netisch an ein Zielprotein X beziehungsweise Y gekop-
pelt, und kommen die Fragmente in Folge der Interak-

tion von X mit Y in rdumliche Nihe, so kann daraus
ein funktionsfahiger FP-Reporter regeneriert werden,
dessen Fluoreszenzintensitit als ein Maf$ der Interak-
tionsstirke und —dauer betrachtet werden kann.

Physikalische Grundlagen und technischer
Aufbau

Auflésungsverméogen

Unter dem Begriff Auflosungsvermaogen versteht man
den kleinsten noch wahrnehmbaren Abstand zwi-
schen zwei punktférmigen Objekten, bevor sie zu ei-
nem einzigen Punkt verschwimmen. Die in optischen
Instrumenten erreichbare Auflosung ist zwar auch ab-
hingig vom Aufbau und den Komponenten, beispiels-
weise der Qualitiat des Objektivs, sie ist jedoch priméar
begrenzt durch Lichtbeugung (an Objektiven und
Spalten) und betragt etwa eine halbe Wellenldnge des
verwendeten Lichts (200-250 nm in X, Y und 500-
800 nm in Z). Mathematisch wird das Auflosungsver-
mogen von Mikroskopen durch die Abbe'sche Sinus-
bedingung der Abbildung beschrieben: d =A/2n x sina
oder d,,;, = \/2NA (wobei A = Wellenlange des Lichts,
n = Brechungsindex des Mediums, a = halber Off-
nungswinkel des Objektivs, und NA = numerische
Apertur, das Fokusvermdgen des Objektivs). Das zu
beobachtende Profil eines Lichtpunktes nach Beugung
definiert die Punktspreizfunktion (point spread func-
tion, PSF) des Mikroskops und ist im Falle eines Fluo-
reszenzmolekiils durch eine Gauf$-Funktion (Normal-
verteilung) beschreibbar. Die Breite der PSF an ihrem
Halbmaximalpunkt entspricht der erreichbaren Auf-
16sung des Systems. Je kleiner dieser Wert, desto besser
ist die Auflosung eines Mikroskops. Zwei separate, flu-
oreszierende Molekiile mit tiberlappenden PSFs, die
ndher aneinander liegen als die Breite der PSE sind
schwer oder unmoglich als separat wahrnehmbar.

Technischer Aufbau eines Lichtmikroskops

Mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops kénnen Signa-
le von Fluoreszenzmolekiilen in einem bestimmten
Probenvolumen raumlich und zeitlich erfasst und
dargestellt werden. Je nach Art der Fokussierung des
Anregungslichts in der Probe unterscheidet man Weit-
feld-, Konfokal- und TIRF-Mikroskopie (» Abb. 2).
Als Lichtquellen werden meist Metalldampflampen
oder Laser eingesetzt. Erstere (z. B. Quecksilberdampf-
lampen) emittieren Licht im gesamten sichtbaren
Spektrum, aber auch im Ultraviolettbereich. Entspre-
chend der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe wird die
Emissionswellenlinge dabei mit Hilfe von optischen
Filtern auf wenige Nanometer beschrinkt. Demgegen-
iiber bieten Laser per Definition ein sehr enges Fre-
quenzspektrum und weitere Vorteile wie die hohere
Strahlungsenergie pro Fliacheneinheit, die Kohdrenz-
linge und Parallelitat der Strahlung. Das Anregungs-
licht wird von einem Strahlteiler reflektiert und durch
das Objektiv in der Probe fokussiert. Die nach Fluo-
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A) Schematischer Mikroskopaufbau. Laserlicht verschie-

dener Wellenlange wird mittels Spiegeln (S) oder Strahlenteilern (ST) zum Objektiv geleitet. Das rotverscho-
bene Fluoreszenzsignal der in der Probe (Zelle) angeregten Fluophore wird vom Objektiv wieder eingefangen
und zum Detektor geleitet. Werden mehrere Signale gleichzeitig detektiert, so konnen diese durch Strah-
lenteiler und optische Filter (F) getrennt und auf unterschiedliche Hélften des Detektors projiziert werden.
Die Verteilung der Fluoreszenzintensitaten wird vom Computer als Bilder wiedergegeben. B) VergroB3erte
Detaildarstellung des Strahlengangs zum Praparat zwecks lllustration verschiedener llluminationstechniken:

Epifluoreszenz (Auflichtmikroskopie), konfokal, TIRF (I
der Abbildung finden Sie auf der beiliegenden CD un

reszenzanregung der Probe gleichmif3ig in alle Raum-
richtungen abgegeben Strahlung kann zum Teil durch
das Objektiv wieder eingefangen werden. Dabei gilt: je
hoher die numerische Apertur (NA) des Objektivs,
desto grofler der Teil des eingefangenen Lichts. Diese
spektral verschobene Strahlung kann anschlieflend
den Strahlteiler ungehindert passieren und gelangt so
zum Detektor, der die Intensititen an verschiedenen
Orten in der Probe misst. Als Detektoren werden ent-
weder empfindliche charge-coupled device (CCD) Ka-
meras, die schnell Aufnahmen von grofien Untersu-
chungsbereichen erméglichen, oder Photoelektronen-

nterne Totalreflektionsfluoreszenz). (Eine farbige Version
d im Web unter www.springer.de/978-3-642-17157-4)

vervielfachungsréhren (photomultiplier tubes, PMTs)
verwendet, die in einem breiteren Spektralbereich
hochempfindliche Bildrekonstruktionen erméoglichen.
Da PMTs als Punktdetektoren funktionieren, muss
der Laser tiber die Probe gescannt werden; PMTs
kommen vor allem in der konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskopie (CLSM) zur Anwendung. In allen Fillen
werden die detektierten Fluoreszenzintensititen letzt-
lich im Bild durch verschiedene Graustufen darge-
stellt, denen anschlieffend zur Unterscheidung eine
beliebige Farbe zugewiesen werden kann.

Bei der Weitfeldfluoreszenzmikroskopie (auch Epi-
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fluoreszenzmikroskopie) wird die Probe grof3flichig
(10-100 pm Durchmesser) beleuchtet. Sie erlaubt, dy-
namische Prozesse mit geringer Fluoreszenzintensitit
vor allem in lebenden Zellen schnell und weitrdumig
zu erfassen. Da sich hierbei das Anregungslicht weit-
rdumig tiber die Probe verteilt, wird die lokale Schadi-
gung der Probe durch intensive Strahlung minimiert.
Nachteilig wirkt sich die weitraumige Fluoreszenzsan-
regung auflerhalb der Fokusebene aus: Je hoher der
Fluoreszenzanteil aus Schichten iiber oder unter der
Fokusebene, desto unschérfer wird das Bild. Die Weit-
feldmikroskopie eignet sich daher besonders fiir diin-
ne Proben oder diskret verteilte Fluorophore.
Verglichen mit der Weitfeldmikroskopie erreicht die
konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (LSM) eine
hohere Auflosung besonders in z-Richtung (entlang
der optischen Achse) bis zu etwa 450 nm. Diese Ver-
besserung wird vor allem durch Lochblenden oder
Schlitze erreicht, die in einer Zwischenbildebene plat-
ziert werden und damit Signale der Ebenen tiber und
unter der eigentlichen Bildebene ausschlief3en. Detek-
tiert wird hier entweder mittels CCDs (Linien-Scan-
ning), meist jedoch durch PMTs (Punkt-Scanning),
wobei die Probe Punkt fiir Punkt mittels beweglicher
Spiegel abgerastert und die Fluoreszenzintensitit an
jedem Punkt gemessen wird. Eine dritte Detektionsva-
riante findet in spinning-disk konfokalen Mikroskopen
Anwendung: Hier wird das Laserlicht mittels sich dre-
hender Scheiben, die mit Tausenden spiralférmig an-
geordneter Lochblenden und korrespondierenden
Mikrolinsen besetzt ist, auf die Probe geleitet. Diese
Methode zeichnet sich durch hohe Bildraten aus und
ist daher besonders fiir die 3D-Lebendzell-Mikrosko-
pie geeignet.

Die Interne Totalreflexionsfluoreszenz-Mikroskopie
(TIRF, total internal reflection fluorescence) ist eine
Weitfeldtechnik, bei der Strukturen untersucht wer-
den kénnen die nicht weiter als etwa 200 nm vom Ob-
jekttriger (in der Regel Deckglas) entfernt sind
(» Abb. 2). Durch das seitwirtige Verschieben des
Strahlengangs beim Eingang in das Objektiv (gestri-
chelte Linie in » Abb. 2A) tritt das Licht in einem fla-
chen Winkel (§) wieder aus und wird fast vollstindig
am Deckglas reflektiert. Nur ein geringer Teil der An-
regungswellen dringt in die Probe ein, wird aber mit
zunehmendem Weg immer stirker abgeschwicht
(maximal etwa 200 nm, sog. evaneszente Welle). Da so
nur wenige Molekiile zur Fluoreszenz angeregt wer-
den, ergibt sich bei stark abgeschwéchtem fluoreszie-
rendem Hintergrund ein deutlich héherer Kontrast.
TIRE-Mikroskopie wird vor allem zur Untersuchung
von Prozessen an der Deckglas-zugewandten Unter-
seite adhdrenter Zellen (z. B. Rezeptorinternalisierung)
oder molekularen Interaktionen (z. B. FRET) einge-
setzt.

Hochauflésende Fluoreszenzmikroskopie

Die konventionelle, linsenbasierte Lichtmikroskopie
stof3t durch die Gesetze der Physik an die Grenze des
Auflosbaren, wenn zwei Signale oder Objekte dichter
als etwa 200-250 nm aneinander liegen. In der Regel
sind Infektionserreger und ihre beobachtenden intra-
zelluldren Transportprozesse jedoch um ein Vielfaches
kleiner; sie wurden in der Vergangenheit daher oft-
mals mittels EM visualisiert. Bei hervorragendem Auf-
l6sungsvermogen in drei Dimensionen und ihrem
»offenem Blick® (viele Strukturen gleichzeitig sicht-
bar) liasst die EM zwar statistische, jedoch keine dyna-
mische Beobachtungen zu. In den letzten Jahren wur-
den mehrere lichtmikroskopische Methoden entwi-
ckelt, die mit ihrem Auflosungsvermogen etwa 100-
fach unter der klassischen Abbe'schen Auflosungs-
grenze liegen. Erwidhnenswert sind zum einen 4Pi und
STED (stimulated emission depletion, oder stimulierte
Emissionsléschung), zum anderen STORM/(F)PALM
(stochastic optical reconstruction microscopy, oder sto-
chastische lichtmikroskopische Rekonstruktionsmik-
roskopie und (fluorescence) photoactivation localizati-
on microscopy, oder Photolokalisationsmikroskopie)
(Huang et al. 2009). Diese Methoden und ihr Potential
sollen im Folgenden kurz erldutert werden.

4Pi und STED Mikroskopie

Bei einem 4Pi-konfokalen Mikroskop wird der aufls-
sungsbeschrankende Effekt der Lichtbeugung redu-
ziert, indem der Fokalbereich einzelner Bildpunkte
(also die PSF) durch ein doppeltes Linsensystem ver-
engt wird. In einem konventionellen Laser-Raster-
Fluoreszenzmikroskop erscheint jeder Objektpunkt
aufgrund von Beugung als ein verschwommener
Lichtfleck. Wird jedoch von beiden Seiten des Objekts
jeweils ein Objektiv auf denselben Lichtfleck gerichtet,
sodass sich das Licht in einem gemeinsamen Fokus
iiberschneidet, kann die Grofie des Lichtflecks in der
Léangsachse, und damit die Auflosung, um das Drei-
bis Siebenfache in allen drei Dimensionen reduziert
werden. Die Implementierung dieses 4Pi-Systems ist
jedoch nicht trivial, da der Lichtweg in beiden Rich-
tungen exakt gleich sein muss, und die relativ ditnnen
Proben zwischen zwei Deckgldschen eingeschlossen
werden missen. Die STED-Fluoreszenzmikroskopie
hingegen basiert auf der Verkleinerung des Lichtflecks
in seiner Querachse, also in der Ausbreitung des Licht-
flecks in den lateralen Dimensionen (X,Y). Dabei wird
mittels eines zweiten Lasers gezielt die verschwomme-
ne Lichtemission von fluoreszierenden Molekiilen in
der unmittelbaren Umgebung des Fokuspunkts des
Lichtflecks ringformig ausgeldscht, aber auch die PSF
des Lichtfleckes, also der einzelnen Emitter selbst ver-
kleinert. Mit der signifikant reduzierten PSF lassen
sich Bilder mit hoherer Auflosung direkt und mit ho-
her Geschwindigkeit generieren.
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STORM und (F)PALM

Die zweite Kategorie hochauflosender Fluoreszenzmi-
kroskopie-Techniken, zu der STORM und (F)PALM
gehoren, folgt einem fundamental andersartigen Prin-
zip: hier werden die Positionen einzeln detektierter
Fluoreszenzsignale nach Rechner-gestiitzter Analyse
zu einem hochaufgelosten Bild zusammengesetzt
(» Abb. 3). Grundlegend dafiir ist die Tatsache, dass
abhingig von der Anzahl detektierender Photonen die
Position eines einzelnen Fluoreszenzmolekiils mit ex-
trem hoher Genauigkeit ermittelt werden kann. Prak-
tisch wurde so bereits eine Lokalisationsgenauigkeit

von etwa einem Nanometer fiir einen isolierten Emit-
ter erreicht. Da fluoreszenzmarkierte biologische
Strukturen (z. B. Vesikel oder Zytoskelett) jedoch im
Regelfall viele Fluorophore innerhalb eines beugungs-
begrenzten Bereich aufweisen, wird bei STORM/(F)
PALM die Anzahl der aktiven Emitter pro beugungs-
begrenztem Feld durch Photoaktivierung oder Photo-
konversion drastisch reduziert (fiir Probenbeispiele
siehe Huang et al. 2009). Beugungsbegrenzt-iiberlap-
pende Signale werden so zeitlich voneinander getrennt
und ihre Positionen kénnen in aufeinander folgenden
Aktivierungszyklen ermittelt werden. Das hochaufge-

Sl

B Abb. 3. Prinzip der hochauflésenden Fluoreszenzmikroskopie. A) STORM/(F)PALM-Prinzip. In aufeinan-
der folgenden Bildern werden die Bildpositionen von einzelnen stochastisch angeregten Fluophoren (hier
an Mikrotubuli gebundene Fluoreszenz-markierte Antikorper) mit hoher Genauigkeit bestimmt (i, ii) und zu
einem hochaufgelosten Bild zusammengesetzt (iii) B) Konventionelle Immunofluoreszenz von Mikrotubuli
und AusschnittsvergroBerungen (i, ii) C) STORM-Abbildung derselben Ausschnitte. (Quelle: Graham Dempsey,
Harvard University. Eine farbige Version der Abbildung finden Sie auf der beiliegenden CD und im Web unter

www.springer.de/978-3-642-17157-4)
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16ste Bild wird anschlieBend aus der Gesamtheit aller
berechneten  Fluorophorpositionen  rekonstruiert
(zurzeit etwa 10-20 nm in X und Y; 10-50 nm in Z).

Anwendungsbeispiele hochauflésender
Fluoreszenzmikroskopie

Mit dieser Technik kénnen die Vorteile hoher Aufls-
sung mit molekularer Spezifitit und Multi-Kompo-
nentendetektion in Mehrfarben-Experimenten kom-
biniert werden. So koénnen virale Proteine, wie das
Héamagglutinin (HA) des Influenzavirus und deren
Verteilung auf der Oberfliche von intakten Viren un-
ter ,physiologischen® Bedingung betrachtet werden
(> Abb. 4). Sehr vielversprechend ist auch die Auswei-
tung zur Lebendzellmikroskopie. Die Anordnung von
HA-Molekiilen konnte dabei in Membranen lebender
Influenzavirus-infizierter ~Fibroblasten visualisiert
werden (Hess et al. 2007). Andere Studien zeigten in-
dividuelle tsO45 G-Proteine des Vesikuldren Stomati-
tis Virus (VSV) und HIV-1-Gag-Proteine in der Plas-
mamembran von lebenden Zellen mit hoher Aufls-
sung (Manley et al. 2008). Hier konnten mittels kom-
binierter hochauflgsender Fluoreszenzmikroskopie
und Einzelmolekiil-Detektion (single particle tracking
PALM, sptPALM) sowohl die Formation von virus-
dhnlichen Partikeln aus Gag-Molekiilen in lebenden
Zellen beobachtet als auch deren Verlaufsbahn und

B Abb. 4. Hochauflosendes Fluoreszenzmikroskopie-
Bild eines einzelnen Influenzaviruses. Die einzelnen
Farbpunkte entsprechen den Lokalisationen von ge-
bundenen, Himagglutinin-spezifischen Fluoreszenz-
markierten Antikérpern (und deren Lokalisationsun-
genauigkeiten). GroBBenstandard = 100 nm (Quelle:
Miriam V. Bujny, Harvard University. Eine farbige Ver-
sion der Abbildung finden Sie auf der beiliegenden
CD und im Web unter www.springer.de/978-3-642-
17157-4)

Dynamik ermittelt werden. Forschergruppen sind zu-
dem an der Aufklarung zytoskelettahnlicher Struktu-
ren in Bakterien interessiert und setzen dazu hochauf-
losende Fluoreszenzmikroskopie und FP-markiert
Zielproteine ein. Diese Pionierstudien lassen erahnen,
wie sich in naher Zukunft Wirt-Pathogen-Beziehun-
gen auf der Ebene verschiedener Molekiilkomplexe,
ihrer raumlichen Verteilung und ihres dynamischen
Verhaltens im Zellkontext charakterisieren lassen.

Zur Zukunft der Lichtmikroskopie

Seit den ersten lichtmikroskopischen Studien von
Bakterien im 17. Jahrhundert durch Antoni van Leeu-
wenhoek spielt die Visualisierung eine wichtige Rolle
in der Entwicklung von Pathogenese und Therapie-
konzepten. Im ,molekularen Zeitalter” angekommen,
haben wir in den letzten Jahrzehnten eine rasante
Weiterentwicklung mikroskopischer Methoden beob-
achten konnen: von konfokaler Lichtmikroskopie, dy-
namischem tracking einzelner Bakterien und Viren in
lebenden Zellen bis hin zur hochauflésenden Fluores-
zenzmikroskopie. Die neuen Techniken erginzen die
etablierten licht- und elektronenmikroskopischen
Verfahren hervorragend und erméglichen tiefere Ein-
blicke in die dynamischen Erreger-Wirt-Beziehungen.
Generell lassen sich zwei Trends in der Lichtmikro-
skopie beobachten: zum einen die Vereinfachung und
Automatisierung von komplexen Mikroskopieverfah-
ren und zum anderen das Vordringen in den Nanome-
terbereich.

Vollautomatische, komplett verkleidete und compu-
tergesteuerte Mikroskope mit Temperaturregelung
und Moglichkeiten zur Probeninjektion eignen sich
dazu, Bilder und Filme von biologischen Prozessen im
groflen Mafistab automatisch zu akquirieren und
gleichzeitig zu analysieren. Dieses high content ima-
ging (HCI) wird bereits vielfach in der pharmazeuti-
schen Industrie zum Hochdurchsatz-Screening von
Inhibitoren genutzt (Lang et al. 2006). So kénnen in
lebenden Zellen die Aktivitit oder auch negative Ei-
genschaften von Wirkstoffen zeitsparend und effektiv
getestet werden. Automatisierte Mikroskopieverfah-
ren spielen auch in der Grundlagenforschung eine
Rolle: in einer Vielzahl von Studien wurden durch die
Kombination von RNA-Interferenz und HCI zelluldre
Faktoren bestimmt, die kritisch fiir den Lebenszyklus
von Pathogen sind (Influenza, HIV, HCV, Vaccinia,
HPV). Diese Ansitze bieten neue Angriffspunkte fiir
zukiinftige Therapeutika.

Die hochauflgsende optische Mikroskopie wird von
noch hoherer Geritestabilitdt, besseren Algorithmen
und vor allem der konsequenten Weiterentwicklung
von Fluoreszenzfarbstoffen profitieren und damit eine
Echtzeitmikroskopie mit einem Auflosungsvermogen
von wenigen Nanometern ermdglichen. Hellere und
besonders fotostabile organische Farbstoffe werden
dabei auch fiir die Weiterentwicklung der ,,konven-
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tionellen“ Lebendzellmikroskopie von Vorteil sein.
Die Interaktion von Erregern mit einzelnen Rezepto-
ren und intrazelluldren Faktoren und komplexe Vor-
gange, wie die Fusion von viraler mit endosomaler
Membran, werden sich so auf molekularer Ebene ent-
schliisseln lassen.

Die spezifischen Vorteile von Fluoreszenz- und Elek-
tronenmikroskopie werden auch immer hiufiger in
korrelativen Ansitzen kombiniert (Correlative Light
Electron Microscopy; Mironov et al. 2009). So konnen
Erreger in lebenden Zellen beobachten werden und
dann nach Schockgefrieren und weiterer elektronen-
mikroskopischer Probenaufbereitung hochaufgelost
und in 3D dargestellt werden. Mit zunehmender Kom-
plexitit der Mikroskopiemodalititen nehmen auch
die Datenfiille und besonders der Anspruch an die
Analyse zu. Daher werden neben leistungsstarken
Computern und Servern vor allem bessere Algorith-
men und Programme fiir die Analyse und Interpreta-
tion der Daten nétig.

Das Studium des intrazelluldren Transportes von Er-
regern wird sich in logischer Konsequenz in Zukunft
auf den gesamten Organismus ausbreiten. So ist die
Hoffnung berechtigt, bald die Erreger-Wirt-Interak-
tionen, die Reaktionen des Immunsystems, die Adap-
tion von Erregern und die Wirkung von Therapeutika
im lebenden Organismus studieren und visualisiert zu
konnen (Rao et al. 2007).
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Elektronenmikroskopie in der
Erregerdiagnostik
Hans R. GELDERBLOM

Visualisierung als diagnostisches Prinzip

Mit der Studie ,,Die Atiologie der Milzbrand-Krank-
heit, begriindet auf die Entwicklungsgeschichte des
Bacillus Anthracis“ legte Robert Koch (1843-1910)
1876 das Fundament fiir eine wissenschaftliche Infek-
tiologie. Unter Anwendung der spiter als Koch'sche
Postulate bezeichneten experimentellen Strategie er-
kannten und beschrieben er und seine Schiiler in kur-
zer Folge Bakterien als die Erreger einer Reihe ge-
firchteter Seuchen (Tuberkulose 1882; Diphtherie
Loeftler 1883; Cholera 1884; Typhus Gaftky 1884; Te-
tanus Kitasato 1889). Die Atiologie einer Infektion galt
als gesichert, wenn ein morphologisch, durch Form
und Anfirbbarkeit definierter Keim 1) konstant im
erkrankten Gewebe, nicht aber im gesunden, nachge-
wiesen wurde, 2) wenn er in Reinkultur isoliert wer-
den konnte und 3) wenn das Isolat im Versuchstier die
urspriingliche Krankheit wieder auslgste und wenn
aus diesem auch wieder derselbe Keim isoliert werden
konnte. Wesentliche Voraussetzung zur Begriindung
der dtiologischen Rolle von Bakterien war die Einfiih-
rung von Nihrboden fiir ihre Isolierung — kombiniert
mit einer fortschrittlichen, iiber Olimmersion, Mikro-
photographie und Temperierkammer verfiigenden
Lichtmikroskopie und dem Einsatz von Laboratori-
umstieren.

Das neue Wissen um die Ursache gefiirchteter Seu-
chen zeitigte ungeheuren Optimismus: Manchem
Zeitgenossen schien das Ende gesundheitlicher Be-
drohungen gekommen. Doch kaum drei Jahrzehnte
spater war erkannt, dass es neben den im Lichtmikro-
skop darstellbaren Bakterien noch viele andere Infek-
tionserreger bei Mensch, Tier und Pflanze geben
musste, die sich weder anziichten noch im Lichtmik-
roskop darstellen lieflen: Das infektiose Prinzip, z. B.
der Maul- und Klauenseuche und der Tabak-Mosaik-
Krankheit, wurde auch nicht von bakteriendichten
Filtern zuriickgehalten. Diese ,negativ charakteri-
sierten Erreger mussten demnach sehr viel kleiner als
die Bakterien sein. Wegen ihrer zunehmend erkannten
Rolle als nicht fassbare Seuchenerreger wurden diese
»Contagien unter dem Begriff Virus (virus, lat.: Gift)
zusammengefasst (Uberblick bei Kriiger et al. 2000).
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Elektronenmikroskopie und Virologie

Zur Bekdmpfung von Viruskrankheiten fehlten an-
fanglich wichtige Kenndaten zur Partikelnatur der
»submikroskopischen Erreger, ihrer Zellwechselwir-
kung, Vermehrung und Umweltstabilitit. Sie ergaben
sich mit der Einfiihrung der Elektronenmikroskopie
(EM) in die Infektionsforschung. Fiir die forderliche
Zusammenarbeit dieser Gebiete gab es in den 30er
Jahren des 20sten Jahrhunderts in Berlin hervorragen-
de Voraussetzungen. Die EM wurde hier zunéchst als
reines Werkzeug der Physiker in drei konkurrierenden
Arbeitsgruppen entwickelt (Ernst Briiche, AEG; Ernst
Ruska und Bodo von Borries, Siemens; Manfred von
Ardenne). Doch bald dringte die Medizin, die EM zur
Suche nach den Erregern gefiirchteter Seuchen, u. a.
Influenza, Masern, Poliomyelitis, Pocken, Tollwut, ein-
zusetzen. Der junge Mediziner Helmut Ruska (1908-
1973), der Bruder von Ernst Ruska (1906-1988; No-
belpreis fiir Physik 1986), entwickelte dieses Feld
(Kriiger et al. 2000).

Worauf griindete sich die Erwartung einer hoheren
Auflosung? Die Wellenlinge der in der EM zur Abbil-
dung genutzten beschleunigten Elektronen (0,004 nm
bei 80kV Beschleunigungsspannung) ist erheblich
kiirzer als die des sichtbaren Lichtes (400-780 nm) —
genutzt im Lichtmikroskop. Andererseits ist durch
Ernst Abbe und Hermann Helmholtz seit 1876 be-
kannt, dass die Auflosung eines Mikroskops (d,,;,,), die
Fahigkeit zwei eng beieinander liegende Objektpunkte
noch getrennt wahrzunehmen, wesentlich von der
Wellenldnge (A) der genutzten Energie- (Licht-)Quelle
und dann auch von den Eigenschaften des Mikros-
kops (n x sin a = numerische Apertur) abhéngt.

\

do=_ N
M n X sin a

Chancen und friihe Ergebnisse der EM in der Viro-
logie

Das neue Instrument versprach also eine dramatische
Verbesserung in der Auflosung. Heute wissen wir, dass
sie durch allfillige Linsenfehler nicht 10°fach, sondern
»nur® etwa 1000fach hoher liegt als beim Lichtmikro-
skop. In den Biowissenschaften ergaben sich sehr
schnell Einblicke in bisher unbekannte Dimensionen
und Zusammenhinge: Virologie und EM forderten
sich wechselseitig. Als erstes animales Virus wurde
1938 das Ektromelievirus der Maus, ein Orthopocken-
virus,am EM dargestellt (von Borries et al. 1938). Ob-
wohl die ,,Préparation” seinerzeit nur im Antrocknen
der Partikelsuspension auf dem EM-Trigernetz und
einer Osmium-, Raucherung® bestand und damit kei-
ne besonders detail- und kontrastreiche Darstellung
zulief3, war bald eine Reihe animaler, pflanzlicher und
bakterieller Viren morphologisch charakterisiert. Sei-
ne Studien fasste Helmut Ruska 1943 zur ersten natur-
wissenschaftlich begriindeten Virusklassifizierung
zusammen (zitiert in Kriiger et al. 2000).

Das wachsende Struktur-Funktions-Wissen wurde
um eine biologisch wichtige Dimension erweitert, als
von Ardenne et al. und Anderson und Stanley 1941
Gemische von Tabakmosaikvirus und virusspezifi-
schen Antikérpern am EM untersuchten. Diese frii-
hen Versuche sind die Vorldufer der heute methodisch
sehr vielseitigen Immun-EM. Sie erméglicht das Stu-
dium des ,,antigen Make-up“ biologischer Strukturen,
z. B. von Viren und Ribosomen, aber auch die Lokali-
sierung antigener Determinanten in der Zelle - auch
in ihrer raumlichen Anordnung. Diagnostisch hilft die
Immun-EM heute zur leichteren Erkennbarkeit von
Viren und zu ihrer Typisierung (Uberblick bei Biel
und Gelderblom 1999; Hyatt und Eaton 1993; Miller
und Howell 1997).

Entwicklung der EM-Erregerdiagnostik

In der Seuchendiagnostik wurde die EM schon frith
zur Differenzierung von Pocken und Windpocken
eingesetzt (Uberblick bei Hazelton und Gelderblom
2003; Long et al. 1970). Die Einfithrung der Negativ-
Kontrast-Methode in den 1960er Jahren (Uberblick
bei Harris 1997; Hayat und Miller 1990) und die zu-
nehmende Verbreitung nutzerfreundlicher Gerite f6r-
derten den Einsatz der EM in den Biowissenschaften
und besonders in der Virologie — in den 1960er und
1970er Jahren wurden Adeno-, Orthomyxo-, Paramy-
x0-, Picorna-, Rhabdo- und Reoviren aus diagnosti-
schen Zellkulturen als morphologisch distinkte Virus-
familien charakterisiert.

Bei manch anderer Krankheit, wie den Hepatitiden,
ergaben sich zunichst keine Erkenntnisse, weil emp-
findliche Zellkulturen fiir die Erregeranzucht fehlten.
Erst in den spdten 1970ern erfolgte ein Durchbruch
bei diesen ,fastidious agents®, als man namlich gelernt
hatte, Plasma, Urin und Faezes, also ,,dirty samples®
mit dem ,,sauberen” Instrument zu untersuchen. Die
Erreger der Hepatitis B und A wurden aus Plasma, re-
spektive Stuhlproben Erkrankter charakterisiert, Ro-
taviren als wichtigste Ursache der akut-epidemischen
Gastroenteritis erkannt und schlieSlich mit den klei-
neren Astro- und Caliciviren noch weitere Gastroen-
teritis-Viren beschrieben (Uberblick bei Gentile und
Gelderblom 2005; Hazelton und Gelderblom 2003;
Madeley 1994).

Zum Prinzip der Morpho-Diagnose

Das Internationale Komitee zur Virusklassifizierung
listete 2005 nahe 2.000 Virusspezies bei insgesamt
mehr als 30.000 Pflanzen-, Tier- und Bakterien-patho-
genen Virusisolaten. Diese Fiille wurde nach geneti-
schen Eigenschaften (RNA- oder DNA-Genom und
Genomkonfiguration) in mindestens 4 Ordnungen
und 73 verschiedene Familien gruppiert, wovon nur
31 vertebraten- und 26 humanspezifisch sind (Fau-
quet et al. 2005). Die Mitglieder einer jeden Virusfami-
lie sind trotz speziesspezifischer Unterschiede durch
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einheitlichen Genotyp, gemeinsame Antigene, Ver-
mehrungsstrategie und einheitliche Morphe ausge-
zeichnet. Die einzelnen Familien aber unterscheiden
sich nicht nur genetisch, sondern eindeutig auch in
Grofle, Form und Feinstruktur. D. h. jedes Virusteil-
chen kann nach Negativkontrastierung aufgrund sei-
ner Morphe schnell und eindeutig einer bestimmten
Familie zugeordnet werden. Nicht selten — wie bei
Circo-, Pocken-, Reo- und Retroviren - ergibt sich da-
bei auch eine taxonomisch noch genauere Zuordnung
zu einem bestimmten Genus innerhalb einer Virusfa-
milie (» Abb. 7 und 9).

Virusfamilien unterscheiden sich auch in Bezug auf
ihre Wirts- und Zellspezifitit und die Wechselwirkung
mit ihrer Wirtszelle. Um neben der Partikelmorphe
auch Unterschiede in der Virus-Formierung und
-Freisetzung zu erfassen, wird die Ultradiinnschnitt-
Methodik eingesetzt.

Vorteile der EM-Erregerdiagnostik

Die Probenvorbereitung fiir die morphologische Dia-
gnostik erfolgt ohne den Einsatz teurer, erregerspezifi-
scher Reagenzien iiberwiegend auf zwei Wegen. Be-
vorzugt wird die Negativ-Kontrastierung von Parti-
kelsuspensionen (> Abb. 5) - technisch einfach und in
der Tat die schnellste und kostengiinstigste virologi-
sche Methode. Sie wird erganzt durch die aufwandige-
re Ultradinnschnitt-EM, die insbesondere bei unkla-
ren Negativ-Kontrast-Befunden diagnostisch weiter-
helfen kann. Die in praxi erreichte Auflosung von

2-3 nm und der ,offene Blick“ beider Verfahren er-
moglichen, jeden auf dem EM-Trédgernetz (> Abb. 5)
befindlichen Erreger, auch kleinste Viren, auch Mehr-
fachinfektionen zu entdecken und morphologisch ei-
ner der bekannten Virusfamilien zuzuordnen - oder
als ganzlich ,neu zu bewerten (Hazelton und Gelder-
blom 2003; Goldsmith und Miller 2009). Auch ohne
dass der Erreger zuvor typisiert worden wire, gibt die
EM-Diagnose (,Orthopoxvirus®, ,Rotavirus®, ,,Mit-
glied der Adenoviridae®) - zusammen mit der Patien-
tenvorgeschichte - Hinweis auf die vorliegende Er-
krankung und fiir die notwendigen Therapie- und/
oder Quarantine-Mafinahmen. Die Negativkontrast-
EM-Diagnose ist schnell und sicher. Sie kann binnen
15 min nach dem Eintreffen der Probe im EM-Labor
vorliegen — und sie ist sicher, weil die Feinstruktur des
beobachtete Erregers zusammen mit den Patientenda-
ten eine interne Qualititssicherung ergibt: Sie kann
auch ,extern tiberpriift werden (Johnsen et al. 2006).
Als Differenzialdiagnose (DD) kann sie den Verdacht
auf eine klinisch schwerwiegende Infektion bestati-
gen, hiufiger aber wird sie diese ausschlieflen. All dies
macht die EM-Diagnostik fiir den 6ffentlichen Ge-
sundheitsdienst, fiir den einzelnen Patienten und fiir
die Labormedizin zu einer universell einzusetzenden
Methode (» Tab. 2).

Die EM wird daher nicht nur bei virologischen, son-
dern auch bei bakteriellen und parasitiren Fragen di-
agnostisch genutzt (Curry et al. 2006; Gelderblom
2003; Goldsmith und Miller 2009). Da die meisten

B Abb. 5. Drei-Schritt-Methode der Negativ-Kontrastierung. Die EM-Tragernetze (Grids) werden auf der Pro-
be (links) schwimmend fiir 5-30 s zur Partikeladsorption gelagert, dann nach rechts zum Freiwaschen von
storenden Salzen liber A. bidest bis auf den Kontrastmitteltropfen gefiihrt. Nach wenigen Sekunden wird
das Grid abgenommen, mit einem Streifen Filterpapier von iiberschiissigem Stain befreit und nach kurzer
Lufttrocknung am EM ausgewertet (nach Gelderblom 2003) (Eine farbige Version der Abbildung finden Sie
auf der beiliegenden CD und im Web unter www.springer.de/978-3-642-17157-4)
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vertebratenspezifischen Virusfamilien zugleich bei
Mensch und Tier vorkommen, héufig auch als Zoono-
se, ist die gemeinsame Diagnostik von Human- und
Veterindrproben organisatorisch mehr als sinnvoll.

Nachteile der EM-Erregerdiagnostik

Den Vorteilen der EM im Bereich der Labormedizin
stehen spezifische ,,Schwichen® gegeniiber. Die Aus-
ristung selbst ist hiufig teuer, die Ergebnisse hangen
sehr von Motivation und Erfahrung bei den Mitarbei-
tern ab, und die Diagnose fiihrt, wie bereits erwahnt,

B Tab. 2. Indikationen fiir den Einsatz der EM-Erre-

gerdiagnostik

Notfall-Diagnostik als
,Rapid Viral Diagnosis”:
bei klinischem Ver-
dacht, bei ungewohn-
tem Krankheitsbild
durchgefiihrt als, direk-
te EM”

Seuchen-Schnelldiag-
nostik bei Verdacht auf
,emerging infections”
oder BT,

auch als schnelle Diffe-
renzialdiagnose

,offener Blick” fur die

schnelle Erregersuche
bei einem maglicher-
weise breiten Erreger-
spektrum

Nach Kultivierung eines
unbekannten Agens:
Abkiirzung der klas-
sisch-konventionellen
Labordiagnostik

Qualitatssicherung in
der Routinediagnostik
und in der Produktion
von biomedizinischen
Produkten

In klinisch kritischen
Situationen: z. B. bei
Windpockenverdacht
auf Sduglingsstation
oder bei,re-emerging
infections” wegen
Immunschwéche
(Transplantation,
HIV-Infektion): Proben-
Gewinnung oft direkt
aus der Lasion

In epidemiologisch kri-
tischen Situationen und
beim Fehlen erreger-
spezifischer Methoden.
Differenzialdiagnose:
Orthopocken versus
Windpocken

,catch-all“-Methode
bei Verdacht auf brei-
tes oder unbekanntes
Erregerspektrum, z. B.
bei Gastroenteritis, BT-
Verdacht, Hautlasionen

Zytopathischer Effekt
in diagnostischen Zell-
kulturen: Erregersuche
im Zellkulturiiberstand
und/oder nach Frieren/
Tauen im Zellaufschluss

Gefordert durch GLP-/
GMP-Vorschriften zur
Uberpriifung von Me-
thoden, zum Ausschluss
von Kontaminanten,
zur Charakterisierung
von Impfstoffen, Anti-
korpern

oft direkt nur auf die Erregerfamilie, nicht auf den vor-
liegenden Virustyp. Sie ist auch vergleichsweise wenig
sensitiv; Partikelkonzentrationen unter 10° Teilchen
pro ml erfordern einen héheren Préparations- oder
Zeitaufwand. So gilt fiir die Routine: um auch Proben
mit niederem Partikelgehalt und/oder Mehrfach-In-
fektionen zu erfassen, sollte ein Préiparat 15 min (oder
10 ,,Felder” auf dem 400 mesh Grid) abgesucht wer-
den. Damit eignet sich die EM aber wenig fiir den
Durchsatz grofler Probenserien und, anders als bei
vielen alternativen Labormethoden, kénnen Proben-
vorbereitung und Auswertung hier kaum automati-
siert werden. Zum Gliick stehen aber nicht nur Anrei-
cherungsverfahren fiir die EM (Biel und Gelderblom
1999; Laue und Bannert 2010), sondern alternativ
auch andere, kommerzielle Labormethoden mit hoher
Sensitivitdt und Spezifitit zur Verfiigung. In der Tat
haben heute Nukleinsdure-Amplifikations-Verfahren
(klassische PCR, real-time-PCR) und Antigen-Assays
(ELISA) die EM weitgehend aus der Routine ver-
dringt. Dieser Riickzug ermoglicht andererseits, die
EM auf wirklich dringende Indikationen zu fokussie-
ren. Die geringe Sensitivitit von 10° Partikeln pro ml
muss auch nicht zum Nachteil werden, denn klinische
Proben enthalten oft sehr viel hohere Konzentratio-
nen. So liegen in den Hautldsionen bei fieberhaften
vesikuldren Erkrankungen, bei der DD Pocken-Wind-
pocken, aber auch in Hirn- und Warzengewebe, in
Stuhl, Urin und Serum oft Partikelkonzentrationen
von iiber 10!° pro ml vor. Schlieflich wird das ,,Limit*
von 10° auch dadurch relativiert, dass die EM - im Ge-
gensatz zur Anzucht - auch die in hohem Uberschuss
gebildeten nicht infektiosen Virusteilchen detektiert.

Indikationen zur EM-Erregerdiagnostik

Auch PCR und ELISA haben ihre Schwichen. Fiir ih-
ren Einsatz bendtigen sie a-priori-Wissen, mindestens
aber eine Idee tiber das wahrscheinliche Erregerspekt-
rum. Bei verdndertem antigenem Make-up versagen
Antigenassays, weil sie den vermuteten Erreger nicht
mehr erkennen, und die PCR entdeckt nur solche Se-
quenzen (und damit entsprechende Erreger), fiir die
passende, nukleinsdurespezifische Primer bereitste-
hen. Die PCR-Reaktion kann auch durch Bestandteile
in der Probe gehemmt werden und schlief3lich gibt es
fiir eine Reihe seltener Keime noch keine kommerziell
verfiigbaren Reagenzien. Aus all dem ergibt sich, dass
die Labordiagnostik sich nicht monoman auf eine ein-
zelne Methode stiitzen darf. Richtig eingesetzt ergin-
zen sich PCR und EM, und wann immer eine schnelle
und sichere Diagnose gefordert ist, sollte der ,,offene
Blick der EM parallel mit anderen front-line Metho-
den genutzt werden (Gelderblom 2003; Hazelton und
Gelderblom 2003; Johnsen et al. 2006).

Die Vorteile der EM wurden 2003 deutlich, als der Er-
reger des SARS aus einer diagnostischen Zellkultur
mithilfe der EM als ein Coronavirus identifiziert wur-
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de. Diese Familiendiagnose beschleunigte die endgiil-
tige Charakterisierung des neuartigen Erregers (Ksia-
zek et al. 2003). Ahnlich bei einem Ausbruch von Af-
fenpocken beim Menschen in den USA: Die unklare
Infektion wurde nach 10 Tagen der Unsicherheit erst
durch die EM als Orthopocken-Zoonose erkannt
(Reed et al. 2003). Angesichts diagnostisch schwieriger
»emerging® oder ,re-emerging infections®, angesichts
ungewohnter Krankheitsverldufe bei immunsuppri-
mierten Patienten und eines kaum zu kalkulierenden
Bioterrorismus-(BT-)Risikos ist die EM fiir die Not-
falldiagnostik essenziell (Gelderblom 2003; Hazelton
und Gelderblom 2003; Madeley 2003). Als schnelle
und sichere ,,catch-all“-Methode ist sie auch angezeigt,
wenn mehrere Keime itiologisch zur Debatte stehen,
wie bei einem Gastroenteritis-Ausbruch, oder zur Ab-
klarung eines zytopathischen Effekts in der Zellkul-
turdiagnostik. Schliefllich wird die EM auch zur Qua-
litatssicherung im Viruslabor und bei der Herstellung
von Bioprodukten (Impfstoffe, monoklonale Antikor-
per) eingesetzt (» Tab. 2). In der Tat ist die EM einzig
geeignet, auch das Unerwartete fiir die Diagnostik zu
visualisieren.

B Abb. 6. Gewinnung von
Vesikelproben fiir die EM-
Erregerdiagnostik. Alle Me-
thoden - vom konventionel-
len ,Abklatschen” auf Glas-
objekttrager (oben) bis zur
»direkten EM” kénnen mit
einer frilhen Formaldehyd-
Inaktivierung  kombiniert
werden (nach Gelderblom
2003) (Eine farbige Version
der Abbildung finden Sie auf
der beiliegenden CD und im
Web unter www.springer.
de/978-3-642-17157-4)

Probensammlung und -transport

Die Art der Probengewinnung, Transport und Prépa-
ration kénnen den Untersuchungsgang und das Er-
gebnis erheblich beeinflussen. Fiir die EM sind die in
der Labormedizin gern genutzten Watte- oder Papier-
tupfer nicht ideal, denn das hier eingetrocknete Mate-
rial lasst sich nur unter groflen Verlusten resuspendie-
ren. Geeigneter sind das ,,Abklatschen von Vesikel-
fliissigkeit auf einen Objekttrager oder die Entnahme
mittels Kapillare oder kleinkalibriger —Kaniile
(» Abb. 6). Optimal erfolgt die Materialgewinnung bei
der ,direkten EM“: dabei wird das EM-Trigernetz
(Grid) vorsichtig auf den Boden der Lision getupft:
hier, in der Epidermis, werden die differenzialdiagnos-
tisch in Frage kommenden Herpes- und Pockenviren
in groflen Mengen produziert (Gelderblom 2003). Vor
dem Transport in das EM-Labor - vorzugsweise noch
am Krankenbett - werden die Proben inaktiviert
(» Biologische Sicherheit).

Proben fiir die EM kénnen gekiihlt bei 4 °C oder -
kurzzeitig - bei Umgebungstemperatur transportiert
werden. Wiederholtes Frieren und Tauen zerstort die
Feinstruktur labiler Viren und ist daher zu vermeiden.
Der Probentransport erfolgt in verschlossenen Behil-
tern mit Umverpackung, entsprechend den internatio-
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nal geltenden Versandbestimmungen fiir diagnosti-
sche Proben.

Prinzipien der Probenpraparation

Die EM-Erregerdiagnostik benétigt keine aufwandig-
teuren high-tec-Instrumente, keine Kryo-Tomogra-
phie, sondern ein konventionelles, simples Transmis-
sions-EM (TEM), das Negativ-Kontrast-Praparate
oder Ultradiinnschnitte mit ihrer typischen Schichtdi-
cke von 40 bis 80 nm bei der hier optimalen Beschleu-
nigungsspannung von 60 bis 100 kV gut durchstrahlt.
Bakterien und Viren bestehen, wie andere biologische
Proben, wesentlich aus leichten Atomen - sie besitzen
entsprechend wenig Massendichte. Aber erst eine
hohe Dichte ergibt eine intensive Wechselwirkung der
im TEM erzeugten Elektronen mit dem Objekt und
erzeugt iiber Elektronenabsorption und -streuung ein
detail- und kontrastreiches Bild. Die notwendige Mas-
sendicke wird in der Priparation durch Negativ- oder
Positivkontrastierung erzeugt.

Negativ-Kontrastierung

Fiir die EM-Darstellung diagnostischer Suspensionen
ist die Negativ-Kontrastierung die Methode der Wahl
- sie zeigt jedes Virion schnell, kostengiinstig und in
hoher Auflésung (Biel und Gelderblom 1999; Gelder-
blom 2003; Goldsmith und Miller 2009; Hazelton und
Gelderblom 2003). Auf Glas-Objekttrigern ange-
trocknete Vesikelproben werden dafiir in einem gerin-
gen Volumen destillierten Wassers resuspendiert, Po-
ckenkrusten zundchst darin ,,vorgeweicht® Stuhlpro-
ben werden als 10-30 %-Suspension in destilliertem
Wasser homogenisiert, zentrifugiert, als Uberstinde
negativ kontrastiert und am EM ausgewertet: Die hier
— allein schon beim Menschen - nachweisbaren Viren
sind nach ihrer Haufigkeit: Rota-, Noro-, Sappo-, Ade-
no-, Picorna-, Astro-, Corona-, Reo-, Entero-, Breda-
und andere Viren. Nicht selten gelingt hier auch der
Nachweis von Doppel- und Mehrfachinfektionen und
neben Bakterien, die in der Norm bis zu einem Drittel
der Stuhlmasse ausmachen, finden sich auch oft ver-
schiedene Phagenformen.

Biopsie- oder Autopsiegewebe wird zunichst in Ku-
ben von 1 mm Kantenlange geschnitten und dann me-
chanisch im Morser homogenisiert. Aus diagnosti-
schen Zellkulturen kann Virus bei fortgeschrittenem
Zellschaden oft schon direkt aus dem Uberstand dar-
gestellt werden. Intrazelluldres Virus wird zuvor durch
wiederholtes Frieren/Tauen in einem kleinen Volu-
men destillierten Wassers freigesetzt.

Vor der Kontrastierung werden Suspensionen allge-
mein niedertourig zentrifugiert (800-2.000 x g, 15-
20 min), d. h. von groben Zelltrimmern, Bakterien
und anderem Detritus ,,geklart“ (Biel und Gelderblom
1999; Hazelton und Gelderblom 2003). Erweist sich
eine verdéchtige Probe nach 15 min Durchmusterung
am EM als ,,partikelnegativ®, sollte sie zunéchst ange-

reichert werden (> Partikelanreicherung). Serumpro-
ben enthalten oft grofle Mengen an (Lipo-)Protein,
das die im Prdparat enthaltenen Virusteilchen ,ver-
schleiern kann. Um den Anteil solcher und anderer
klein-molekularer Kontaminanten“ zu driicken, wer-
den Seren vor der Ultrazentrifugation 3-5fach mit
destilliertem Wasser verdiinnt. Im Gegensatz zu Ra-
chenspiilwasser und Trinenfliissigkeit enthalten Li-
quorproben nur selten fiir die EM ausreichende Virus-
mengen. Sputum und andere viskdse Proben konnen
in PBS verdiinnt und mit 20 % n-Acetyl-Cystein ver-
fliissigt werden (Gentile und Gelderblom 2005).

Ultradiinnschnitt-EM

Die Negativ-Kontrast-EM wird sehr vorteilhaft durch
die Auswertung von Ultradiinnschnitten ergéanzt: Soli-
de Gewebe, Zellkulturverbinde oder (Ultra-)Zentri-
fugensedimente werden dafiir als Blockchen (< 1 mm)
zunichst chemisch durch Aldehyde und Osmium vor-
fixiert, nach Einschluss in Agarose durch Schwerme-
tallsalze wiederum chemisch, d. h. positiv kontrastiert
und nach Entwiésserung in Kunstharz eingebettet. Die
polymerisierten Proben werden dann am Ultramikro-
tom geschnitten: 40-80 nm dicke Schnitte werden mit
Blei- und Uransalzen nachkontrastiert und am EM
ausgewertet. Der Schnitt visualisiert — anders als das
Negativ-Kontrast-Priparat — auch das Innere von Zel-
len und Viren. Konventionell durchgefithrt benotigt
die Methode aber 4-5 Tage, doch ermdglichen moder-
ne, schnelle Methoden (Uberblick bei Schroder et al.
2006) inzwischen eine ,,same-day“-Diagnose bei im-
mer noch vergleichsweise hohem Aufwand.

Raster-Elektronenmikroskopie (SEM)

Solide Materialien, auch Bakterien aus Kulturen und
besonders die bei BT-Verdacht anfallenden ,,Umwelt-
Proben“ (,,weifle Pulver im Brief, Abstrich, Boden-
probe) konnen auch durch SEM analysiert werden.
Zum Nachweis der gefiirchteten Anthraxsporen wird
die Probe zunichst durch Aldehyde inaktiviert, {iber
Alkohol entwissert, am kritischen Punkt getrocknet
und zur Erzeugung der Leitfahigkeit schliellich im
Sputtercoater diinn mit Metall beschichtet. Zweifellos
schneller als die Ultradiinnschnitt-Methode zeigt die
SEM aber nur Partikeloberfldchen.

Essentials fiir die Negativ-Kontrastierung

Sie erfordert gut durchstrahlbare, d. h. diinne und den-
noch stabile, hoch adhisive, d. h. hydrophile Grids.
Ohne feste Haftung wird das Gros der adsorbierten
Teilchen bei der Kontrastierung weggewaschen. Be-
wihrt haben sich 400-mesh-Kupfergrids mit quadrati-
schen, 30 x 30 um messenden ,,Fenstern“ (> Abb. 5
und 6). Sie sind mit einem transparenten Kunststoff-
film (Pioloform’, Formvar, Kollodium) iberspannt:
Fiir sich allein thermisch wenig stabil, wird er zur bes-
seren Wirmeableitung durch eine 2-10 nm diinne, im
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Vakuum aufgedampfte Kohleschicht verstirkt. Kohle-
schichten sind primér aber haufig sehr hydrophob -
die starke Bindung von Virus am Grid erfordert aber
eine Vielzahl von Ladungsgruppen. Diese lassen sich
zuverldssig durch Glimmentladung in einer Vakuum-
apparatur erzeugen: hier ergibt die Spaltung von Koh-
lenwasserstoff-Kontaminanten aus dem Restvakuum
der Apparatur die gewiinschte starke Ionisierung. Al-
ternativ kann diese auch durch eine Behandlung mit
poly-L-Lysin, Alcian Blau, Bacitracin, UV-Licht u. a.
erzeugt werden. Hoch adhisive Grids sind essenziell,
sie helfen ,falsch-negative“ Befunde zu vermeiden
(Hayat und Miller 1990; Hazelton und Gelderblom
2003; Laue und Bannert 2010). Befilmte, ,,konditio-
nierte“ Grids sind im Handel verfiigbar. Andererseits
ist die Herstellung im EM-Labor nicht aufwandig - sie
ermoglicht iiberdies auch eine bessere Kontrolle der
Grid-Eigenschaften.

Aufler den Grids werden fiir die Negativ-Kontrastie-
rung ein Becher mit Brucheis zur Probenkiihlung und
eine niedertourige Laborzentrifuge benotigt, dazu
spitze Pinzetten zum Transport der Grids, kalibrierba-
re Pipetten, Parafilm” zum Auslegen von Probe, Wasch-
fliissigkeit (destilliertes Wasser), Kontrastmittel (,,Stains*

= Schwermetallsalzlosungen), schmale Streifen von
Filterpapier zum Entfernen tberfliissiger Fliissigkeit
(»-blotten®) und schliefilich mit Filterpapier ausgelegte
Petrischalen oder kommerziell erhiltliche ,,Gridbo-
xen“ zur Aufbewahrung der Grids.

Methodik der Negativ-Kontrastierung

Der Prozess besteht aus den drei Schritten: adsorbie-
ren, waschen, kontrastieren (» Abb. 5). Auf Parafilm’
wird ein Tropfen der Probe aufgebracht, auf diesen
werden ein oder mehrere Grids zur Adsorption fiir
5-30 s aufgelegt. Auch lingere Adsorptionszeiten - in
der feuchten Kammer, auch iiber Nacht - sind mog-
lich und gelegentlich von Vorteil. Um storende Ionen
zu entfernen, wird das Grid mit der adsorbierten Pro-
be auf mehreren Tropfen A. bidest gewaschen (jeweils
fiir 2-10 s) und dann fiir 2-10 s auf dem Kontrastmit-
teltropfen (Stain) abgelegt. Uberschiissiger Stain wird
mit Filterpapier entfernt. Das Priparat darf bis dahin
nicht trockenfallen und kann dann, nach kurzer
Lufttrocknung, am EM untersucht werden. Zur hier
geschilderten Parafilm’-Methode gibt es auch zum
Teil komplexere Alternativen (Préparation von Parti-

B Abb. 7. Drei Mitglieder der Pockenvirusfamilie, dargestellt nach Negativ-Kontrastierung mit 1 % Uranylace-
tat (UAc). (a) Paravacciniavirus des Rindes, ein Mitglied des Genus Parapoxvirus. Die beiden Teilchen zeigen
ovalen Umiriss, das obere dariiber hinaus die typischen, das Virion parallel und komplett umlaufenden Ober-
flachendifferenzierungen. Das untere Virion ist zum Teil vom Kontrastmittel penetriert. (b) Wie alle Ortho-
pockenviren ist das Vakziniavirus eher quaderférmig und zeigt nur kurze Oberflichengrate. (c) Kanarienpo-
ckenviren, Genus Avipocken, sind nicht nur gro3er als (a) und (b), sondern tragen auch noch die Reste einer

zusatzlichen Hiille. VergréBerung a-c: 80.000-fach
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kel-Stain-Gemischen, Spray-, und Pinzetten-Methode:
siehe Hayat and Miller 1990; Laue und Bannert 2010).
Kontrastiert wird mit wéssrigen Schwermetallsalzls-
sungen, bevorzugt mit Phosphorwolframsaure (PTA,
1,0-4,0 % mit NaOH auf pH 6,5-8,5 eingestellt - gele-
gentlich auch weit héher) und Uranylacetat (UAc,
0,5-2 % ungepuffert, pH 2,5-3,0). PTA und UAc un-
terscheiden sich u. a. in ihrer Verteilung auf dem Grid,
ihrer Korngrofle (Auflosung), Empfindlichkeit gegen-
iiber dem Elektronenstrahl und der Qualitit der
Membrandarstellung (» Abb. 7a—c; Abb. 8a, ¢, e; Abb. 9;
Abb. 10). Abhingig von den Ladungseigenschaften
von Probe und Grid verteilt sich hiufig nur ein Stain
optimal tber Partikel und Gridoberfliache, wahrend
der andere hydrophob kristallisieren und verklumpen
kann - bei unbekannten Proben sollten daher beide
parallel eingesetzt werden. Neben PTA und UAc gibt
es weitere Stains, die aber nicht so universell einsetz-
bar sind (Harris 1997; Hayat und Miller 1990). Bei der

Negativ-Kontrastierung reagiert der Stain nicht mit
den chemischen Gruppen des Objekts, er umhiillt nur
das Virion lediglich mit einer elektronendichten, opa-
ken Masse. Erst bei langerer Inkubation bindet insbe-
sondere UAc chemisch an Nukleinsdure und Memb-
rankomponenten. Auch Virusinnenbereiche kénnen
dargestellt werden, wenn der Stain tiber Defekte in der
schiitzenden Hiille (» Abb. 7a und Abb. 8e¢) oder im
Kapsid in das Virion eindringt. Das getrocknete Salz
ist glashart, stabilisiert Viren und andere labile Struk-
turen und umbhiillt sie als elektronendichte (,,dunkle®)
und feinkérnige, nahezu strukturloser Masse mit ho-
her Auflosung.

Negativ-Kontrastierung und Artefakte

Die Kontrastierung ergibt durch das Waschen auf de-
stilliertem Wasser und die Lufttrocknung eindeutige
Schiden (» Abb. 9). Die Hiille membrangebundener
Viren schwillt osmotisch auf, platzt und wird zum Teil

B Abb. 8. Vergleich verschiedener Viren nach Negativ-Kontrastierung (oben) und im Ultradiinnschnitt (un-
ten). (@) SARS-Coronavirus mit typisch keulenformigen Oberflachenfortsatzen (Peplomeren), direkt aus der
diagnostischen Zellkultur inaktiviert und kontrastiert (Phosphorwolframsaure, PTA, 2 %). Im Ultradiinnschnitt
(b) zeigen die SARS-Virusteilchen ihr Ribonukleoprotein (RNP) schalenférmig unter der Lipidhille und einen
inkompletten Peplomeren-Besatz. (c) Influenzavirus Typ A, ein Orthomyxovirus, aus der Impfstoffproduktion
mit dichtem Hamagglutinin-Besatz (1 % UAc), (d) Influenza Typ A an der Zelloberflache: im Querschnitt sind
direkt unterhalb der Virushiille das dichte Matrixprotein und im Innern ein Teil der RNP-Fragmente erkennbar.
(e) Herpesviren, diagnostisches Praparat. Die schiitzende Lipidhiille ist komplett verschwunden, die sechs
freiliegenden Kapside sind zum Teil vom UAc penetriert, bei anderen wird ihr Kapsomeren-Aufbau erkennbar.
(f) Der Diinnschnitt zeigt drei intakte Herpesviren: Im Innern sieht man das vom UAc dunkel gefarbte DNA-
Genom als Core, geschiitzt vom polygonalen Kapsid. Nach au8en sind maBig dunkel das Tegument und die
dicht mit Oberflachenfortsatzen besetzte Virushiille sichtbar. VergréBerung a-f: 65.000-fach
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B Abb. 9. Vergleich von Negativ-Kontrast- und Ultradiinnschnitt-EM von HIV-2. (a) Aus der Zellkultur isolierte
Virusteilchen: nach Kontrastierung mit 1 % UAc weitgehend zerstort mit Resten von Virusinnenkorper und
Hiille (hell). (b) Im Ultradiinnschnitt zeigen die reifen Viren ein konisches Core und Lateralkorper - typisch fiir
die Subfamilie der Lentivirinae. Das unreife Virion (links) mit dem konzentrisch angeordneten Ribonukleopro-
tein ist dicht mit Glykoprotein-Knobs (gp120-Trimere) besetzt, wahrend die reifen HIV-Teilchen die Mehrzahl
ihrer Knobs ge-,shedded” haben. VergréBerung a-b: 100.000-fach

zerstort, die Kapside grofierer Viren kénnen kollabie-
ren, Kapsidkomponenten gehen verloren und die ad-
sorbierten Teilchen werden durch Ladungswechsel-
wirkung abgeflacht. Solche Artefakte lassen sich nur
durch eine aufwindige Gefrierpraparation vermeiden
(Uberblick zu modernen Priparationsmethoden bei
Griinwald und Cyrklaff 2006). Andererseits konnen
gerade Artefakte bei der EM-Diagnose helfen, wenn
ndmlich diagnostisch signifikante, aber normalerwei-
se nicht zugéngliche Innenstrukturen, wie das Kapsid
von Herpes- oder das Ribonukleoprotein (RNP) von
Paramyxoviren, durch die labilisierte Membran hin-
durch kontrastiert werden.

Die konventionelle Negativkontrastierung versagt je-
doch bei der Darstellung osmotisch sehr labiler Viren.
So konnen Retroviren (> Abb. 9) nur nach Gefrier-
praparation oder im Ultradiinnschnitt mit gutem
Strukturerhalt abgebildet werden. Die im konventio-
nellen Ultradiinnschnitt erzielte Auflésung von
2-3 nm ermdglichte schon in den 1980er Jahren die
Klassifizierung der Retroviren in auch genetisch ein-
heitliche Subfamilien, die frithe Einordnung des HIV
in die Subfamilie der Lentiviren, bei HIV die Ablei-
tung von Pathomechanismen und auch schon die
Darstellung seiner Glykoprotein-Trimere (Uberblick
bei Gelderblom 1991). Die Trimer-Struktur wurde erst

15 Jahre spiter durch Kryo-Tomographie bestatigt (zi-
tiert in Griinwald und Cyrklaff 2006).

Messen und Zahlen in der EM-Erregerdiagnostik
Bei unbekannten Strukturen oder morphologisch
nicht immer leicht zu differenzierenden Viren (Reo-
vs. Rota-, Polyoma- vs. Papilloma-) kann die prima-
vista-Diagnose durch Messungen gestiitzt werden. Bei
der Bestimmung von Partikeldurchmessern ist jedoch
zu beachten, dass biologische Strukturen bei Adsorpti-
on an das Grid mehr oder weniger abflachen — Mess-
werte konnen erheblich — auch > 50 % - iiber den rea-
len Sollwerten liegen. Realistische Messungen ergeben
sich, wenn nicht einzeln liegende Teilchen, sondern
dichte Partikelpackungen - idealerweise sich selbst
stabilisierende 2D-Kristalle von Viren - vermessen
werden. Zur Orientierung {iber die Messgenauigkeit
kénnen auch in ihren Dimensionen definierte Objekte
helfen, die der zu untersuchenden Suspension zuge-
mischt und gemeinsam mit ihr ausgewertet werden.
Als interne Groflenmarker werden Katalasekristalle
mit ihrer fixen 8,75-nm-Periode genutzt.
Konzentrationen werden mithilfe interner Mengen-
marker bestimmt: Dazu werden Latexpartikel bekann-
ter Konzentration in definiertem Volumen einem defi-
nierten Probenvolumen zugemischt. Nach Negativ-
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B Abb. 10. Pathogene Bakterien direkt aus der Kultur nach Negativ-Kontrastierung mit 0.5 % UAc. Die Keime
zeigen morphologische Besonderheiten, die bei der EM-Diagnose helfen kénnen. (a) Corynebacterium diphthe-
riae, keulenférmige Stabchen, unbegeiBelt mit endstandigen Polkdrperchen. (b) Yersinia pestis, der Erreger
der Pest, ein kurzes Stabchen, meistens durch den Biss eines Rattenflohes auf den Menschen tbertragen. (c)
Burkholderi pseudomallei, unipolar begeiBeltes Stabchen, infiziert in den Tropen als Meloidose den Menschen
(Pneumonie, Sepsis, Hautinfektion). (d) Bacillus anthracis, der Erreger des Milzbrandes bei Mensch und vielen
Huftieren ist ein langes, unbegeiBeltes, in Ketten wachsendes Stabchen. VergroBerung a-d: 8.000-fach

kontrastierung oder im Ultradiinnschnitt und nach
Auszahlung am EM ergibt sich die gesuchte Konzent-
ration aus dem Zahlenverhiltnis fir den bekannten
Mengenmarker und den zu bestimmenden Partikeln
(Uberblick bei Zheng et al. 1996).

Effiziente Diagnostik durch Partikelanreicherung

Ein konventionell pripariertes Grid trigt das Aquiva-
lent von < 1 pl der Probe. Die Auswertung partikelar-
mer Suspensionen erfordert daher - besonders bei
kleinen Viren - einen nicht vertretbaren Zeitaufwand.
Sie kénnen aber zuvor durch Ultrazentrifugation oder
Immuno-Affinititsmethoden angereichert werden
(Uberblick bei Biel und Gelderblom 1999; Miller und
Howell 1997). Dazu werden die Viren in der konventi-
onellen Ultrazentrifuge ins Sediment gefahren (ro-
torabhingig, z. B. 60 min bei 100.000 x g). Die Sedi-
mente werden in einem kleinen Volumen destillierten
Wassers aufgenommen, ,,klar-zentrifugiert” und dann
als Uberstinde ausgewertet. Bendtigt werden dabei
nicht nur relativ grofle Probenmengen und > 2 Stun-
den an Préparation, sondern auch eine teure Investiti-
on. Die kleine, mit Druckluft getriebene Beckman

Coulter Airfuge’ ermdglicht im Festwinkelrotor
A-100/18 mit speziellen Adaptern eine sichere, direkte
Partikelsedimentation auf das Grid - sie ergibt in der
Routine nach 15-20 min Laufzeit eine 50-1.000fache
Anreicherung (Hazelton und Gelderblom 2003; Laue
und Bannert 2010). Agar-Diffusion und -Filtration
sind dagegen einfache Methoden, die um den Faktor 5
anreichern und zusitzlich ,,saubere® Priparate erge-
ben. Die Anreicherung kann auch erregerspezifisch
mithilfe spezifischer Antikérper in der Solid Phase
Immuno EM (SPIEM) und in der Serum-in-Agar-
Methode erfolgen (Uberblick bei Biel und Gelderblom
1999). Besonders vorteilhaft ist die Kombination von
SPIEM und Airfuge-Sedimentation (Antonio Lavazza,
Brescia, personal communication 2006).

Kriterien zur Erregeridentifizierung

Das visualisierte Teilchen wird tiber seine Feinstruk-
tur identifiziert. Dabei dienen neben Grofle und Form
der Aufbau und die Symmetrie des Kapsids, die An-
oder Abwesenbheit einer Lipidhiille, eines Ribonukleo-
proteins, schliefllich auch die Art der Virusoberfla-
chen-Fortsitze (Spikes, Knobs, Fibern) als Kriterien:
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Auf Erfahrung gegriindetes ,Pattern-Recognition®
ordnet die verdéchtigen Partikeln rasch und direkt ei-
ner bestimmten Virusfamilie zu. Eine Typisierung,
z. B. die Differenzierung der beobachteten Herpesvi-
ren in Varizella zoster, Herpes simplex Typ 1 oder 2
(heute: HHV-1/-2), kann dann - auch am EM - mit-
hilfe typspezifischer Antikorper durch Immun-Aggre-
gation oder -Dekoration erfolgen. Beide IEM-Metho-
den haben sich in der Vergangenheit bei der Identifi-
zierung von nicht kultivierbaren Agenzien, wie Hepa-
titis-C-, Norwalk- und Parvovirus B19, bewihrt
(Uberblick bei Gentile und Gelderblom 2005; Hazel-
ton und Gelderblom 2003).

Biologische Sicherheit in der EM-
Erregerdiagnostik

Neben dem Befolgen von Good Laboratory Practices-
(GLP-)Richtlinien ist auch stringente Laborsicherheit
gefordert. Prapariert werden darf nur unter geeigne-
tem Schutz (Handschuhe, Kittel, Schutzbrille, Laminar
Flow Biosafety Kabine der Klasse 2), denn diagnosti-
sche Proben konnen bekannte und unbekannte Erre-
ger mit einem Gefidhrdungspotenzial fiir das Labor-
personal, aber auch fiir die Umwelt, enthalten. Gute
Strategie ist es, keine hoch-infektiésen Proben in das
EM-Labor kommen zu lassen, d. h. potenziell in der
Probe enthaltene Erreger moglichst schon vor dem
Transport durch Aldehyd zu inaktivieren (Gelderblom
et al. 2007). So ist bei Pockenalarm vorgesehen, sepa-
rate Proben fiir PCR, Anzucht und EM aus Vesikeln
oder Krusten zu entnehmen und dabei die EM-Probe
mit gepuffertem, 4 % Formaldehyd (FA) Formaldehyd
zu behandeln.

Diese chemische Erregerinaktivierung erhalt die fur
die EM-Diagnostik wichtige Virusfeinstruktur - ist
aber letztlich nur ein Kompromiss: Manche Viren
werden schon durch 2 % FA inaktiviert, wihrend an-
dere nur eine Infektiosititsabreicherung zeigen. Milz-
brandsporen werden dagegen erst durch 10 % FA und
0,05 % Glutaraldehyd (GA) inaktiviert. Hohe GA-
Konzentrationen sind zu vermeiden - sie fithren ge-
nerell zu einer Vernetzung von Viren mit dem in der
Probe enthaltenen Detritus, zur Partikelaggregation
und zu Verlusten an Strukturdetail (diskutiert in Gel-
derblom et al. 2007). Pinzetten und andere Ausriistung
miissen griindlich gereinigt werden, um eine Ver-
schleppung von Proben zu vermeiden. Auch Grids
bergen ein Gefahrenpotential durch schwer oder gar
nicht durch Aldehyd inaktivierbare Erreger wie Par-
voviren und BSE: Entsprechend sollten bereits ausge-
wertete Grids in 1 % NaOH entsorgt werden. Biologi-
sche Sicherheit wird also auf zwei Wegen angestrebt:
durch strikte Einhaltung der Sicherheits- und GLP-
Regeln und durch Probeninaktivierung.

Qualitatssicherung in der EM-Erregerdiagnostik
Die Qualitat der morphologischen Diagnostik wird

durch spezifische Fortbildung, regelmaf3ige Teilnahme
an einschldgigen Ringversuchen (EQA-EMV; Gelder-
blom 2003) und zunehmend auch durch Akkreditie-
rung gesichert. Laborkurse, Workshops und EQA wer-
den weltweit und kostenfrei vom Konsiliarlabor fiir
die EM-Erregerdiagnostik am Robert Koch-Institut in
Berlin (Leitung Dr. Michael Laue, lauem@rki.de) an-
geboten. Am nunmehr 23. EQA nahmen 107 Labora-
torien aus 31 Landern teil.

Zur Organisation und Zukunft der EM-
Erregerdiagnostik

In Deutschland wird die EM in tiber 40 Laboratorien
auch zur Erregerdiagnostik eingesetzt — tiberwiegend
an Universititen, aber auch im offentlichen Gesund-
heits- und Veterinirwesen, auch bei Industrie und
Bundeswehr. Europa- und weltweit werden EM-diag-
nostische Laboratorien iiberwiegend an Universititen
und zentralen Gesundheitsbehérden betrieben, um so
mindestens auch fiir die Leit-Institute und die Politik
eine schnelle Notfalldiagnostik sicherzustellen. Insbe-
sondere durch die BT-Problematik besteht ein gestei-
gertes Interesse an der EM-Diagnostik. Der Proben-
durchsatz an Universititen ist nicht immer hoch - er
liegt im Bereich von oft nur einigen 100 Proben pro
Jahr. Als Maximum hatte ein nationales Labor im Jahr
2002 mehr als 9.200 Stuhlproben ausgewertet.

Die Erregerdiagnostik muss nicht zur Hauptaufgabe
eines EM-Labors werden. Bei guter Organisation ist
sie auch im Verbund mit anderen Ultrastruktur-Auf-
gaben in Virologie, Pathologie, Dermatologie etc. und
selbst ohne ,.eigenes” Instrument und ohne EM-spezi-
fisches Personal moglich, ndmlich bei gemeinsamer
Geritenutzung im ,,Nachbar“-Institut. Allgemein ge-
winnt die EM-Erregerdiagnostik durch eine Einbin-
dung in die biomedizinische Grundlagenforschung.
Nur so wird sie iiber die Diagnostik hinaus ,interes-
sant, auch wirksam, und kann ihre Qualitit sichern
und geeigneten Nachwuchs rekrutieren. Technische
Grundlagen und erste Erfahrungen in der EM-Diag-
nostik lassen sich durch Laborkurse und Besuche in
einem Expertenlabor erwerben. Eigene Expertise wird
aber erst bei einem gewissen Probendurchsatz aufge-
baut — angesichts der Wertigkeit der EM-Erregerdiag-
nostik sollte sie erfahrenen Laboratorien vorbehalten
bleiben. Die Voraussetzungen fiir eine erfolgreiche
EM-Erregerdiagnostik sind mithin vielféltig: Motiva-
tion, geeignete Organisation, Probendurchsatz, Netz-
werkbildung und regelmiflige Weiterbildung sind
notwendige Schritte zu diesem Ziel (Gelderblom
2003).

Im infektionsdiagnostischen Repertoire ist die EM als
»catch-all“-Methode einzigartig durch Schnelligkeit
und das Prinzip der visuellen Auswertung durch ,,pat-
tern recognition®. Um diese Vorteile angemessen zu
nutzen, muss die EM front-line, d. h. parallel zu PCR
und Anzucht, eingesetzt werden (Gelderblom 2003;
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Kurth und Nitsche 2007; Madeley 2003). Die ,,Famili-
enzuordnung® eines Erregers hilft der Klinik und fo-
kussiert zugleich die weitere Labordiagnostik auf die
Mitglieder einer einzelnen Virusfamilie. Dieses Prin-
zip wurde bei der Suche nach dem SARS-Erreger und
der Aufklirung des Affenpockenausbruchs in den
USA genutzt (Ksiazek et al. 2003; Reed et al. 2003),
aber auch schon zuvor in Australien, als die EM-Un-
tersuchung von diagnostischen Zellkulturen drei Tage
vor anderen Laborergebnissen Paramyxovirus spezifi-
sche Strukturen nachwies — der erste Hinweis auf das
»heue“ Hendra-Virus (Murray et al. 1995).

Den Wert einer orientierenden Schnell-Diagnostik
bestitigen auch BT-Erfahrungen in den USA. Die un-
mittelbar nach 9/11 am 18. September und am 9. Ok-
tober 2001 verschickten sechs Briefe enthielten bis zu
1,2 g an lungengingigen Anthraxsporen. Sie verur-
sachten 22 klinische Infektionen und 5 Todesfalle. Un-
tersucht wurden iiber 120.000 Proben, u. a. auch mit-
hilfe von TEM und SEM. Die Zahl von 32.000 unter
Antibiotikaschutz gestellten Personen ldsst das Aus-
maf} der Verunsicherung in der Bevolkerung ahnen.
Neben B. anthracis gibt es eine Reihe weiterer Bakteri-
en, Viren und Toxine mit hohem Patho- und Panikpo-
tenzial. Diese Agenzien der Kategorie A, ausgezeichnet
durch leichte Ausbringbarkeit und Mensch-zu-
Mensch-Ubertragung und damit hochgeeignet fiir ei-
nen BT-Angriff, umfassen auch die ,,im Felde® ausge-
rotteten Pocken, Yersina pestis, Francisella tularensis,
verschiedene Hamorrhagische Fieberviren und das
Botulinum-Toxin (Lane et al. 2000). Die drei Erstge-
nannten wurden im Biowaffenprogramm der friihe-
ren Sowjetunion produziert, und es wird diskutiert,
dass Reste aus diesem Programm ,iiberlebt* haben
und damit fiir BT-Angriffe verfiigbar seien. Eine rea-
listische Risikoabschitzung ist kaum moglich: Der Po-
ckenerreger, das Variola-major-Virus, gilt ,,im Feld“ als
ausgerottet — er hat auch kein tierisches Reservoir. Die
weltweit letzten Vorréte in den zwei Referenzzentren
an den CDC, Atlanta, USA und bei VECTOR in
Koltsovo, Russland dienen zur Erprobung antiviraler
Medikamente und Strategien. Auszuschlieflen ist aber
nicht, dass Pockenvirus — weil iibersehen oder weil mit
Absicht zuriickgehalten — auch noch in anderen Labo-
ratorien vorhanden ist. Variola major mag auch durch
genetische Manipulation aus apathogenen Orthopo-
ckenviren neu entstehen und dariiber hinaus kénnen
Bakterien und Viren auch schon aus allgemein verfiig-
baren Grundstoffen konstruiert werden (Gibson et al.
2010). Zusammengefasst: Auch wenn das Risiko fir
das Auftreten einer ,emerging infection oder eines
BT-Angriffs kaum kalkulierbar ist, miissen die ent-
sprechenden Dienste sich fiir den ,,worst case“ vorbe-
reiten. Nur eine schnelle und eindeutige Diagnose —
und dabei hilft die EM - kann die Konsequenzen fiir
die Bevolkerung eingrenzen und offentlicher Panik
vorbeugen. Auf diesen ,,worst case® darf die EM aber

nicht untdtig warten - zur Wahrung von Leistung und
Expertise, aber auch zur Darstellung und Anerken-
nung ihres Stellenwertes muss die EM auch andere
infektiologische Problemfelder (» Tab. 2) intensiv und
erfolgreich bearbeiten: Es ist kontraproduktiv, wenn
»die EM nur fiir die Pocken® vorgehalten wird, wie
stellenweise zu horen ist.

Zusammenfassung

Die EM-Erregerdiagnostik hat sich in der klinischen
Routine, in der Seuchen-Schnelldiagnostik der Po-
cken, bei neuartigen Infektionen und im BT-Fall viel-
fach durch Schnelligkeit und Sicherheit bewéhrt. Sie
ist prinzipiell auch zur Qualititssicherung in der Bio-
medizin und zur Diagnostik gentechnischer Kon-
strukte geriistet. Auf Grund ihres ,,offenen Blicks®, der
Unabhingigkeit von erregerspezifischen Reagenzien
und der einfachen Préparation kann sie alle mogli-
chen, auch ungewdhnlichen Proben und unerwartete
Erreger visualisieren. Das Prinzip der Visualisierung,
vor mehr als 130 Jahren von Robert Koch eingefiihrt,
wurde vor 70 Jahren mit der 1000fach hoheren Auflé-
sung der EM erheblich erweitert (von Borries et al.
1938; Uberblick bei Krueger et al. 2000). Die EM wird
iiberdies heute durch moderne Methoden, durch
Schnelleinbettung (Uberblick bei Schroeder et al.
2006), Immun-EM und internetbasierte Telemikros-
kopie, erginzt. Angesichts ihres Potenzials und ihrer
Ergebnisse erscheint die EM auch in Zukunft fiir eine
effiziente und rationale Infektionsdiagnostik (Biel und
Gelderblom 1999; Curry et al. 2006; Goldsmith und
Miller 2009; Hazelton und Gelderblom 2003; Madeley
2003) unverzichtbar.

Referenzzentren

= Konsiliarlaboratorium fiir schnelle EM-Erregerdiagnos-
tik, Dr. Michael Laue, Robert Koch-Institut, Nordufer 20,
D-13353 Berlin, E-Mail: lauem@rki.de

= Arbeitskreis fiir Elektronenmikroskopische Virusdiag-
nostik der Deutschen Gesellschaft fiir Elektronenmikros-
kopie (AK-EMED), Dr. Barbel Haurdder, Zentral-Institut
Sanitatswesen der Bundeswehr, D-56070 Koblenz, An-
dernacherstrasse 100, E-Mail: b.hauroeder@zinstkob.de

= Homepages / Webadressen mit weiterfithrender Informa-
tion

= Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA
30333, USA: http://www.bt.cdc.gov/labissues/index.asp =
Website der CDC, klick: Packaging Protocols for biologi-
cal Agents/Diseases, Negative Staining Electron Micro-
scopic Protocol for Rash Illness

= http://www.bt.cdc.gov/agent/smallpox/lab-testing/ klick:
Specimen Collection Guidelines

= Deutsche Gesellschaft fiir Elektronenmikroskopie (DGE)
und Arbeitskreis fiir EM-Erregerdiagnostik der DGE
(AK-EMED): http://www.dge-homepage.de

= Emerging Infectious Diseases: Website des Journals:
http://www.cdc.gov/eid

= Konsiliarlabor fir EM-Erregerdiagnostik, Robert Koch-
Institut, Berlin www.rki.de/DE/Content//Infekt/NRZ/
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Optische und Elektronenmikroskopische Detektion

Konsiliar__inhalt.html fiir Handouts und Veroffentli-
chungen; klick zu: Kurse — Unterlagen oder Publications
- out of the Consultant Lab

Microscopic Society of America (MSA) http://www.mi-
croscopy.org

Society for Ultrastructural Pathology http://sup.ultra-
kohl.com

The Big Picture Book of Viruses: http://www.tulane.
edu/~dmsander/Big_Virology/BVHomePage.html

US Medical Research Institute of Infectious Diseases
(USAMRID) http://www.usamrid.army.mil

Virus Ultrastructure http://www.uct.ac.za/depts/mmi/st-
annard/linda.html
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Orf

» Pockenviren, zoonotische

: Orf-Virus

» Pockenviren, zoonotische

I Oriboca-Virus

» Bunyaviren

: Orientbeule

» Leishmanien

I Ornithose

» Chlamydia

I Oropouche-Fieber

» Bunyaviren

I Oropouche-Virus

» Bunyaviren

I Oroya-Fieber

» Bartonella

I Orthomyxoviren

» Influenza-Virus

I Orthopockenviren

» Variola- und Vacciniavirus

' Bsophagitis

» Cytomegalievirus

: 0Ossa-Virus

» Bunyaviren

|
Osteomyelitis

» Bacillus-Arten (fakultativ bzw. opportunistisch pa-
thogen)

» Bacteroides

» Bartonella

» Bilophila

» Burkholderia, Ralstonia
» Candida

» Capnocytophaga

» Eikenella

» Fusarium

» Histoplasma capsulatum
» Kingella

» Moraxella catarrhalis

» Porphyromonas

» Propionibakterien

» Proteus mirabilis, Proteus vulgaris
» Pseudomonas

» Salmonella

» Scedosporium

» Serratia

» Shewanella

» Staphylococcus aureus
» Streptococcus agalactiae
» Yersinien

' Otitis

> Aktinomyzeten mit fermentativem Kohlenhydrat-
metabolismus

» Citrobacter

» Haemophilus influenzae

» Scopulariopsis brevicaulis

: Otitis externa

> Aspergillus
» Pseudomonas
» Scopulariopsis brevicaulis

' Otitis media

» Bilophila

» Chlamydia

» Echoviren und Parechoviren
» Streptococcus pneumoniae

I Oxyuren

» Enterobius vermicularis
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' Oxyuriasis ' 0zaena (,,Stinknase®)

» Enterobius vermicularis » Klebsiella



|
Pankreatitis

» Ascaris lumbricoides

» Campylobacter

» Coxsackieviren

» Leberegel - Opisthorchis, Clonorchis
» Legionella

» Leishmanien

» Mumpsvirus

» Salmonella

I Papageienkrankheit

» Chlamydia

I Papillom

» Humane Papillomviren (HPV)

I . .
Papillomavirus

» Humane Papillomviren (HPV)

I Papular Purpuric Gloves and Socks Syndrome
(PGSS)

» Parvoviren

I . .
Paracoccidioides brasiliensis

MARIANNE KRETSCHMAR, PAUL SCHNITZLER

Erreger

Synonym(e)

Zymonema brasiliense, Mycoderma brasiliense, Moni-
lia brasiliensis, Coccidioides brasiliensis, Blastomyces
brasiliensis etc.

Erregerspezies
Zur Gattung Paracoccidioides gehort eine Spezies:
P, brasiliensis.

Taxonomie

Klasse: Hyphomycetes; Ordnung: Onygenales; Fami-
lie: Onygenaceae; Gattung: Paracoccidioides; teleo-
morph: nicht bekannt

P

Historie

Erstbeschreibung der Krankheit mit Erregerkultur aus
oropharyngealen Lisionen Infizierter und Nachweis
des Dimorphismus durch A. Lutz 1908 in Brasilien.
Weitere Fallbeschreibungen durch A. Splendore 1910-
1912. Almeida charakterisierte das Krankheitsbild
und nannte den Erreger Paracoccidioides brasiliensis.

Morphologie

Wirtsgewebe: kugelige Hefezelle mit multipler Spros-
sung (Steuerradform): grofle Mutterzelle > 3 um,
Sprosszellen von variabler Grofle: 2-2 pum im Durch-
messer. In alten Lasionen Hefezellen ohne Sprossung.
Temperaturabhingiger Dimorphismus: bei 37 °C
Wachstum von kugeligen Hefezellen mit multipler
Sprossung, bei 24 °C hyaline Hyphen, Arthrosporen
und Chlamydosporen.

Genom
P, brasiliensis hat eine Genomgrof3e von ca. 45-60 Mbp,
5 Chromosomen, diploid.

Vermehrung

Vermehrung im Wirtsgewebe durch Sprossung, in der
Umwelt durch Hyphenzellen und Arthrosporen. Ein
sexueller Vermehrungszyklus ist nicht bekannt.

Pathogenitat / Virulenz / Antigenvariabilitat
Variabel exprimierte Oberflichenantigene vermitteln
Adhision an epitheliale und Alveolarzellen. Adaptati-
on an Bedingungen des Wirtsorganismus (tempera-
turabhdngiger Dimorphismus). In nicht aktivierten
Makrophagen kann der Erreger iiberleben. In fibroti-
schen und verkalkten Herden persistiert der Erreger
lebenslang. Mit Virulenz assoziierbare Faktoren: lyti-
sche Enzyme (Serin-Proteinasen, Phospholipasen).
Adhaisine: 43 kDa Glykoprotein (Rezeptor fiir Lami-
nin, unterliegt Polymorphismus) und a-Glucan der
Zellwand. Persistenz in Phagozyten: Melanin.

Erkrankung

Parakokzidioidomykose

Synonym(e)

Stidamerikanische Blastomykose, Lutz-Splendore-Al-
meida-Krankheit, Brasilianische Blastomykose,
Lutz'sche Mykose.

Inkubationszeit
Sehr variabel, Wochen bis mehrere Jahre.
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Leitsymptome
Ulzerationen im Gesicht und Respirationstrakt, Hus-
tenreiz, thorakale Schmerzen.

Symptome

Im Immungesunden verlduft die Primirinfektion
meist inapparent. Manifestationen im Gesicht und im
Respirationstrakt stehen im Vordergrund. Im Mund
sowie Nasen-Rachenraum entwickeln sich schmerz-
hafte Ulzerationen mit konsekutiven Schluckbe-
schwerden. Teilweise beklagen die Patienten Luftnot,
starken Hustenreiz, zum Teil mit blutigem Auswurf,
sowie thorakale Schmerzen. Das Auftreten von kuta-
nen, warzenartigen oder ulzerierenden Lasionen -
insbesondere im Gesicht - ist charakteristisch. Haufig
existieren simultan kutane und mukokutane Lisionen.
Lymphknotenvergrofierungen wurden hauptsichlich
zervikal, axillir und thorakal, teilweise mit drainieren-
den Fistelgingen, beobachtet. Relativ haufig kommt es
terminal nach Dissemination zu einem noduliren Be-
fall der Nebennieren mit Funktionseinbuflen bis hin
zum M. Addison.

Pathophysiologie

Die Parakokzidioidomykose ist eine chronisch pro-
grediente Erkrankung, bei der zwischen der Erstinfek-
tion und der klinischen Manifestation der Erkrankung
oft Jahre bis Jahrzehnte vergehen. Bei immunsuppri-
mierten Patienten gibt es subakute, schnell generali-
sierende, meist letale Verlaufe.

Nach Inhalation der Hyphenzellen und Arthrosporen
wandeln sich diese in den Alveolen in Hefezellen um
(Gewebeform). Die Hefezellen vermehren sich in den
Alveolen durch Sprossung. Nach Phagozytose durch
Alveolarmakrophagen und andere Phagozyten intra-
zelluldre Erregerpersistenz. Spater emphysematischer,
fibroser Umbau von Lungengewebe. Insbesondere bei
Insuffizienz zellulirer Immunmechanismen, bei er-
niedrigten T-Helferzellzahlen und dadurch beein-
trachtigter Makrophagenaktivitit kommt es zur Dis-
semination der Pilze aus der Lunge in andere Organ-
systeme, wobei zunichst Haut und Schleimhdute des
Respirationstraktes befallen werden. Hier entstehen
Ulzerationen und Granulome. Bei Reaktivierung Dis-
semination aus alten Herden in der Lunge, Haut und
Schleimhaut in die Nebennieren, in das ZNS und an-
dere Organsysteme.

Immunantwort

Die zelluldre Abwehr ist fiir den Verlauf der Infektion
entscheidend. Polymorphnukledre Leukozyten, Mak-
rophagen und dendritische Zellen phagozytieren die
Hefezellen und miissen aktiviert werden, um die Pilz-
zellen abtéten zu konnen. Dies geschieht tiblicherwei-
se durch T-Helferzellen und Zytokine. Das Glykopro-
tein von Paracoccidioides gp43 inhibiert die Funktion
der phagozytischen Zellen, wodurch eine intrazellula-
re Persistenz des Erregers moglich ist. Eine humorale

Immunantwort gegen das Glykoprotein gp43 und an-
dere Antigene wird induziert.

Differenzialdiagnose

Tuberkulose (in 10-25 % koexistent). Histoplasmose,
Leishmaniose, Lepra, Lues, Neoplasien, Lobo'sche Er-
krankung.

Diagnostik
Untersuchungsmaterial

Sputum, Bronchialsekret, BAL, Punktate, Exsudate, Bi-
opsiematerial.

Diagnostische Verfahren

Lichtmikroskopischer Nachweis des Erregers aus dem
Sputum, Exsudat oder Eiter. Bei ca. 85 % der Patienten
koénnen mittels KOH die typischen Hefezellen mit
multipler Sprossung (Steuerradform) nachgewiesen
werden. Die histologische Aufarbeitung von Biopsien
(Grocott-Gomori-Farbung) erlaubt ebenfalls die Dar-
stellung der Hefeformen.

Kultur: Der Erregernachweis kann mehrere Wochen
dauern und spezielle Medien erfordern. PCR und Se-
quenzierung konnen den Erregernachweis beschleu-
nigen.

Serologie: Nachweis prézipitierender Antikérper mit-
tels Ouchterlony-Test; Western-Blot. Aufgrund von
Kreuzreaktionen bei Infektionen durch andere Erre-
ger von Systemmykosen sollte die Diagnosestellung
immer auch durch einen direkten Erregernachweis er-
hirtet werden.

Befund / Interpretation

Der histologische Nachweis der typischen Hefezellen
sowie der Nachweis erregerspezifischer Nukleinsdure
in den Herden sind beweisend fiir eine Infektion.

Therapie

Therapeutische MaBnahmen

Itraconazol ist Mittel der Wahl, méglich sind auch Ke-
tokonazol und Miconazol. Bei fortgeschrittenen Fil-
len: Amphotericin B. Die Gabe von Sulfonamiden
stellt eine deutlich kostengiinstigere, jedoch weniger
effektive Alternative dar, evtl. in Kombination mit Tri-
methoprim.

Resistenz
Unbekannt.

Epidemiologie
Verbreitung
Das Verbreitungsgebiet ist begrenzt auf Mittel- und

Stidamerika, insbesondere Brasilien, Kolumbien, Ve-
nezuela.

Wirtsbereich / Reservoir
Das Erregerreservoir konnte bisher nicht eindeutig
identifiziert werden. Als Wirt kommt das in der betref-
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fenden Region lebende Giirteltier (Dasypus novem-
cinctus) in Frage. Erregernachweis gelingt vorwiegend
aus Proben des Erdreichs.

Risikogruppen

In der Regel sind die Patienten 30-50 Jahre alt, Kinder
bzw. Jugendliche sind selten betroffen. Méanner, haupt-
sachlich Feldarbeiter, sind ca. 15-mal hiufiger betrof-
fen als Frauen. Eine Assoziation von Infektion und
Schweregrad der Erkrankung mit HLA-A9, HLA-B13
und HLA-B40 Subtypen ist beschrieben, weiterhin
eine Assoziation mit einer bestehenden HIV-Infekti-
on, Tuberkulose und mit Alkoholkonsum.

Transmission / Vektoren

Die Ubertragung aus der Umwelt auf den Menschen
erfolgt durch Inhalation kontaminierten Staubs. Eine
Ubertragung von Mensch zu Mensch scheidet nahezu
aus.

Pravention / Impfstoffe
Eine spezifische Prophylaxe ist nicht méglich. Exposi-
tionsprophylaxe fiir Inmunsupprimierte.

Ausbruchsmanagement
Nationale Surveillance-Programme erfassen Infektio-
nen in Endemiegebieten.

Meldepflicht
Keine. P. brasiliensis gehort jedoch zur Risikogrup-
pe 3!

Weiterfliihrende Informationen

Referenzzentren / Expertenlaboratorien

= Konsiliarlabor: Robert-Koch-Institut, Nordufer 20,
FG212,D-13353 Berlin

= National Centers for Disease Control, Mycotic Diseases
Branch, Atlanta, GA 30333, USA

Web-Adressen

= http://www.cdc.gov

= http://www.cdc.gov/ncidod/dbmd/diseaseinfo/
coccidioidomycosist.htm

= http://www.astdhpphe.org/infect/valley.html,
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» Paragonimus

| Paragonimus

PanAGIOTIS KARANIS
Erreger

Synonym(e)
Lungenegel, Lungenwurm.

Erregerspezies

Héufigste: P. westermani; weitere: P. africanus, P. hete-
rotremus, P, kellicotti, P. mexicanus, P. miyazakii, P. ohi-
rai, P. skryabini, P. uterobilateralis

Taxonomie
Phylum; Plathelminthes; Klasse: Digenea, Ordnung:
Paragonimiida; Familie: Paragonimidae; Gattung: Pa-
ragonimus.

Historie

1877 entdeckte C. Kerbert erstmals Paragonimus in
der Lunge eines Tigers und bezeichnete ihn als ,,Disto-
ma westermani*. 1878 wurde der Parasit erstmals von
B. S. Ringer in der Lunge eines Menschen entdeckt,
1880 fanden Baelz und Manson Wurmeier im Sputum
von Patienten mit Himoptysen.

Morphologie

Die Adulttiere werden 8-12 x 5 mm grof3, sind dun-
kelfarbig und sitzen im Endwirt paarweise in einer
derben Bindegewebshiille. Beim Menschen ist haufig
nur ein Egel in der Zyste. Die ovalen Eier weisen eine
Grofle von 90 x 60 pum auf, sind goldbraun, gedeckelt,
die Eischale ist am hinteren Pol verdickt.

Genom

Es wurden haploide, diploide, triploide und tetraploi-
de Formen von Paragonimus-Spezies beschrieben.
Die Anzahl der Chromosomen bei den haploiden For-
men wurde in allen bisher untersuchten Spezies mit
11 angegeben. Gene der ribosomalen RNA sind in ein-
zelnen Loci identifiziert. Andere Gene, die fiir be-
stimmte Polypeptide kodieren, wurden entdeckt und
fiir immundiagnostische Zwecke evaluiert und einge-
setzt. Das mitochondriale Genom von Paragonimus-
Spezies hat eine Grofle von 21.000 bp und ist in seiner
Grofle dem von Schistosoma mansoni und Fasciola he-
patica vergleichbar. Insgesamt scheint eine starke ge-
netische Diversitét innerhalb der verschiedenen Para-
gonimus-Arten vorhanden zu sein.

Vermehrung

Im Wasser bilden sich Mirazidium-Larven in den Ei-
ern, die nach dem Schlilpfen in Schnecken (erster
Zwischenwirt) eindringen. Hier werden sie zu Sporo-
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zyten, erzeugen Redien, aus denen zahlreiche Zerkari-
en hervorgehen. Diese dringen in Stiflwasserkrebse
oder -krabben (zweiter Zwischenwirt) ein und werden
zu Metazerkarien. Durch den Verzehr von rohen
Krebsen gelangen sie in den Endwirt (Mensch). Hier
entwickeln sich die Adulttiere, deren Eier durch Spu-
tum oder Stuhl wieder ins Freie gelangen.

Pathogenitat/ Virulenz/ Antigenvaribilitat

Die Schwere der Erkrankung hingt von der Stirke des
Parasitenbefalls und der Lokalisation des Parasiten
ab.

Erkrankung
Paragonimiasis

Inkubationszeit
9-12 Wochen.

Leitsymptome
Héamoptyse, Pleuropneumonie, Bronchitis.

Symptome

Die Symptome sind abhéngig von der Lokalisation der
Adulttiere. Pulmonaler Befall: zihschleimiges, oft blu-
tiges Sputum und chronischer Husten, Himoptyse,
Fieber, Pleuropneumonie mit stechenden Brust-
schmerzen, Dyspnoe, Bronchitis.

Zerebraler und spinaler Befall: Fieber, Zeichen eines
ZNS-Tumors mit Sehstorungen, Lihmungen, Kramp-
fen, Hirndruckzeichen und Liquoreosinophilie.
Abdominaler Befall: Unspezifische Schmerzen in den
betroffenen Organen, Lymphknotenschwellungen.
Selten sind Zysten in Pleura, Bauchwand, Peritoneal-
hohle, Leber und Milz, Zwerchfell, Herz, Darm und
subkutanem Gewebe zu finden.

Pathophysiologie

Funktionsstérungen und Gewebsschidigung an den
betroffenen Organen werden durch die Parasiten und
die immunologische Reaktion auf sie hervorgerufen.
Sie induzieren eine entziindliche eosinophile Reaktion
und die Bildung von Zysten.

Immunantwort
Immunitit kann nicht erworben werden.

Differenzialdiagnose

Es muss vor allem an Tuberkulose, Bronchitis oder an-
dere nicht durch Helminthen verursachte Erkrankun-
gen gedacht werden.

Diagnostik

Untersuchungsmaterial
Sputum oder Stuhl.

Diagnostische Verfahren
Mikroskopischer Nachweis von Eiern in Sputum oder
Stuhl. Durch Réntgenuntersuchungen lassen sich Tie-

re oder Zysten als rundliche Schatten von bis zu
40 mm Durchmesser gut darstellen; evtl. Bronchosko-
pie zum Ausschluss maligner Verdnderungen. Blut-
bild: Eosinophilie.

Therapie

Therapeutische Verfahren
Praziquantel 3 x 25 mg/kg KG fiir 3 Tage; alternativ:
Triclabendazol 1 x 10 mg/kg KG.

Resistenz
Eine Resistenzentwicklung gegen die genannten Sub-
stanzen ist nicht bekannt.

Epidemiologie

Verbreitung

P. westermani: Asien (Indien, Pakistan, Nepal, Thai-
land, Philippinen, Indonesien, Papua Neuginea, Myan-
mar, Vietnam, Kambodscha, Laos, Korea, China, Japan,
Taiwan, Ostrussland); P. africanus: Afrika (Kamerun,
Nigeria, Aquatorial Guinea, Elfenbeinkiiste), P hete-
rotremus: China, Thailand, Laos, Vietnam; P, kellicotti:
USA; P. mexicanus: Mittel- und Stidamerika (Mexiko,
Peru, Ecuador, Costa Rica, Panama, Guatemala); P. mi-
yazakii: Japan; P ohirai: Japan, China, Korea, Taiwan;
P, skrjabini: China, Thailand, P. uterobilateralis: Afrika
(Kamerun, Liberia, Nigeria, Gabun); es wird ange-
nommen, dass weltweit ca. 30-40 Millionen Menschen
infiziert sind (> Abb. 1).

Wirtsbereich/ Reservoir

Beim humanpathogenen Lungenegel konnen neben
dem Menschen einige Sdugetiere als Endwirt oder Re-
servoirwirt fungieren. 1. Zwischenwirt sind Schnecken
(meist: Pomatiopsidae), 2. Zwischenwirt sind Stiffwas-
serkrebse und Krabben (meist: Poramidae).

Risikogruppen

Ein erhohtes Infektionsrisiko haben Einheimische
und Reisende in Endemiegebiete, die auf den Genuss
von rohem Fisch und Meeresfriichten nicht verzichten
wollen.

Transmission/ Vektoren

Der Mensch infiziert sich durch den Verzehr von ro-
hem Fleisch von Siiflwasserkrebsen, die von Metazer-
karien befallen sind.

Prévention/Impfstoffe

Paragonimiasis kann verhindert werden. Der Verzehr
von roh oder unzureichend gekochten Stiflwasserfi-
schen und Meeresfriichten in Endemiegebieten sollte
unterlassen werden. Ein Impfstoff existiert derzeit
nicht.

Ausbruchsmanagement
Abkochen der Nahrung; Fakalien von Infizierten soll-
ten nicht in die Gewdsser gelangen.
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B Abb. 1. Verbreitungsgebiet des Lungenegels

Meldepflicht
Es besteht keine Meldepflicht.

Weiterfiihrende Informationen

Referenzzentren / Expertenlaboratorien
= Als fachlich qualifiziert anzusehen sind alle tropenmedi-
zinischen und parasitologischen Institutionen.

Schlisselliteratur

1. Haswell-Elkins MR, Elkins DB (1996) Food-borne tre-
matodes. In: Cook GC (ed) Manson's Tropical Diseases.
Section 5F. WB Saunders Company, London Philadelphia
Toronto Sydney Tokyo, pp 1457-1477
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Parainfluenzaviren

STEPHAN BECKER, HANS-DIETER KLENK
Erreger
Synonym(e)

Humanes Parainfluenzavirus.

Erregerspezies

Humanes Parainfluenzavirus 1, humanes Parainfluen-
zavirus 3,

humanes Parainfluenzavirus 2, humanes Parainfluen-
zavirus 4

Taxonomie
Die menschlichen Parainfluenzaviren gehéren zur Fa-
milie Paramyxoviridae und hier zur Subfamilie Para-

myxovirinae. Man unterscheidet vier Serotypen, die in
zwei verschiedene Genera fallen. Die menschlichen
Parainfluenzaviren 1 und 3 gehéren zum Genus Respi-
rovirus, die Serotypen 2, 4a und 4b zum Genus Rubu-
lavirus.

Historie

Die menschlichen Parainfluenzaviren wurden Ende
der 1950er Jahre, vor allem auf Grund ihrer himad-
sorbierenden Fihigkeit entdeckt.

Morphologie

Viruspartikel sind pleomorph, sphirisch oder fila-
mentds. Der Durchmesser betrigt 150-200 nm. Die
Viren besitzen eine Lipidhiille mit Spikes (Lénge ca.
10 nm) und ein helikales Nukleokapsid (Durchmesser
ca. 15 nm, Lange bis zu 1.000 nm).

Genom

Das Virusgenom besteht aus unsegmentierter, linearer,
einzelstrangiger RNS mit negativer Polaritit. Es ko-
diert in der Reihenfolge der einzelnen Gene fiir das
Nukleokapsidprotein NP, ein mit dem Nukleokapsid
assoziiertes Phosphoprotein P, das an der Innenseite
der Hiille liegende Matrix- oder Membranprotein M,
das fiir Viruspenetration und Riesenzellbildung ver-
antwortliche Fusions-Glykoprotein F, das fiir Rezep-
torbindung und Rezeptorabspaltung verantwortliche
Hémagglutinin-Neuraminidase-Glykoprotein HN so-
wie das Polymeraseprotein L. Durch transkriptionelles
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Editieren werden weitere Produkte des P-Gens gebil-
det (entweder C oder V). Diese Proteine spielen eine
Rolle bei der Hemmung der Interferoninduktion bzw.
des Interferon-Signallings. Die Funktionsfahigkeit des
F-Proteins hangt von proteolytischer Spaltung zelluld-
rer Proteasen ab.

Vermehrung

Parainfluenzaviren kénnen in vitro in Zellkulturen
(Affennierenzellen) geziichtet werden. In vivo ver-
mehren sie sich hauptsichlich in den Epithelien des
Respirationstrakts.

Pathogenitat / Virulenz / Antigenvariabilitat

Die humanen Parainfluenzaviren infizieren die Zellen
der Nasen- und Rachenschleimhéute und breiten sich
iiber den Kehlkopf in die Bronchien und in die unte-
ren Luftwege aus. Die infizierten Gewebe zeigen 6de-
matose Schwellungen bei verstirkter Schleimproduk-
tion. Die Virulenz geht vermutlich mit der proteolyti-
schen Spaltung des F-Proteins durch zellulire Protea-
sen einher.

Erkrankung
Parainfluenzavirusinfektion

Inkubationszeit
3-6 Tage.

Leitsymptome

Rhinitis, Laryngitis, Bronchitis, leichte interstitielle
Pneumonie, schwere Verldufe mit Kruppsymptoma-
tik.

Symptome

Infektionen mit Parainfluenzaviren kommen vor al-
lem im Kleinkindesalter vor. Haufig ist der tiefere Re-
spirationstrakt betroffen, sodass es zu fieberhafter La-
ryngotracheobronchitis, Bronchitis, Bronchiolitis oder
Bronchopneumonie kommt. Bei schweren Verlaufs-
formen kann es im Kindesalter zur Ausbildung eines
Pseudokrupps kommen, der méglicherweise eine all-
ergische pathogenetische Komponente hat. Weitere
Komplikationen sind Otitis media und bakterielle Su-
perinfektionen mit Pneumokokken, Staphylokokken
oder Haemophilus influenzae. Bei Patienten mit Syste-
merkrankungen kann eine Parainfluenzainfektion
todlich verlaufen.

Pathophysiologie
» oben.

Immunantwort

Im Infektionsverlauf werden IgM-, IgA- und IgG-An-
tikorper gegen die viralen Strukturproteine gebildet.
Neutralisierend wirkende IgA- und IgG-Antikérper
sind gegen die viralen HN- und F-Oberflichenprotei-
ne gerichtet. IgA- Antikdrper vermitteln einen zeitlich
begrenzten Immunschutz vor Reinfektion wohinge-

gen IgG-Antikorper zwar iiber einen lingeren Zeit-
raum nachweisbar sind, nicht aber vor Reinfektion
schiitzen.

Differenzialdiagnose

Infektionen mit menschlichen Parainfluenzaviren
sind klinisch nur schwer von Infektionen mit Influen-
zaviren oder Respiratory Syncytial Virus zu unter-
scheiden.

Diagnostik

Untersuchungsmaterial
Nasen-/Rachenabstrich, Lavage.

Diagnostische Verfahren

Die Methode der Wahl ist die RT-PCR oder ein Anti-
gen-ELISA. Der Nachweis infektioser Viren erfolgt
durch Isolierung aus Rachenabstrichen auf geeigneten
Zellkulturen. Ebenfalls ist ein Antigennachweis in in-
fizierten Zellen des Respirationstraktes mithilfe der
Immunfluoreszenzmethode méoglich. Die Serodiagno-
se erfolgt entweder mit KBR, ELISA oder Himaggluti-
nationshemmtest. Die serologische Diagnostik wird
durch Kreuzreaktionen mit heterotypischen Antikor-
pern beeintrichtigt.

Befund / Interpretation

Generell ist der Virusnachweis vor dem Antikorper-
nachweis einzusetzen. Sputum ist fiir Virusnachweis
ungeeignet. IgG-Antikorper sagen wenig tiber einen
Schutz vor einer Reinfektion aus.

Therapie

Therapeutische MaBnahmen

Eine spezifische Therapie gibt es nicht. Bei schweren
Verlaufsformen ist symptomatische Therapie zur Stiit-
zung der Lungen- und Kreislauffunktionen induziert.

Resistenz
Es sind keine Resistenzen bekannt.

Epidemiologie

Verbreitung

Alle Serotypen sind weit verbreitet, wobei der Serotyp
4 jedoch relativ selten beobachtet wird. Die Infektio-
nen treten endemisch und epidemisch auf. Die Epide-
mien folgen bei ihrem Auftreten keinem klaren Perio-
dizitdtsmuster.

Wirtsbereich / Reservoir
Als natiirlicher Wirt ist nur der Mensch bekannt.

Risikogruppen

Menschliche Parainfluenzaviren, besonders der Sero-
typ 3, sind gelegentlich die Ursache von Hospitalis-
musinfektionen, wobei schwere Verlaufsformen nicht
selten sind.
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Transmission / Vektoren

Die Ubertragung erfolgt durch direkten Personenkon-
takt oder durch Tropfcheninfektion. Die infektiose
Dosis ist relativ gering. Die Inkubationszeit betrdgt
3-6 Tage. Reinfektionen mit dem gleichen Serotyp
sind nicht selten, wobei deren Auftreten von der Hohe
bereits bestehender sekretorischer IgA-Titer abhéngt.

Pravention / Impfstoffe

Versuche mit inaktivierten Parainfluenzavakzinen ge-
gen die Serotypen 1, 2 und 3 waren nicht erfolgreich,
da sie trotz Induktion neutralisierender Serumanti-
korper keinen Immunschutz vermittelten. Dies ist ver-
mutlich auf das Ausbleiben sekretorischer IgA-Anti-
kérper zurtickzufiihren.

Ausbruchsmanagement
Expositionsprophylaxe.

Meldepflicht
Es besteht keine Meldepflicht.

Weiterfliihrende Informationen

Referenzzentren / Expertenlaboratorien

= Konsiliarlaboratorien fiir respiratorische Infektionen (vi-
ral), Dr. Dr. R. Heckler, Niedersichsisches Landesgesund-
heitsamt Hannover, Roesebeckstr. 4-6, D-30449 Hanno-
ver, Tel.: 0511/4505-201, Fax: 0511/4505-240, E-Mail: rolf.
Heckler@nlga.niedersachsen.de

Web-Adressen

= Deutsche Vereinigung zur Bekdmpfung der Viruskrank-
heiten e.V. (http://www.dvv-ev.de)

= Gesellschaft fiir Virologie e.V. (http://www.g-f-v.org).

Schlusselliteratur

1. Karron R, Collins P (2006) Parainfluenza viruses. Fields
Virology, 5th edn. Lippincott-Raven, New York, pp 1497-
1526

2. Tidona, CA, Darai G (eds) (2001) The Springer Index of
Viruses. Springer Berlin, Heidelberg, New York
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Parvoviren

RoLAaND KEHM, EDDA TOBIASCH
Erreger

Synonym(e)
Parvovirus B19, Erythrovirus B19, B19-Virus (B19V).

Erregerspezies
BI9V

Taxonomie

Das Genus Erythrovirus ist in der Familie Parvoviri-
dae der Subfamilie der Parvovirinae zugeordnet. Bis-
her wurden vier neue Typen beschrieben die sich in
ihrer Sequenz zwischen 6 und 12 % von B19 unter-
scheiden. Parvovirus B19 entspricht dabei Genotyp 1,
A6 und K71 werden als Genotyp 2 und Erythrovirus
V9 als Prototyp des Genotyps 3 klassifiziert.

Historie

In der Familie der Parvoviridae findet man die kleins-
ten bekannten Viren: Diese wurden beim Menschen
erstmals 1967 von Blacklow und Kollegen in Rachen-
und Analabstrichen nachgewiesen. Es handelte sich
bei diesen Viren um helferabhidngige Parvoviren (Ge-
nus Dependoviren, AAV). Dependoviren gelten in der
Regel als apathogen, aber ein Zusammenhang von
AAV-2 mit frihen Spontanaborten wird diskutiert.
Das Parvovirus B19 wurde 1975 von Yvonne Cossart
in Seren asymptomatischer Blutspender gefunden.
Das Kiirzel B19 leitet sich vom Blutbankcode eines
Blutspenders ab. Die transiente aplastische Krise war
die erste Erkrankung, die B19 als verursachendes
Agens zugeordnet wurde. Weitere klinische Sympto-
me werden nachfolgend beschrieben.

Morphologie
Das Virion besteht aus einem ikosaedrischen Kapsid
(22 nm) und beherbergt das virale Genom. Die 60
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Kapsidproteine bestehen zu 95 % aus dem ,,major®
(58 kDa; VP2) und zu 5 % aus dem ,,minor* Struktur-
protein (83 kDa; VP1).

Genom

Parvoviren haben ein lineares, einzelstrangiges DNA-
Molekill von etwa 5 Kilobasen Lange mit terminalen
Palindromen am 5'- und 3'-Ende des Genoms. Bei B19
(5,6 kb, Accession-Nr. NC_000883) werden sowohl
der positive als auch der negative Strang verpackt und
repliziert. Die terminalen Palindrome von B19 sind
365 Nukleotide lang und in ihrer Sequenz identisch.
Bei B19 werden alle 9 RNAs vom linksstdndigen Re-
plikationsursprung transkribiert. Das Nichtstruktur-
protein (NS-1, Accession-Nr. AAK00800) fungiert als
Helikase, ATPase und Endonuklease bei der DNA-
Transkription, -Replikation und -Verpackung. Es wird
von einem nicht gespleifiten RNA-Transkript der lin-
ken Seite des Genoms kodiert. Alle anderen RNA-
Transkripte werden gespleifit. Die Transkripte der
Strukturproteine (VP1 und VP2) kodieren auf der
rechten Seite des Genoms und entstehen aus iiberlap-
penden RNAs desselben Leserahmens. Die unter-
schiedlichen Konzentrationen der Kapsidproteine
VP1 (5 %, ,minor* Kapsidprotein, 781 aa, 84 kDa, Ac-
cession-Nr. AAG16690) und VP2 (95 %, ,major* Kap-
sidprotein, 554 aa, 58 kDa, Accession-Nr. NP_050021)
werden durch multiple 5'-stindige AUG-Kodons re-
guliert. Zwei weitere kleine Polypeptide (11 kDa und
7,5 kDa) wurden identifiziert.

Vermehrung

Das B19-Virus konnte bisher nur in erythroiden Vor-
lduferzellen, kultivierten Knochenmarkzellen und ei-
nigen Leukdmiezellen und -zelllinien kultiviert wer-
den. Die Anwesenheit des erythroidspezifischen Hor-
mons Erythropoietin ist dabei essentiell. Der virale
Tropismus beruht auf der Expression des zelluliren
Rezeptors ,,Oberflichen-P-Antigen“  (,,globoside®),
der nur in Erythrozyten, erythroiden Vorl4uferzellen,
Megakaryozyten, Endothelzellen der Plazenta, der fo-
talen Leber und dem Herzen exprimiert wird. Als Ko-
rezeptoren sind P-Integrine beschrieben worden. In
der Zellkultur fithren hypoxische Bedingungen zur
Hochregulierung der B19-Expression, Replikation
und der Produktion von infektiosen Virionen. In nicht
permissiven Zellen kommt es zu einem intrazelluldren
Block der Transkription

Pathogenitéat / Virulenz / Antigenvariabilitat

Die Pathogenitdt des Parvovirus B19 ist genetisch de-
terminiert. Die Expression des Nichtstrukturproteins
(NS-1), verursacht den Tod der Wirtszelle. NS-1 indu-
ziert Apoptose, sowohl als Transaktivator von Promo-
toren und mittels Transkriptionsfaktoren tber die
Synthese von TNEF-qa, als auch iiber Interleukin-6
durch Stimulation von Entziindungen. Auch Zellen,
die lediglich das Nichtstrukturprotein exprimieren,

werden beeinflusst. Dies erklért z. B. die Inhibition der
Megakaryozytopoese bei Patienten mit B19-Infektio-
nen. Das Strukturprotein VP1 reguliert Entziindungs-
mediatoren hoch. Die Ablagerung von Immunkom-
plexen ist Teil verschiedener B19-induzierter Erkran-
kungen. Die Virulenz von B19 ist hoch und fiihrt vor
allem in Kindergérten und Schulen zu epidemischen
Ausbriichen von Erythema infectiosum (E.L), bei de-
nen bis zu 60 % der Kinder infiziert werden. Die Anti-
genvariabilitdt ist gering. Die genetische Variabilitit
liegt unter 1 %, bezogen auf das gesamte Genom.

Erkrankungen
1. Erythema infectiosum (E.l.)

Synonym(e)

Ringelroteln, fiinfte Krankheit (,.fifth disease), Exan-
thema variegatum, Megalerythema epidemicum s. in-
fectiosum.

Inkubationszeit

4-21 Tage. Die Virdmie ist 7 Tage nach Infektion fiir
4-5 Tage nachweisbar. Symptome werden in der Regel
erst 16-18 Tage nach Infektion beobachtet. Zu diesem
Zeitpunkt ist das Virus bereits seit 1-5 Tagen im Se-
rum nicht mehr nachweisbar.

Leitsymptome
Makulo-papuldses Exanthem der Wangen (,,slapped
cheeks®).

Symptome

Es handelt sich um eine milde, akute, exanthematische
Erkrankung, die mit Fieber, Malaise, Ubelkeit, Kopf-
schmerzen und Myalgien einhergeht. Nach 5-7 Tagen
erscheint ein hellroter Ausschlag, der zunichst auf den
Wangen sichtbar ist und aufgrund der Aussparung der
Nasen-Mund-Region einem Schmetterling gleicht
(»slapped cheeks®). Die Schleimhidute bleiben dabei
frei. Das meist juckende Exanthem kann sich netz-
girlandenf6érmig auf den Koérper und vor allem auf die
Streckseiten der Extremititen bis zu den Handinnen-
flichen und Fufsohlen ausdehnen und mehrere Wo-
chen lang nach Stress, Sonnenexposition oder plotzli-
chen Temperaturschwankungen wieder auftreten. E.I.
betrifft als typische Kinderkrankheit am haufigsten
Kinder im Alter zwischen 4 und 14 Jahren.

Bei Infektion erwachsener Frauen kommt es hiufig,
gleichzeitig mit dem Erscheinen des Exanthems, zu
akuten Arthropathien (» Erkrankung 2).

Pathophysiologie

Die Prodromalphase geht mit grippedhnlichen Be-
schwerden einher. In einer zweiten Phase, parallel zum
Erscheinen der Antikorper, manifestiert sich das ma-
kulo-papulése Exanthem. Eine generalisierte Lymph-
adenitis besteht in der Regel nicht. Zwischen dem 10.
und 17. Tag nach Infektion sinkt die Retikulozyten-
zahl im peripheren Blut drastisch ab. Die Zahl der
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Thrombozyten und Neutrophilen kann ebenfalls vor-
tibergehend abfallen. Die Erkrankung ist selbstlimitie-
rend. Nach Abschluss der Virusvermehrung wird eine
gesteigerte Erythropoese beobachtet. Als Komplikati-
on kann es in seltenen Fillen zu Nekrosen im Kno-
chenmark kommen.

Immunantwort

In der Regel erwerben Patienten eine lebenslange Im-
munitit. Die Infektion wird durch das Auftreten neut-
ralisierender Antikorper terminiert. Fehlen neutrali-
sierende Antikorper, wie z. B. bei Immundefizienten
oder nach Infektion des Foten, persistiert die Infektion
und resultiert in Erkrankungen wie chronische Ana-
mie oder Arthritis.

IgM-Antikérper sind 4-7 Tage nach Auftreten der
Symptome bzw. 20-21 Tage nach Infektion in 90 % der
Patienten nachweisbar. Die hochste Konzentration an
IgM-Antikérpern wird in der Regel nach 30 Tagen er-
reicht und kann bis zu vier Monate andauern. IgG-
Antikorper treten 7-10 Tage nach Erscheinen der
Symptome auf. Die hochste Konzentration wird nach
einem Monat erreicht. Persistierende IgG-Antikorper
erkldren die lebenslange Immunitat.

Differenzialdiagnose
E.I wird leicht mit Rételn verwechselt. An andere vi-
rale Infektionen wie Masern und Roseola infantum,
aber auch an Krankheitsbilder mit dhnlicher Sympto-
matik wie Wundrose (,erysipelas“) und Scharlach
sollte gedacht werden.

2. Arthropathie

Synonym(e)
Arthritis und Arthralgie.

Inkubationszeit

» Erythema infectiosum (Erkrankung 1). Die Arthro-
pathien treten in der Regel nach der Entwicklung der
B19-spezifischen Antikorper auf. Das Virus ist im Se-
rum zu diesem Zeitpunkt nicht mehr nachweisbar.

Leitsymptome
Gelenkschmerzen.

Symptome

Akute, mild verlaufende Arthralgien werden sowohl
bei Erythema infectiosum als auch bei stumm verlau-
fenden B19-Infektionen (ca. 30 % der Fille) beobach-
tet. Es handelt sich in der Regel um eine symmetrische,
periphere Polyarthropathie, die vor allem die kleinen
Gelenke betrifft. Die Symptomatik besteht in Schwel-
lungen und Schmerzen und klingt innerhalb von drei
Wochen ohne bleibende Schiden ab.

Bei 20 % der Frauen persistieren die Symptome mehr
als 2 Monate und kénnen intermittierend bis zu meh-
reren Jahren fortbestehen.

Die juvenile chronische Polyarthritis beeintrachtigt

primdr die grofleren Gelenke, wie Kndchel und Knie
und tritt asymmetrisch auf.

Pathophysiologie

Ein Zusammenhang zwischen Antikorpern gegen
NS-1 und schweren Verlaufsformen der Arthritis wur-
de beschrieben. Die rheumatoide Arthritis nach B19-
Infektion findet man vorwiegend bei Patienten, die
den HLA-Typ DR4 besitzen. In diesen Fillen kann das
Kapsidprotein VP1 in den synovialen Lésionen nach-
gewiesen werden. Die Inzidenz bei Erwachsenen liegt
bei 80 % (Kinder 8 %) und ist bei Frauen (60-65 %)
hoher als bei Mannern (30 %). Es gibt zudem Hinwei-
se, dass die Persistenz von B19-DNA im Knochen-
mark, peripherem Blut und synovialem Gewebe mit
chronischen Arthropathien in Zusammenhang steht.
Im Gegensatz zur rheumatoiden Artritis findet man
bei der B19-induzierten Arthritis post infectionem
keine permanente Schadigung von Knochen und Ge-
lenken.

Immunantwort

» Erythema infectiosum (Erkrankung 1). Das Fehlen
neutralisierender Antikorper, sowie Ablagerungen von
Immunkomplexen bestimmen das Krankheitsbild.

Differenzialdiagnose

Die wichtigste Differenzialdiagnose der durch BI19
verursachten Polyarthritis ist die seronegative Lyme-
Arthritis.

3. Verschiedene Purpura-Erkrankungen

Synonym(e)
Einblutungsneigung in die Haut.

Inkubationszeit
» Erythema infectiosum (Erkrankung 1)

Leitsymptome
Vaskulitis.

Symptome

Die Symptomatik imponiert durch nicht nekrotisie-
rende petechiale Purpura an den Extremititen und
am Stamm. Idiopatische, thrombozytopenische Pur-
pura (Morbus Werlhof) und Purpura Schénlein-He-
noch, systemischer Lupus erythematosus, leukozyto-
klastische Vaskulitis und Kawasaki Syndrom wurden
bei gleichzeitigem Nachweis von B19 beschrieben.
Der kausale Zusammenhang zwischen B19-Infektion
und dem Auftreten der einzelnen Erkrankungen ist
unklar.

Pathophysiologie

Es wird ein Tropismus des Virus fiir vaskuldre Endo-
thelien vermutet, da B19-spezifische RNA im Endo-
thel kutaner Kapillaren gefunden wurde. Die B19-
DNA ist im peripheren Blut und in den betroffenen
Geweben nachweisbar.
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Immunantwort
» Erythema infectiosum (Erkrankung 1)

Differenzialdiagnose

Infektion mit anderen viralen Erregern wie CMV,
VZV, persistierendes EBV, Hepatitis-A-Virus, HTLV1,
Hantaan-Virus, HBV,HCV oder bakteriellen Erregern,
insbesondere Streptokokken bei Purpura Schonlein-
Henoch (Purpura anaphylactoides).

4. Erythroblastophenie

Synonym(e)
»Pure red cell aplasia“, PRCA, Erythroblastophthise,
normochrome aplastische Andmie.

Inkubationszeit
» Erythema infectiosum (Erkrankung 1)

Leitsymptome
Schwere Andmie, Riesen-Proerythroblasten im Kno-
chenmark, Retikulozytopenie.

Symptome

Gesunde Erwachsene kénnen eine milde Form der
Animie entwickeln; Immundefiziente oder Patienten
mit hdmatologischen Grunderkrankungen entwickeln
eine schwere Form, die zur aplastischen Krise (TAC
» Erkrankung 9) fithren kann. Dies kann mit Kno-
chenmarkproblemen, seltener mit Herzversagen und
Tod des Patienten einhergehen.

Pathophysiologie

Pathologisch handelt es sich um eine persistierende
B19-Infektion. Es fehlen neutralisierende Antikorper
und die durch den Immunkomplex verursachten
Symptome der E.I. sowie Fieber und Polyarthritis.
Nach Gabe von Ig tritt oft die typische Symptomatik
von E.I auf. Bei normaler Granulo- und Megaka-
ryopoese, fehlen ausreifende himoglobinenthaltende
Vorstufen der Erythropoese im Knochenmark. Die
»pure red cell aplasia“ wurde in vier Patientenpopula-
tionen dokumentiert: bei Personen mit dem Nezelof-
Syndrom, bei Kindern mit lymphatischer Leukdmie,
anderen Krebserkrankungen, bzw. nach oder wahrend
einer Chemotherapie, sowie bei Patienten mit AIDS
und nach Organtransplantation.

Immunantwort
» Erythema infectiosum (Erkrankung 1)

Differenzialdiagnose

Storung der Erythropoese durch immunologische
Mechanismen (Thymom, lymphoproliferative Erkran-
kungen, Kollagenosen) und verschiedene Medika-
mente, myelodysplastisches Syndrom.

5. Hydrops fetalis

Synonym(e)
Hydrops congenitus (universalis), Morbus haemolyti-
cus fetalis, Hydrops universalis (fetalis), Wassersucht.

Inkubationszeit

» Erythema infectiosum (Erkrankung 1). Totgeburten
treten 1-11 Wochen nach der miitterlichen Infektion
auf. Nach acht Wochen nach der Infektion ist jedoch
die Entwicklung eines Hydrops unwahrscheinlich.

Leitsymptome
Vermehrte Wasseransammlung und Herzprobleme
beim Kind.

Symptome

Bei ca. 30 % der symptomatischen sowie der asympto-
matischen B19-Infektionen wihrend der Schwanger-
schaft kommt es zur transplazentaren Infektion des
Foten. Das Virus infiziert die fotale Leber und somit
das wichtigste Organ der Erythrozytenproduktion in
der frithen Entwicklung. Dies kann, durch die kiirzere
Lebensdauer der fotalen Erythrozyten, zu schweren
Anidmien bis hin zur aplastischen Krise (TAC
» Erkrankung 9), zur Myokarditis (» Erkrankung 6)
und zur chronischen fétalen Hepatitis fithren. Die Fol-
gen sind ein Hydrops fetalis, der in 5-9 % der Fille
zum intrauterinen Fruchttod fithrt. Das Risiko des
spontanen Abortes ist am hochsten im zweiten Trime-
non bis zur 20. Woche. In seltenen Fillen kommt es
nach In-utero-Infektionen zu abnormen Veridnderun-
gen im ZNS mit Entwicklungsstérungen und chroni-
schen Andmien.

Pathophysiologie

Histologische Untersuchungen zeigen Leukoerythro-
blastose, typische zytopathische Verinderungen der
Erythroblasten in der Leber, Myokarditis, Myositis der
Skelettmuskulatur und Hepatitis. Eine parvovirale In-
fektion des Foten kann nach der Geburt persistieren.
Hydrops ist im Ultraschall diagnostizierbar. Ein er-
hohter Gehalt an a-Fetoprotein im Blut der Mutter ist
als physiologischer Hinweis zu sehen, fiir eine Infekti-
on des Foten mit anschliefSendem Hydrops fetalis vor
dem sonografischen Befund (Abklirung auf Kopf-
haut- und Haut6deme, Pleuraergiisse, generalisierter
Aszites, Polyhydramnion und eine erheblich vergro-
Berte Plazenta. Die Behandlung des Féten durch intra-
uterine Bluttransfusion ist moglich. B19 ist nicht tera-
togen.

Immunantwort
» Erythema infectiosum (Erkrankung 1)

Differenzialdiagnose

Immunologischer und nicht immunologischer Hy-
drops fetalis, andere Grunderkrankungen wie Herz-
fehler, Stoffwechselerkrankungen, Fehlbildungen der
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Lunge oder des Urogenitaltraktes, Chromosomenab-
errationen.

6. Myokarditis

Synonym(e)
Entziindliche Erkrankung des Herzmuskels.

Inkubationszeit
» Erythema infectiosum (Erkrankung 1)

Leitsymptome
Herzinsuffizienz, Leistungsabfall.

Symptome

Die mit einer B19-Infektion assoziierte Myokarditis
ist selten (0,8 %), aber von klinischer Relevanz. Die
Myokarditis wird gelegentlich nach Transplantationen
beobachtet (3 %), als Begleitsymptom beim Krank-
heitsbild des Hydrops fetalis (» Erkrankung 5) und in
chronischer Form in Kleinkindalter. Die B19-indu-
zierte Myokarditis tritt héufig in Kombination mit ei-
ner Perikarditis auf.

Pathophysiologie

Histopathologisch findet man eine makrophagenrei-
che chronische Myokarditis ohne T-Zell-Reaktivitat.
Ruhe-EKG und Lungenfunktion sind meist unauffal-
lig. Immunsupression post Transplantation kann ei-
nen chronischen Verlauf der B19-Infektion bewirken
und zur Abstoflung von Herztransplantaten fithren.
Der Zusammenhang von persistierender B19-Infekti-
on und Abstoflung ist spezifisch fiir Herztransplanta-
te; vermutlich durch die Expression des zelluldren
B19-Rezeptors ,,Oberflichen-P-Antigen“ in Myozy-
ten.

Immunantwort
» Erythema infectiosum (Erkrankung 1)

Differenzialdiagnose

Infektion mit anderen viralen (Coxsackie-Virus, Po-
liovirus, Echoviren) oder bakteriellen Erregern wie
Borrelien, Streptokokken (autoimmune Reaktion),
Differenzierung zur toxischen Myokarditis (Coryne-
bacterium diphtheriae) und allergische Myokarditis
(Medikamente).

7. Handschuh-Socken-Syndrom

Synonym(e)
Handschuh-Socken-Erythem, ,papular
gloves and socks syndrome®, PPGSS.

purpuric

Inkubationszeit
8-10 Tage.

Leitsymptome
Erythematdses Exanthem der Hinde und Fiifle mit
klarer Abgrenzung an Handgelenken und Knocheln.

Symptome

Kennzeichnend ist ein symmetrisches Erythem der
Hinde und Fiifle, das sich zu nicht akralen Stellen wie
Gesicht, Rumpf, Extremititen und Geséf hin ausbrei-
ten kann. Odeme und Schmerzen mit Einblutungen
unter der Haut (» Erkrankung 3) sind mit den betrof-
fenen Arealen assoziiert. Man findet Lasionen der
Mukosa von Lippen, Backen, Zunge und des Gaumens.
Dem Hautausschlag folgen nach 2-4 Tagen Myalgie,
Arthralgie, Lymphoadenopathie, Anorexia, Fatigue
und Fieber.

Das Handschuh-Socken-Syndrom tritt vor allem bei
jungen Erwachsenen bevorzugt im Frithjahr und
Sommer auf.

Pathophysiologie

Biopsien zeigen ein lymphatisches, perivaskuléres In-
filtrat in der papilliren Dermis. Eine Vaskulitis ist
nicht beschrieben. Leukopenie und Thrombozytopen-
ie, ein Abfall des Himatokrits sowie eine Erythroblas-
tophenie kommen vor. Man findet transient erh6hte
Leberwerte. Im Gegensatz zur E.I entwickelt sich der
Hautausschlag wihrend der Virdmie und vor der Ent-
wicklung von Antikérpern und ist somit in diesem
Stadium nur durch PCR nachweisbar. Die Patienten
sind entsprechend wihrend der klinischen Manifesta-
tion des Exanthems, ganz im Gegensatz zu E.IL, infek-
tids.

Immunantwort
» Erythema infectiosum (Erkrankung 1)

Differenzialdiagnose

Andere virale Erreger wie Masern-Virus, EBV, CMV,
HHV6, Coxsackie B6 und HBV oder eine Infektion
mit Rickettsien sowie eine Medikamenten-Induktion
(Trimehoprim-Sulfamethoxazol) sollten ausgeschlos-
sen werden.

8. Aseptische Enzephalitis und Meningitis

Synonym(e)
Entziindung des Gehirns und der Hirnhaute.

Inkubationszeit
» Erythema infectiosum (Erkrankung 1)

Leitsymptome
Kopfschmerzen, Verwirrtheit, Fieber.

Symptome
Nicht eitrige entziindliche Prozesse im Zentralnerven-
system. Die B19-induzierte Meningitis ist sehr selten.

Pathophysiologie

B19-DNA kann im Blut und im Liquor akut und bis
zu neun Monate nach Infektion nachgewiesen werden.
Es handelt sich um eine akute lymphozytire, serése
Meningitis.
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Immunantwort
» Erythema infectiosum (Erkrankung 1)

Differenzialdiagnose
Infektionen mit anderen viralen (HSV, FMSE-Virus,
HAV, HBV, HCV, HIV) oder bakteriellen Erregern.

9.Transiente aplastische Krise

Synonym(e)
TAC.

Inkubationszeit
4-14 Tage.

Leitsymptome
Abfall der Retikulozytenzahl im peripheren Blut.

Symptome

Bei immundefizienten Patienten und Patienten mit
angeborenen oder erworbenen himolytischen Ana-
mien wie Sichelzellandmie, Thalassdmie, Spharozyto-
se, Pyruvatkinase-Mangel oder autoimmunen hamo-
lytischen Andmien fithren akute B19-Infektionen zur
klinischen Symptomatik der transienten aplastischen
Krise. Typische Symptome sind Lethargie, Miidigkeit
und Blésse. Ein Exanthem wird selten beobachtet.

Pathophysiologie

Zwischen dem 10.und 17. Tag nach Infektion sinkt die
Retikulozytenzahl im peripheren Blut drastisch ab.
Die Zahl der Thrombozyten und Neutrophilen kann
ebenfalls voriibergehend abfallen. Der durch die Vi-
rusvermehrung bedingte, voriibergehende Abbruch
der Erythrozyten-Reifung (Dauer 5-10 Tage) fiihrt in
immundefizienten Patienten sehr rasch zu einem
drastischen Abfall des Hamatokrits und zu einer le-
bensbedrohenden akuten Andmie. Die transiente
aplastische Krise ist, neben der akuten erythroiden
Hypoplasie und der stark reduzierten Retikulozyten-
zahl, mit variablen Graden von Neutropenie und vor
allem Thrombozytopenie assoziiert und durch die Bil-
dung von spezifischen Antikorpern selbstlimitiert.
Nach Abschluss der Virusvermehrung wird eine ge-
steigerte Erythropoese beobachtet. Als Komplikation
kann es in seltenen Fillen zu Nekrosen im Knochen-
mark kommen.

Immunantwort

» Erythema infectiosum (Erkrankung 1). Wihrend
der aplastischen Krise sind die Patienten nicht mehr
infektios.

Differenzialdiagnose
Bei einer aplastischen Krise unbekannter Atiologie
konnte auch V9 verursachendes Agens sein.

Diagnostik

Untersuchungsmaterial

Als Untersuchungsmaterial dient Serum fiir den Anti-
kérpernachweis (IgG/IgM) bei E.I. und Infektion in
der Schwangerschaft. Bei Primdrinfektion in der
Schwangerschaft, zum Virusgenom-Nachweis bei Ab-
orten und bei chronischen Infektionen von immunde-
fizienten Patienten wird fiir die quantitative PCR Na-
belschnurblut, Fruchtwasser, Biopsiematerial, respira-
torisches Sekret, Serum, Urin, Plasma und Liquor her-
angezogen. Gelenkpunktat ist bei Arthropathien als
Untersuchungsmaterial sinnvoll.

Diagnostische Verfahren

Direkter Virusnachweis: Polymerasekettenreaktion
(PCR) ist hier die Methode der Wahl. Elektronenmik-
roskopie, Virusisolierung tiber Zellkulturen.
Indirekter Virusnachweis: Nachweis von virusspezifi-
schen Antikérpern der Klasse IgM, IgG durch RIA,
(mu capture) ELISA, Western-Blot, IFA und EIA (die
beiden Letzteren basieren auf der Expression der Kap-
sidproteine VP1 und VP2 durch ein Baculovirus Ex-
pressions System) aus dem Serum.

Chemische Laboruntersuchungen: Es sind keine spe-
zifischen Testverfahren bekannt.

Befund / Interpretation

Bei Patienten mit hamolytischen Andmien ist die sero-
logisch gestellte Diagnose meist ausreichend. Bei
Schwangeren, nach Kontakt mit B19-Infizierten, emp-
fiehlt sich auch in der klinisch uncharakteristischen
Akutphase oder bei asymptomatischem Verlauf der
Nachweis mittels PCR, da diese bereits vor dem Auf-
treten von IgM-Antikorpern einsetzbar ist. Bei im-
mundefizienten Patienten sollte eine quantitative PCR
durchgefiihrt werden. Der Anti-IgM RIA und EIA ist
tiblich. B19 kann beim Handschuh-Socken-Syndrom
in Hautbiopsien und dem peripheren Blut mittels PCR
nachgewiesen werden.

Therapie

Therapeutische MaBnahmen

Die Behandlung von Parvovirus B19 erfolgt sympto-
matisch, Patienten mit transienter aplastischer Krise
werden mit Bluttransfusion, immundefiziente Patien-
ten mit intravendsen Infusionen von Immunglobuli-
nen behandelt. Arthropathien sind mit nicht steroiden,
entziindungshemmenden Medikamenten behandelbar.
Intraurterine Bluttransfusionen wurden bei schweren
Fallen von Hydrops fetalis durchgefiihrt. Eine spezifi-
sche antivirale Therapie ist nicht gegeben.

Resistenz

Parvoviren sind sehr resistent gegeniiber organischen
Losungsmitteln (z. B. Ather, Alkohol), Detergenzien
und Hitzeinaktivierung. Das Virion ist stabil bei ei-
nem pH-Wert zwischen 3 und 9. Es kann durch For-
malin oder oxidierende Agenzien inaktiviert werden.
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Epidemiologie

Verbreitung

Infektionen mit B19 sind generell ubiquitir, nicht ge-
schlechtsspezifisch und treten weltweit und zu jeder
Jahreszeit auf, trotzdem lassen sich Haufungen erken-
nen. Die Infektion erfolgt iberwiegend im Kindesalter
und bei Jugendlichen. Epidemische Ausbriiche findet
man bevorzugt im Frithjahr in Kindergérten und Hei-
men. Das Muster der Epidemien folgt einem 3-bis
4-jahrigen Rhythmus mit je zwei Jahren hoher, gefolgt
von zwei Jahren mit niederer Inzidenz. Im Erwachse-
nenalter sind 50-70 % der Bevolkerung seropositiv;
mit zunehmendem Alter steigt die Rate auf tiber 90 %.
Die Seroprivalenz B19-spezifischer Antikorper ist mit
Ausnahme einiger brasilianischer und afrikanischer
Staimme weltweit. Die jahrliche Serokonversionsrate
liegt bei 1,5 % fiir Frauen im gebérfahigen Alter, kann
aber auf 13 % wiahrend Epidemien ansteigen.

Wirtsbereich / Reservoir

Das Wirtsspektrum des Virus B19 beschrankt sich un-
ter natiirlichen Bedingungen auf den Menschen. Fiir
andere Parvoviren sind spontane Wirtswechsel durch
Mutationen beschrieben.

Risikogruppen

Es ist keine Pravalenz fiir bestimmte ethnische Grup-
pen der Bevolkerung bekannt. Immundefiziente Per-
sonen und Patienten mit hamolytischen Andmien sind
exponiert [Paplastische Krise (Erkrankung 9), »,,pure
red cell aplasia“ (Erkrankung 4), » Myokarditis (Er-
krankung 6)]. Bei akutem Organversagen sollte die
Beteiligung einer potenziellen B19-Infektion abgeklart
werden. Bei akuten, auch asymptomatisch verlaufen-
den Infektionen von Schwangeren, vor (erstes und
zweites Trimenon), ist der Fotus gefdhrdet (» Hydrops
fetalis).

Transmission / Vektoren

Ausscheidung und Aufnahme des Virus erfolgt vor al-
lem tiber den Respirationstrakt (Tropfcheninfektion).
Die Ubertragung des Virus durch Blut, Blutprodukte,
mittels Transplantation oder intrauterin auf den Em-
bryo kommt vor. Nosokomiale Transmissionen sind
moglich, aber selten. Personen, denen das Oberflichen
P Antigen der erythroiden Vorlduferzellen fehlt (Phé-
notypen P1k und p), werden nicht infiziert.

Pravention / Impfstoffe

Bislang existiert kein Impfstoff gegen B19. Lediglich
einem Impfstoff wurde der Vakzinestatus fiir Patien-
ten mit Sichelzellandmie zuerkannt. Schwangere soll-
ten B19-infizierte Personen meiden.

Ausbruchsmanagement

Héndewaschen ist zurzeit neben Kontaktvermeidung
die einzige sinnvolle Mafinahme. Das Auftreten loka-
ler Epidemien kann dadurch nicht verhindert werden.

Die Isolation von Kindern nach dem Auftreten des
Exanthems macht wenig Sinn, da sie meist zu diesem
Zeitpunkt nicht mehr infektios sind und die Erkran-
kung in der Regel mild und selbstlimitierend verlduft.
Derartige Freistellungen von sozialen Einrichtungen
verhindern nicht das Auftreten der typischen lokalen
Epidemien

Meldepflicht

Nach dem Infektionsschutzgesetz vom Juli 2000 sind
B19-Infektionen nicht meldepflichtig. Die namentli-
che Meldung wird erforderlich, falls die 6rtliche und
zeitliche Haufung auf eine schwerwiegende Gefahr fiir
die Allgemeinheit hinweist. Die Meldung nach Satz 1
hat gemaf3 § 8 Abs. 1 Nr. 2,3 und Abs. 4,§ 9 Abs. 2,3
Satz 1 oder 3 zu erfolgen.

Bocavirus (BoV)

Historie

Das Bocavirus wurde zum ersten Mal im Jahr 2005 in
Nasopharynxaspiraten von Kindern mit Atemwegsin-
fekten beschrieben. Kiirzlich wurde das Bocavirus
auch in Blut und Stuhl von Patienten nachgewiesen.
Die Assoziation von Infektionen mit Bocavirus und
einem klinischen Bild sind noch nicht ganz geklart,
jedoch scheint eine Korrelation mit akuten Atem-
wegsinfekten bei Kindern zu bestehen. Da Bocavirus
tiber lange Zeitrdume in den Atemwegen persistiert,
kann es dort hdufig mit einer niedrigen Viruslast
nachgewiesen werden. Bis heute steht nur die PCR
oder die kommerziell erhiltliche Real-time-PCR als
Methode zum diagnostischen Nachweis der Infektion
zur Verfiigung. Die Entwicklung von weiteren Nach-
weismethoden ist fiir die Assoziation mit einem klini-
schen Krankheitsbild wichtige Voraussetzung.

Genom

Bisher ist nur die DNA-Sequenz von Bocavirus be-
kannt. Aufgrund seiner Genomorganisation und Se-
quenzhomologie wurde es zur Familie Parvoviren,
Unterfamilie Parvovirinae, Genus Bocavirus klassifi-
ziert und ist somit ein enger Verwandter von B19.
Zum Genus Bocavirus zihlen die bei Tieren vorkom-
menden Canine Minute Virus und Bovine Parvovi-
rusl, die bei jungen Tieren Atemwege den Gastroin-
testinaltrakt infizieren. Alle Parvoviren infizieren pro-
liferierende Zellen, verursachen systemische Infektio-
nen und konnen lebenslang persistieren.

Diagnostik

BoV wurde in Atemwegssekreten mit einer Viruslast
bis zu 1010 Kopien/ml nachgewiesen. Allerdings kom-
men Bocaviren in den meisten Proben mit einer nied-
rigen Viruslast vor. Eine hohe Viruslast ist oft mit res-
piratorischen Symptomen assoziiert. Bei symptomati-
schen Kindern kann dieses Virus dann auch im Blut
nachgewiesen werden. Die Detektion im Blut korre-
liert besser mit der klinischen Symptomatik, als der
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alleinige Virusnachweis im Respirationstrakt. BoV ist
bisher in vitro auf Zellkultur nicht anziichtbar. Ein
Tiermodell existiert nicht. Weiterhin fehlt bisher die
Beschreibung von nachweisbaren Virusantigenen.

Epidemiologie

HBoV wurde weltweit nachgewiesen. Alle Pravalenz-
studien wurden mit Sekreten der Atemwege bei Kin-
dern durchgefiihrt. In diesen Studien werden Préva-
lenzen zwischen 1,5 % und 19 % berichtet. Eine klare
Zuordnung zu einem bestimmten jahreszeitlichen
Hohepunkt wurde bisher nicht beschrieben. HBoV
wird iiblicherweise bei Kindern unter zwei Jahren de-
tektiert. Kinder unter 6 Monaten besitzen vermutlich
einen Schutz durch maternale Antikérper. Diese ho-
hen Privalenzen weisen auf ein endemisches Vorkom-
men mit hoher Kontagiositit hin. Sehr wahrscheinlich
erfolgt bei allen Menschen eine Infektion im frithen
Kindesalter.

Pathogenitat

Bocaviren treten meist mit anderen Atemwegserre-
gern auf. Daher ist eine direkte Ableitung zur Pathoge-
nitdt nicht moglich. Bei asymptomatischen Patienten
ist der Nachweis von Bocaviren bisher selten gelun-
gen. Bocavirus wurde zuerst in Aspiraten des Naso-
pharynx nachgewiesen und dadurch eine kausale Ver-
kniipfung mit Atemwegsinfektionen postuliert. Einer
akuten Infektion mit Bocaviren folgt hdufig eine asym-
ptomatische Phase mit Virusausscheidung. Neuere
Studien konnten BoV auch in Stuhl und Blut nachwei-
sen. Die meisten Studien beschreiben allerdings nur
die Privalenz dieser Viren. Der kausale Zusammen-
hang mit einem klinischen Korrelat ist klinisch noch
nicht abgeklért. Eine hohe Viruslast im Sekret und ein
Nachweis einer Virdmie sprechen fiir eine Primérin-
fektion. Animale Bocaviren konnen bei jungen Tieren
eine Gastroenteritis hervorrufen. Humane Bocaviren
kénnen auch in Stuhlproben bei Patienten diagnosti-
ziert werden. Auch hier ist ein kausaler Zusammen-
hang unklar

Weiterfiihrende Informationen

Referenzzentren / Expertenlaboratorien

= Konsiliarlaboratorium fiir Parvoviren: Institut fir Medi-
zinische Mikrobiologie und Hygiene, Universitit Regens-
burg

Web-Adressen

= Parvovirus B 19; Centers for disease control and preven-
tion: www.cdc.gov/ncidod/dvrd/revb/.../parvo_b19.htm

= Parvovirus B19 Infection (2006) by Dennis Cunningham:
http://www.emedicine.com/ped/topic192.htm
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Pasteurella multocida

TaN1A WELZEL
Erreger

Erregerspezies
Pasteurella multocida

Taxonomie

Familie: Pasteurellaceae

Gattungen (Genus): Pasteurella

Spezies: Die wichtigste Spezies mit humanmedizini-
scher Bedeutung ist Pasteurella multocida. Diese kann
in die Subspezies P. multocida subsp. multocida, P. mul-
tocida subsp. septica und Pmultocida subsp. gallicida
unterteilt werden. Weitere Spezies mit humanmedizi-
nischer Bedeutung sind z. B. P. dagmatis, P. stomatis,
P. canis, Pasteurella Species B und P. volantium.

Historie

Perroncito (1878) isolierte und beschrieb das Bakteri-
um als Erreger der Gefliigelcholera. Trevisan (1887)
schlug fiir dhnliche Mikroben, die bei Rind, Schwein,
Schaf u. a. hdmorrhagische Septikdmien verursachen,
die Bezeichnung Pasteurella vor. Die Bezeichnung
Pasteurella multocida wurde von Rosenbusch und
Merchiand (1939) eingefiihrt.

Morphologie

Pasteurellae sind kleine (0,2-0,4 x 0,6-2,5 um), plum-
pe, unbewegliche, sporenlose gramnegative Stabchen.
In der Regel ist eine Kapsel vorhanden.

Genom

Das Genom des avianen Pasteurella-multocida-Klones
PM70 wurde 2001 beschrieben und stellt eine wichti-
ge Grundlage fir die weitere Charakterisierung der
Pathogenitit und Virulenz des Erregers dar. Das
Pm70-Genom besteht aus einem einzigen zirkuldren
Chromosom mit einer Lange von 2.257.487 Basenpaa-
ren, 2.014 offenen Leserahmen, 6 ribosomalen RNA-
Operons und 57 tRNAs. Zwei bis dato unbekannte of-
fene Leserahmen kodieren fiir Proteine mit hoher
Homologie zu dem filamentdsen Hamagglutinin von
Bortadella pertussis.

Vermehrung
P. multocida vermehrt sich durch Zweiteilung.
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Pathogenitat / Virulenz / Antigenvariabilitat

P multocida ist ein fakultativ pathogenes Bakterium.
Die Manifestation einer Infektion ist abhidngig von der
Keimzahl und den lokalen Gegebenheiten im Wund-
gebiet. Die molekularen Grundlagen der Pathogenitit
und Virulenz von P. multocida sind derzeit noch un-
vollstandig charakterisiert. Bekannt ist, dass P. multo-
cida eine Reihe von Virulenzfaktoren wie z. B. zellge-
bundene Neuraminidasen, Hyaluronidase (K-Serovar
B), mannoseresistentes Himagglutinin (K-Serovar A)
und ein Exotoxin mit himorrhagischen und dermo-
nekrotischen Eigenschaften (K-Serovaren A und D)
besitzt. P multocida kann aufgrund der Feinstruktur
des Kapselpolysaccharids in fiinf (K-)Kapselserovare
(A,B,D,E,F) und 11-16 somatische (O-)Serovare un-
terteilt werden. Infektionen des Menschen werden am
héufigsten durch die Serovare A und D hervorgeru-
fen.

Erkrankung

Pasteurellosen manifestieren sich als Wund-/Weich-
teilinfektionen, Knochen-/Gelenkinfektionen, respira-
torische Infektionen sowie bakteridmische Infektionen.

Inkubationszeit
Die Inkubationszeit betrdgt wenige Stunden bis 3 Tage.

Symptome und Pathophysiologie
Wund-/Weichteilinfektionen, Knochen-/Gelenkin-
fektionen: Nach Biss- und Kratzverletzungen treten
die klassischen Zeichen der akuten Entziindung meis-
tens wenige Stunden, seltener ein bis drei Tage nach
der Verletzung auf. Die Infektion geht bei ca. 40 % der
Patienten mit Eiterbildung einher, eine Lymphangitis
und/oder regionire Lymphadenitis findet sich bei ca.
20 % der Patienten. Eine Knochenbeteiligung wird oft
erst verzogert nach initialer Wundbehandlung mani-
fest und kann chronisch mit Defektheilung verlaufen.
Auch Gelenkinfektionen entstehen zumeist durch
Streuung des Erregers von der Eintrittstelle.
Infektionen des Respirationstraktes: Diese entstehen
in der Regel durch direkten, nicht traumatischen Tier-
kontakt auf dem Boden préidisponierender Grunder-
krankungen (z. B. chronische Bronchitis, COPD) und
imponieren als Pharyngitis, Sinusitis, Epiglottitis, Tra-
cheobronchitis, Pneumonie, Empyem oder Lungenab-
szess. Durch Aszension der Erreger kann es zu Otitis,
Sinusitis, Mastoiditis und intrakraniellen Infektionen
kommen.

Bakteridmische Infektionen: Diese konnen von loka-
lisierten Weichteilherden oder respiratorischen Infek-
ten ausgehen. Die generalisierten Infektionen dufSern
sich u. a. als Infektionen des ZNS (Meningitis, Hirnab-
szess, subdurales Empyem), des Gastrointestinaltrak-
tes (Gastroenteritiden, Peritonitis, Abszesse), des Uro-
genitaltraktes (Nierenabszess, Zystitis, Epididymitis,
Choriamnionitis etc.) oder der Augen (Konjunktivitis,
Endophthalmitis).

Immunantwort

P multocida ist ein extrazellulires Bakterium, das sich
zunédchst an der Eintrittsstelle frei vermehren kann.
Nach Opsonisierung und Phagozytose kann P. multo-
cida von immunkompetenten Personen zumeist rasch
eliminiert werden, nicht jedoch von Patienten mit Im-
mundefekten.

Differenzialdiagnose

Wundinfektionen nach Tier- und Menschenbissen
durch eine Vielzahl aerober und anaerober (Problem-)
Keime (z. B. Staphylococcus aureus, Staphylococcus in-
termedius, Staphylococcus epidermidis und hiamolysie-
rende Streptokokken, Enterokokken, Capnocytopha-
gae canimorsus, Corynebakterium spp., Haemophilus
spp., Neisseria canis, Neisseris weaveri, Porphyromonas
salivosa, Porphyromonas asaccharolytica, Leptotrichia
buccalis, Acinetobacter spp., Peptostreptokokken etc.).

Diagnostik

Untersuchungsmaterial

In Abhingigkeit von der Infektionslokalisation kom-
men als Untersuchungsmaterial Wundsekret, respira-
torisches Sekret, Blut, Liquor cerebrospinalis, Spiil-
wasser der Nasennebenhdhlen, Punktate und Biopsien
in Frage. Die Proben sollten innerhalb von zwei bis
drei Stunden nach Gewinnung im Labor verarbeitet
werden. Bei lingeren Transportzeiten sind Transport-
medien zu verwenden.

Diagnostische Verfahren

Mikroskopie: Nachweis kleiner, gramnegativer Stab-
chen (» Morphologie). Altere Kulturen neigen zu
Pleomorphie und zur Ausbildung filament6ser For-
men. In der Regel ist eine Kapsel vorhanden.

Kultur: Eine sichere dtiologische Diagnose erfordert
den kulturellen Nachweis des Erregers. Fiir die prima-
re Anziichtung und fiir Subkulturen sind komplexe
Medien auf Peptonagarbasis mit Zusatz von 5-8% Se-
rum oder Blut geeignet. Das Temperaturoptimum
liegt bei 35-37 °C. Die aeroben, fakultativ anaeroben
Mikroben wachsen am besten unter mikroaerophilen
Bedingungen, d. h. in einer sauerstoffarmen Kulturat-
mosphdre mit 5-10 Vol.% CO,. Selektivmedien mit
Antibiotikazusitzen (Bacitracin, Clindamycin, Genta-
micin, Polymyxin) kommen fiir spezielle Fragestellun-
gen in Betracht. Die Bebriitungsdauer sollte bei Blut
und Liquor cerebrospinalis mindestens eine Woche
betragen. Charakteristisch sind 0,1-1 (bis 3) mm gro-
e, flach konvexe, runde, glattrandige, tautropfenartig
glinzende Kolonien ohne Hamolyse. Biochemische
Differenzierung: Neben Gramreaktion und Beweg-
lichkeitspriifung werden charakteristische Stoffwech-
selleistungen fiir die taxonomische Einordnung ver-
wendet.

Serologische Varietiten: Es lassen sich die kapsuldren
(K-)Serovare A, B, D, E, F und 11-16 somatische (O-)
Serovare unterscheiden. Die K-Serovarietit A enthalt
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Hyaluronséure, sodass sie bei Wachstum in der Nahe
eines Hyaluronidase produzierenden Stammes von
Staphylococcus aureus depolymerisiert wird. K-Sero-
var B wird durch Acriflavin agglutiniert.

Therapie

Therapeutische MaBnahmen

Penicillin G und V sind Antibiotikum der Wahl. Wei-
terhin gutes Ansprechen auf Aminopenicilline, Ce-
phalosporine der 2. und 3. Generation, Tetrazykline
und Chinolone. Bei Wundinfektionen ist ggf. auch
eine chirurgische Intervention sinnvoll.

Resistenz

Vor Therapie sollte stets die antibiotische Empfind-
lichkeit mittels Antibiogramm bestimmt werden.
Aminoglykoside, Cephalosporine der 1. Generation,
Erythomycin, Clindamycin, und Vancomycin werden
als nicht ausreichend wirksam beurteilt.

Epidemiologie

Verbreitung

Pasteurellosen des Menschen sind typische Zooanth-
roponosen. Da die Erreger praktisch nur nach trauma-
tischer Inokulation oder bei abgeschwiéchter Infektab-
wehr zu manifesten Infektionen bei Menschen fiithren,
sind sie als opportunistische Infektionen zu qualifizie-
ren. Sie sind seltene Erkrankungen; ihre Inzidenz wird
auf 0,5-25 Erkrankungsfille/1 Mio. Einwohner/Jahr
geschitzt. Gesunde Keimtrager kommen in Berufs-
gruppen mit intensivem Tierkontakt (Veterindrmedi-
ziner, Tierhdndler, Landwirte) in einer Haufigkeit von
ca.2 % vor. Eine Ubertragung der Erreger von Mensch
zu Mensch ist nicht ausgeschlossen, aber bislang nicht
belegt.

Wirtsbereich / Reservoir

Erregerreservoirs sind domestizierte und wild lebende
Sdugetiere und Vogel. Sie beherbergen die Mikroben
in der Regel als Kommensalen auf den Schleimhauten
der oberen Atemwege. Die Haufigkeit von Keimtra-
gern variiert jedoch nach Tierart und epizootischer
Situation: Katzen 50-70 %, Hunde 12-66 %, Schweine
ca. 50 %, Ratten 14 %. Veterinirmedizinisch bedeut-
sam sind Pneumonie und hdmorrhagische Septikamie
bei Rindern, Schweinen und Schafen sowie die so ge-
nannte Gefliigelcholera bei Hithnern, Truthithnern
und Enten.

Risikogruppen

Betroffen sind vorzugsweise Tierhalter, Tierhdndler,
Tierziichter, Landwirte und Schlachthauspersonal. Bei
5-15 % der P-multocida-Infektionen ist Tierkontakt
jedoch nicht nachzuweisen. Pradisponierend fiir res-
piratorische und generalisierte Infektionen sind bron-
chopulmonale Grunderkrankungen, Immunsuppres-
sion, Leberzirrhose und maligne Erkrankungen.

Transmission / Vektoren

Die Ubertragung des Erregers von Tieren auf den
Menschen erfolgt iiber Biss- und Kratzwunden, durch
héufigen direkten, nicht traumatischen Kontakt oder
auf aerogenem Weg (Tropfcheninfektion). In Blut,
Schleim, Auswurf und Kot kann P. multocida bis zu 10
Tagen, in Wasser bis zu 14 Tagen und in eingetrockne-
tem Zustand bis zu 3 Tagen vermehrungsfihig bleiben.

Pravention / Impfstoffe

Fiir die Prophylaxe von Infektionen nach Biss- und
Kratzverletzungen sind die sofortige Wunddesinfekti-
on und gegebenenfalls die chirurgische Wundtoilette
mit offener Wundversorgung entscheidend. Eine zu-
sitzliche Chemoprophylaxe ist bei tiefen Wunden und
bei Patienten mit Infektabwehrschwiéche zu erwagen.
Fir die Prophylaxe nicht traumatischer Infektionen
kommt allein eine Beschrinkung des Kontaktes mit
Tieren in Frage. Eine Indikation hierfiir diirfte jedoch
nur bei hochgradig immunsupprimierten Patienten
bestehen. Aktive und passive Immunisierung gegen
Pasteurellosen entfallen in der Humanmedizin.

Meldepflicht
Nach § 6, 8 und 9 des IfSG besteht keine Meldepflicht.

Weiterfliihrende Informationen

Referenzzentren / Expertenlaboratorien
= Nationale Referenzzentren sowie Konsiliarlaboratorien
sind in Deutschland nicht vorhanden.

Web-Adressen
= www.uptodate.com
= www.emedicine.com/med/topic1764.htm
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DAGMAR RIMEK
Erreger

Synonym(e)
Asiatischer Pinselschimmel.

Erregerspezies
Penicillium marneffei

Taxonomie

Abteilung: Ascomycota; Klasse: Eurotiomycetes; Ord-
nung: Eurotiales; Familie: Trichocomaceae; Gattung:
Penicillium

Von den iiber 200 beschriebenen Penicillium-Arten
spielt als Erreger von invasiven Mykosen nur P, mar-
neffei eine wichtige Rolle.

Historie

P. marneffei wurde erstmalig 1956 in Stidvietnam aus
der Leber einer Bambusratte isoliert. Die erste mensch-
liche Infektion wurde 1959 nach einer Nadelstichver-
letzung beim Arbeiten mit Labortieren von Segretain
(Institut Pasteur, Paris) beschrieben. Die erste natiir-
lich erworbene Infektion trat 1973 bei einem amerika-
nischen Patienten mit Morbus Hodgkin auf, der in
Siidostasien gereist war. 1988 erschienen die ersten
Fallberichte von disseminierten P-marneffei-Infektio-

nen bei HIV-positiven Patienten aus Stdostasien.
Heute ist die Erkrankung nach Tuberkulose und Kryp-
tokokkose die dritthaufigste opportunistische Infekti-
on bei AIDS-Patienten in Nordthailand.

Morphologie

Mikroskopisch finden sich im Wirtsgewebe intrazel-
luldr einzeln gelagerte, nicht sprossende, rund-ovale
hefedhnliche Zellen von 2-5 um Durchmesser. Extra-
zellulér sind zusétzlich lingliche, wurstformige Zellen
bis 8 um Lange nachweisbar. Einzelne Zellen (< 10 %)
weisen typischerweise ein bei Querteilung entstande-
nes Septum auf.

In der Kultur zeigt P. marneffei einen temperaturab-
hingigen Dimorphismus. Der Pilz wichst in 3-7 Ta-
gen bei 37 °C in hefedhnlichen Kolonien, bei 28 °C
werden flache Kolonien mit wenig weifllichem Luft-
myzel und iiberwiegend submersem Myzel gebildet.
In den Agar wird ein diffundierendes rotes Pigment
abgegeben.

Der mikroskopische Aufbau der Pinsel-Nebenfrucht-
formen zeigt kriechende oder gebiindelte Konidio-
phoren, 3-5 Metulae, 4-7 Phialiden und kurze, unge-
ordnete Ketten glattwandiger, elliptischer Konidiospo-
ren.

Genom

P. marneffei ist ein eukaryonter Organismus, tiber des-
sen genaue Chromosomenzahl noch keine Daten vor-
liegen. Die GenomgrofSe liegt im Bereich von 17,8-
26,2 Mb. Bisher sind nur Teile des Genoms von P. mar-
neffei sequenziert und in die Datenbank aufgenom-
men, z. B. das 35 kb grofle mitochondriale Genom.

Vermehrung

Die bei 37 °C gebildeten Hefezellen vermehren sich im
Gegensatz zu den Sprosspilzen durch Querteilung
(Arthrokonidien). Bei 25 °C werden ausgehend von den
Pinsel-Nebenfruchtformen kurze Ketten von glatt-
wandigen runden Konidien gebildet. Ein Teleomorph
(sexuelles Vermehrungsstadium) ist nicht bekannt.

Pathogenitat / Virulenz / Antigenvariabilitat

Als mogliche Virulenzfaktoren kommen phasenspezi-
fische Gene in Frage, die fiir den Wechsel von der
Schimmel- zur Hefephase verantwortlich sind. Fiir das
intrazelluldre Uberleben der Pilzzellen in Makropha-
gen wird die Produktion von Enzymen wie saure
Phosphatase oder Katalase diskutiert.

Erkrankung

Penicilliose

Synonym(e)

Invasive P-marneffei-Infektion, Penicilliosis marneffei.

Inkubationszeit
Die Inkubationszeit der Erkrankung ist unbekannt.
Sie betriagt wahrscheinlich Tage bis wenige Wochen.
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Leitsymptome

Fieber, Andmie, Gewichtsverlust, papulonekrotische
Hautldsionen (dem Molluscum contagiosum éhnlich),
generalisierte Lymphadenopathie, chronischer Husten.

Symptome

Die disseminierte Penicilliose manifestiert sich durch
Organdysfunktionen bei himatogener Absiedlung des
Pilzes. Im Vordergrund steht der Befall von Haut,
Lymphknoten, Lunge, Leber und Milz. Die typischen
klinischen Manifestationen bestehen in Fieber, chro-
nischem Husten, pulmonalen Infiltraten, generalisier-
ter Lymphadenopathie, Andmie, Splenomegalie, He-
patomegalie, Gewichtsverlust, Durchfall und papulo-
nekrotischen Hautldsionen.

Pathophysiologie

Die P-marneffei-Infektion beginnt primér in der Lun-
ge, von wo aus der Pilz himatogen in andere innere
Organe, Lymphknoten und die Haut disseminiert. Die
Schwere des Krankheitsbildes hingt vom Ausmaf$ der
Immunsuppression ab. Bei HIV-positiven Patienten
zeigt das Gewebe Nekrosen mit makrozytirer und
histiozytarer Infiltration. Bei Inmunkompetenten fin-
den sich granulomatose Prozesse mit zentraler Nekro-
se und multipler Abszessbildung.

Immunantwort

Das zellulire Immunsystem spielt eine entscheidende
Rolle, darunter besondersCD4"-T-Zellen und Makro-
phagen. Die Pilzzellen werden von mononukledren
Zellen nach Aktivierung durch T-Zell-Zytokine pha-
gozytiert und intrazelluldr abgetétet.

Im Zuge einer P-marneffei-Infektion werden spezifi-
sche, zirkulierende Anti-P-marneffei-Antikorper der
Immunglobulinklassen G und M gebildet.

Differenzialdiagnose

Tuberkulose, Kryptokokkose, Histoplasmose, Leish-
maniose, Toxoplasmose.

Differenzialdiagnostisch erlaubt vor allem die Mor-
phologie der extrazelluldren Gewebsformen eine Ab-
grenzung gegeniiber Histoplasma capsulatum, Leish-
manien sowie Toxoplasma gondii.

Diagnostik

Untersuchungsmaterial

Biopsiematerial der Lasionen von Haut, Lymphknoten
oder Leber, Blutkulturen, Knochenmarkpunktate,
Sputum, Bronchiallavage, Aspirate pulmonaler Abs-
zesse, Pleurapunktat.

Diagnostische Verfahren

Mikroskopie: In histopathologischen Préparaten las-
sen sich die intrazelluldr gelegenen Pilzzellen mittels
Hématoxylin-Eosin (HE), Methenamin-Silberfarbung
nach Grocott-Gomorri (GMS), oder Perjodsdure-
Schiff (PAS) gut anfarben. Die typischen Septen, die

die Abgrenzung von Histoplasma ermoglichen, wer-
den nur durch GMS oder PAS dargestellt. Auch die
Calcofluorweif3-Farbung stellt die septierten Hefezel-
len dar.

Kultur: Die Kultur stellt eine sensitive Nachweisme-
thode dar, insbesondere aus Knochenmarkpunktaten
(100 %), Hautbiopsien (90 %) und Vollblut (in kon-
ventionellen Blutkulturflaschen, 76 %). Die Anzucht
erfolgt auf Sabouraud-Glukose-Agar bei 28 °C und bei
37 °C. Die Kulturen miissen mindestens eine Woche
lang bebriitet werden.

Der Pilz wichst in 3-7 Tagen bei 37 °C in hefedhnli-
chen Kolonien, bei 28 °C werden flache Kolonien mit
wenig weiflSlichem Luftmyzel und iiberwiegend sub-
mersem Myzel gebildet. In den Agar wird ein diffun-
dierendes rotes Pigment abgegeben. Die Identifizie-
rung der Isolate erfolgt makroskopisch und mikro-
morphologisch (» Morphologie).

Antigen- und Antikorpernachweise: Tests zum spezi-
fischen Antigennachweis von P. marneffei aus Serum
oder Urin wurden beschrieben, sind aber nicht kom-
merziell erhiltlich. Der Platelia - Aspergillus-Antigen-
Enzym-Immuno-Assay (BioRad, Miinchen) kreuzre-
agiert mit Penicillium-Antigen und kann zur Dia-
gnostik und Therapieiiberwachung herangezogen
werden.

Spezifische Antikorperteste (Immundiffusion, Immu-
noblot, EIA) zeigen eine variable Sensitivitat und sind
nicht kommerziell verfiigbar.

Befund / Interpretation

Die kulturelle Anzucht von P. marneffei aus Patienten-
material ist pathognomonisch. Beim histologischen
Nachweis intrazelluldr gelegener Hefezellen grenzt
das Vorliegen septierter Hefezellen andere Erreger ab.
Zusitzlich sollte der kulturelle Nachweis zur Bestiti-
gung der Diagnose durchgefiihrt werden.

Therapie

Therapeutische MaBnahmen

Die initiale Standardtherapie besteht aus Amphoteri-
cin B 0,6 mg/kg/d iv. iber 2 Wochen, gefolgt von
400 mg/d oralem Itraconazol fir 10 Wochen. Als se-
kundére Prophylaxe ist 200 mg/d orales Itraconazol
bei immunsupprimierten Patienten wahrscheinlich
lebenslang notwendig.

Resistenz

P. marneffei ist in vitro sensibel gegen Itraconazol,
Voriconazol, Terbinafin, 5-Fluorcytosin, miflig gut
sensibel gegen Amphotericin B, resistent gegen Fluco-
nazol.

Epidemiologie

Verbreitung
P. marneffei kommt endemisch vor in Siidostasien, vor
allem im Norden Thailands (Chiang-Mai-Provinz),
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Stid-China (Guangxi-Provinz), Vietnam, Myanmar,
Laos, Kambodscha, Malaysia, Singapur, Indonesien,
Taiwan und Ostindien (Manipur). Die P-marneffei-
Infektion stellt in Nordthailand nach Tuberkulose und
Kryptokokkose die dritthaufigste opportunistische In-
fektion bei HIV-Patienten dar, ca. 20 % der HIV-Pati-
enten sind betroffen. Sie zihlt seit 1992 zu den AIDS-
definierenden Erkrankungen.

Wirtsbereich / Reservoir

P. marneffei kommt - auler beim Menschen - in den
inneren Organen und Exkrementen von Bambusrat-
ten (Rhizomys spp. und Cannomys badius) in Siidost-
asien vor.

Risikogruppen
Immunsupprimierte Patienten, vor allem HIV-infi-
zierte Patienten.

Transmission / Vektoren

Sehr wahrscheinlich erfolgt die Infektion durch Inha-
lation von Konidiosporen aus dem Staub. Als Risiko-
faktor gilt eine linger andauernde Exposition gegen-
iiber Erde in der Regenzeit. Fiir eine direkte Ubertra-
gung von Bambusratten auf den Menschen wurden
bislang keine Hinweise gefunden.

Pravention / Impfstoffe

Eine spezifische Pravention ist nicht mdglich. Eine se-
kundére Prophylaxe immunsupprimierter Patienten
nach Erkrankung mit 200 mg/d Itraconazol oral ist
wahrscheinlich lebenslang notwendig.

Ausbruchsmanagement
Die Erkrankung ist nicht von Mensch zu Mensch
tibertragbar.

Meldepflicht
Nach dem Infektionsschutzgesetz besteht fiir die P-
marneffei-Infektion in Deutschland keine Meldepflicht.

Weiterfliihrende Informationen

Referenzzentren / Expertenlaboratorien

= Konsiliarlaboratorium fiir Erreger auflereuropiischer
Systemmykosen, Robert Koch Institut, Mykologie, Fr. Dr.
Kathrin Tintelnot, Nordufer 20, 13353 Berlin

Web-Adressen

= DoctorFungus Corporation: http://www.doctorfungus.
org/thefungi/Penicillium.htm

= Robert Koch Institut: http://www.rki.de/cln_160/
nn_205426/DE/Content/InfAZ/P/Pilzinfektionen/
Penicillium.html
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MARKUS M. HEIMESAAT
Erreger

Synonym(e)
Linguatulida, Zungenwiirmer.

Erregerspezies
Linguatula serrata, Armillifer armillatus und weitere
ca. 100 Spezies bei Reptilien und Séugetieren

Taxonomie

Metazoa; Phylum: Arthropoda; Familie: Linguatuli-
dae; Klasse: Pentastomida. Nahe Verwandtschaft mit
Brachiuren (Crustacea)

Morphologie

Pentastomida sind 2-15 cm lange getrenntgeschlecht-
liche segmentierte, wurmférmige Arthropoden von
Annelidenhabitus. Der Vorderkorper der Zungenwiir-
mer ist mit einer Mundé6ffnung und zwei Paar ein-
schlagbarer Haken versehen. Eier haben eine Grofie
von 90 pm x 60-70 um.

Vermehrung

Die Vermehrung dhnelt der der Cestoden. Der End-
wirt (meist Reptilien) infiziert sich durch Aufnahme
der eingekapselten Larve beim Verzehr des Zwischen-
wirtes.

Pathogenitat/Virulenz/Antigenvariabilitat
Der Mensch infiziert sich nur selten und ist im Ent-
wicklungszyklus der Parasiten Fehlzwischenwirt.



680  Pentatrichomonas hominis

Erkrankung
Pentastomiasis

Synonym(e)
»Halazoun®, ,Marrara“ (nasopharyngeales Syndrom
bei Infektion mit Linguatula serrata).

Inkubationszeit
Unbekannt.

Leitsymptome
Meist asymptomatisch.

Symptome

Die meisten Infektionen verlaufen asymptomatisch.
Der Nachweis erfolgt zufillig bei Laparoskopie oder
durch bildgebende Verfahren. Bei Armillifer armillatus
kann es zu selbstlimitierender Nasopharyngitis kom-
men, auch Augenmanifestationen sind beschrieben.

Pathophysiologie

Pathologische Veridnderungen konnen in der Leber,
Milz, Lunge oder selten auch in anderen Organen des
Menschen auftreten und zeichnen sich als Zysten und
Granulome aus.

Differenzialdiagnose
Abdominelle Tumoren.

Diagnostik
Untersuchungsmaterial/Diagnostische Verfahren
Die Diagnose wird meist postmortal oder zufillig im
Rahmen chirurgischer Eingriffe gestellt. Der Nachweis
der Pentastomida erfolgt makroskopisch oder durch
bildgebende Verfahren. Eier der Erreger kénnen im
Stuhl und Nasenschleim nachgewiesen werden.

Therapie
Chirurgische Entfernung der Nymphen.

Epidemiologie
Verbreitung

Pentastomida kommen vorwiegend in tropischen und
subtropischen Regionen vor.

Wirtsbereich/Reservoir
Reptilien und Sauger sind Erregerreservoire.

Transmission/Vektoren

Die Ubertragung auf den Menschen erfolgt durch
Eier, die Wasser oder Nahrungsmittel kontaminiert
haben. Direkte Ubertragungen von Schlangen auf den
Menschen sind beschrieben.

Pravention/Impfstoffe
Vermeidung der Aufnahme kontaminierten Wassers
oder kontaminierter Nahrungsmittel.

Meldepflicht
Eine Meldepflicht besteht nicht.

Weiterfiihrende Informationen

Schliisselliteratur

1. Chen SH, Liu Q, Zhang YN, Chen JX, Li H, Chen Y, Stein-
mann P, Zhou XN (2010) Multi-host model-based inden-
tification of Armilifer agkistrodontis (Pentastomida), a
new zoonotic parasite from China. PLoS Negl Trop Dis
4:647. doi: 10.1371/journal.pntd.0000647

2. Drabbick J]J (1987) Pentastomiasis. Rev Infect Dis 9:1087-
1094

3. Lavrov DV, Brown WM, Boore JL (2004) Phylogenetic
position of the Pentastomida and (pan)crustacean relati-
onship. Proc Biol Sci 271:537-544

4. RileyJ (1986) The biology of Pentastomida. Adv Parasitol
25:45-128

5. Storch V (1993) Pentastomida. In: Harrison FW, Rice ME
(eds) Microscopic anatomy of invertebrates. Vol 12:0ny-
chophora, Chilopoda, and lesser Protostomata, pp 115-
142

I Pentatrichomonas hominis

» Darmflagellaten

' Perikarditis

» Candida

» Chlamydia

» Coxsackieviren

» Echoviren und Parechoviren
» Legionella

» Mycoplasma pneumoniae
» Neisseria meningitidis

» Parvoviren

» Rotelnvirus

» Streptobacillus

» Yersinien

|
Periodontitis

» Parodontitis

|
Peritonitis

» Ascaris lumbricoides

» Bacillus-Arten (fakultativ bzw. opportunistisch pa-
thogen)

» Bacteroides

» Balantidium coli

» Burkholderia, Ralstonia

» Campylobacter

» Candida

» Chlamydia
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» Clostridien der Gasbrandgruppe
» Echinokokken

» Escherichia coli

» Eubakterien

» Fusarium

» Legionella

» Micrococcus, Dermacoccus, Kocuria und Kytococ-
cus

» Moraxella catarrhalis

» Neisseria gonorrhoeae

» Pasteurella multocida

» Porphyromonas

» Proteus mirabilis, Proteus vulgaris
» Prototheca wickerhamii

» Prototheca zopfii

» Providencia, Morganella

» Rothia mucilaginosa

» Serratia

» Shewanella

» Staphylococcus (koagulasenegativ)
» Stenotrophomonas

.
Peritonsillarabszess

» Fusobacterium

|
Pest

» Bioterrorismus, infektiologische Aspekte
» Yersinien

|
Pesterreger

» Yersinien

I Pfeiffer'sches Driisenfieber

» Epstein-Barr-Virus

I
Phaeohyphomycetes
REINHARD KaPPE, DAGMAR RIMEK
Erreger
Synonym(e)

Die Phaeohyphomyzeten werden auch als Dematia-
ceae (= Schwirzepilze) bezeichnet.

Erregerspezies
Eine Auswahl der medizinisch relevanten Schwirze-
pilz-Spezies ist in » Tab. 1 dargestellt.

Taxonomie
Die in » Tab. 1 wiedergegebene taxonomische Ein-

ordnung der medizinisch relevanten Phaeohyphomy-
zeten folgt einem Vorschlag von de Hoog et al. (2000).

Historie

Beurmann und Gougerot beschrieben 1907 einen Fall
eines intramuskuldren mykotischen Abszesses durch
einen Pilz, der heute als Exophiala-jeanselmei-Kom-
plex bezeichnet wird. Guido Banti publizierte 1911 in
Italien den ersten Fall einer zerebralen Mykose durch
einen Schwirzepilz, der nach der aktuellen Nomen-
klatur Cladophialophora bantiana heifit.

Morphologie

Wirtsgewebe: In mit Himatoxylin und Eosin (H&E)
gefirbten oder ungefirbten Paraffinschnitten sind
hellbraune oder goldfarbene, eng septierte, gelegent-
lich verzweigte Myzelien nachweisbar. Die Hyphen
sind an den engsten Stellen 2-3 um stark, zwischen
den Septen jedoch oft auf 4-9 pm angeschwollen, was
insgesamt einen perlschnurartigen Eindruck erweckt
und intercalaren Chlamydosporen dhnelt. In Hirnabs-
zessen finden sich oft reichlich dunkle Pilzmyzelien, in
Nasennebenhohlen sind die Myzelien eher hyalin, in
subkutanem Gewebe sind sie oft nur sparlich nach-
weisbar.

Kultur: Innerhalb von 14 Tagen werden bei 28-37 °C
auf Sabouraud-Glukose-Agar dunkel pigmentierte
Kolonien von hefeartigem Glanz oder schimmelarti-
ger Samtoberfliche ausgebildet.

Mikromorphologie: Da insgesamt mehr als 100 Spe-
zies mit iiber 20 Gattungen aus mindestens 4 Ordnun-
gen und 7 Familien als Erreger einer Phaeohyphomy-
kose in Betracht kommen, wird auf mykologische At-
lanten verwiesen.

Genom

Bei einer Reihe von Phaeohyphomyzeten sind Se-
quenzen z. B. der ribosomalen Gene bekannt. Auf de-
ren Basis kann eine molekulare Identifizierung erfolgen.

Vermehrung

Die Phaeohyphomyzeten gehdren zu den langsam
wachsenden Pilzen, was eine Bebriitungsdauer von
mindestens 14 Tagen bedingt.

Pathogenitét / Virulenz / Antigenvariabilitat

Einen entscheidenden Virulenzfaktor stellt das in die
Zellwand eingelagerte Melanin dar, da es die Phagozy-
tose der Phaeohyphomyzeten durch Abwehrzellen des
Menschen hemmt. Auch die Fahigkeit bei 37 °C und
damit bei Kérpertemperatur zu wachsen, ist ein wich-
tiger Pathogenititsfaktor.

Erkrankungen
1. Phaeohyphomykose

Synonym(e)
Keine.
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B Tab. 1. Taxonomische Einordnung ausgewahlter medizinisch relevanter Phaeohyphomyzeten.

Division: Ascomycota
Klasse: Euascomycetes
Ordnung:  Chaetothyriales
Familie: Herpotrichiellaceae Cladophialophora bantiana
Cladophialophora carrionii
Exophiala (Wangiella) dermatitidis
Exophiala jeanselmii
Exophiala oligosperma
Exophiala phaeomuriformis
Exophiala spinifera
Fonsecaea pedrosoi
Phialophora europaea
Phialophora verrucosa
Rhinocladiella (Ramichloridium) mackenziei
Rhinocladiella atrovirens
Ordnung:  Dothideales
Familie: Dothioraceae Discosphaerina fulvida Aureobasidium pullulans
Hortaea werneckii
Nattrassia mangiferae
Familie: Mycoshaerellaceae Cladosporium sp.
Familie: Piedraiaceae Piedraia hortai
Familie: Lophiostomataceae Madurella grisea
Madurella mycetomatis
Ordnung:  Pleosporales
Familie: Leptosphaeriaceae Leptosphaeria senegalensis
Leptosphaeria thompkinsii
Familie: Pleosporaceae Cochliobolus hawaiiensis Bipolaris hawaiiensis
Cochliobolus spiciferus Bipolaris spicifera
Lewia infectoria Alternaria alternata
Cochliobolus geniculatus Alternaria infectoria
Setosphaeria rostrata Curvularia geniculata
Drechslera biseptata
Exserohilum longirostratum
Exserohilum mcginnisii
Exserohilum rostratum
Phoma sp.
Ulocladium botrytis
Ulocladium chartarum
Ordnung:  Sordariales
Familie: Lasiosphaeriaceae Arnium leporinum
Familie: Chaetomiaceae Thielavia terrestris Acremonium alabamense

Achaetomium strumarium
Chaetomium sp.
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Inkubationszeit

Die Phaeohyphomyzeten gehéren zu den langsam
wachsenden Pilzen, was eine sehr lange Inkubations-
zeit und einen langen Krankheitsverlauf von Monaten
bis Jahren bedingt.

Leitsymptome
Entztindliche Verdnderungen, Abszesse.

Symptome

Die Symptomatik ist je nach Lokalisation (z. B. zere-
brale Phaeohyphomykose, Phaeohyphomykose der
Nasennebenhdohlen, disseminierte Phaeohyphomyko-
se, Organ-Phaeohyphomykose) unterschiedlich und
nicht spezifisch fiir das Vorliegen einer Phaeohypho-
mykose. Zerebrale Phaeohyphomykose: Kopfschmer-
zen, neurologische Ausfille oder epileptische Anfille,
intrazerebrale Abszesse, die sich im Verlauf der Infek-
tion vergrofiern und schliefllich zum Tod des Patien-
ten fithren; meist hervorgerufen durch Cladophialo-
phora bantiana, Ramichloridium mackenziei und Exo-
phiala dermatitidis (neurotrope Schwirzepilze).

Pathophysiologie
Hématogene Aussaat inhalierter Konidiosporen.

Immunantwort

Im Gegensatz zu anderen Mykosen spielt das T-Zell-
system bei der Beherrschung der Phaeohyphomykose
nur eine untergeordnete Rolle. Da der Immunstatus
des Wirts nur in den seltensten Féllen im Zusammen-
hang mit der Erkrankung steht, tritt die Phaeohypho-
mykose in erster Linie bei Personen ohne Grunder-
krankung auf.

Differenzialdiagnose

Zerebrale Phaeohyphomykose: bakterieller Hirnabs-
zess, mykotischer Hirnabszess durch andere Pilze, z. B.
Aspergillus spp.

Phaeohyphomykose der Nasennebenhohlen: Zygo-
mykose, Conidiobolomykose. Disseminierte und Or-
gan-Phaeohyphomykose: invasive Aspergillose, Fusa-
riose, Zygomykose.

2. Subkutane Phaeohyphomykose
» Eumyzetom

Diagnostik
Untersuchungsmaterial

Gewebe-Biopsie. Blutkulturen bei disseminierten
Phaeohyphomykosen.

Diagnostische Verfahren

Mikroskopische Direktuntersuchung: Das Vorliegen
einer Phaeohyphomykose wird durch den Nachweis
von gelb-braunen, reguldren bis pseudomyzelartigen
Hyphen mit oder ohne Sprosszellen im aspirierten Ei-

ter, aus einer Wunddrainage, aus Biopsiematerial oder
Hautgeschabsel diagnostiziert.

Histopathologische Untersuchung von Biopsiemate-
rial: Die dunklen Hyphen sind gut in ungefirbten und
H&E-gefirbten Schnitten zu erkennen. PAS-Firbung
und Grocott-Gomorri-Versilberung kénnen die
dunkle Eigenfarbe der Myzelien verdecken.

Kultur: Im Gegensatz zur Cryptococcose finden sich
bei der zerebralen Phaeohyphomykose keine Erreger
im Liquor. Auch die Kultur anderer Korperfliissigkei-
ten, inkl. Sputum, fithrt nicht zur Isolierung der Erre-
ger. Eine Ausnahme bilden Blutkulturen, die bei disse-
minierten Phaeohyphomykosen in mehr als 50 % der
Fille positiv sind. Eiter, Biopsie- und Wunddrainagen-
Material wird auf Sabouraud-Glukose-Agar bei 28 °C
und bei 37 °C fiir 21 Tage inkubiert. Es entwickeln
sich, je nach Spezies, hefeartige oder schimmelpilzarti-
ge, in jedem Falle jedoch dunkel pigmentierte, graue,
dunkel olivgraue, dunkelbraune oder nahezu schwar-
ze Kolonien. Die Identifizierung erfolgt mikromor-
phologisch oder molekulargenetisch.

Serologische Tests: Es wurden keine serologischen
Tests entwickelt.

Befund / Interpretation

Isolate aus Biopsien und Blutkulturen sind pathogno-
monisch. Kontaminationen klinischer Materialien
und auch von Labormedien durch Luft- und Umwelt-
Schwirzepilze kommen vor.

Therapie

Therapeutische MaBnahmen

Zerebrale Phaeohyphomykose: Neurochirurgische
Resektion des meist als Hirnabszess imponierenden
Infektionsherdes in toto. Als Begleitmedikation: Posa-
conazol oder Voriconazol i.v.

Phaeohyphomykose der Nasennebenhéhlen: Radi-
kale Ethmoidektomie. Hohe Riickfallrate nach Wo-
chen bis Monaten. Initiale intravendse antimykotische
Begleittherapie mit Voriconazol, gefolgt von mehrwo-
chiger oraler Konsolidierungs- und Erhaltungsthera-
pie mit Posaconazol, Voriconazol oder Itraconazol.
Subkutane Phaeohyphomykose: Die vollstindige chi-
rurgische Resektion der Lasionen ist im Allgemeinen
kurativ. Im Falle einer antimykotischen Begleitthera-
pie, z. B. zur Verhinderung einer Amputation, kann
Posaconazol, Voriconazol, Itraconazol oder Terbinafin
eingesetzt werden.

Disseminierte Phaeohyphomykose:
Voriconazol oder Itraconazol.
Organ-Phaeohyphomykose: Chirurgische Resektion,
Posaconazol, Voriconazol oder Itraconazol.

Posaconazol,

Resistenz
Fluconazol ist unwirksam gegen die meisten Erreger
von Phaeohyphomykosen. Amphotericin B ist in der
Regel ungeeignet zur Behandlung von Phaeohypho-
mykosen.
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Epidemiologie

Verbreitung

Die Phaeohyphomykose kommt weltweit vor. Die
haufigste Form, die Verletzungsmykose der Haut, tritt
vorwiegend in tropischen und subtropischen Klima-
zonen auf. In Deutschland gehort die Infektion durch
Schwirzepilze zu den seltenen Mykosen.

Wirtsbereich / Reservoir

Circa 60 Arten von Schwirzepilzen, die als Erreger
menschlicher Phaeohyphomykosen beschrieben wur-
den, kommen in der Umwelt vor. Es handelt sich zu-
meist um Bodenpilze, die als Saprophyten oder Patho-
gene mit Pflanzenmaterial assoziiert sind.

Risikogruppen

Subkutane Phaeohyphomykose: Landarbeiter, die tig-
lich Erde, Dornen, Splintern oder anderen Verletzun-
gen erzeugenden Gegenstinden ausgesetzt sind.
Zerebrale Phaeohyphomykose: Betroffen waren iiber-
wiegend Personen zwischen 20 und 40 Jahren, Mén-
ner dreimal héufiger als Frauen. Es ist kein Muster von
Grunderkrankungen oder beruflichen Prédispositio-
nen zu erkennen.

Nebenhdohlen-Phaeohyphomykose: Landbevélkerung.

Transmission / Vektoren

Subkutane Phaeohyphomykose: Mikrotraumata der
Haut durch kontaminierte Holzsplitter und Spreifiel,
die in situ verbleiben miissen, um eine Infektion ange-
hen zu lassen.

Zerebrale Phaeohyphomykose: Hdmatogene Aussaat
bei subkutanen, oder selten pulmonalen Lisionen.
Nebenhohlen-Phaeohyphomykose: Inhalation von
Konidien.

Prévention / Impfstoffe

Vermeidung von Mikrotraumata durch Holzsplitter
bzw. sofortiges Entfernen von Fremdkérpern und des-
infizierende Reinigung von Wunden.

Ausbruchsmanagement
Die Erkrankung ist nicht von Mensch zu Mensch
iibertragbar.

Meldepflicht
Nach dem Infektionsschutzgesetz besteht fiir die Pha-
eohyphomykose in Deutschland keine Meldepflicht.

Weiterfliihrende Informationen

Referenzzentren / Expertenlaboratorien

= Centraalbureau voor Schimmelcultures, PO Box 85167,
NL-3508 AD Utrecht, The Netherlands. Tel.: +31-30-
2122600, Fax +31-30-2512097, E-Mail: info@cbs. knaw.nl

= Nationales Referenzzentrum fiir Systemische Mykosen,
Prof. Dr. med. Uwe Grof3, Institut fiir Medizinische Mik-
robiologie, Universitatskliniken Gottingen, Kreuzberg-
ring 57, 37075 Gottingen, Tel.: 0551-39 5801/7099, Fax:
0551-39 5861, E-Mail: ugross@gwdg.de

Web-Adressen

= DoctorFungus Corporation: http://www.doctorfungus.org

= Centraalbureau voor Schimmelcultures, Niederlande:
http://www.cbs knaw.nl

= Nationales Referenzzentrum fiir Systemische Mykosen:
http://www.nrz-mykosen.de/
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2. De Hoog GS, Vitale RG (2007) Bipolaris, Exophiala, Sce-
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MA (eds) Manual of Clinical Microbiology, vol 2, 9th edn.
ASM Press, Washington DC, Chapter 125
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HK, Braun RW, Kimmig P (Hrsg.) Mikrobiologische Dia-
gnostik, 2. Aufl. Georg Thieme Verlag, Stuttgart, S. 688-696

| Phaeohyphomykose

» Eumyzetom (Madurella mycetomatis u.v.a.)
» Nattrasia mangiferae
» Phaeohyphomycetes

| Pharyngitis

» Adenoviren

» Aktinomyzeten mit fermentativem Kohlenhydrat-
metabolismus

» Chlamydia

» Corynebacterium, sonstige Spezies

» Coxsackieviren

» Moraxella catarrhalis

> Streptococcus pyogenes

| Pharyngokonjunktivalfieber

» Adenoviren

| Phormia spp.

» Myiasis-Erreger

I Phthiriasis

» Liuse

' Phtirius pubis

» Liuse
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I Piedra alba

» Trichosporon

' Piedra nigra

» Piedraia hortae

I Piedraia hortae

MARIANNE KRETSCHMAR, PAUL SCHNITZLER

Erreger

Synonym(e)
Piedraia malayi Green und Mankikar, 1950.

Erregerspezies
P, hortae (Brumpt) Fonseca und Aréa Ledo, 1928 (au-
Bereuropdischer Pilz mit Ascosporen)

Taxonomie

Abteilung: Ascomycota; Klasse: Euascomycetes; Ord-
nung: Dothideales; Familie: Piedraiaceae; Gattung: Pi-
edraia; Spezies: Anamorph: unbekannt, Teleomorph:
P, hortae (vormals Piedraia hortai)

Historie

1911 wurde die Piedra nigra durch Horta in Brasilien
als selbststandige Krankheit von der Weiflen Piedra
abgegrenzt. Brumpt hat den Erreger der Schwarzen
Piedra 1913 als Trichosporon hortai beschrieben. 1928
bezeichneten Fonseca und Aréa Ledo diesen Pilz als
Piedraia hortae, nachdem sie die Zugehorigkeit zu den
Ascomyzeten entdeckt hatten.

Morphologie

Kolonie: Oberseite grau-schwarz oder griin, spiter
tiefschwarz, unregelmaflig, zunéchst feucht, spater mit
grauem Luftmyzel bedeckt, Thallus steinhart. Unter-
seite: Dunkelbraunes bis schwarzes Pigment diffun-
diert weit in den Néahrboden. Mikromorphologie der
Kulturform: Es werden lediglich Hyphen in unter-
schiedlicher Breite gebildet, die in Arthrosporen zer-
fallen. Alle Pilzzellen sind dickwandig.

Genom
Nicht sequenziert.

Vermehrung

Die Vermehrung von P. hortae erfolgt {iber Ascospo-
ren. Der gesamte Lebenszyklus — einschliefSlich der
Bildung von Asci und Ascosporen - vollzieht sich auf
der Oberfliche des Haarschafts.

Pathogenitat / Virulenz / Antigenvariabilitat
P, hortae ist ein autochthoner Kommensale mit kerati-

nolytischen Fihigkeiten. Er befillt ausschlieSlich das
Kopfhaar. Kein Befall von Epidermis oder Nagel.

Erkrankung
Schwarze Piedra

Synonym(e)
Piedra nigra, Schwarze Haarknétchenkrankheit.

Inkubationszeit
Unbekannt.

Leitsymptome
Dunkle Knétchen an Haarschiften.

Symptome

Die Infektion ist auf den Haarschaft begrenzt. Charak-
teristisch sind kleine festsitzende, harte Knétchen, die
aus Pilzelementen bestehen und schwarzbraun gefirbt
sind.

Pathophysiologie

Der Pilz haftet und vermehrt sich am Haarschaft. Da-
bei zerstort er langsam die Haarkutikula und kann tief
in den Haarkortex invadieren. Das Haar bricht an die-
ser Stelle ab.

Immunantwort
P, hortae 16st keine Immunreaktion aus.

Differenzialdiagnose
Abgrenzung von Weifler Piedra. Ferner Verwechslung
mit Eiern der Kopflaus (Pediculus capitis).

Diagnostik

Untersuchungsmaterial
Haare mit sichtbarem Befall.

Diagnostische Verfahren

Die Diagnostik basiert auf dem mikroskopischen und
kulturellen Pilznachweis.

Mikroskopische Untersuchung der befallenen Haare
in einem Haarquetschpraparat mit KOH: Die Oberfla-
che der schwarzen Knotchen erscheint wie ein pflanz-
liches Gewebe aus mosaikartig zusammengefiigten
Zellen. Die Knoten bestehen aus einem dichten Hy-
phengeflecht, in das Ascusschlduche mit je acht spin-
delformigen Ascosporen eingebettet sind.

Kulturelle Anziichtung: Aus den Knoten entwickeln
sich auf speziellen festen Nahrboden langsam kleine
Kolonien. Bebriitung bei 25 °C bis zu 3 Wochen. Diffe-
renzierung anhand der Kolonieform und der Mikro-
morphologie.

Befund / Interpretation

Der sichtbare Befund, mikroskopischer Nachweis der
Pilze in den Knétchen sowie die typische Kultur sind
beweisend fiir eine Infektion mit P. hortae.
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Therapie

Therapeutische MaBnahmen

Haare abrasieren, Lokalbehandlung mit Terbinafin
oder Azolderivaten. Zusitzlich Haarwische mit Povi-
don-Jod oder Selendisulfid.

Resistenz
Nicht bekannt.

Epidemiologie

Verbreitung

Die Schwarze Piedra kommt verbreitet unter den Be-
wohnern von feucht-warmen Klimazonen vor: in
Siid- und Zentralamerika, West- und Ostindien, Siid-
ostasien und Afrika.

Wirtsbereich / Reservoir

P. hortae kommt wahrscheinlich nicht in der Umwelt
vor. Primérer Standort ist der Mensch. In einigen Ge-
genden ist auch das Fell von Primaten befallen.

Risikogruppen
Menschen mit glattem Haar erkranken haufiger als
Menschen mit krausem Haar.

Transmission / Vektoren

Die Kontamination mit P. hortae breitet sich vermut-
lich durch freigesetzte Ascosporen iiber Kkleinste
Tropfchen im Kopfhaar eines Menschen und dartiber
hinaus von Mensch zu Mensch aus.

Pravention / Impfstoffe
Fiir den Menschen sind Priaventivmafinahmen kaum
moglich und erforderlich.

Meldepflicht
Keine.

Weiterfliihrende Informationen

Referenzzentren / Expertenlaboratorien

= Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS), Paduala-
an 8, Utrecht, NL-3584 CT, The Netherlands

= Institut Pasteur, Unité de Mycologie, 25 Rue du Docteur
Roux, F-75015 Paris, Frankreich

Web-Adressen

= http://www.clinical-mycology.com/
= http://www.mycology.adelaide.edu.au
= http://www.cbs.knaw.nl
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Erreger

Erregerspezies
P, falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae, P. knowlesi

Taxonomie
Ordnung: Haemosporidida; Gattung: Plasmodium

Historie

Hippokrates gilt als der erste abendlindische Autor,
der eine klare Beschreibung des intermittierenden
Fiebers der Malaria gegeben hat. Die Debatte um die
Ursache dieses Fiebers bietet riickblickend ein buntes
Bild. Noch im frithen 19. Jahrhundert sahen italieni-
sche Autoren in den Diampfen der pontinischen
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Stimpfe (mal aria = schlechte Luft) die Ursache fiir die
Verbreitung der Malaria. Erst gegen Ende des vorletz-
ten Jahrhunderts nahm die Charakterisierung der
»Mal-aria“ als Infektionskrankheit im Rahmen der
»Koch'schen Revolution® ihren Lauf. Der Erreger der
Malaria durchlief in diesen Jahren innerhalb kurzer
Zeit eine Wandlung vom Bakterium (Bacillus mala-
riae; Edwin Klebs und Corrado Tommasi-Crudelli)
zum Parasiten (Charles Louis Alphonse Laveran).
Gerhardt zeigte die Ubertragbarkeit des Erregers und
Ronald Ross, stimuliert durch Dr. (spater Sir) Patrick
Manson, brachte wihrend seiner Tétigkeit in den ,,In-
dian Medical Services“ die Moskitos ins Spiel. Giemsa
beschrieb 1906 die nach ihm benannte Firbung, die
bis ins molekularbiologische Zeitalter zusammen mit
dem Mikroskop unersetzlich geblieben ist. Der Le-
benszyklus der Malaria erscheint bis heute duflerst
robust. Auch die vehementesten Versuche, ihn nach-
haltig zu unterbrechen, sind bisher gescheitert. Dem
Vektor buchstablich das Wasser abzugraben, war nur
sehr fokal erfolgreich; den Vektor chemisch zu ver-
nichten, endete in einem Fiasko der WHO (DDT-Re-
sistenz). Die Entwicklung neuer Medikamente zur
Therapie und Chemoprophylaxe droht den Wettlauf
mit der Resistenzentwicklung der Malaria-Erreger zu
verlieren. Die schon zuzeiten der Pharaonen beliebten
Moskitonetze mit der Neuerung der Imprignierung
sind zur Hoffnung fiir die Ebnung des Weges der Kin-
der in die ,Semi“-Immunitit geworden. Dies umso
mehr, als ein Impfstoff weiter auf sich warten ldsst. In
den letzten Jahren wurden mehrere internationale In-
itiativen, z. B.,,Roll Back Malaria Partnership® lanciert,
um der Kontrolle dieser tropischen Infektionserkran-
kung neue Impulse zu geben.

Morphologie

Die der mikroskopischen Betrachtung leicht zugangli-
chen Formen des Parasiten sind die Entwicklungssta-
dien des erythrozytiren Zyklus. Der Parasit prisen-
tiert sich zunéchst als Ringform (,,Siegelring®) in den
Erythrozyten mit sich dunkel fairbendem Chromatin
im Nukleus, einem zirkuldren Zytoplasmasaum und
einer blassen zentralen Nahrungsvakuole. Bei den
Plasmodienarten P vivax, P ovale und P. malariae
kann man das Heranreifen der Plasmodien tiber jeden
48- bzw. 72-Stunden-Zyklus bis zur Schizogonie und
den dabei freigesetzten Merozoiten verfolgen, bei
P. falciparum dagegen in der Regel nur die Entwick-
lungsstufen bis zur ca. 26. Stunde, da danach die Para-
siten in die tiefen Kapillaren sequestrieren, sofern es
nicht bei sehr hohen Parasitendichten zum ,,Uberlauf“
daraus kommt (prognostisch ungiinstiges Zeichen).
P knowlesi ist morphologisch P. malariae Zhnlich,
kann jedoch aufgrund seines sehr kurzen 24-stiindi-
gen Vermehrungszyklus hohe Parasitendichten erlan-
gen, Sequestration der parasitierten Erythrozyten
kommt nicht vor. P. knowlesi ist erst jiingst als 5. hu-

manpathogener Malariaparasit beschrieben worden
(Vorkommen in Siid-Ost-Asien-Malaysia).

Genom
Das Genom von P. falciparum und P. vivax ist sequen-
ziert und wurde im Jahr 2002 publiziert.

Vermehrung

Lebenszyklus. Die Sporozoiten gelangen beim Stich
der weiblichen Anophelesmiicke in die Blutbahn des
Menschen. Innerhalb kurzer Zeit verschwinden sie in
den Hepatozyten. Hier entwickeln sich Schizonten.
Nach der Teilung gelangen die frei werdenden Mero-
zoiten in die Blutbahn, wo sie in Erythrozyten ein-
dringen. Nur bei P, vivax und P. ovale bleibt bei einigen
Sporozoiten die Entwicklung in der Leber fiir einige
Zeit arretiert (Hypnozoiten). Sie sind in der Lage, nach
Monaten bis Jahren einen Riickfall zu verursachen. In-
nerhalb der Erythrozyten entwickeln sich die Parasi-
ten von der Ringform tiber Trophozoiten zu Schizon-
ten, die rupturieren und Merozoiten freisetzen. Diese
dringen wiederum in neue Erythrozyten ein, konnen
sich jedoch auch zu Gametozyten entwickeln. Werden
die Gametozyten von Moskitos aufgenommen, entwi-
ckeln sie sich dort erneut zu Sporozoiten. Damit ist
der Zyklus geschlossen.

Pathogenitét / Virulenz / Antigenvariabilitat

P. falciparum ist die virulenteste Plasmodienart. Die
Ursache dafiir wird in der Art und Weise gesehen, in
der P. falciparum die Erythrozytenoberfliche verin-
dert. Hier wird die Verkniipfung von Virulenz und
Pathogenitit vermutet. Der Parasit etabliert wiahrend
jedes asexuellen 48-Stunden-Zyklus Proteine auf den
Erythrozytenoberflichen des Wirtes, die Vorausset-
zung fiir die Zytoadhirenz dieses Parasiten sind. Die
Erythrozyten mit verdnderter Oberfliche binden an
Rezeptoren ,aufgeregelter Endothelzellen. Auf diese
Weise kommt es zur Sequestration parasitierter Ery-
throzyten in den Zielorganen und zusitzlich durch
Adhision zwischen den Erythrozyten zur Erythrozy-
ten-Rosettenbildung. Diese Phanomene werden als
eine der Komponenten gesehen, die die pathologi-
schen Prozesse beim Malaria-Infizierten vorantreiben.
Die Fahigkeit des Parasiten, gerade im Bereich der fiir
die Zytoadhision verantwortlich gemachten Liganden
(PfEMP1) eine enorme Antigenvariabilitit zu entwi-
ckeln (var Gene), ermdglicht ihm, der Immunantwort
des Wirtes zu entkommen. Auf der anderen Seite re-
agiert jedoch auch der Wirt sehr variabel auf den Pa-
rasiten (Zytokinausschiittung, Polymorphismen der
Endothelrezeptorgene, z. B.ICAM-1). Dieser Fluss der
Ereignisse wird in zunehmendem Mafd molekular er-
fasst mit einer rasant wachsenden Zahl beschriebener
Rezeptoren, Liganden und zunehmender Kenntnisse
tiber die genetische Variabilitit des Parasiten und des
Wirtes. Der Briickenschlag zur Pathophysiologie oder
gar zur Klinik der schweren Malaria ldsst jedoch hart-
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néckig auf sich warten. Ergebnisse vorhergesagter As-
soziationen, z. B. zwischen Adhidsionseigenschaften
und Schweregrad der Erkrankung, enttduschten und
fiir die klinische Herausforderung gingiger Hypothe-
sen (z. B. Adhision) fehlen bisher die testbaren Pro-
dukte (z. B. anti-adhésive Therapeutika) sowie die kli-
nischen Studien zu ihrer Erprobung.

Erkrankung

Malaria, mit den speziesbezogenen Untergruppen
Malaria tropica (P. falciparum), Malaria tertiana
(P, vivax, P. ovale), Malaria quartana (P. malariae).

Inkubationszeit

P, falciparum: Die meisten Patienten mit importierter
Malaria erkranken innerhalb der ersten 3 Monate
nach Riickkehr aus einem Malaria-Endemiegebiet, ei-
nige jedoch erst innerhalb eines Jahres und linger.

P, vivax und P. ovale: Nur ca. 30 % der importierten
Malariainfektionen manifestieren sich klinisch inner-
halb eines Monats nach Riickkehr, 5-10 % erst nach
einem Jahr und linger. Aufgrund der Hypnozoiten
kann ein Riickfall auch erst nach Jahren eintreten.

P. malariae: Obwohl keine Hypnozoiten gebildet wer-
den, kann diese Malariaform noch Jahrzehnte nach
Erstinfektion rezidivieren.

Leitsymptome

Fieber, Kopf- und Gliederschmerzen (unkomplizierte
Malaria); Symptome aus (Multi-)Organversagen re-
sultierend (komplizierte Malaria), insbesondere Be-
wusstlosigkeit (zerebrale Malaria), Bldsse, Symptome
des Kreislaufversagens (schwere Anidmie).

Symptome

Es gibt keine typischen Symptome der Malaria. Fiir

praktische klinische Zwecke ist jeder Patient, der ein

Malariagebiet innerhalb der letzten Monate (bis Jahre)

besucht hat, bei Fieber und ,,grippeartigen® Sympto-

men (Kopf- und Gliederschmerzen) — auch Durchfall

kommt vor - malariaverdachtig; und dies bei jeder

derartigen Episode erneut.

Hiufige korperliche Untersuchungsbefunde: Zei-

chen der Anémie, Ikterus, vergroflerte, druckschmerz-

hafte Milz und Leber.

Erkrankungseinteilung: Fiir die Praxis hat sich im

Hinblick auf die Therapie folgende Unterteilung be-

wihrt:

= die ,gutartigen® , Tertiana“- und die ,,Quartana“-
Malaria-Erkrankungen (P, vivax, P. ovale, P. mala-
riae),

= die unkomplizierte Malaria tropica (P, falciparum),

= die komplizierte Malaria tropica (P, falciparum).

Die klinischen Manifestationen der komplizierten
Malaria sind: Bewusstseinsveranderungen bis zum
Koma (zerebrale Malaria), Dyspnoe (azidotische At-
mung), Krampfanfille, Kreislaufversagen, Lungen-

6dem, Blutungsneigung, Ikterus, Hamoglobinurie,
schwere Andmie.

Pathophysiologie

Verschiedene Prozesse sind wirksam und in verschie-
denen Patientengruppen (Kinder, Schwangere, Semi-
Immune, nicht Semi-Immune) in unterschiedlichen
Kombinationen mehr oder weniger bedeutsam: Se-
questration parasitierter Erythrozyten (» oben), me-
tabolische Storungen (Azidose, Hypoglykimie), direk-
te Zerstorung der Erythrozyten durch heranreifende
Plasmodien, Knochenmarksuppression durch plas-
modieninduzierte Stérung des Zytokinprofils, Ge-
websminderperfusion (Hypovolamie, Andmie).

Immunantwort

Man unterscheidet die angeborene Resistenz bzw.
yImmunitat® und die durch einmalige oder wieder-
holte Konfrontation mit einem Erreger erworbene
Immunitit.

Angeborene Resistenz: Genetische Merkmale, die
sich im Laufe der Zeit als vorteilhaft, z. B. gegeniiber
der Infektion durch Malaria-Erreger, erwiesen haben,
sind Teil der angeborenen Resistenz gegeniiber Mala-
ria-Erregern. Hierzu zihlen u. a. das Himoglobin-S-
Tragertum (Sichelzell-Krankheit), die Thalassdmien,
der G6PDH-Mangel oder das Fehlen der Dufty-Blut-
gruppe.

Erworbene Immunitit: Trotz intensiver Forschung ist
die Malaria-Immunantwort bis heute sehr unzurei-
chend verstanden. In dem offensichtlich sehr komple-
xen Geschehen sind einige Segmente der Immunant-
wort gut beschrieben. Es kristallisieren sich bei einigen
dieser Prozesse hohe Parasitenantigen-Spezifititen
heraus, die derzeit als Zielantigen bei der Entwicklung
von Impfstoftkandidaten berticksichtigt werden.

Die Komponenten und Prozesse des tatsichlichen
Schutzes, den ein Mensch erlangen kann, sind ebenso
unvollstindig verstanden und werden sehr kontrovers
diskutiert. Einigkeit besteht dariiber, dass der Mensch
keine komplette ,,anti-infektigse“ (sterilisierende) Im-
munitit — vergleichbar der gegeniiber Viren, wie z. B.
Masern-Viren - erlangen kann. Ins Spiel gebracht
wurde deshalb eine so genannte ,,anti-disease“-Immu-
nitét. Diese soll die Krankheitsmanifestationen modu-
lieren, was zu der Beobachtung passt, dass Menschen,
die in Endemiegebieten geboren werden und auf-
wachsen, mit der Zeit zwar weiterhin regelmafig infi-
ziert werden (was fiir die Aufrechterhaltung dieser
Immunitét offensichtlich auch erforderlich ist), jedoch
keine oder nur noch milde Krankheitserscheinungen
entwickeln. Es wird in diesem Zusammenhang auch
von einer so genannten ,Semi“-Immunitit gespro-
chen. Es dauert Jahre, bis diese solide etabliert ist. Wie
diese jedoch altersabhingig gewonnen wird, inwieweit
sie verloren geht und wie schnell sie zuriickgewonnen
werden kann, ist unklar.
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Differenzialdiagnose

Aufgrund der unspezifischen Klinik gibt es zahlreiche
Differenzialdiagnosen, im Hinblick auf importierte
Erkrankungen mit spezifischen Verbreitungsgebieten
bzw. erhohtem reiseassoziiertem Risiko, insbesondere
Dengue-Fieber, Typhus abdominalis, Rickettsiosen,
virale Hepatitiden, Leptospirose, bakterielle Sepsis.

Diagnostik

Untersuchungsmaterial
Blut (EDTA-).

Diagnostische Verfahren

Spezifisch. EDTA-Blut = Dicker Tropfen (Suchtest)
und Blutausstrich (Identifikation der Plasmodien-
Spezies P, falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae und
Bestimmung der Parasitdmie).

Dicker Tropfen: Ein Bluttropfen wird auf einem Ob-
jekttrager verriihrt, getrocknet, hamolysiert und nach
Giemsa geférbt. Der ,,Dicke Tropfen® ist als Anreiche-
rungsmethode (6-10fach) wesentlich sensitiver als
der Blutausstrich.

Blutausstrich: Dieser wird ebenfalls nach Giemsa ge-
farbt. Die Form der Parasiten ist aufgrund der Fixie-
rung gut erhalten und die Erythrozyten sind gut beur-
teilbar. Damit sind die Voraussetzungen fiir die Mala-
ria-Speziesbeurteilung und die Parasitimiebestim-
mung erfiillt.

Bei negativem Ergebnis und fortbestehendem Ver-
dacht Wiederholung(en) der Untersuchung.

Weitere Nachweisverfahren:

QBC (quantitative-buffy-coat-Methode): Anreiche-
rung der Parasiten im buffy coat durch Zentrifugieren
in speziellen Kapillarréhrchen und Anfirbung der
Parasiten-DNA mit Acridin-Orange. Sensitivitdt mit
dem ,,Dicken Tropfen® vergleichbar; das Ergebnis liegt
innerhalb von Minuten vor, es ist jedoch eine teure
Fluoreszenzeinrichtung und sehr viel Erfahrung er-
forderlich.

So genannte Malaria-Schnelltests sind immunochro-
matografische Nachweisverfahren von P. falciparum
histidine rich protein 2 (PfHRP-2) oder parasitenspe-
zifischer Laktatdehydrogenase (pLDH). Die Schnell-
tests haben sich fiir den Zweck der Selbstdiagnose der
Reisenden nicht bewihrt. Im Labor oder durch den
Arzt sind sie einsetzbar, sofern die Limitationen be-
herzigt werden. Das sind vor allem falsch-negative Er-
gebnisse, solange die Parasitdimie noch niedrig ist, und
aufgrund blockierender Phidnomene bei sehr hohen
Parasitamien.

Die Malaria-Serologie hat fiir die Diagnose der akuten
Malaria keine Bedeutung. Sie ist fiir epidemiologische
Untersuchungen und die retrospektive Diagnostik ge-
eignet.

Molekularbiologische Methoden (PCR) erfiillen der-
zeit noch nicht die Anforderungen fiir die Malariadia-

gnostik, insbesondere hinsichtlich der Zeit, die erfor-
derlich ist, bis das Ergebnis zur Verfiigung steht.
Zusitzliche Laboruntersuchungen: Himoglobin,
Leukozyten, Thrombozyten, plasmatische Blutgerin-
nung, Bilirubin, Transaminasen, Kreatinin, Harnstoff,
Blutzucker.

Fiir die weitere Differenzialdiagnose, insbesondere bei
negativer Malariadiagnostik: Blutkulturen, Stuhlkul-
turen, Urinstatus und -kultur, Lumbalpunktion.

Therapie

Therapeutische MaBnahmen

Ein Malaria-Erkrankter muss bis zur Differenzierung
der Spezies als medizinischer Notfall behandelt wer-
den. Ergibt die Artdiagnose P. vivax, P. ovale oder
P. malariae, entspannt sich die Situation. Der Verlauf
ist in aller Regel ,,gutartig®. Die Malaria tropica (P. fal-
ciparum) dagegen stellt entweder von Anbeginn ein
intensivmedizinisches Problem dar (komplizierte Ma-
laria tropica) oder kann sich von einem auf den ande-
ren Moment zu einem solchen Problem entwickeln
(unkomplizierte Malaria tropica).

Die Therapie verfolgt zwei Ziele: die schnelle Eradika-
tion des Parasiten (spezifische antiparasitéire Therapie)
und die Behandlung von Komplikationen (sympto-
matische Therapie).

Die spezifische Therapie erfordert genaue Kenntnisse
iber die Resistenzlage der Malaria-Endemiegebiete.
Resistenzbestimmungen sind nicht als Routine-La-
borleistungen verfiigbar und wiirden ohnehin zu lan-
ge dauern, um therapeutisch niitzlich zu sein.

Therapie der ,Tertiana“-Malaria (P. vivax und

P. ovale) und der,Quartana“-Malaria (P. malariae)

In der Regel liegt keine Notfallsituation vor. Die Milz-
ruptur ist praktisch die einzige, sehr seltene todliche
Komplikation.

Mittel der 1. Wahl fiir die Behandlung der Blutformen,
sofern keine Resistenz vorliegt, ist Chloroquin. Bei
cloroquinresistenten P-vivax-Infektionen erfolgt die
Behandlung mit Atovaquon-Proguanil, Artemether-
Lumefantrin oder Chinin(resistenzgerechte Therapie
> Resistenz).

Fir die Eradikation der Leberformen (Hypnozoiten;
P, vivax und P. ovale) wird Primaquin (Ausschluss des
G6PDH-Mangels beachten!) eingesetzt. Bei P-vivax-
Infektionen aus Gebieten mit mangelnder Ansprech-
barkeit auf die Primaquin-Standarddosis erfolgt die
Therapie mit hoherer Dosis.

Therapie der unkomplizierten Malaria tropica

(P. falciparum)

Die Therapie mit Chloroquin ist nur noch in sehr we-
nigen Gebieten der Welt moglich. Die meisten Infekti-
onen miissen mit Atovaquon/Proguanil, Artemether/
Lumefantrin oder Mefloquin behandelt werden. Chi-
nin (oral) ist ebenfalls unter bestimmten Bedingungen
eine Option. In Multiresistenzgebieten miissen auf je-
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den Fall Artemisinin-Derivate verabreicht werden (re-
sistenzgerechte Therapie > Resistenz).

Therapie der komplizierten Malaria tropica

(P. falciparum)

Mit Ausnahme von Infektionen aus Multiresistenzge-
bieten ist das Mittel der Wahl in Deutschland nach wie
vor Chinin, das parenteral, beginnend mit einer Auf-
sattigungsdosis (,loading dose®), verabreicht wird.
Dosierung und Dosierungsintervalle der Einzeldosen
miissen sehr strikt eingehalten werden. Auf Nebenwir-
kungen muss streng geachtet werden: Hypoglykdmie
(chinininduzierte Hyperinsulindmie), Reizleitungs-
storungen des Herzens (korrigierte QTc-Zeit), Hor-
storung (wobei ein etwas ,entferntes“ Horen und ein
Tinnitus in aller Regel einen guten Wirkspiegel signa-
lisieren, keine Gefahr darstellen und nach Therapieen-
de verschwinden).

Je nach Resistenzlage wird zum Chinin Doxycyclin
hinzugenommen, oder es miissen in den Multiresis-
tenzgebieten Artemisininderivate zum Einsatz kom-
men.

Randomisierte klinische Studien in Siidostasien, in
denen Artesunat mit Chinin verglichen wurde, haben
in jingster Zeit gezeigt, dass die Letalitdt der kompli-
zierten Malaria bei Erwachsenen mit Artesunat um
35 % gesenkt werden kann. Wegen der eindeutigen
Datenlage, ist Artesunat in den aktuellen Malaria-The-
rapieempfehlungen der Weltgesundheits-Organisati-
on fiir die Therapie der komplizierten Malaria tropica
beim Erwachsenen Mittel der ersten Wahl. Ein Dilem-
ma stellt dar, dass Artesunat derzeit nicht in einem
Produkt zur Verfiigung steht, das nach GMP- (good
medical practice) Standard hergestellt ist.

Die Kunst der Behandlung der komplizierten Malaria
liegt darin, die mannigfaltigen Komplikationen zu be-
herrschen. Vom Organversagen bedroht sind in erster
Linie das ZNS (zerebrale Malaria), die Lunge (ARDS),
die Niere (tubuldre Nekrose) und das Blut/Knochen-
mark (hdmolytische Andmie/Hemmung). Die meta-
bolische Azidose (Laktazidose) ist ein grofles Problem.
Auch unter optimalen intensivmedizinischen Bedin-
gungen ist die Letalitit der Malaria mit Multiorgan-
versagen hoch.

Unter bestimmten Bedingungen hilfreiche Mafinah-
men sind Austauschtransfusion (klinisch sehr schwie-
rige Entscheidung; Evidenzlage problematisch) und
antikonvulsive Behandlung (zerebrale Malaria).
Kontraindiziert sind bzw. nicht bewéhrt haben sich
hoch dosierte Kortikosteroide, Mannitol, Heparin,
Desferrioxamine, Azetylsalizylsdure, TNF-Antikorper,
Pentoxifylline (TNF-Inhibitor).

Resistenz

P. falciparum: ist inzwischen gegeniiber zahlreichen
Medikamenten resistent. Chloroquinresistenz trat
mehr oder weniger gleichzeitig in den frithen 1960er
Jahren in Siidostasien und Siidamerika auf, ab den

1980er Jahren in Sub-Sahara-Afrika und hat sich in-
zwischen bis zur Unbrauchbarkeit dieses einst wert-
vollen Medikamentes ausgebreitet. Resistenzen gegen-
iiber Pyrimethamin-Sulfonamid-Kombinationen,
Amodiaquin, Mefloquin, Halofantrin, Chinin, Chinin-
Doxicyclin, Atovaquon und Artemisinin-Derivaten
folgten. Multiresistenzen sind ein zunehmendes und
gefiirchtetes Problem. Sie werden seit Jahren insbe-
sondere in den Regionen Thailand-Kambodscha und
Thailand-Burma beobachtet.

Plasmodium vivax: Resistenzen gegeniiber Chloro-
quin sind seit einigen Jahren nun auch bei P. vivax auf-
getreten. Betroffen ist vor allem Ozeanien. Die Erstbe-
schreibung kam 1989 aus Papua-Neuguinea und wur-
de seitdem auch in Indonesien und Burma beobachtet
und in Einzelfillen in Indien, den Salomon-Inseln,
Thailand, Guyana und Brasilien. Zunehmend gibt es
inzwischen auch eine verminderte Ansprechbarkeit
gegeniiber Primaquin in verschiedenen Regionen der
Welt.

Epidemiologie

Verbreitung

40 % der Weltbevolkerung leben in Malaria-Endemie-
gebieten.

Die Malaria ist in den Tropen mit Ausnahme von Po-
lynesien und Mikronesien verbreitet. P. falciparum ist
die fithrende Art im subsaharischen Afrika, Neugui-
nea und Haiti, P. vivax in Zentralamerika, Nordafrika,
Stid- und Westasien.

Die epidemiologische Situation variiert in weiten
Grenzen. Am einen Ende der Skala befinden sich sehr
viele Linder des subsaharischen Afrikas, in denen die
meisten Menschen bereits kurz nach Geburt infiziert
sind. Die Malaria-assoziierte Sterberate ist hoch in der
frithen Kindheit, im Erwachsenenalter dagegen profi-
tiert die Bevolkerung von einer erworbenen, so ge-
nannten ,,Semi“-Immunitit (» Immunantwort). Am
anderen Ende des Spektrums befinden sich Regionen
mit sporadischer Malaria-Ubertragung, z. B. Nordin-
dien. Die Malaria tritt in Epidemien auf und trifft eine
nicht immunologisch vorbereitete Bevolkerung. Die
Sterberate ist wahrend dieser Epidemien in allen Al-
tersklassen hoch.

Die Inzidenz Kklinischer Malaria-Episoden pro Jahr
wird auf 500 Millionen geschitzt, die Sterberate auf 1
Million Menschen pro Jahr. Schwere Erkrankungen,
Tod und Folgeschdaden werden praktisch ausschlief3-
lich von P, falciparum verursacht.

Reisende aus Nicht-Endemiegebieten sind unge-
schiitzt in allen Altersgruppen sehr gefihrdet und auf
wirksame Priventionsmafinahmen angewiesen (Re-
pellentien, moglichst gut bedeckende Kleidung, Mos-
kitonetze, Chemoprophylaxe, Stand-by-Therapie). In
den letzten Jahren werden in Deutschland jahrlich
600-700 importierte Malariafille registriert. Davon
sterben jedes Jahr mehrere an dieser gut verhiit- bzw.
therapierbaren Erkrankung.
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Wirtsbereich / Reservoir
Mensch.

Risikogruppen

Alle in Endemiegebieten lebenden Menschen gehoren
hierzu, wobei in Abhéngigkeit von der Ubertragungs-
situation Kinder besonders gefahrdet sind. Ebenso alle
Nicht-,,Semi-Immunen® d. h. Personen, die aufSerhalb
von Endemiegebieten geboren und aufgewachsen
sind. Aufgrund der Tatsache, dass Menschen aus En-
demiegebieten, die auf8erhalb von diesen leben, oft (zu
Unrecht) als ,semi-immun® geschiitzt angesehen wer-
den, stellen auch sie eine Risikogruppe dar. Da nicht
Kklar ist, wie schnell die ,,Semi-Immunitit® verloren
geht bzw. wiederhergestellt ist, sollten diese Menschen
- um auf der sicheren Seite zu sein - bzgl. einer Mala-
riaprophylaxe und -therapie wie Nicht-Immune be-
handelt werden. Eine besondere Risikogruppe stellen
Schwangere dar. In erhéhtem Mafle gefihrdet sind
evtl. auch Personen ohne Milz.

Transmission / Vektoren

Die Malaria wird durch mehrere Anopheles-Arten
iibertragen. Die Ubertragung findet bei Temperaturen
unter 16 °C, tiber 33 °C und tber einer Hohe von
2.000 m nicht statt. Die meisten Anophelinen stechen
abends und nachts, unterscheiden sich jedoch darin,
ob sie im oder auf3erhalb des Hauses stechen. Ubertra-
gung durch Blut- und Blutprodukte kommt vor, eben-
so iiber Injektionsnadeln. Die kongenital {ibertragene
Malaria ist sehr selten.

Kontrolle / Pravention / Impfstoffe

Strategien zur Krankheitsvorbeugung und

Kontrolle in Malariaendemiegebieten

Folgende Strategien sind heute im Einsatz:

1. Frithdiagnose und prompte Therapie auf Haus-
halts-, Primidrversorgungs- und Krankenhausebe-
ne,

2. personlicher Schutz mit Insektizid-impragnierten
Moskitonetzen,

3. selektive und nachhaltige Sanierungsmafinahmen
und Sprayaktionen,

4. Frihwarnsysteme und Bekidmpfung von Epidemi-
en,

5. intermittierend priventive Therapie fiir Kleinkin-
der (IPT;) und fiir Schwangere (IPT;).

Individuelle Prévention bei Reisenden

Die Pravention der Malaria bzw. die Verhinderung

von schwerer Erkrankung und Tod besteht aus einer

Kombination von Einzelmafinahmen:

1. Aufkldrung tiber das Risiko,

2. Reduktion der Stichrate der Ubertrigermiicke (Re-
pellentien, Kleidung, Miickengitter, Moskitonetze),

3. Insektizide (auch zur Impréignierung von Moskito-
netzen; Pyrethroide, Permethrin),

4. Chemoprophylaxe,

w1

Notfallmedikamente zur Selbstbehandlung,

6. Aufklirung dariiber, dass eine Malaria trotz opti-
maler Privention (Punkte 1-5) noch Monate nach
der Riickkehr eintreten kann,

7. Sensibilisierung des Gesundheitssektors und Aus-

bildung des Personals.

Die Kombination der auf Reisen zum Einsatz kom-
menden Strategien (Punkte 1-5) hingt von zahlrei-
chen Faktoren ab, u. a. vom Ubertragungsrisiko und
der Resistenzlage im bereisten Gebiet, von der Dauer
der Reise und personlichen Voraussetzungen des Rei-
senden.

Medikamente zur Chemoprophylaxe und Selbstthera-
pie sind heute regionenspezifisch in vielen europii-
schen Lindern durch Expertenkonsens abgestimmt.
Wer Reisende berit, muss tiber den aktuellen Stand
dieser Leitlinien informiert sein.

In der medikamentésen Malariaprivention werden
abhingig vom Ubertragungsrisiko folgende zwei Wege
eingeschlagen: (1) die Chemoprophylaxe (in Regionen
mit hohem Ubertragungsrisiko) und (2) die Notfall-
(Selbst-)Therapie (in Regionen mit niedrigem Uber-
tragungsrisiko). Die Medikamentenwahl richtet sich
nach der Resistenzlage in den einzelnen Gebieten. Die
Karte der WHO/DTG fasst in ihrer regelmaf3ig aktua-
lisierten Form diese Strategien zusammen. Chloro-
quin ist aus Resistenzgriinden fast vollstindig von der
Landkarte verschwunden. Mefloquin und Atovaquon/
Proguanil haben Chloroquin in der Prophylaxe und
Selbsttherapie ersetzt; fir die Hochresistenzgebiete
steht fiir die Selbsttherapie zusitzlich ein Artemisinin-
derivat (Artemether) kombiniert mit Lumefantrin zur
Verfiigung. Doxycyclin ist auch in Resistenzgebieten
grundsitzlich eine Alternative in der Chemoprophyla-
xe. Diese Substanz ist jedoch von der deutschen Arz-
neimittelkommission nicht fiir diese Indikation zuge-
lassen (» Abb. 1).

Impfstoffe

Die Entwicklung von Impfstoffen gegen P. falciparum,
und auch P, vivax, ist im Gange, jedoch noch weit ent-
fernt von einem ausreichend wirksamen und einsetz-
baren Impfstoff.

Meldepflicht
Die Malaria ist eine nicht namentlich meldepflichtige
Erkrankung nach § 7,3 des Infektionsschutzgesetzes.

Weiterfiihrende Informationen

Referenzzentren / Expertenlaboratorien

= Alle tropenmedizinischen Einrichtungen sind Ansprech-
partner fiir die Diagnostik und Therapie (» Adressenliste
der DTG, www.dtg.mwn.de).

Web-Adressen
= Deutsche Gesellschaft fiir Tropenmedizin und Inter-
nationale Gesundheit (DTG) e.V.: www.dtg.org




692  Plattenepithelkarzinom
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@ Abb. 1. Malariaprophylaxe 2010

= Roll Back Malaria Initiative: www.rbm.who.int

= Drugs for Neglected Disease Initiative: www.dndi.org/

= Medicines for Malaria Venture: www.mmv.org/papes/
page_main.htm

= WHO Tropical Disease Research Programme: www.who.
int/tdr/
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I .
Plesiomonas

INGO FENGLER
Erreger

Synonym(e)

Pseudomonas shigelloides, Aeromonas shigelloides, Vib-
rio shigelloides (Uberholte und heute ungebriuchliche
Synonyme).

Erregerspezies
Plesiomonas shigelloides

Taxonomie

Familie Enterobacteriaceae, Gattung Plesiomonas; die
derzeit einzige bekannte Spezies ist P. shigelloides.
Aufgrund seiner phinotypischen Gemeinsamkeiten
mit Keimen der Genera Vibrio und Aeromonas wurde
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P shigelloides zunachst der Familie Vibrionaceae zuge-
ordnet. Phylogenetische Analysen mit molekularbio-
logischen Methoden zeigten jedoch eine engere Ver-
wandtschaft zur Familie der Enterobacteriaceae als zur
Familie der Vibrionaceae. Allerdings erfillt P. shigelloi-
des wichtige Kriterien, die bisher zur Definition der
Enterobacteriaceae herangezogen wurden, nicht. So ist
P shigelloides z. B. Oxidase-postiv und es besteht eine
Empfindlichkeit fiir das Vibriostatikum O/129.

Historie

Der erste Vertreter der Gattung Plesiomonas wurde
1954 von Bader als ,,Pseudomonas shigelloides be-
schrieben. Nach Vorschldgen von Habs und Schubert
(1962) wurde das Bakterium dann in die Gattung Ple-
siomonas mit der Speziesbezeichnung Plesiomonas
shigelloides tiberfihrt.

Morphologie

Plesiomonaden sind bewegliche, gerade geformte
gramnegative Stibchen mit 2 oder mehr Geifleln an
einem der Pole. Sie sind mikroskopisch von Vibrionen
und Aeromonaden in der Regel nicht zu unterschei-
den. Auf Blutagar bilden sie anfangs kleine graue,
durchsichtige Kolonien ohne Hiamolysezone. Nach
24-stiindiger Bebriitung sind die Kolonien etwa
1-2 mm grof3. Sie erscheinen spiter weifilich glatt und
sind in alten Kulturen polymorph.

Vermehrung

Das Bakterium lésst sich leicht bei 37 °C z. B. auf Blut-
oder McConkey-Agar kultivieren. Sichtbare Kolonien
sind bereit nach 24stiindiger Inkubation nachweisbar.

Pathogenitat / Virulenz / Antigenvariabilitat

Die Pathogenitit von P. shigelloides wird kontrovers
diskutiert. Der Keim ldsst sich aus der Darmflora von
Gesunden in der Regel nicht isolieren, wurde aber ge-
héuft bei Patienten mit Diarrhoe nachgewiesen. Ver-
mutlich ist eine hohe Infektionsdosis von tiber einer
Million Keimen erforderlich.

Durch P. shigelloides verursachte extraintestinale Er-
krankungen sind selten. Septikimien wurden vor al-
lem bei immunsupprimierten Patienten und Neuge-
borenen beobachtet. Es wurden Fille von Pyosalpingi-
tis, Cellulitis, Polyarthritis, Endophthalmitis und Cho-
lecystistis, bei denen P. shigelloides isoliert werden
konnte, beschrieben. Der eindeutige Nachweis von Vi-
rulenzfaktoren sowie die Identifizierung des enteropa-
thogenen Mechanismus von P. shigelloides sind bisher
jedoch noch nicht gelungen.

Verschiedene P-shigelloides-Stamme lassen sich an-
hand ihrer Kérper(O)- und Geiflel(H)-Antigene diffe-
renzieren. Bisher wurden 102 Korper- und 51 Geiflel-
Antigene beschrieben.

Erkrankung
Diarrhoe

Inkubationszeit

Generell ist die Inkubationszeit abhangig von der Art
der Infektion, der Anzahl der Erreger sowie der Im-
munititslage des Patienten. Erste Symptome konnen
20 bis 24 h nach Genuss von kontaminiertem Trink-
wasser oder Speisen auftreten.

Leitsymptome
Diarrhoe.

Symptome
Bauchschmerzen, Ubelkeit, Erbrechen, Tenesmen,
Fieber.

Pathophysiologie

Infektionen verlaufen zumeist als Diarrhoe vom se-
kretorischen Typ unter dem klinischen Bild von wiss-
rigen Durchfillen. Das Infektionsgeschehen spielt sich
hierbei primér im Bereich des oberen Diinndarms ab.
Die Beschwerden konnen 3-4 Wochen anhalten.

Ein Teil der Infektionen kann jedoch auch unter dem
Bild einer invasiven Diarrhoe mit blutigen Durchfil-
len verlaufen.

Differenzialdiagnose
Bakterielle Diarrhoen anderer Genese.

Diagnostik

Untersuchungsmaterial

Bei Diarrhoe Stuhlproben. Bei systemischen Infektio-
nen Blutkulturen, bei lokalen Prozessen geeignetes
Untersuchungsmaterial aus der entsprechenden Regi-
on (z. B. Abstriche, Punktate).

Diagnostische Verfahren

Kulturelle Anzucht mit biochemischer Identifizierung
und Resistenztestung. Molekularbiologische Verfah-
ren zum Erregernachweis und -Typisierung sind be-
schrieben, kommen in der Routinediagnostik im All-
gemeinen jedoch nicht zur Anwendung.

Befund / Interpretation

Der kulturelle Nachweis in Verbindung mit einer ent-
sprechenden klinischen Symptomatik spricht fiir eine
Infektion mit dem Erreger.

Therapie

Therapeutische MaBnahmen

Bei einer durch P. shigelloides verursachten Diarrhoe
handelt es sich um eine selbstlimitierende Erkrankung
ohne Notwendigkeit fiir eine Antibiose. Im Allgemei-
nen ist hier eine Flussigkeitssubstitution ausreichend.
Bei schweren Verldufen kann eine Antibiose in Be-
tracht gezogen werden.

Bei systemischen oder lokalen Infektionen kann eine
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Antibiose nach Moglichkeit unter Beriicksichtigung
der Resultate der Resistenztestung erforderlich sein.

Resistenz

P, shigelloides bildet B-Laktamase und ist daher resis-
tent gegeniiber den meisten Penicillinen incl. den Ur-
eidopenicillinen (z B. Piperacillin, Azlocillin, Mezlo-
cillin). Kombinationen mit f3-Laktamase-Inhibitoren
sind jedoch zumeist wirksam. Es bestehen z. T. Resis-
tenzen gegeniiber Aminoglykosiden und Tetracycli-
nen. Eine Empfindlichkeit besteht im Allgemeinen
gegeniiber Cephalosporinen der 2. und 3. Generation
(mit Ausnahme von Cefoperazon, Ceftazidim und Ce-
fepim), Chinolonen, Co-trimoxazol, Carbapenemen
und Chloramphenicol.

Epidemiologie

Verbreitung

Es handelt sich um einen weltweit verbreiteten Keim,
der aus Stf3- und Salzwasser isoliert werden kann. Bei
Temperaturen tiber 8 °C ist der Keim beweglich und
vermehrungsfihig. Daher wurde P. shigelloides bisher
zu den thermophilen Bakterien gezdhlt. Allerdings
konnte der Keim auch in Seen nérdlich des Polarkrei-
ses nachgewiesen werden.

Wirtsbereich / Reservoir

Primér handelt es sich bei P. shigelloides um einen
Wasserkeim. Als sekundares Reservoir konnen jedoch
auch im Wasser lebende Tiere in Frage kommen. Wei-
terhin konnte eine Kolonisation mit P. shigelloides bei
einer Vielzahl von poikilo- und homeothermen Tie-
ren nachgewiesen werden.

Risikogruppen

Immunsupprimierte Patienten und Neugeborene wei-
sen ein erhohtes Risiko fiir eine Septikdmie mit dem
Erreger auf.

Transmission / Vektoren
Infektion durch kontaminiertes Trinkwasser oder Le-
bensmittel.

Prévention / Impfstoffe
Genuss von entsprechend aufbereitetem Trinkwasser
bzw. ausreichend gegarten Lebensmitteln.

Ausbruchsmanagement

Es wurden nur vereinzelt Ausbruchsgeschehen aus
dem asiatischen Raum berichtet. Ggf. Durchbrechung
von Infektionsketten durch geeignete Isolations- und
Desinfektionsmafinahmen.

Meldepflicht

Eine Meldepflicht besteht namentlich nach Ab-
schnitt 3, § 6 des Infektionsschutzgesetzes vom Juli
2000, bei Verdacht auf und Erkrankung an einer mik-
robiell bedingten Lebensmittelvergiftung oder an ei-
ner akuten infektidsen Gastroenteritis, wenn a) eine

Person betroffen ist, die eine Tétigkeit im Sinne des
§ 42 Abs. 1 ausiibt, b) zwei oder mehr gleichartige Er-
krankungen auftreten, bei denen ein epidemischer
Zusammenhang wahrscheinlich ist, oder vermutet
wird. Dem Gesundheitsamt ist ferner unverziiglich
das gehdufte Auftreten nosokomialer Infektionen, bei
denen ein epidemischer Zusammenhang wahrschein-
lich ist oder vermutet wird, als Ausbruch nichtna-
mentlich zu melden. Die Meldung nach Satz 1 hat ge-
maf3 § 8 Abs. 1 Nr. 1,3 und 5, 10 Abs. 1 Satz 3, Abs. 3
und 4 Satz 3 zu erfolgen.

Weiterfiihrende Informationen

Referenzzentren / Expertenlaboratorien

= Konsiliarlaboratorium fiir gastrointestinale Infektionen:
Institut fiir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene,
Klinikum der Universitit Freiburg, Hermann-Herder-Str.
11, 79104 Freiburg. Ansprechpartner: Herr Prof. Dr. med.
M. Kist, Telefon: 0761-203-6590; Telefax: 0761-203-6562;
Email: manfred kist@uniklinik-freiburg.de.
Die Leistungen umfassen Beratungen zur Auswahl diag-
nostischer Verfahren, bei der Aufklarung von Ausbriichen
gastrointestinaler Infektionen und bei Fall-Kontroll-Stu-
dien zur Epidemiologie gastrointestinaler Infektionen.

Web-Adressen

= http://diss-epsilon.slu.se/archive/00000307/

= http://www.fda.gov/Food/FoodSafety/Foodbornelllness/
FoodbornelllnessFoodbornePathogensNatural Toxins/
BadBugBook/default.htm

= http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/
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Pneumocystis jirovecii

DAGMAR RIMEK
Erreger

Synonym(e)
Pneumocystis jiroveci, Pneumocystis carinii f. sp. Ho-
minis.

Erregerspezies
Pneumocystis jirovecii

Taxonomie

Abteilung: Ascomycota; Klasse: Archiascomycetes;
Ordnung: Pneumocystidales; Familie: Pneumocysti-
daceae; Gattung: Pneumocystis

Pneumocystis-Isolate tierischer und menschlicher
Herkunft unterscheiden sich. Bei Tieren findet sich
P. carinii, beim Menschen P. jirovecii.

Historie

P, jirovecii wurde erstmals 1909 von C. Chagas als Try-
panosom beschrieben. Delanoe und Delanoe berich-
teten 3 Jahre spiter, dass es sich bei dem fraglichen
Erreger nicht um ein Trypanosom handelt, und nann-
ten ihn Pneumocystis carinii. In den 1920er bis 1950er
Jahren wurden diverse Ausbriiche von interstitiellen,
plasmazelluldren Pneumonien in Heimen mit mange-
lerndhrten, auf engstem Raum untergebrachten Kin-
dern berichtet. Vanek und Jirovec beschrieben 1952
P carinii als Ursache dieser Pneumonie. Seit den
1980er Jahren wurde P. carinii als hdufigster opportu-
nistischer Erreger von Pneumonien bei AIDS-Patien-
ten gesehen. Die Inzidenz der Pneumocystose ist mit
Einfithrung von HAART (highly active antiretroviral
therapy) seit 1996 zuriickgegangen. Bis Ende der
1980er wurde der Erreger aufgrund seiner Morpholo-
gie als Protozoon betrachtet. Ribosomale RNA-Gen-
sequenzanalysen ergaben 1988, dass P. carinii als Pilz
zu Klassifizieren ist. Fiir die humanpathogene Art
P, carinii f. sp. hominis wurde 1999 der Name P, jirove-
ci (korrekt: P, jirovecii) vorgeschlagen, die tierpathoge-
nen Isolate behielten den Namen P. carinii.

Morphologie

Es gibt zwei bekannte Stadien des Lebenszyklus von

P, jirovecii:

= 5-8 pum grofle Zysten mit bis zu acht Kernen und
charakteristischen, intrazystischen, symmetrisch
zueinander angeordneten, klammerartigen Struk-
turen und

= kleinere, 2-5 pm grofle, pleomorphe Trophozoi-
ten.

Genom

Pneumocystis ist ein eukaryonter Organismus, der
seit 1988 nach Sequenzanalyse des 18S rRNA-Gens zu
den Pilzen gerechnet wird. Die am besten untersuchte

Form, P, carinii f. sp. carinii, scheint haploid zu sein
und enthdlt ca. 8 Millionen Basenpaare, entsprechend
8,5 fg DNA pro Zellkern. Das Genom verteilt sich auf
13-15 Chromosomen mit einer Linge von jeweils
300-700 Kilobasenpaaren. Die Genomsequenzen der
einzelnen wirtsspezifischen Formae speciales unter-
scheiden sich deutlich voneinander, was zur Umbe-
nennung von P. carinii f. sp. hominis in P. jirovecii
fithrte. Bisher wurden ca. zwei Dutzend Gene sequen-
ziert. An einem Projekt mit dem Ziel der Sequenzie-
rung des kompletten Genoms von P, carinii wird gear-
beitet.

Vermehrung

P, jirovecii durchlduft in der Trophozoitenform eine
asexuelle Vermehrung durch Querteilung. Daneben
existiert ein sexueller Vermehrungszyklus mit der
Ausbildung von Zysten, in denen acht intrazystische
Korperchen heranreifen. Diese werden durch Platzen
der Zysten freigesetzt und entwickeln sich zu der Tro-
phozoitenform. Der zeitliche Ablauf der Vermehrung
ist nicht bekannt.

Pathogenitat / Virulenz / Antigenvariabilitat

P, jirovecii ist ein Erreger mit niedriger Virulenz. Ein
Hauptantigen ist das MSG (major surface glycoprote-
in), das sowohl konservierte als auch speziesspezifi-
sche Antigendeterminanten aufweist. Das MSG ist ein
wichtiger Adhérenzfaktor und ist durch antigeneti-
sche Variabilitit gekennzeichnet. Durch die Verinde-
rung dieses Oberflachenproteins entkommt der Erre-
ger der Inmunabwehr des Wirtes.

Erkrankung
Pneumocystis-Pneumonie

Synonym(e)
PCP, Pneumocystose, Pneumocystis-carinii-Pneumo-
nie.

Inkubationszeit

Die genaue Inkubationszeit ist nicht bekannt. Die
Krankheit beginnt schleichend. Patienten unter Korti-
kosteroid-Therapie zeigen typischerweise 1-2 Wochen
lang Symptome bis zur Diagnosestellung, bei HIV-
Patienten kann das Prodromalstadium Wochen bis
Monate betragen.

Leitsymptome
Zunehmende Dyspnoe, trockener Husten, Fieber.

Symptome

Die Pneumocystose tritt als interstitielle, plasmazellu-
ldre Sauglings-Pneumonie auf, als interstitielle Pneu-
monie schwer immunsupprimierter Patienten (v. a.
AIDS-Patienten) und selten als extrapulmonale Form.
Die Patienten klagen tiber zunehmende Dyspnoe, tro-
ckenen Husten ohne Auswurf und Fieber. Bei der kli-
nischen Untersuchung fallen Tachypnoe und Tachy-
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kardie auf. Die Auskultation der Lunge ist meist nor-
mal, evtl. findet sich ein verschirftes Atemgerdusch
oder ein diskretes Knisterrasseln. Die Vitalkapazitit ist
vermindert. Im Rontgen-Thorax zeigen sich typi-
scherweise bilaterale, diffuse, interstitielle Infiltrate,
die von den perihildren Regionen ausgehen.

An auffilligen Laborwerten finden sich im Blut ein
verminderter Sauerstoff-Partialdruck (pO,), eine er-
hohte Alveolo-arterielle Sauerstoffdifferenz und héu-
fig eine erhohte Laktat-Dehydrogenase (LDH) von
> 500 mg/L.

Insbesondere bei AIDS-Patienten kann es gelegentlich
zur Dissemination des Erregers mit extrapulmonaler
Infektion kommen. Betroffene Organe konnen
Lymphknoten, Milz, Leber, Knochenmark, Gastroin-
testinaltrakt, Auge, Schilddriise, Nieren, Herz, Gehirn
und Haut sein.

Pathophysiologie

Nach Inhalation gelangt P jirovecii in die Lungenalve-
olen, wo sich die Trophozoiten an Typ-I-Alveolarzel-
len anlagern. Bei verminderter Immunabwehr ver-
mehrt sich der Erreger und fiillt langsam die Alveolar-
rdume aus. Das histologische Bild zeigt ein schaumi-
ges, eosinophiles Alveolarexsudat. Im spéteren Stadi-
um der Erkrankung bilden sich hyaline Membranen,
eine interstitielle Fibrose und ein Odem. In der Folge
kommt es zu einer verminderten Diffusionskapazitit
der Lunge mit Hypoxdmie und respiratorischer Alka-
lose. Das Bild dhnelt dem des ARDS (adult respiratory
distress syndrome).

Immunantwort

Die Immunantwort auf eine Infektion mit P. carinii ist
komplex und nicht genau verstanden. Die ersten Ab-
wehrzellen nach Infektion mit P. carinii in der Lunge
sind die Alveolarmakrophagen, die den Erreger pha-
gozytieren, abtoten und dabei Zytokine freisetzen. Fiir
die Uberwindung der Infektion sind dariiber hinaus
CD4*-T-Zellen notwendig. Aber auch die humorale
Abwehr spielt eine wichtige Rolle. Im Tiermodell wur-
de eine Schutzwirkung von Antikorpern gegen P, cari-
nii, insbesondere von anti-MSG-Antikérpern gezeigt.

Differenzialdiagnose

Atypische Pneumonien durch bakterielle Erreger wie
Chlamydophila pneumoniae, Mycoplasma pneumoni-
ae, Legionella pneumophila; Viruspneumonien (z. B.
CMV-Pneumonie); Tuberkulose.

Diagnostik

Untersuchungsmaterial

Als Untersuchungsmaterial am besten geeignet sind
bronchoalveolidre Lavage-Fliissigkeit (BAL) und Lun-
genbioptate mit einer Sensitivitit von > 90 %. Brauch-
bar als Screening-Material ist induziertes Sputum
(nach Inhalation von hypertoner Kochsalzlosung und
anschlieflendem tiefem Abhusten), das eine geringere
Sensitivitit von 50-90 % aufweist.

Diagnostische Verfahren

Da P, jirovecii nicht kultivierbar ist, stehen fiir den Er-

regernachweis nur mikroskopische und molekular-

biologische Methoden zur Verfiigung:

= Silberfirbung nach Grocott-Gomorri: Anfirbung
der Zystenwand; Darstellung von Zysten und deren
intrazystischen charakteristischen, symmetrisch
zueinander angeordneten, klammerartigen Struk-
turen.

= Toluidinblau-Farbung: Einfache Alternative zur
Silberfirbung, aber Farbeergebnis weniger prag-
nant.

= Calcofluorweif3-Farbung: ~ Chemo-Fluoreszenz-
farbstoft, Darstellung der Zystenwand.

= Giemsa-Firbung: Darstellung von Trophozoiten
und intrazystischen Korperchen, keine Anfirbung
der Zystenwand.

= Spezifische Immunfluoreszenz-Farbungen auf der
Basis monoklonaler Antikorper: Darstellung von
Zysten human- und rattenpathogener Pneumocys-
tis-Arten.

= Nukleinsdure-Amplifikationsmethoden ~ (PCR):
Seit 1990 wurden verschiedene Assays beschrieben,
es gibt aber bisher keine kommerziell verfiigbare
Methode. Die PCR kann eine sinnvolle Erganzung
zu den Firbeverfahren darstellen.

Ein Antikérper-Nachweis ist aufgrund der hohen
Durchseuchungsrate nicht sinnvoll.

Befund / Interpretation

Der mikroskopische Nachweis von P, jirovecii spricht
fir eine Erkrankung. Positive PCR-Befunde miissen
im Zusammenhang mit dem klinischen Bild und dem
Ergebnis der Mikroskopie bewertet werden. Aufgrund
der hohen Empfindlichkeit der PCR werden auch kli-
nisch inapparente Besiedlungen mit Pneumocystis
erfasst.

Therapie

Therapeutische MaBnahmen

Als Therapie der 1. Wahl gilt Trimethoprim-Sulfame-
thoxazol (Cotrimoxazol), je nach Schweregrad ambu-
lant und oral oder stationér und intravenos. Eingesetzt
wird die vierfache Standarddosis: 15-20 mg Trime-
thoprim pro kg KG und 75-100 mg Sulfamethoxazol
pro kg KG in 3-4 Einzeldosen pro Tag fiir die Dauer
von 21 Tagen. Eine Anpassung an die Nierenfunktion
ist erforderlich. In schweren Fillen ist die zusatzliche
Gabe eines Glukokortikoids indiziert. 80-95 % der
HIV-Patienten sprechen innerhalb von 4-8 Tagen an.
Alternativen zur Standardtherapie sind Pentamidin
i.v, Dapson + Trimethoprim, Clindamycin + Prima-
quin, Atovaquon, Trimetrexat + Leucovorin.

Resistenz
Cotrimoxazol resistente Isolate kommen bei bis zu
25 % der HIV-Patienten vor. Die Resistenz gegen Sul-
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fonamide ist durch Punktmutationen im Dihydropte-
roat-Synthase-(DHSP-)Gen bedingt.

Epidemiologie

Verbreitung

Pneumocystis kommt bei Menschen und Tieren welt-
weit vor. Die primére Exposition des Menschen gegen-
tber P, jirovecii findet frithzeitig statt: Im Alter von 3
Jahren haben die meisten Kinder Antikérper gebildet.
Die Haufigkeit der Pneumocystis-Pneumonie bei
AIDS-Patienten ist in den Industrienationen hoher als
in den Entwicklungslindern. Die Inzidenz hat in den
letzten Jahren nach Einfithrung der antiretroviralen
Therapie (HAART) abgenommen.

Wirtsbereich / Reservoir

P, jirovecii lebt als Saprophyt im unteren Respirations-
trakt von Menschen, P, carinii in den Atemwegen von
Tieren wie Ratten, Miusen, Kaninchen, Frettchen,
Schweinen, Pferden und Affen. Ein Reservoir in der
unbelebten Natur wurde bislang nicht gefunden.

Risikogruppen

Frithgeborene, unterernahrte Sauglinge, HIV-Patien-
ten, Transplantationspatienten, hdmatologische und
onkologische Patienten unter Chemotherapie oder
anderer immunsuppressiver Therapie, Patienten unter
linger andauernder hoch dosierter Kortikosteroid-
Therapie, Patienten mit schwerem EiweifSmangel.

Transmission / Vektoren

P, jirovecii wird aerogen tbertragen, wahrscheinlich
durch Ubertragung von Mensch zu Mensch. So wird
die Sduglingspneumonie auch als epidemische Pneu-
mocystose bezeichnet. Dariiber hinaus wurden Aus-
briiche bei immunsupprimierten Patienten im Kran-
kenhaus beschrieben. Aber auch fiir eine latente Infek-
tion mit Reaktivierung bei verminderter Immunitits-
lage gibt es Hinweise. Eine Ubertragung vom Tier auf
den Menschen ist aufgrund der Wirtsspezifitit des Er-
regers ausgeschlossen.

Pravention / Impfstoffe

Die Effektivitit einer Chemoprophylaxe bei HIV-Pati-

enten ist erwiesen; in den USA sind Richtlinien dafiir

aufgestellt worden. Indikationen:

1. weniger als 200 CD4*-T-Zellen pro pl Blut,

2. oropharyngeale Candidose,

3. frither dokumentierte Pneumocystis-Pneumonie
(Ruckfallquote ca. 25 %),

4. Sauglinge HIV-infizierter Miitter ab dem 2. Le-
bensmonat bis zum Ausschluss einer HIV-Infekti-
on bzw. bei HIV-Infektion auf jeden Fall wahrend
des 1. Lebensjahres.

Mittel der Wahl fiir die Chemoprophylaxe bei Erwach-
senen ist Cotrimoxazol oral in einer Dosierung von
160 mg Trimethoprim und 800 mg Sulfamethoxazol

taglich oder dreimal pro Woche. Effektiv ist auch die
tagliche Einnahme von 80 mg Trimethoprim und
400 mg Sulfamethoxazol. Die Cotrimoxazol-Prophy-
laxe ist auch gegen Toxoplasma gondii wirksam. Alter-
nativen bei Unvertréglichkeit sind Dapson, Dapson +
Pyrimethamin oder die Inhalation von Pentamidin.
Die Prophylaxe ist lebenslang notwendig. Sie kann
ausgesetzt werden, wenn unter HAART die Zahlen
der CD4*-T-Zellen langer als 3 Monate auf Werte
> 200 Zellen pro pl Blut ansteigen.

Auch bei immunsupprimierten Nicht-HIV-Patienten
sollte unter bestimmten Bedingungen eine Chemop-
rophylaxe erwogen werden, z. B. bei niedrigen CD4*-
T-Zellzahlen, bei linger andauernder Kortikosteroid-
Therapie, nach Knochenmark- oder Organtransplan-
tation, bei Neutropenie nach Chemotherapie.

Ausbruchsmanagement

Patienten mit Pneumocystis-Pneumonie sollten von
anderen immunsupprimierten Patienten isoliert wer-
den, um eine aerogene Ubertragung von Mensch zu
Mensch zu verhindern.

Meldepflicht

Nach dem Infektionsschutzgesetz besteht fir die
Pneumocystis-Pneumonie in Deutschland keine Mel-
depflicht.

Weiterfiihrende Informationen

Referenzzentren / Expertenlaboratorien

= Expertenlabor: Prof. Dr. E. C. Reisinger, Abteilung fiir
Tropenmedizin und Infektionskrankheiten, Klinik fiir In-
nere Medizin der Universitat Rostock, Ernst Heydemann
Str. 6, 18057 Rostock

Web-Adressen

= The Pneumocystis Genome Project. http://pgp.cchmc.org

= DoctorFungus Corporation: http://www.doctorfungus.
org/thefungi/pneumocystis.htm

= AIDSinfo: http://www.aidsinfo.nih.gov/Guidelines/
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I Pneumokokken

» Streptococcus pneumoniae
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» Acinetobacter

» Adenoviren

» Alcaligenes/Achromobacter

» Amoben, frei lebende (Naeglerien, Acanthamében,
Balamuthia, Amében als Vehikel pathogener Mikro-
organismen)

» Arenaviren

» Aviidre Influenzaviren

» Bioterrorismus, infektiologische Aspekte
» Burkholderia, Ralstonia

» Chlamydia

» Coronavirus, humanpathogenes

» Corynebacterium, sonstige Spezies

» Coxsackieviren

» Cytomegalievirus

» Enterobacter

» Enteroviren 68-71 und andere Entroviren
» Escherichia coli

» Flavobacterium

» Haemophilus influenzae

» Hafnia

» Hakenwiirmer

» Klebsiella

» Legionella

» Moraxella catarrhalis

» Mycoplasma pneumoniae

» Parainfluenzaviren

» Pneumocystis jirovecii

» Proteus mirabilis, Proteus vulgaris

» Providencia, Morganella

» Pseudomonas

» Rothia mucilaginosa

» SARS-Coronavirus (SARS-CoV)

» Scopulariopsis brevicaulis

» Serratia

» Streptococcus pneumonia

I .
Pneumonie

ToB1As WELTE
Definition
Wir unterscheiden drei hinsichtlich Erreger, Prognose
und Verlauf verschiedene Formen der Pneumonie, die
ambulant erworbene Pneumonie (englisch: Commu-
nity Acquired Pneumonia, CAP), die nosokomiale
Pneumonie (NP) mit der Sonderform der beatmungs-
assoziierten Pneumonie (englisch: Ventilator-associa-
ted Pneumonia, VAP) und die Pneumonie bei Im-
munsupprimierten.

Jede auflerhalb des Krankenhauses oder wihrend der
ersten 48 Stunden nach Aufnahme ins Krankenhaus
erworbene Pneumonie wird als CAP bezeichnet. Mehr
als 48 Stunden nach Krankenhausaufnahme und in
den ersten Tagen (bis zu mehreren Wochen, abhingig
von der Linge des Krankenhausaufenthalts und der
Menge eingenommener Antibiotika) nach Kranken-
hausentlassung erworbene Infektionen werden als no-
sokomiale Pneumonien bezeichnet.

In den letzten Jahren wurden intensiv diskutiert, ob
die Pneumonie bei Bewohnern von Alten- und Pflege-
heimen als eine besondere Krankheitsentitt anzuse-
hen sei, fiir Europa konnte jedoch nicht belegt werden,
dass sich das Erregerspektrum — und damit die Aus-
wahl der empfohlenen Antibiotika — von dem von Pa-
tienten mit klassischer ambulant erworbener Pneu-
monie unterscheidet

Die schnelle Weiterentwicklung der Transplantations-
medizin und der Hochdosis-Chemotherapie im hi-
matologisch-onkologischen Bereich fiihrte dazu, dass
pulmonale Infektionen mit opportunistischen Erre-
gern wie dem Zytomegalievirus oder Aspergillus ver-
mehrt auftraten, fiir die neue diagnostische und thera-
peutische Mafinahmen nétig wurden, die im Rahmen
dieses Kapitels nicht diskutiert werden konnen.

Erregerspektrum

CAP (1)

Der am haufigsten identifizierte Erreger ist S. pneumo-
niae (in ca. 30-50 % aller Fille), gefolgt von Mykoplas-
men, H. influenzae (beide ca. 10 %) und Legionellen
(ca. 3-5 %). S. aureus und gramnegative Erreger wie
E. coli und K. pneumoniae spielen bei élteren und ko-
morbiden Patienten eine Rolle. P. aeruginosa findet
sich bei CAP nur bei Patienten mit struktureller Lun-
generkrankung. Ob Viren fiir Pneumonien verant-
wortlich sind oder ob sie durch eine Schidigung des
Atemwegsepithels lediglich die Entstehung bakteriel-
ler Infektionen begtinstigen, ist unklar. Mischinfektio-
nen mit mehreren Erregern kommen vor, sind aber
eher selten.

In Deutschland werden zurzeit keine wesentlichen
Resistenzen der wichtigsten Erreger der CAP gegen-
tiber den gingigen Antibiotika berichtet, weltweit ist
vor allem in Stiideuropa und Asien die Makrolidresis-
tenz von S. pneumoniae fir die Therapieplanung be-
deutsam.

NP/VAP (2)

S. aureus, E. coli, K. pneumoniae und P. aeruginosa sind
die wesentlichen Erreger. Aufgrund der groflen Zahl
an chronisch kranken, vielfach vorbehandelten Pati-
enten, wurde die Unterscheidung in friihe (,,early on-
set“) und spdte (,,late onset) Pneumonie weitgehend
verlassen, da bei diesen Patienten frithzeitig resistente
Erreger zu beobachten sind

Fiir alle Erreger der NP ist eine Zunahme von Resis-
tenzen gegen Standardantibiotika zu beobachten. In
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Einzelfallen ist der Erreger gegeniiber keiner der be-
kannten Antibiotikagruppen sensibel.

Epidemiologie

Die Inzidenz der CAP in Deutschland betrigt, je nach
verwendeter statistischer Methode, 3,7-10,1 pro 1000
Einwohner und liegt damit im européischen Mittel.
200.000 der jahrlich etwa 400.000 bis 680.000 CAP-
Patienten werden stationdr behandelt. Die Sterblich-
keit im ambulanten Bereich ist niedrig, bei hospitali-
sierten Patienten mit knapp 14 % hoch, sie ist abhin-
gig vom Alter des Patienten und seinen Komorbiditi-
ten. Wesentliche, die Prognose der Pneumonie beein-
flussende Begleiterkrankungen sind dabei die chroni-
sche Herzinsuffizienz, die chronische Niereninsuffizi-
enz, die strukturelle Lungenerkrankung, die Leberzir-
rhose, eine neurologische Grunderkrankung und eine
Tumorerkrankung.

Die Gesamtinzidenz der VAP betréigt im Bereich in-
ternistischer Intensivstationen 12,1 %, das entspricht
16,5 Fillen pro 1000 Patiententage. VAP ist prognose-
und kostenrelevant, insgesamt muss man von einer
zusitzlichen Sterblichkeit von 30 % ausgehen. Resis-
tente Erreger sind fiir die Verschlechterung der Prog-
nose mitverantwortlich.

Beschreibung des Krankheitsbilds

Typisch sind respiratorische Symptome (Husten, pu-
rulenter Auswurf, Dyspnoe), Fieber, Tachypnoe (beim
Kleinkind Nasenfliigeln als Zeichen der Dyspnoe), Zy-
anose, Pleuraschmerzen. Allgemeinsymptome wie
Krankheitsgefiihl, Schiittelfrost, Kopf- und Glieder-
schmerzen, Appetitlosigkeit. Extrapulmonale Sympto-
me wie Durchfall oder eine neurologische Symptoma-
tik (Verwirrtheit, Halluzinationen) konnen vor der
pulmonalen Symptomatik auftreten. Zeichen einer vi-
ralen Erkrankung (Pharyngitis, Rhinitis, Otitis) kon-
nen der Pneumonie vorausgegangen sein. Man findet
nur selten alle klinischen Symptome gleichzeitig. Beim
alten Menschen und bei Patienten auf der Intensivsta-
tion (VAP, NP) kann eine Pneumonie sehr symptom-
arm verlaufen. Bei der korperlichen Untersuchung
findet man eine Klopfschallddmpfung, ein verscharf-
tes Atemgerdusch und ohrnahe Rasselgerdusche. Sen-
sitivitdt und Spezifitat des Auskultationsbefundes sind
jedoch gering, so dass man sich nicht allein auf diese
Befunde verlassen kann.

Pathophysiologie

Pathogene konnen tiber verschiedene Wege in die
Lunge gelangen. Die Aspiration von Pathogenen aus
der oropharyngealen Flora stellt den haufigsten Infek-
tionsweg dar. Zu verschiedenen Zeiten im Jahr tragt
auch der Gesunde voriibergehend potenziell lungen-
pathogene Mikroorganismen im Nasopharynxbereich.
Im Alter, im Rahmen schwerer Grunderkrankungen
oder medizinischer Mafinahmen (wie bei Intubation
und Beatmung) und bei Immunsuppression steigt die

Héufigkeit der Besiedlung des Nasopharynx mit gram-
negativen Keimen an. Ungefihr 50 % der gesunden
Erwachsenen aspirieren wihrend des Schlafs oropha-
ryngeale Sekrete in den unteren Respirationstrakt.
Tuberkulose und die meisten Virusinfektionen wer-
den durch Deposition von inhalierten Partikeln im
Respirationstrakt ausgelost (Tropfcheninfektion).
Eine hdmatogene Streuung (nach intravenos verab-
reichten Drogen, Patienten mit einer rechts- oder
linksventrikuldren bakteriellen Endokarditis oder Pa-
tienten mit intravenosen Katheterinfektionen) aus ex-
trapulmonalen Herden kann eine Pneumonie erzeu-
gen, ist aber selten.

Diagnostische MaBnahmen

Die Routinediagnostik der Pneumonie besteht in ei-
ner Thoraxrontgenaufnahme in zwei Ebenen, die al-
lerdings keine hundertprozentige Sensitivitét hat (vor
allem in der Intensivmedizin). Die Computertomo-
graphie (CT) ist im Zweifelsfall besser. Nicht jede ra-
diologische Veranderung ist durch eine Pneumonie
erklart. Wichtige Differenzialdiagnosen sind die pul-
monale Stauung bei kardialer Erkrankung, der Lun-
geninfarkt nach Lungenembolie, Tumorerkrankungen
und Infiltrate im Rahmen von Systemerkrankungen.
Der Anstieg des C-reaktiven Proteins oder des Procal-
citonins sind wegweisend, wenn auch nicht Infektions-
beweisend. Bei bakteriellen Pneumonien liegt in der
Regel eine Leukozytose mit Linksverschiebung vor.
Eine Leukopenie kann Zeichen einer bereits septisch
verlaufenden Infektion sein.

Eine mikrobiologische Diagnostik wird bei Patienten
mit CAP nicht empfohlen, auch nicht wenn sie statio-
nér aufgenommen werden, da kein Vorteil fiir eine
anhand der mikrobiologischen Diagnostik gesteuerte
Therapie (im Vergleich zu einer empirischen Thera-
pie) gefunden wurde.

Die Frage, welches mikrobiologisch zu untersuchende
Material fir die Diagnostik der NP oder VAP am bes-
ten geeignet ist, ist umstritten. Infrage kommt die in-
vasive bronchoskopische Diagnostik (mit bronchoal-
veoldrer Lavage - BAL) oder das quantitativ ausge-
wertete Trachealsekret.

Blutkulturen (zwei mal zwei Flaschen von unter-
schiedlichen Lokalisationen im Abstand von wenigen
Minuten) werden zwar nur in 10-20 % der Pneumo-
niepatienten positiv, sollten jedoch bei jeder schweren
Infektion durchgefiihrt werden. Pleuraergiisse sollten
— vor allem bei fehlender klinischer Besserung unter
Antibiotikatherapie — punktiert werden. Ein pH-Wert
< 7,2 im Erguss weist auf ein Pleuraempyem hin. Der
Legionellen-Antigentest im Urin ist Standard in der
Diagnostik von Patienten mit stationdr behandelter
CAP.

Serologische Untersuchungen spielen — mit wenigen
Ausnahmen - in der Diagnostik von Pneumonien kei-
ne Rolle mehr.
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Therapie

CAP wird Risiko-stratifiziert behandelt. Dazu wird
der CRB-65 Score - C =Confusion, Bewuf3tseinsein-
schrankung, R = Atemfrequenz > 30/min, B = systoli-
scher Blutdruck< 90 mmHg, 65 = Alter > 65 Jahre —
eingesetzt.

Hat ein Patient keinen CRB-65-Punkt (Niedrig-Risi-
ko-Patient), so kann bis auf Ausnahmen ambulant be-
handelt werden. Bei einem CRB-65 von 1 muss eine
stationdre Aufnahme aufgrund von Komorbidititen
(siehe oben) erwogen werden. Bei Vorliegen von mehr
als einem CRB-65-Zeichen sollte eine stationire Be-
handlung eingeleitet werden. Der CRB-65-Score ist
ein Hilfsmittel zur Risikoeinschitzung von Patienten.
Im Einzelfall kann die Einschitzung des Behandlers
jedoch von den Scorewerten abweichen. Die letzte
Entscheidung tiber die Behandlungsstrategie muss
beim Arzt verbleiben, ein Scoringsystem bleibt immer
eine Orientierungshilfe.

Die Behandlungsstrategien konnen der gerade verdf-
fentlichten neuen Version der deutschen Leitlinie ent-
nommen werden [3,4]. Vereinfacht dargestellt konnen
Patienten mit niedrigem Sterblichkeitsrisiko mit Peni-
cillinderivaten  (Alternative: = Makrolidantibiotika,
Doxycyclin), stationdre Patienten mit hoherem Risiko
mit einer Ampicillin/Inhibitorkombination (Alterna-
tive: parenterale Cephalosporine der 2./3. Generation,
respiratorische Fluorchinolone - Levo- oder Moxiflo-
xacin - oder das Carbapenem Ertapenem) behandelt
werden. Bei Patienten mit schwerer Pneumonie auf
der Intensiv- oder Uberwachungsstation ist eine Kom-
bination aus Beta-Laktam- und Makrolidantibiotikum
zu wihlen. Mit Ausnahme von Patienten mit Risiko
fiir eine Pseudomonas-Infektion ist eine Therapiedau-
er von 5-7 Tagen sinnvoll. Fiir Pseudomonas-Infekti-
onen wird eine Therapiedauer von 10 Tagen empfoh-
len, ohne dass dies durch Studien belegt wire.

Die Prognose von Patienten mit VAP hingt von der
initial richtigen Antibiotikatherapie ab. Inadaquate
Therapie — wobei unter inaddquat sowohl eine falsche
Substanz als auch eine unzureichende Dosierung zu
verstehen ist — erhoht die Sterblichkeitswahrschein-
lichkeit um bis zu 40 %. Hauptgrund fiir eine initiale
Falschtherapie ist eine Infektion durch multiresistente
Erreger, die durch eine zu eng gewihlte Antibiotika-
strategie nicht erreicht werden kénnen. Risikofaktoren
fiir multiresistente Erreger, besonders die Antibiotika-
vortherapie und zuriickliegende Hospitalisierungen
miissen daher bei der Therapieplanung beriicksichtigt
werden. Es sollte bis auf Ausnahmen mit einem Anti-
biotikum behandelt werden, das in den letzten vier
Wochen vor Therapiebeginn nicht eingesetzt wurde.
Die Therapie muss begonnen werden, sobald ein VAP-
Verdacht besteht. Diagnostische Mafinahmen diirfen
die Therapieeinleitung nicht verzégern. Primér muss
man bei einem Infektionsverdacht immer mit einer
breit wirksamen Antibiotikatherapie starten, die alle
hédufigen Erreger berticksichtigt. Primir kommen Pi-

peracillin (+ Inhibitor), Pseudomonas-wirksame Ce-
phalosporine (Ceftazidim, Cefepim) oder Carbapene-
me (Imipenem, Meropenem, Doripenem) zum Einsatz
[1]. Diese sollten ausreichend hoch - d. h. in der Inten-
sivtherapie im obersten zugelassenen Dosisbereich —
dosiert sein. Wegen der hohen Resistenzrate bei Ci-
profloxacin wird keine Monotherapie mit dieser Subs-
tanz empfohlen.

Eine Uberpriifung der Therapie am Tag 3 ist sinnvoll,
um ein Therapieversagen frithzeitig zu diagnostizie-
ren. Gegebenenfalls ist eine Erweiterung der Antibio-
tikatherapie oder ein Wechsel des Antibiotikums not-
wendig. Bei Unklarheiten iber Infektionsart und
-herd sollte eine ausgedehnte erweiterte Diagnostik
unter Einschluss endoskopischer und radiologischer
Verfahren erwogen werden.

Zeichnet sich am Tag 3 ein Therapieerfolg ab, sollte
auch bei der NP/VAP die Therapie bis zum Tag 7 un-
verandert fortgesetzt werden. Ob bei multiresistenten
Erregern langer als 7 Tage therapiert werden muss, ist
unklar. Eine kiirzlich publizierte Arbeit unterstreicht
die Bedeutung des Procalcitonins als Marker zur The-
rapiesteuerung bei Pneumonien.

Ob eine Kombinationstherapie eines Betalaktamanti-
biotikums mit einem Aminoglykosid oder Fluorchi-
nolon sinnvoll ist, ist umstritten. Wird eine Kombina-
tionstherapie gewdhlt, sollte nach Erhalt der mikro-
biologischen Befunde auf eine Monotherapie deeska-
liert werden.

Glykopeptide (Vancomycin) gelten immer noch als
Therapie der Wahl fiir die MRSA-Pneumonie, obwohl
die Lungengingigkeit dieser Substanzen schlecht ist.
Eine Kombination mit einem gewebegingigen Anti-
biotikum wie Rifampicin scheint effektiver, hat jedoch
langfristig negative Auswirkungen auf die Resistenz-
entwicklung.

Das Oxazolidinon Linezolid ist eine Alternative zum
Vancomycin. Es hat allerdings erhebliche neuro- und
hédmatotoxische Nebenwirkungen in der Langzeitthe-
rapie (> 4 Wochen). Keines der neueren MRSA-wirk-
samen Antibiotika wurde bisher fir die Pneumonie-
behandlung zugelassen.

In Anbetracht der hohen MRSA-Rate in den meisten
deutschen Krankenhdusern muss daraufthin gewiesen
werden, dass die Mehrzahl der Nachweise Atemwegs-
kolonisationen und nicht ,echte® Infektionen anzei-
gen. Aufgrund der geringen Eradikations- und der
hohen Relapse-Raten von MRSA ist eine Therapie der
Kolonisation nicht indiziert. Vor Einleitung einer
MRSA-Therapie sollte klinisch, radiologisch und mit-
tels Biomarkern wie CRP oder PCT kritisch gepriift
werden, ob tatsichlich eine Infektion vorliegt, die be-
handlungsbediirftig ist.

Bei Nachweis von ESBL sind Carbapeneme als Stan-
dardtherapeutikum anzusehen. Tigecyclin konnte hier
in Zukunft eine Therapiealternative darstellen.
Zunehmend werden Pseudomonaden und andere
Non-Fermenter gefunden, die nur noch gegen Poly-
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myxin B sensibel sind. Zahlreiche Fallberichte belegen
die Effektivitit von Colistin bei vertretbarer Nephro-
toxizitét.

Pravention

Die Wirksamkeit der jahrlichen Influenzaimpfung zur
Reduktion der Morbiditit und Letalitit durch Pneu-
monie ist belegt Die einzigen Kontraindikationen be-
stehen in einer Hithnereiweif3- Allergie und dem Vor-
liegen einer akuten Infektion.

Die Datenlage fiir die Pneumokokkenimpfung ist we-
sentlich schlechter als fir die Influenzavakzinierung.
Zudem bietet der bei Erwachsenen zurzeit eingesetzte
23-valente kapsuldre Polysaccharid-Impfstoft keinen
lokalen Schutz vor Pneumokokkeninfektionen und
-kolonisationen, er schiitzt nur vor der gefahrlichen
bakteriamischen Verlaufsform der Pneumokokkenin-
fektion. Er wird dennoch von der STIKO fiir altere
Patienten und chronisch Kranke empfohlen.

Bei Kindern (ein halbes bis zwei Jahre) wird ein 13-va-
lenter Protein-Polysaccharid-Konjugat-Impfstoff
empfohlen, der auch vor einer lokalen Kolonisation
und Infektion schiitzt und zu einem dramatischen
Riickgang schwerer Pneumokokken-Erkrankungen
beigetragen hat.

Zur Pravention der VAP wurden im letzten Jahr eine
Reihe neuer Daten publiziert. Neben dem klar beleg-
ten Nutzen der Hidndehygiene konnte gezeigt werden,
dass der Mundhygiene eine wesentliche Bedeutung
zukommt. Mechanisches Reinigen und antiseptische
Behandlung mit Chlorhexidin (Englisch: selective oral
decontamination, SOD [5]) scheinen dabei additiv ef-
fektiv.
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Wichtige Webseiten und Links
= AWMEF-Leitlinen: http://leitlinien.net/
= Kompetenznetzwerk CAPNETZ: www.capnetz.de

I Pneumonie, atypische

» Bacillus anthracis
» Chlamydia
» Coxiellen

' Pneumonie bei zystischer Fibrose

» Burkholderia, Ralstonia

I . . .
Pneumonie, eosinophile

» Ascaris lumbricoides
» Corynebacterium, sonstige Spezies

|
Pneumonie, interstitielle

» Cytomegalievirus
> Legionella

| Pneumonie, primar atypische

» Mycoplasma pneumoniae
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|
Pneumonitis

» Coxsackieviren
» Epstein-Barr-Virus

I Pocken

» Bioterrorismus, infektiologische Aspekte
» Variola- und Vacciniavirus

I . .
Pockenviren, zoonotische

JoacHIM J. BUGERT
Erreger

Synonym(e)
Zoonotische Pockenviren.

Erregerspezies

Kuhpockenvirus (Orthopoxvirus), Pseudokuhpocken-
virus (Parapoxvirus), Orf-Virus (Parapoxvirus), Tana-
pockenvirus (Yatapoxvirus)

Taxonomie

Gruppe (Baltimore Klassifikation): Gruppe I (dsDNA);
Familie: Poxviridae; Unterfamilie: Chordopoxvirinae
(Wirbeltierpocken); Genus: Orthopoxvirus, Parapox-
virus und Yatapoxvirus

Historie

Das Kuhpockenvirus ist seit Hunderten von Jahren als
Verursacher ulzerierender Lasionen an den Zitzen in-
fizierter Kithe bekannt. Melker, die sich mit Kuhpo-
ckenvirus infiziert hatten, waren gegen die durch Vari-
ola verursachten Pocken des Menschen immun. Diese
Beobachtung fiihrte zur Einfiihrung der Vakzination
durch Jenner. Orf ist ein altes angelsichisches Wort
und bedeutet Schorf. Die Lisionen von Pseudokuhpo-
ckenvirus wurden von Jenner als gelegentlich aberran-
te Form der Kuhpocken erkannt, die nicht zur Imp-
fung gegen Variola taugen. Das Orf-Virus verursacht
Hautldsionen bei Schafen und Ziegen und kann von
dort auf den Menschen iibertragen werden.

»Milkers Nodules“ entstehen durch Infektion des
Menschen mit Pseudokuhpockenvirus an den Zitzen
infizierter Kithe. Tanapockenvirus wurde zuerst als
fiebrige Erkrankung mit pockendhnlichen, lokalisier-
ten Hautldsionen in Patienten vom Stromland des
Tana Flusses in Kenya beschrieben. Dasselbe Virus
unter den Namen Yaba-dhnliche Erkrankung, Yaba-
verwandte Erkrankung und Oregon-,1211“-Pocken-
virus war der Erreger der Epizoonosen in Rhesus-Ma-
kaken in drei Primatenzentren der USA im Jahre 1966.
Das Yaba-Affen-Tumorvirus wurde zuerst von subku-
tanen Tumoren in einer Kolonie von Rhesusaffen in
Nigeria isoliert. Nach subkutaner Injektion verursacht

es Histiozytome der Haut bei Affen und Menschen.
Infektionen von Menschen im freien Feld wurden
nicht beobachtet.

Morphologie

» Wie Vaccinia- und Variola-Virus. Parapockenvi-
ruspartikel sind etwas kleiner als Orthopockenvirio-
nen und zeigen anstelle eines irreguliren Arrange-
ments von Oberflichentubuli ein regelmafiiges faden-
formiges Muster.

Genom

Als Typeigenschaften besitzen alle Poxviridae komple-
xe, autolog mRNA synthetisierende Virionen, doppel-
strangige DNA-Genome von 130 bis 300 Kilobasen-
paaren Lange, mit einem Hairpinloop an beiden En-
den.

Kuhpockenvirus hat das breiteste Genspektrum aller
Pockenviren. Im Rahmen von Orf-Virus-Genomse-
quenzierungen wurde ein endothelspezifischer nicht-
EGF verwandter Wachstumsfaktor gefunden, der fiir
die in vivo beobachtete Endothelproliferation bei Orf-
Virus-Infektionen verantwortlich zu machen ist.

» Tab. 1

Vermehrung

Orthopockenviren vermehren sich wie alle Pockenvi-
ren im Zytoplasma der infizierten Zellen. Zytoplasma-
tische Einschlusskorper werden bei allen Pockenin-
fektionen beobachtet.

Parapocken- und Yatapockenviren erzeugen keine Po-
cken auf der Chorioallantoismembran. Angehorige
beider Virusgruppen wachsen gut in Zellkultur.

Pathogenitét / Virulenz / Antigenvariabilitat
Geringe Pathogenitit und Virulenz.

Erkrankungen
1. Kuhpocken

Synonym(e)

WHO International Statistical Classification of Disea-
ses (ICD): ICD-10; B 08: Other viral infections charac-
terized by skin and mucous membrane lesions, not el-
sewhere classified; B08.0: Other orthopoxvirus infec-
tions; Cowpox.

Inkubationszeit
3-11 Tage.

Leitsymptome
Hautlision mit Fieber.

Symptome

Kuhpockenvirus verursacht eine oder mehrere lokali-
sierte Lisionen an der Inokulationsstelle, Daumen,
Zeigefinger Vorderarm oder Gesicht. Die Lasion dh-
nelt einer primdren Vaccinia-Inokulation mit einem
vesikuldren, pustuldren und einem Borkenstadium.
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B Tab. 1. Genomanalyse Orthopoxvirus, Parapoxvirus, Yatapoxvirus.

Referenz-

Virus (Eintragsdatum)

Sequenzierzentrum

nummer/Gen-

Bank-Eintrag

Chordopoxvirinae Orthopoxvirus

Brighton Red 224.499 bp NC_003663
(19.05.2003) AF482758
Chordopoxvirinae Parapoxvirus

Orf virus OV-SA00 139.962 bp NC_005336
(21.01.2004) AY386264
Chordopoxvirinae Yatapoxvirus

Yaba monkey tumor 134.721 bp NC_005179
virus (08.11.2003) AY386371

Pathophysiologie

Lymphangitis, Lymphadenitis und Fieber persistieren
fir mehrere Tage. Bei Kindern ist das Erscheinungs-
bild manchmal schwerer mit starken lokalen Odemen
und Post-Kuhpocken-Enzephalitis

Immunantwort
Induziert humorale und zelluldre Immunitit gegen
Variola.

2. Pseudokuhpocken

Synonym(e)

WHO International Statistical Classification of Disea-
ses (ICD): ICD-10; B08: Other viral infections charac-
terized by skin and mucous membrane lesions, not el-
sewhere classified; B08.0: Other orthopoxvirus infec-
tions; Pseudocowpox (milker's node).

Inkubationszeit
4-14 Tage.

Leitsymptome
Hautlasion ohne Fieber mit lokaler Lymphadenopa-
thie.

Symptome

Milkers Nodules sind kirschrote, halbrunde, feste
Knoten von bis zu 2 cm Durchmesser und sind relativ
schmerzlos. Juckreiz wird beschrieben, die Knoten
sind gut vaskularisiert, aber ulzerieren nicht.

Pathophysiologie

Die Lasion besteht aus Granulationsgewebe, das iiber
3-4 Wochen resorbiert wird. Das einzige Zeichen von
Generalisierung ist das Anschwellen regionaler
Lymphknoten.

Molecular Genetics and Microbiology, Durham,
USA

U.S. Dept. Agriculture, Greenport, USA

The John P. Robarts Research Institute, Viral Im-
munology and Pathogenesis, London, Canada

3.0rf

Synonym(e)

WHO International Statistical Classification of Disea-
ses (ICD): ICD-10; B08: Other viral infections charac-
terized by skin and mucous membrane lesions, not el-
sewhere classified; B08.0: Other orthopoxvirus infec-
tions; Orf virus disease.

Inkubationszeit
13-15 Tage.

Leitsymptome

Hautldsion, papulovesikuldre oder granulomatdse
Dermatitis mit Fieber und Schwellungen der regiona-
len Lymphknoten, abkrustend.

Symptome

Orf-Infektion beim Menschen und Milkers Nodules
sind Berufskrankheiten, erworben durch Kontakt mit
infizierten Schafen oder Kiihen. Die Infektion erfolgt
durch Hautabrasionen. Orf-Lésionen sind groftknotig
und die umgebende Haut ist entziindet. Subfebrile
Temperaturen gehen einher mit lokalen Odemen und
Schwellung der regionalen Lymphknoten. Die Lisio-
nen sind schmerzhaft, entwickeln jedoch bald eine
Borke und heilen iiber 4-6 Wochen narbenlos ab. Die
Orf-Infektion der Augen kann zu permanenter Blind-
heit fithren. Weitere Komplikationen sind Urtikaria,
Erythema multiforme bullosum und bakterielle Su-
perinfektion.

Pathophysiologie

Orf-Virusldsionen haben im Gegensatz zu Orthopo-
ckenvirus-Lisionen einen proliferativen Charakter.
Dermale Infiltration mit Monozyten und Lymphzel-
len ist prominent um hyperdmische Kapillaren und
Venulen.
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4. Tanapocken

Synonym(e)

WHO International Statistical Classification of Disea-
ses (ICD): ICD-10; B 08.8: Other specified viral infec-
tions characterized by skin and mucous membrane
lesions; Tanapox virus disease.

Leitsymptome
Langsam sich entwickelnde Hautldsionen, keine Ver-
krustung.

Symptome

Tanapockenvirusldsionen sind kleine zirkulire Maku-
lae, die sich zu Papeln und tiber 7 Tage zu 1 cm weite
Areolen mit umgebender 6dematoser Haut entwi-
ckeln. Lokale Lymphangitis geht einher mit subfebri-
len Temperaturen, Kopfschmerz und einer ulzerieren-
den Nekrose der Lisionen, die iiblicherweise Narben
hinterldsst. Die Lasionen heilen {iber 6 Wochen voll-
stindig ab. Yaba-Tumorpockenviren erzeugen subku-
tane Histiozytome in Affen. Verabreichung von infi-
ziertem Material subkutan in menschliche Wirte fihrt
auch hier zu Histiozytomen. Natiirliche Yaba-Tumor-
pockeninfektionen beim Menschen sind nicht be-
kannt.

Differenzialdiagnose

Masern, Windpocken-Herpes Zoster (Herpesvirus va-
ricellae), Herpes simplex, Vaccinia generalisata, andere
Pockeninfektionen (Variola, Affenpocken, Molluscum
contagiosum), Scharlach, Syphilis, Scabies, allergisches
Exanthem, Dermatitis herpetiformis, Impetigo, Ery-
thema multiforme, Pityriasis, Purpura haemorrhagi-
ca.

Diagnostik

Untersuchungsmaterial
Biopsiematerial.

Diagnostische Verfahren

Diagnosen der Pockenepizoonosen werden haupt-
sichlich durch klinische und epidemiologische Beob-
achtung gestellt. Eine Vorgeschichte von Kontakten
mit infizierten Tieren kann durch die Demonstration
pockentypischer Virionpartikel im Elektronenmikro-
skop bestidtigt werden. PCR spielt nur eine Rolle inso-
fern als Orthopockenvirusinfektionen ausgeschlossen,
bzw. differenziert werden miissen.

Befund / Interpretation
Nur durch spezialisiertes Personal in Referenzzentren
und Konsiliarlaboratorien.

Therapie

Therapeutische MaBnahmen
Symptomatische Pflege und Behandlung von Superin-
fektionen. Geeignete DNA-Polymerasehemmstoffe

sind bekannt, gut untersucht und zum Teil fiir andere
Virusinfektionen klinisch zugelassen (z. B. Cidofovir™
gegen das humane Zytomegalovirus). Das einzige
wirksame Chemotherapeutikum ist Cidofovir'.

Resistenz
Resistenzentwicklung bei Verabreichung von DNA-
Polymerasehemmstoffen (z. B. Cidofovir”) ist méglich.

Epidemiologie

Verbreitung

Kuhpockenvirus infiziert sporadisch Zootiere. Katzen,
Kithe und Menschen sind gelegentliche und zuféllige
Wirte. Parapockenviren sind endemisch in Schaf- und
Kuhherden weltweit, Yatapockenviren kommen in af-
rikanischen Wildtieren, vor allem Affen vor.

Wirtsbereich / Reservoir

Diese Gruppe der Pockenviren verursacht Erkrankun-
gen beim Menschen via animalischer Primérwirte
(Zoonose). Kuhpockenvirus hat einen breiten Wirtsbe-
reich, produziert haufig Endozoonosen unter Nagern,
Katzen, Kithen und gelegentlich Epizoonosen beim
Menschen. Grofites Tierreservoir sind wild lebende
Nager (Okapis, Ratten). Domestizierte Katzen sind
wichtige Ubertriger der Kuhpockeninfektion. Pseu-
dokuhpockenviren existieren in Milchherden welt-
weit. Die Endozoonose ist saisonal im Frithling und
Herbst und Immunitit ist kurzlebig. Orf ist weit ver-
breitet in Schafen und Ziegen, wo es borkige Knoten
an den Lippen der Tiere erzeugt. Immunitét persistiert
langfristig und in manchen Landern wird eine Immu-
nisierung der Tiere mit Orfborken durchgefiihrt.
Tana- und Yabapockenvirus sind endemische Erkran-
kungen bei afrikanischen Wildtieren, vor allem Affen,
und konnen gelegentlich vereinzelte oder Gruppen
von Hautlisionen beim Menschen erzeugen.

Risikogruppen
Bewohner von Endemiegebieten und Zoopfleger.

Transmission / Vektoren
Tier zu Mensch und sehr selten Mensch zu Mensch
durch direkten Kontakt.

Pravention / Impfstoffe
Keine.

Meldepflicht
Keine.

Weiterfiilhrende Informationen

Referenzzentren / Expertenlaboratorien

= Zentrum fiir Biologische Sicherheit, Robert Koch-Insti-
tut, Konsiliarlaboratorium fiir Pockenviren, Prof. Dr. Ge-
org Pauli, Elektronenmikroskopie: Dr. Norbert Bannert,
Nordufer 20, 13353 Berlin, Tel.: 030-4547-2549 / 2234;
Fax: -2914)
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= Bernhard-Nocht-Institut fir Tropenmedizin BSL 4, Dr.
Stephan Giinther, 20359 Hamburg

= Institut fiir Virologie der Universitat Marburg BSL 4, Prof.
Dr. HD Klenk, 35037 Marburg

Web-Adressen

= National Center for Biology Information, Bethesda, MD,
USA: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

= Viral Bioinformatics Resource Center: http://www.
biovirus.org

= Poxvirus Bioinformatics Resource Center: http://www.
poxvirus.org/

= Empfehlungen des Robert-Koch Instituts zum Seu-
chenschutz: http://www.rki.de/cln_011/nn_230070/DE/
Content/Infekt/Biosicherheit/Seuchenalarm/Anhang/
anhang nodehtml__nnn=true
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icd10online/?gb00.htm+b081

| Poliomyelitis

» Polioviren

I ..
Polioviren

HEINzZ ZEICHHARDT, HANS-PETER GRUNERT

Erreger

Synonym(e)
Humanes Poliovirus 1,2 und 3

Erregerspezies
Poliovirus Typ 1, Typ 2 und Typ 3

Taxonomie

Genus Enterovirus in der Familie der Picornaviridae
mit den weiteren Genera: Rhinovirus, Cardiovirus,
Aphthovirus, Hepatovirus, Parechovirus, Erbovirus, Ko-
buvirus und Teschovirus. Fiir eine kurze Ubersicht zu
Infektionen des Menschen durch Aphthoviren (Maul-
und Klauenseuche-Virus) und Kobuviren (Aichivirus)
» Enterovirus 68-71 und andere Enteroviren.

Nach dem Eighth Report of the International Com-
mittee on Taxonomy of Viruses (2005) bilden die Po-
lioviren eine eigene Spezies mit 3 Serotypen im Genus
Enterovirus. Durch serologische Typisierung und Ho-
mologievergleiche von RNA- und Proteinsequenzen
werden die 3 Poliovirus-Serotypen unterschieden. Fiir

jeden Serotyp existieren verschiedene Wildtypstimme
(Isolate von Patienten mit paralytischer Poliomyelitis,
z. B. Poliovirus Typ 1: Brunhilde; Poliovirus Typ 2:
Lansing; Poliovirus Typ 3: Leon). Fiir jeden Serotyp
sind attenuierte Impftypstimme nach Sabin etabliert.
picorna: von pico = piccolo, klein; rna = RNA, ribonu-
cleic acid

entero: von griech. enteron = Darm, Eingeweide
poliomyelitis: von griech. polios = grau; griech. myelos
= Riickenmark

Historie

Die Poliomyelitis (Kinderlihmung) wurde als Kriip-
pelkrankheit bereits im Altertum beschrieben. Das
klinische Bild der Paralyse wurde erstmals 1840 durch
Heine dargestellt und nach der Beschreibung einer
Poliomyelitis-Epidemie durch Medin (1887) auch als
Heine-Medinsche Krankheit bezeichnet. Landsteiner
und Popper zeigten 1908, dass die Poliomyelitis eine
virale Erkrankung ist (Ubertragung von paralytischer
Poliomyelitis mit gefilterter Stuhlaufschwemmung ei-
nes paralytischen Patienten auf Affen). Erst mit der
Entwicklung der Zellkulturtechnik durch Enders und
Mitarbeiter (1949) war die in-vitro-Propagierung von
Poliovirus in einer Primaten-Zelllinie moglich (zur
Differenzierung der Serotypen und Entwicklung von
Vakzinen; Weiteres » Pravention / Impfstofte). Polio-
virus Typ 1 und das verwandte humane Rhinovirus
Typ 14 waren die ersten humanpathogenen Viren, de-
ren dreidimensionale Struktur durch Réntgenstruk-
turanalyse von den Arbeitsgruppen um Hogle und
Rossmann 1985 aufgeklirt wurde. 1991 gelang Wim-
mer und Mitarbeitern die in vitro-Synthese von infek-
tiosem Poliovirus mit isolierter Poliovirus-RNA in ei-
nem zellfreien Zytoplasmaextrakt nicht infizierter
Zellen.

Morphologie

Polioviren sind kleine, sphirische, unbehiillte RNA-
Viren. Das Virion mit einem Molekulargewicht von
8,4 x 10 Da (1568, Dichte 1,34 g/ml in CsCl) besteht
aus einem ikosaedrischen Kapsid (Durchmesser
30 nm) und einem einzelstringigen RNA-Molekiil
(» Abb. 1). Das Kapsid enthilt 60 Protomere, wovon
jedes die vier nichtglykosylierten Viruskapsidproteine
VP1 (33 kDa), VP2 (30 kDa), VP3 (26 kDa) und VP4
(7,5 kDa) aufweist. VP4 ist am N-Terminus myristy-
liert. VP1, VP2 und VP3, welche die Kapsidoberfliche
bilden, sind im Kapsid pseudoédquivalent gepackt. VP1
und VP3 bilden um die fiinffache Symmetrieachse des
Kapsids eine Grube (Canyon, 3 nm tief und 3 nm
breit), in die der virusspezifische Rezeptor bindet
(Canyonhypothese). Die genomische RNA hat am
5-Terminus ein kleines hydrophobes Protein
(VPg = Virus Protein Genome Linked, 2,4 kDa) kova-
lent gebunden (» Abb. 2).

Poliovirus ist saurestabil (Voraussetzung fiir die Ma-
gen-Darmpassage bei < pH 3) und gegen eine Vielzahl
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Rontgenstrukturanalyse von Poliovirus Typ 1 durch
Hogle und Mitarbeiter sowie vom verwandten hu-
manen Rhinovirus Typ 14 durch Rossmann und
Mitarbeiter (1985) zeigt die typische ikosaedrische
Kapsidstruktur fiir die meisten Picornaviren (siehe
Racaniello 2007). Die Kapsidoberflache besteht aus
60 Protomeren, die sich jeweils aus VP1, VP2 und VP3
zusammensetzen. Das biologische Protomer (stark
umrandet) ist nicht deckungsgleich mit dem kristal-
lographisch bestimmten Protomer (graues Dreieck).
An jeder der 12 fiinffachen Symmetrieachsen des
Kapsids befindet sich ein Pentamer aus 5 Protome-
ren. Im Inneren des Viruskapsids befinden sich das
kleine Kapsidprotein VP4 und 1 Molekiil der viralen
RNA.

proteolytischer Enzyme resistent. Wegen der fehlen-
den Membranhiille (Envelope) ist das Virus resistent
gegen lipidlésende Mittel (Ather, Chloroform und De-
tergenzien). Zur chemischen Inaktivierung eignen
sich u. a. Formaldehyd (3 %), Salzsdure (0,1 M) und
halogenabspaltende Mittel (s. aktuelle Desinfektions-
mittel-Liste des Robert Koch-Instituts / www.rki.de
und der Deutschen Vereinigung zur Bekdmpfung der
Viruskrankheiten / Dtsch Arztebl 2010; 107(14):
A-669).

Genom

Die genomische virale Plus-Strang-RNA (2,6 x 10° Da)
besteht aus ca. 7.500 Nukleotiden (» Abb. 2) und ko-
diert in einem einzigen offenen Leserahmen (ORF)
fiir die Strukturproteine (» Morphologie) und zusitz-
lich fiir eine Reihe funktioneller Proteine, u. a. mit
RNA-Polymerase- und Protease-Aktivitit(en). Die
RNA dient gleichzeitig als polycistronische mRNA
und hat 5'-terminal eine nicht translatierte Region (5'-
NTR, 743 Nukleotide) und 3'-terminal eine Poly-Ade-

nosin-Region (Poly-A) mit variabler Lange (3'-NTR).
In der 5'-NTR liegt mit einer ausgeprégten Sekundar-
struktur der Initiationsort der Translation (Internal
Ribosome Entry Site = IRES). Fiir Nukleinsdurese-
quenzen von einzelnen Enteroviren siche GenBank,
National Institute of Health: http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/sites/entrez?db=nucleotide; Picornavirus Study
Group: http://www.picornastudygroup.com/.

Vermehrung

Poliovirus vermehrt sich in den Epithelien und lym-
phoiden Organen des Rachens und Darms sowie in
allen Organen, in denen die Infektion zu Krankheits-
zeichen fithrt (» Erkrankung/Symptome).

Pathogenitat / Virulenz / Antigenvariabilitat

Der Pathogenititsmechanismus ist vor allem {iber den
Zelltropismus durch die Interaktion von Poliovirus
mit seinem spezifischen Rezeptor auf der Oberfliche
empfinglicher Zellen bedingt. Der Poliovirus-Rezep-
tor ist das Glykoprotein CD155 (verschiedene Isofor-
men; gehort zur Immunglobulin-Superfamilie; kommt
vor u. a. auf Epithelzellen, Zellen des ZNS und lym-
phoiden Zellen). Zwei Nebenrezeptoren sind beschrie-
ben. Bei der Virusadsorption erkennt CD155 den
Canyon auf der Kapsidoberfliche, der eine Grube um
die fiinffache Symmetrieachse des Virus darstellt
(» Morphologie). Nach Virusadsorption an den Re-
zeptor erfolgt die Virusaufnahme in die Wirtszelle
(Penetration). Einer der nachgewiesenen Einschleu-
sungswege ist die rezeptorvermittelte Endozytose mit
pH-abhingiger Freisetzung der viralen RNA aus dem
Viruskapsid (Uncoating). Bei der Viruseinschleusung
wird die Konformation des Viruskapsids gedndert.
Das Kapsid verliert das interne Protein VP4, der N-
Terminus von VP1 wird ausgestiilpt, und das Virus
andert seine Antigenitit (A-Partikelbildung). Danach
beginnt die virale Protein- und RNA-Synthese unter
Ausnutzung der parentalen Plus-Strang-RNA. Nach
der Initiation der viralen Proteinsynthese in der IRES
(Internal Ribosome Entry Site in der 5'-NTR) der po-
lycistronischen viralen RNA wird ein Polyprotein ge-
bildet. Das Initiationscodon AUG befindet sich in Nu-
kleotidposition 743. Aus dem Polyprotein werden
durch proteolytische Spaltung (teilweise autokataly-
tisch, z. B. durch Protease 2A; » Abb. 2) {iber verschie-
dene Vorldufer-Proteine die Viruskapsidproteine, vi-
russpezifische Proteasen und RNA-Polymerase gebil-
det. Die Replikation der viralen RNA lduft iiber Mi-
nus-Strang-Kopien. Reguliert wird die virale Tran-
skription durch ein Zusammenwirken der virusspezi-
fischen RNA-Polymerase 3D mit viralen und zelluld-
ren Faktoren, wobei fiir die Initiation ausgeprégte Se-
kundérstrukturen in den NTRs von Bedeutung sind.
Bei der Virusreifung (Assembly) wird ein Plus-Strang-
RNA-Molekiil in das Prokapsid eingebaut. Ort der Vi-
rusreproduktion sind glatte und raue Membranen des
endoplasmatischen Retikulums. Vakuolen im Zyto-
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O Abb. 2. Genomorganisation von Poliovirus. Die Genomkarte zeigt die einzelstrangige virale Plus-Strang-
RNA (ca. 7.500 Nukleotide) mit den kodierenden Bereichen (Kasten) und den nichttranslatierten Regionen am
5'-und 3'-Terminus (5'-NTR und 3'-NTR) (Racaniello, 2007). An das 5'-terminale Uracil der RNA ist das kleine hy-
drophobe Protein VPg (Virus Protein Genome Linked, 2,4 kDa) kovalent gebunden. In der 5'-NTR (743 Nukleo-
tide) befindet sich mit einer ausgepragten Sekundarstruktur der Initiationsort der Translation (Internal Ribo-
some Entry Site = IRES). Die 3'-NTR ist polyadenyliert. Wahrend der Proteinbiosynthese wird der kodierende
Bereich der polycistronischen mRNA in ein Polyprotein libersetzt. Die Region P1 enthélt die Kapsidproteine
VPO (Vorlaufer von VP4 und VP2), VP3 und VP1. Die Regionen P2 und P3 enthalten funktionelle Proteine (u. a.
2A = Protease, 3B = VPg, 3C = Protease, 3D = RNA-Polymerase). Die Prozessierung der Proteine wird durch 3
Proteasen bewirkt. Protease 2A (Pfeil) setzt das Vorlauferprotein P1 fiir die Kapsidproteine frei. Die Protease
3C Gbernimmt die Uibrigen proteolytischen Spaltungen vor dem Zusammenbau des Virus (Assembly). Im Vi-
ruskapsid wird nach Aufnahme der viralen RNA das Vorlauferprotein VPO in die Kapsidproteine VP2 und VP4
gespalten, wobei eine Beteiligung der RNA postuliert wird.

Die weiteren Enteroviren (Coxsackieviren, Echoviren, Parechoviren und Enterovirus 68-71 und andere Entero-
viren), die humanen Rhinoviren und die Cardioviren haben eine gleiche Genomorganisation, jedoch kénnen
die Langen der kodierenden und nichtkodierenden Bereiche der jeweiligen RNA voneinander abweichen.

Cardioviren weisen im Polyprotein N-terminal zuséatzlich eine Leader- (L-)Sequenz auf (» Cardioviren).

plasma der infizierten Zelle sowie Verdnderungen des
Zytoskeletts und der Zelloberflichenmembran treten
ab 3 Stunden post infectionem (p.i.) auf. Anschlie-
Blend kommt es im Zellkern zur Kondensation des
Chromatins. Nach 6-8 Stunden (Ende des Reproduk-
tionszyklus) fithrt dieser starke zytopathische Effekt
(CPE) zur Zelllyse und Freisetzung von bis zu 10°
neusynthetisierten Viren pro Zelle.

In den ersten beiden Stunden der Infektion werden
zellulire Funktionen wie Protein-, RNA- und DNA-
Synthese durch das Virus abgeschaltet (Shutoft-Me-
chanismus). Fiir die Inhibition der zelluliren Protein-
synthese ist die proteolytische Spaltung des zelluldren
Proteins p220 (eIF-4G) verantwortlich. p220 ist Be-
standteil vom Cap-Binding Complex eIF-4F, der an
der Initiation der zelluldren Proteinsynthese beteiligt
ist.

Die genetische Analyse von Virusisolaten von Patien-
ten mit paralytischer Poliomyelitis und attenuierten
Impfstimmen zeigt, dass die Neurovirulenz u. a. auf
eine Punktmutation im Bereich der IRES zuriickzu-
fithren ist. Dadurch wird die Sekundarstruktur dieses
RNA-Sequenzabschnitts mit Auswirkung auf die Initi-
ation der viralen Proteinsynthese verdndert. Dariiber
hinaus wird der Neurotropismus durch Punktmutati-
onen im Bereich der Kapsidproteine und der RNA-
Polymerase beeinflusst.

Erkrankung
Poliomyelitis; Postpolio-Syndrome

Synonym(e)
Kinderldhmung.

Inkubationszeit
Die mittlere Inkubationszeit der Poliomyelitis betragt
6-20 Tage (3 Tage bis 1 Monat).

Leitsymptome

Nicht paralytische Poliomyelitis = aseptische Menin-
gitis mit hohem Fieber, Nackensteifigkeit, Riicken-
schmerzen und Muskelspasmen,

Paralytische Poliomyelitis = Major Krankheit mit En-
zephalitis mit Parese, Paralyse und Enzephalitis (sel-
ten).

Symptome

Poliovirus hat anders als die meisten anderen Entero-
viren einen begrenzten Tropismus. Fiir die Organma-
nifestation steht der Neurotropismus im Vordergrund.
Nach fikal-oraler Ubertragung vermehrt sich Poliovi-
rus primdr in den Epithelien des Pharynx, in den lym-
phoiden Organen (Tonsillen und Peyer'sche Plaques)
und im Darm. Die Mehrzahl der Infektionen (90—
95 %) verlaufen asymptomatisch unter Ausbildung
von neutralisierenden Antikorpern (stille Feiung).
Nach der Vermehrung im Intestinaltrakt kann das Vi-
rus durch die abfithrenden Lymphbahnen in den Blut-
kreislauf gelangen und zu einer zyklischen Infektion
mit Viramie sowie Ausbreitung auf die Zielorgane
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fithren. Die mittlere Inkubationszeit betrigt 6-20 Tage
(3 Tage bis 1 Monat).

Folgende Krankheitsverldufe konnen auftreten
(» Abb. 3):
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B Abb. 3. Krankheitsverlauf nach Poliovirus-Infektion

Abortive Poliomyelitis (Minor Krankheit). Bei 4-8 %
der Poliovirus-Infizierten kommt es 6-9 Tage nach
der Infektion zu unspezifischen Symptomen wie Fie-
ber, Abgeschlagenheit, Hals- und Kopfschmerz sowie
Ubelkeit (Minor Krankheit). Schreitet die Infektion
nicht weiter voran, spricht man von der abortiven Po-
liomyelitis.

Nicht paralytische Poliomyelitis (aseptische Menin-
gitis). Infiziert Poliovirus Zellen des ZNS, kommt es
zur nicht paralytischen (1-2 %) oder paralytischen
Poliomyelitis (0,1-1 %) mit Zunahme von Liquorzel-
len und -protein. 3-7 Tage nach der Minor Krankheit
zeigen sich bei der nicht paralytischen Form Sympto-
me einer aseptischen Meningitis mit hohem Fieber,
Nackensteifigkeit, Riickenschmerzen und Muskelspas-
men.

Paralytische Poliomyelitis (Major Krankheit). Schlaf-
fe, durch spinale und/oder bulbidre Schiden bedingte
Lihmungen charakterisieren die paralytische Polio-
myelitis (Major Krankheit). Die bulbare Form (auf-
steigende Infektion) ist seltener als die spinale Form
und hat wegen der Schidigung von zerebralen bzw.
vegetativen Nervenzentren eine schlechte Prognose.
Bei der spinalen Krankheit werden bestimmte motori-
sche Funktionen bis zu einem gewissen Grade nach
mehreren Monaten wiedererlangt, eine verbleibende
Paralyse ist jedoch permanent. In seltenen Fillen tritt
eine enzephalitische Form der Poliomyelitis auf.
Bedingt durch den Neurotropismus werden vornehm-
lich die Vorderhornzellen der Spinalganglien, aber
auch die dorsalen Wurzelganglien, bestimmte Hirn-

stammzentren, das Zerebellum und gelegentlich auch
der zerebrale motorische Kortex befallen. Die patholo-
gisch-anatomischen Verédnderungen in der Umgebung
der Vorderhornzellen zeigen sekundir eine Entziin-
dungsreaktion mit Infiltration von polymorphkerni-
gen und mononukledren Zellen. Die Kerne der Gang-
lienzellen zeigen folgende Veranderungen: Chromato-
lyse, Verklumpung des Chromatins, Schrumpfung des
Kerns und Bildung von eosinophilen Koérperchen.
Nach Zerstorung der Vorderhornzellen kann es in die-
sem Bereich zu 6dematdsen Exsudaten kommen.
Postpolio-Syndrom (Progressive Postpoliomyeliti-
sche Muskelatrophie, PPMA). Fiir eine geringe An-
zahl von Patienten mit paralytischer Poliomyelitis
wurde nach Jahren bis Jahrzehnten ein Fortschreiten
der Paralyse mit Muskelschwund beobachtet. Die Ur-
sache des Postpolio-Syndroms ist noch nicht vollstin-
dig aufgeklirt, scheint jedoch vor allem durch physio-
logische Alterungsprozesse bei den paralytischen Pati-
enten aufzutreten, die in hohem Mafie neuromuskuli-
re Funktionen verloren haben. Fiir eine persistierende
Poliovirus-Infektion gibt es keine Hinweise.

Pathophysiologie
» Vermehrung und » Pathogenitit.

Immunantwort

Die humorale Immunitit wird durch serotypspezifi-
sche Antikorper der IgG-, IgM- und IgA-Klassen be-
dingt, wodurch die hamatogene Virusausbreitung zu
den jeweiligen Zielorganen verhindert wird (» Abb. 3).
7-10 Tage nach Infektion erscheint virusspezifisches
IgM und persistiert mindestens 4 Wochen (in 90 % der
Fille). Einige Tage verzogert werden typspezifisches
IgG und IgA gebildet, wobei das IgG iiber Jahre nach-
weisbar ist und eine dauerhafte humorale Immunitat
bewirkt. Antikérperproduktion im ZNS ist fiir Infekti-
onen mit ZNS-Beteiligung bekannt. Sekretorisches
IgA wird 2-4 Wochen nach Infektion gebildet (im
Pharynx und Diinndarm). Durch sekretorisches IgA
wird die Virusausbreitung im Verdauungstrakt ver-
hindert bzw. eingeschrankt. Die Beteiligung der zellu-
laren Immunitét ist bislang wenig verstanden. Wegen
des Vorhandenseins diaplazentar tibertragbarer Anti-
korper der IgG-Klasse sind Sduglinge seropositiver
Miitter in den ersten Lebensmonaten gegen eine Po-
liovirus-Infektion geschiitzt (Nestschutz durch Leih-
antikorper).

Poliovirus kann in zwei antigenen Formen auftreten,
als natives oder infektioses Virus (N- = D-Antigen)
und als hitzedenaturiertes oder nicht infektioses Virus
(H- = C-Antigen). Auf dem nativen Virus befinden
sich vier immundominante Epitope fiir die Erkennung
von neutralisierenden Antikérpern (» Diagnostik).
Eine partielle immunologische Kreuzreaktion zeigt
sich fiir Poliovirus Typ 1 und 2.

Differenzialdiagnose
Bei den Enteroviren kénnen neben Polioviren nahezu
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alle Coxsackieviren der Gruppen A und B, die meisten
Echoviren, einige Parechoviren sowie die Enteroviren
70 und 71 eine Meningitis und seltener eine Paralyse
bewirken. Zur Differenzialdiagnostik » Coxsackievi-
ren, » Echoviren und Parechoviren sowie » Entero-
viren 68-71 und andere Enteroviren. Zur Differenzie-
rung von Meningitis und Paralyse, fiir die andere Vi-
ren verantwortlich sein kénnen, sind » Mumpsvirus,
Herpes-simplex-Viren und (seltener) andere Viren
der Herpesvirusfamilie, Frithsommer-Meningoenze-
phalitis-Virus sowie das Lymphozytire Choriomenin-
gitis-Virus in Betracht zu ziehen.

Diagnostik

Untersuchungsmaterial

Zum Routinenachweis von Polioviren eignen sich am
besten Rachenabstrich oder -spiilwasser, Stuhl und Li-
quor (bei ZNS-Manifestation). Blut wird wegen der
kurzen Virdmie im Allgemeinen nicht zum Virusnach-
weis verwendet. Fiir den zeitlichen Verlauf der Virus-
vermehrung » Abb. 3. Zum Nachweis der ZNS-Betei-
ligung konnen post mortem zusitzlich Proben von
Hirnstamm (speziell Pons und Medulla oblongata)
und Riickenmark verwendet werden.

Diagnostische Verfahren

Virusnachweis: Der Virusnachweis steht im Vorder-
grund. Als Screeningtest ist die RT-PCR geeignet
(hdufig Primer-Zielsequenzen in der 5'-NTR).5'-NTR-
Primer erlauben wegen der hohen Sequenzhomologie
in diesem Bereich keine Differenzierung zwischen
verschiedenen Serotypen. Weiterhin kann durch den
Einsatz von 5-NTR-Primern keine Differenzierung
zwischen Wildtyp- und Impftyp von Polioviren vorge-
nommen werden (s. u.). Zur molekularen Typisierung
durch Sequenzierung von PCR-Amplifikaten ist die
Analyse der genomischen Bereiche fiir die Viruskap-
sidproteine (z. B. VP1) notwendig. Neben der konven-
tionellen Sanger-Sequenzierung wird zunehmend
auch das schnellere und kostengiinstigere Pyrose-
quenzierungsverfahren eingesetzt. Zur Identifizierung
und Charakterisierung neuer Virusisolate kann eine
randomisierte Amplifikation mittels Partikel-assozi-
ierter Nukleinsiure-PCR (PAN-PCR) und anschlie-
Bender Sequenzierung eingesetzt werden.

Zur Virusisolierung werden Monolayer-Zellkulturen
vom Menschen und Affen verwendet. Beispiele fiir
humane Zelllinien: primére embryonale Haut- und
Lungenfibroblasten, permanente Fibroblasten (z. B.
MRC-5-Zellen), permanente Amnionzellen (z. B. FL-
Zellen) und transformierte Zellen (z. B. KB-, HeLa-,
HEp-2-Zellen). Beispiele fiir Affen-Zelllinien: primére
oder permanente Affennieren-Zelllinien, vor allem
von Rhesusaffen und afrikanischen griinen Meerkat-
zen (z. B. BGM- und Verozellen).

Die Virusidentifizierung erfolgt im Neutralisationstest
(NT) mit Antiseren bekannter Spezifitdt, z. B. mit 8
Hyperimmunserum-Pools nach Lim-Benyesch-Mel-

nick (LBM-Antiserum-Pools, erhiltlich {iber Statens

Serum Institut, Kopenhagen) oder RIVM/Bilthoven-

Antiserum-Pools (Rijksinstituut vor Volksgezondheid

en Milieu, Bilthoven, Niederlande) » Referenzzen-

tren.

Fiir den direkten Virusnachweis im Stuhl wird in Spe-

ziallaboratorien die Elektronenmikroskopie (Negativ-

Kontrastierung), hdufig kombiniert mit der Immun-

Elektronenmikroskopie, angewendet.

Zum Nachweis von Wildtyp- und Impftyp-Polioviren

sind folgende drei Methoden fiir die regionalen Refe-

renzlaboratorien des Polio Laboratory Network der

WHO zur Differenzierung zwischen Poliovirus-Wild-

typ- und Sabin-Impfvirus-Stimmen empfohlen:

= ELISA, basierend auf kreuzadsorbierten Antiseren
(RIVM, Bilthoven),

= Hpybridisierungstests mit spezifischen Sonden
(CDC, Atlanta) und

= PCR zur intratypischen Differenzierung (CDC, At-
lanta; dazu werden Pan-Enterovirus-Primer, Pan-
Poliovirus-Primer und serotypspezifische Primer
fiir Wildtypen und Impftypen verwendet).

Zwei weitere Methoden werden vom Polio Laboratory

Network akzeptiert, aber nicht generell empfohlen:

= PCR kombiniert mit einer RFLP-Analyse (Pasteur
Institute, Paris; National Institute for Infectious Di-
seases, Tokyo)

= ELISA, auf monoklonalen Antikorpern basierend
(Pasteur Institute, Paris)

In Speziallaboratorien werden neben den von der
WHO vorgeschlagenen Methoden zur Differenzie-
rung von Polio-Wildtyp- und Sabin-Impfvirus-Stim-
men auch Nukleinsduresequenzierungen vorgenom-
men. Weiterhin werden zur Unterscheidung zwischen
Wildtyp- und Impfstimmen eine intratypische Sero-
differenzierung und eine Bestimmung genetischer
Marker (rct-Marker, Reproduktionskapazitit bei sup-
raoptimaler Temperatur) vorgenommen.

Fiir die Differenzialdiagnostik ist das Nationale Refe-
renzzentrum fiir Poliomyelitis und Enteroviren am
RKI einzuschalten.

Antikorpernachweis: Zum serologischen Nachweis
einer frischen Infektion ist entweder die Untersu-
chung eines Serumpaares (min. 4facher Titeranstieg
im NT bei zwei Seren, die im Abstand von 7-14 Tagen
gewonnen sind) oder die Bestimmung virusspezifi-
scher IgM-Antikérper notwendig. Der Nachweis von
virustypspezifischen Antikérpern kann nur im NT ge-
fithrt werden (im NT werden ausschliefilich Epitope
der Virusoberfliche durch Antikérper erkannt). We-
gen immunologischer Kreuzreaktion sind kommerzi-
elle und selbsthergestellte Enzymimmunassays dazu
nicht geeignet (Antikorper erkennen auch kreuzre-
agierende Epitope aus dem Virusinneren, weil in den
Tests denaturiertes Antigen verwendet wird).
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Befund / Interpretation

Da Poliovirus-Infektionen in der Mehrzahl der Fille
klinisch inapparent oder als uncharakteristische fie-
berhafte Erkrankungen verlaufen und Virus zudem
vor allem im Stuhl iiber Monate ausgeschieden wer-
den kann, sollte die Diagnostik in engem dtiologischen
Zusammenhang des Virusnachweises mit einem defi-
nierten Krankheitsbild erfolgen. Beweisend fiir eine
Poliovirus-Infektion mit Meningitis ist der Virus-
RNA-Nachweis bzw. die Virusanzucht aus dem Liquor.
Der Virusnachweis im Stuhl ist dabei sehr niitzlich.
Der signifikante Titeranstieg neutralisierender Anti-
korper (= 4facher Titeranstieg; 10-14 Tage Abstand
zwischen beiden Blutabnahmen) ist weiterhin bewei-
send fiir eine frische Poliovirus-Infektion.

Die Diagnostik der Vakzine-assoziierten paralytischen
Poliomyelitis (VAPP) ist in Deutschland auch nach
Ersatz der oralen Poliovakzine (OPV) durch die inak-
tivierte Poliovakzine (IPV) nicht zu vernachldssigen.
Im Ausland mit OPV Geimpfte konnen durch Reiseté-
tigkeit neurotrope Virusmutanten importieren (» Pri-
vention / Impfstoffe). Die molekularbiologische Cha-
rakterisierung der Virusmutanten steht dabei im Vor-
dergrund.

Grundsitzlich soll bei negativen Befunden, aber pas-
sendem Kklinischen Bild und entsprechender epide-
miologischer Anamnese eine Kontrollprobe erneut
untersucht werden (» Meldepflicht).

Therapie

Therapeutische MaBnahmen

Eine in vivo-Therapie mit antiviralen Substanzen ist
nur begrenzt méglich. Die Substanz Pleconaril (in
Deutschland nicht zugelassen) zeigte in randomisier-
ten, doppelblind und Plazebo kontrollierten Phase-3-
Studien fiir Enterovirus bedingte Meningitis eine Re-
duzierung der mittleren Infektionsdauer. In einzelnen
Fallen von Vakzine-assoziierter paralytischer Polio-
myelitis (VAPP) fithrte Pleconaril zu einer schnellen
kompletten Eliminierung von Poliovirus aus dem Li-
quor. Pleconaril bewirkt wie andere hydrophobe Sub-
stanzen (z. B. WIN-Substanzen) eine Kapsidstabilisie-
rung durch Interkalation im Kapsidprotein VP1 und
dadurch eine Blockierung des viralen Uncoatings
und/oder der Rezeptorerkennung.

Resistenz
Keine bekannt.

Epidemiologie

Verbreitung

Gegenwirtig sind Infektionen mit Wildtyp-Poliovirus
noch endemisch in Indien, Pakistan, Nigeria und Af-
ghanistan. Vor Einfithrung der Vakzination kamen
Poliovirus-Infektionen weltweit vor (in den gemafiig-
ten Zonen vornehmlich im Sommer, in wirmeren
Landern das ganze Jahr iiber). Nichtgeimpfte Klein-

kinder sind wegen des fehlenden Immunschutzes
Hauptausscheider. Nosokomiale Infektionen sind sel-
ten (> Ausbruchsmanagement). Ungiinstige hygieni-
sche und sozio6konomische Bedingungen erhéhen
das Infektionsrisiko. Poliovirus-Infektionen laufen
héufig gleichzeitig mit anderen Enterovirus-Infektio-
nen ab (z. B. Coxsackie- und Echoviren), wobei die
Virusreproduktion eines der Viren durch Interferenz
unterdriickt sein kann. Dieses Phanomen erklirt das
in der ersten Hilfte des letzten Jahrhunderts beobach-
tete Paradoxon, dass vor Einfithrung der Polioimp-
fung mit Verbesserung der Hygiene klinisch manifeste
Poliovirus-Infektionen verstirkt auftraten. Grund da-
fiir war, dass Infektionen mit interferierenden Entero-
viren bei verbesserten hygienischen Bedingungen sel-
tener wurden. Vor Einfithrung der Polioimpfung tra-
ten Epidemien regelmiafig auf. 1988 wurden der WHO
35.251 Poliomyelitis-Fille weltweit gemeldet. Durch
die intensiven Impfprogramme der WHO, die eine
globale Ausrottung der Poliomyelitis zu Beginn des 21.
Jahrhunderts zum Ziel haben, konnte die Zahl der
Poliomyelitis-Félle weltweit stark reduziert werden.
Ende 2009 wurden weltweit noch 1.604 Fille gemeldet
(bestitigte Poliovirus-Wildtyp-Infektionen). Durch
die Impfprogramme stellt die Poliomyelitis in den
westlichen Industrielindern kein Problem mehr dar,
vorausgesetzt, es tritt keine Impfmiidigkeit auf und
nicht immune Fernreisende schleppen kein Poliovirus
ein (> Privention / Impfstoffe). Im Juni 2002 wurde
Europa durch die Weltgesundheitsorganisation als po-
liofreie Region deklariert. Vereinzelte Ausbriiche u. a.
in den Niederlanden, Kanada und den USA traten vor
1993 in Enklaven religioser Gruppen auf, die eine Vak-
zination ablehnen. Im Jahr 2009 wurde die Einschlep-
pung der Poliomyelitis in 13 afrikanische Lander be-
richtet. Zehn Linder meldeten 82 Poliovirus Typ
1-Falle und 3 Lander 15 Poliovirus-Typ 3-Fille. Reise-
tatigkeit Ungeimpfter ist der Hauptgrund fiir die Ein-
schleppung.

Wirtsbereich / Reservoir

Reservoir fiir das Poliovirus ist ausschliefSlich der
Mensch. Ansonsten ist Poliovirus nur fiir Affen patho-
gen (experimentelle Infektionen, asymptomatisch wie
beim Menschen; schlaffe Lihmung nur durch direkte
Virusinokulation ins Gehirn oder Riickenmark). Nur
adaptiertes Poliovirus kann sich in Mausen vermeh-
ren. In vitro lasst sich Poliovirus auf diversen Zelllinien
vom Mensch und Affen propagieren (»> Diagnostik).

Risikogruppen

Poliovirus-Infektionen sind typischerweise Infektio-
nen von nicht immunen Kleinkindern, weshalb die
Poliomyelitis auch als Kinderldhmung bezeichnet
wird. Klinisch manifeste Poliovirus-Infektionen sind
bei minnlichen Patienten héufiger als bei weiblichen
(Verhiltnis méannlich: weiblich = 1,5-2,5:1). Weiterhin
ist eine Paralyse bei Erwachsenen héufiger als bei Kin-
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dern. Verstirkende Faktoren sind u. a. sehr niedriges
und hohes Alter, Tonsillektomie, Behandlung mit Kor-
tikosteroiden, Rontgenbestrahlung, Erschépfung, Hy-
poxie, gleichzeitige andere Infektionserkrankungen
(z. B. Erkdltung) und chronische Unterernédhrung. Fiir
das erhohte Risiko nach Tonsillektomie wird postu-
liert, dass das Virus im Oropharynx direkt Zugang zu
Nerven hat, die nach dem operativen Eingriff verletzt
sind, sodass eine direkte Virusausbreitung im Gehirn
mit bulbérer Paralyse die Folge ist.

Transmission / Vektoren

Poliovirus wird hauptsichlich fikal-oral iibertragen
(» Abb. 3). Schon kurz nach Infektionsbeginn kommt
es zu massiver Virusreproduktion in den Darmepithe-
lien (Ausscheidung von 10°-10° infektidsen Viren pro
Gramm Stuhl; mehrere Wochen bis Monate). Die Po-
liovirus-Ausscheidung bei Personen mit angeborener
oder erworbener Immundefizienz kann tiber einen
langen Zeitraum erfolgen. Deshalb sollen diese Perso-
nen keinesfalls mit OPV immunisiert werden.

Fakale Kontaminationen (Finger, Gegenstinde, Le-
bensmittel) sind die Hauptursachen fiir die Virusver-
breitung. Wegen der priméren Virusvermehrung in
den Rachenepithelien wird das Virus auch respirato-
risch kurz nach Infektion tbertragen. Poliovirus-
Ubertragungen sind in Lindern mit niedrigem sozio-
6konomischem Status tiber kontaminiertes Abwasser
besonders haufig.

Prévention / Impfstoffe

Es stehen zwei Vakzinen zur aktiven Impfung gegen
Poliovirus zur Verfiigung: Der formaldehydinaktivier-
te, intramuskular applizierte Impfstoft nach Salk (in-
aktivierte Polio-Vakzine, IPV, 1954 eingefithrt) und
der Oralimpfstoff mit lebend-attenuierten Viren nach
Sabin (orale Polio-Vakzine, OPV, 1962 eingefiihrt).
Beide Impfstoffe sind trivalent (enthalten die 3 Seroty-
pen). Wihrend die IPV ausschlieflich humorale Im-
munitit ausbildet, induziert die OPV durch eine sub-
Kklinische Infektion zusitzlich sekretorisches IgA. In
sehr seltenen Fillen kann die OPV im Menschen
durch Mutation Neurovirulenz erlangen. Das Risiko
fur die OPV ist jedoch als sehr gering einzustufen: Fiir
die USA wurde ca. 1 Impfzwischenfall (Vakzine-asso-
ziierte paralytische Poliomyelitis, VAPP) pro 1,2 Milli-
onen Impfdosen berichtet. Neurovirulente Revertan-
ten betreffen hauptsichlich die attenuierten Impf-
stimme der Poliovirus Typen 2 und 3. Das Risiko einer
Impfkontakt-Poliomyelitis (Infektion einer nicht im-
munen Kontaktperson durch eine Impfvirusvariante)
liegt bei ca. 1:5 Millionen Impfdosen OPV.

In Deutschland wird nach einer Empfehlung der Stén-
digen Impfkommission (STIKO) vom 21. Januar 1998
empfohlen, nur noch mit der IPV zu impfen. Bei einer
dreimaligen IPV-Impfung wird empfohlen (Stand: Juli
2010): 1. Impfung im 2. Lebensmonat; 2. Impfung im
4. Lebensmonat; 3. Impfung im 11.-14. Lebensmonat.

Zwischen dem 9.und 17. Lebensjahr sollte eine Auftri-
schung mit einer IPV erfolgen, vorausgesetzt, die letz-
te Impfung mit IPV liegt linger als 10 Jahre zuriick.
Bei Polio-Ausbriichen durch Wildviruseinschleppung
wird eine Riegelungsimpfung mit OPV entsprechend
den Anordnungen der Gesundheitsbehorden durch-
gefiihrt.

Zur Verhinderung einer Vakzine-assoziierten paraly-
tischen Poliomyelitis (VAPP) gilt generell fiir alle
Impflinge, die nicht eine Grundimmunisierung gegen
Poliomyelitis erhalten haben, dass sie erst mit der IPV
geimpft werden, bevor die OPV eingesetzt wird.

Ausbruchsmanagement

Zur Vermeidung von nosokomialen Infektionen soll-
ten Poliovirus-Infizierte von anderen Patienten rdum-
lich getrennt werden. Obwohl Poliovirus-Infizierte
nicht hochkontagios sind, wird die raumliche Tren-
nung wegen der Folgen einer apparenten Infektion
empfohlen. Klinisches Personal sollte ausschlieSlich
mit der IPV geimpft werden, um eine Ubertragung
von Impfviren durch Schmierinfektion zu verhindern.
Die aktuellen Mafinahmen zur hygienischen Hénde-
desinfektion sind unbedingt einzuhalten.

Meldepflicht

Nach dem Infektionsschutzgesetz ($ 6 IfSG) sind na-
mentlich der Krankheitsverdacht, die Erkrankung so-
wie der Tod an Poliomyelitis zu melden (als Verdacht
gilt jede akute schlaffe Lihmung, aufler wenn trauma-
tisch bedingt). Nach § 7 IfSG ist der direkte oder indi-
rekte Poliovirusnachweis, soweit er auf eine akute In-
fektion hinweist, namentlich zu melden.

Weiterfiihrende Informationen

Referenzzentren / Expertenlaboratorien

= Nationales Referenzzentrum fiir Poliomyelitis und En-
teroviren und Regionales Referenzlabor der WHO/EURO
fiir Poliomyelitis, Dr. Sabine Diedrich, Robert Koch-Ins-
titut, Nordufer 20, D-13353 Berlin, Tel.: +49-(0)30-18754
2378, Fax: +49-(0)30-18754 2617, E-Mail: DiedrichS@rki.
de; www.rki.de.

= Statens Serum Institut, 5, Artillerivej, DK-2300 Kopenha-
gen S, Danemark; Dr. Mette B. Kern, Tel.: +45-4829-9178,
Fax: +45-4829-9179, E-Mail: ivdorders@ssi.dk; www.ssi.
dk.

= National Institute for Public Health and the Environment,
RIVM - Rijksinstituut vor Volksgezondheid en Milieu,
Dept. Virology, PO Box 1, NL 3720 BA Bilthoven, The
Netherlands; www.rivm.nl

Web-Adressen

= Picornaviridae.com: www.picornaviridae.com

= Picornaviridae study group: www.picornastudygroup.com

= The big picture book of viruses: www.mirrorservice.org/
sites/www.virology.net/Big_Virology/BVHomePage.html

= Genbank, National Institute of Health: www.ncbi.nlm.
nih.gov/Genbank/index.html

= Global Polio Eradication Initiative: www.polioeradication.
org
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I Polyarthritis, epidemische

» Alphaviren

| Polycytella hominis

» Eumyzetom (Madurella mycetomatis u.v.a.)

I .
Polyomaviren

JENS VERHEYEN, HERBERT PFISTER
Erreger

Erregerspezies
BK-, JC-, KI-, Merkelcell- und WU-Polyomavirus
(BKPyV, JCPyV, KIPyV, MCPyV und WUPyV)

Taxonomie

Familie der Polyomaviridae, Genus Polyomavirus zu-
geordnet. Die humanpathogenen Polyomaviren zeigen
etwa 75 % Sequenzhomologie und tragen typ- und ge-
nusspezifische Epitope. Die natiirliche Immunantwort
ist weitgehend typspezifisch. Polyomaviren sind bei
Séugetieren weit verbreitet. Das Affenvirus SV40 dien-
te als wichtiges Modell in der Tumorvirologie.

Historie

Polyomaviren der Maus und des Affen wurden in der
Mitte des letzten Jahrhunderts entdeckt. JC- und BK-
PyV wurden erstmals 1971 aus dem Gehirn eines Pa-

tienten mit progressiver multifokaler Leukoenzepha-
lopathie (PML) bzw. aus dem Urin eines Transplantat-
empfingers isoliert. KI-, MC- und WU-PyV wurden
erst nach dem Jahr 2000 mittels molekularbiologischer
Methoden identifiziert.

Morphologie

Die ikosaedrischen Kapside (Durchmesser 45 nm) be-
stehen aus drei viruskodierten Proteinen (VP1, VP2,
VP3) und umbhiillen ein doppelstriangiges DNA-Mole-
kiil, das mit den zelluliren Histonen H2A, H2B, H3
und H4 einen chromatindhnlichen Komplex bildet.
Die 72 pentameren Kapsomere bestehen jeweils aus
finf Molekiilen VP1 und wahrscheinlich einem Mole-
kiil VP2 oder VP3.

Genom

Das ca. 4.700 bis 5.300 Basenpaare grofie Genom liegt
zirkuldr vor. Eine nicht kodierende Region (350-400
Nukleotide) enthidlt den Ursprungspunkt der bidirek-
tionalen DNA-Replikation und Kontrollelemente der
Transkription. Frithe und spite Gene werden auf un-
terschiedlichen DNA-Stringen kodiert und in der
Kontrollregion beginnend in entgegengesetzter Rich-
tung transkribiert. Unterschiedliches Spleiflen der
weitgehend tiberlappenden mRNA-Molekiile fithrt in
der Frithphase des Replikationszyklus zu den Protei-
nen T und t, die wesentlich sind fiir die virale Replika-
tion und Transkription sowie fiir die Zelltransformati-
on. Die spit im Replikationszyklus transkribierten
mRNAs kodieren fiir die Strukturproteine VP1-3 und
das so genannte Agnoprotein, das eine Rolle bei der
Virusreifung spielt. (Accession-Nummer JCPyV:
J02226; BKPyV: J02038, KIPyV: EF127906, MCPyV:
EU375803, WUPYV: EF444549).

Vermehrung

BKPyV repliziert in menschlichen Epithelzellen, wie
embryonalen Nierenzellen, und humanen Fibroblas-
ten. Zytopathogene Effekte treten oft erst nach einigen
Wochen auf; der Nachweis von BKPyV T-Antigen er-
laubt eine Diagnose in wenigen Tagen. JCPyV wichst
am besten in Kulturen primirer fetaler menschlicher
Gliazellen, die reich sind an Spongioblasten.

Pathogenitét / Virulenz / Antigenvariabilitat

BK- und JC-PyV dringen wahrscheinlich tiber den
Respirationstrakt in den Korper ein, vermehren sich
lokal und kénnen nach der Ausbreitung iiber das Blut
lebenslang persistieren (BKPyV: Niere; JCPyV: Niere,
Knochenmark und ZNS). Im Falle von JCPyV werden
Verdnderungen in der Transkriptionskontrollregion
der Genome und/oder des VP1 Proteins fiir den Ge-
hirntropismus verantwortlich gemacht, der entschei-
dend sein konnte fiir die Entstehung einer PML. Es
besteht aber keine exakte Korrelation zwischen viralen
Mutationen und PML, sodass wahrscheinlich noch
weitere Wirtsfaktoren hinzukommen. Der Nachweis
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von MCPyV gelingt haufig in Hautabstrichen als Aus-
druck einer asymptomatischen Persistenz. MCPyV
wird auch in 80 % der seltenen Merkel-Zell-Karzino-
me gefunden. Die Fahigkeit der Polyomaviren bei ab-
ortiver Infektion Nagerzellen und bestimmte mensch-
liche Zellen onkogen zu transformieren (MCPyV),
kénnte fiir die Induktion von Tumoren relevant sein.
Eine ausbleibende Virusreplikation verhindert die
Lyse der infizierten Zellen und die kontinuierliche Ex-
pression des T-Antigens koénnte zur Zelltransformati-
on beitragen, z. B. iber die Interaktion mit den zellul4-
ren Tumorsuppressorproteinen p53 und pRb (Retino-
blastom).

Erkrankungen
1. Akute BK-, JC-, KI- und WU-PyV-Infektion

Symptome

Primarinfektionen mit BKPyV und JCPyV verlaufen
meist klinisch inapparent. Beide Infektionen kénnen
bei Kleinkindern zu milden Erkrankungen des oberen
Respirationstraktes fithren. KIPyV und WUPYV wer-
den bei bis zu 5 % aller Kinder mit respiratorischen
Symptomen nachgewiesen, jedoch hiufig in Kombi-
nation mit anderen respiratorischen Viren (Adenovi-
ren, Respiratory Syncytial Virus, Humanes Metapneu-
movirus), so dass die klinische Bedeutung der Infekti-
on mit diesen Viren noch nicht abschlieflend geklart
ist. Vereinzelt konnten Falle von Zystitiden bei ander-
weitig gesunden Kindern auf eine BKPyV-Primérin-
fektion zuriickgefiihrt werden.

Pathophysiologie

Die zytolytische Virusreplikation in den Zielorganen
ist ursachlich fir die klinische Symptomatik verant-
wortlich.

Immunantwort

Infizierte Personen bilden spezifische Antikorper ge-
gen Polyomaviren und erlangen eine T-Zell-vermittel-
ten Immunitit, so dass eine Reaktivierung bei immun-
kompetenten Personen verhindert wird.

Differenzialdiagnose
Andere Erkrankungen des oberen Respirationstrakts
oder der Blase.

2. Progressive multifokale Leukenzephalopathie
(PML)

Inkubationszeit
Keine, Reaktivierung.

Leitsymptome
Neurologische Symptome

Symptome

Klinisch zeigen sich frith Sprach- und Sehstérungen
sowie geistiger Verfall. Die Erkrankung schreitet in der
Regel rasch voran, wobei es zu sensorischen Stérun-

gen, Inkontinenz, Erblindung und Lihmungen kom-
men kann. Die in der Regel innerhalb eines Jahres
todlich verlaufende Erkrankung wird bei HIV positi-
ven Patienten durch die antiretrovirale Therapie und
bei Medikamenten-assoziierter PML durch die Elimi-
nation des auslgsenden Agens giinstig beeinflusst.

Pathophysiologie

Reaktivierung von JCPyV kann PML verursachen,
eine subakut verlaufende, demyelinisierende Erkran-
kung des Zentralnervensystems. Makroskopisch er-
kennt man im PML-Gehirn subkortikal in der weiflen
Gehirnsubstanz Herde mit fortgeschrittener Entmar-
kung und zentralen Nekrosen, umgeben von Zellen
mit zytopathischen Merkmalen wie vergrofierte Nuk-
leolen mit basophilen Einschlusskoérpern. Entmar-
kungsherde konnen auch im Kleinhirn und im Hirn-
stamm auftreten. Diese sind Ausdruck der Infektion
und Lyse der Oligodendrozyten des ZNS.

Immunantwort

Die nach akuter Infektion persistierenden Viren kon-
nen jederzeit wieder in ein replikatives Stadium iiber-
gehen. Eine erneute Virusvermehrung kann vor allem
bei einer lingerfristig stark gestorten zelluliren Im-
munitit auftreten, z. B. bei HIV-Patienten, Patienten
nach Nieren- oder Knochenmarkstransplantation
oder unter immunmodulierender Therapie bei Erkan-
kungen mit Autoimmunpathogenese (Natalizumab/
Efalizumab).

Differentialdiagnose
Lymphome des ZNS, Toxoplasmose und HIV-Enze-
phalitis.

3. Polyomavirus-assoziierte Nephropathie (PVAN)

Synonym(e)
Polyoma-assoziierte Nierenerkrankung.

Inkubationszeit
Keine, Reaktivierung.

Leitsymptome
Renale Dysfunktion.

Symptome

Schon vor dem Auftreten von klinischen Symptomen
kann haufig eine BKPy-Virurie oder Virdmie nachge-
wiesen werden. Mit fortschreitender Entziindung und
Virusreplikation in den/der Niere(n) kommt es
schliefSlich auch zum Kreatininanstieg sowie weiteren
Zeichen der Niereninsuffizienz. Insbesondere bei nie-
rentransplantierten Patienten kann es in Folge einer
Abstoflungsreaktion zum Verlust der Spenderniere
kommen.

Pathophysiologie
Die zytolytische Vermehrung des reaktivierten BK-
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PyV fiihrt zu einem stetigen Untergang von Nierentu-
buluszellen. Als zytopathischer Effekt kann in infizier-
ten Zellen ein vergrofierter Nukleus mit basophilen
Einschliissen beobachtet werden. Die Infektion betrifft
die gesamte Niere und geht mit entziindlichen Verén-
derungen einher, die denen einer akuten Abstof8ungs-
reaktion gleichen.

Immunantwort
» PML (Erkrankung 2).

Differentialdiagnose
Akute zelluldre AbstofSungsreaktion.

4. Hamorrhagische Zystitis

Synonym(e)
Blutige Blasenentziindung.

Inkubationszeit
Keine, Reaktivierung.

Leitsymptome
Hémorrhagische Zystitis.

Symptome

Vor allem bei Knochenmarkstransplantat-Empfin-
gern tritt zwei bis zwolf Wochen nach Transplantation
eine hdmorrhagische Blasenentziindung auf, die mehr
als 7 Tage andauern kann und oft mit einer BKPy-Vi-
rurie einhergeht. Im Urin konnen Decoy-Zellen mit
basophilen Einschliissen in den Nukleolen nachge-
wiesen werden.

Pathophysiologie

Die Virusreplikation findet in erster Linie in den Epi-
thelzellen der Blase statt, die dabei zerstort werden.
Zusitzlich kommt es zu inflammatorischen Verinde-
rungen des umliegenden Gewebes.

Immunantwort
» PML (Erkrankung 2).

Differenzialdiagnose

Polyomavirus infizierte Zellen im Urin konnen als Cy-
tomegalovirus infizierte Zellen oder Krebszellen fehl-
interpretiert werden. Andere Ursachen fiir eine ha-
morrhagische Zystitis kénnen Adenovirusinfektionen
sowie Medikamententoxizitdt sein.

5. Merkel-Zell Karzinom
Synonym(e)
Primir kutaner neuroendokriner Tumor.

Inkubationszeit
Keine, Reaktivierung.

Leitsymptome
Hauttumor.

Symptome
Der uncharakteristische rotlich-violette Tumor tritt
teilweise mit sekundiren Ulzerationen auf.

Pathophysiologie

Hiufige und intensive Sonnenexposition sowie eine
bestehende Immunsuppression (HIV-Infektion, Org-
antransplantation) sind wichtige Risikofaktoren fiir
die Entstehung des seltenen Hauttumors. Integrierte
MCPyV-DNA kann mit charakteristischen Verande-
rungen im viralen T-Antigen in einem Grof3teil der
Merkelzellkarzinome nachgewiesen werden, so dass in
diesen Fillen eine aktive Rolle bei der Tumorentste-
hung vermutet wird.

Immunantwort
» PML (Erkrankung 2).

Differenzialdiagnose
Andere Hauttumoren.

Diagnostik
Untersuchungsmaterial

Als Untersuchungsmaterial dienen Serum, Urin, und
Liquor sowie Biopsiematerial.

Diagnostische Verfahren

Direkter Virusnachweis: Als Standardverfahren zum
direkten Virusnachweis von Polyomaviren haben sich
molekularbiologische Methoden (z. B PCR) bewihrt.
Die Virusisolierung ist als Routineverfahren zu auf-
windig. Die elektronenmikroskopische Darstellung
von Viruspartikeln im Urin und in den Kernen von
Oligodendrozyten bei PML ist moglich.

Serologie: Der Nachweis von virusspezifischen Anti-
korpern der Klasse IgM und IgG ist ohne Bedeutung
wegen der hohen Durchseuchung und fehlender Ti-
terbewegungen im Krankheitsverlauf.

Befund / Interpretation

Die Bedeutung des Virusnachweis ist abhdngig von
der klinischen Symptomatik. MCPyV kann in Hautab-
strichen mittels PCR bei grofien Teilen der Bevolke-
rung nachgewiesen werden, unabhéngig von einer
klinischen Symptomatik. Ebenfalls mittels PCR wer-
den KIPyV und WUPyV in Rachenabstrichen von
Kindern mit respiratorischen Erkrankungen in unter-
schiedlicher Haufigkeit nachgewiesen.

JCPyV und BKPyV werden regelméflig im Urin asym-
ptomatischer Patienten aufgrund der viralen Persis-
tenz nach Primérinfektion nachgewiesen. Bei Nieren-
transplantierten kann eine BKPy-Virurie von > 107
Kopien/ml oder Virdmie von 10* Kopien/ml auf eine
beginnende PVAN hinweisen. Bei knochenmarktrans-
plantierten Patienten kann eine Viruslast von 10° Ko-
pien/ml im Urin auf eine beginnende himorrhagische
Zystitis hinweisen.

Der JCPyV-PCR-Nachweis im Liquor ist bei sympto-
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matischen immunsupprimierten Patienten hoch spe-
zifisch fiir das Vorliegen einer PML, jedoch kann die-
ser teilweise erst bei fortgeschrittenem Krankheitsver-
lauf positiv werden.

Therapie

Therapeutische MaBnahmen

Bei Polyomavirus-induzierten Krankheitsbildern soll-
te, soweit moglich, eine immunsuppressive Therapie
frithzeitig unterbrochen oder reduziert werden, da mit
erfolgreicher Immunrekonstitution die Infektion wie-
der kontrolliert werden kann und sich Symptome zu-
riickbilden konnen.

Eine allgemein anerkannte Chemotherapie bei Polyo-
mavirusreaktivierung steht im Moment nicht zur Ver-
figung. Cidofovir, ein Nukleosidanalogon mit antivi-
raler Aktivitat u. a. gegen Adenoviren und Herpesvi-
ren, hemmt in der Zellkultur die Replikation von Po-
lyomaviren. Die ausgeprigte Nephrotoxizitat ist je-
doch haufig limitierend fiir den klinischen Einsatz.
Kleine Studien konnten einen giinstigen Einfluss einer
angepassten Cidofovirtherapie auf den Verlauf einer
PML, BKV-assoziierten Zystitis sowie PVAN demons-
trieren.

Resistenz
Keine bekannt.

Epidemiologie

Verbreitung

Primarinfektionen mit Polyomaviren erfolgen héufig
in der Kindheit. Die Durchseuchungsrate von Er-
wachsenen fiir BKPyV, JCPyV und MCPyV liegen
weltweit bei 100 %, 70 % und 80 %.

Wirtsbereich / Reservoir

JCPyV, BKPyV, KIPyV, MCPyV und WUPYV infizie-
ren natiirlicherweise nur den Menschen. Experimen-
telle Infektionen von Nagetieren und Neuweltprima-
ten mit JCPyV und BKPyV fiihren zu verschiedenen
Tumoren.

Risikogruppen

Ernste klinische Symptome treten praktisch aus-
schliellich bei Patienten mit Grunderkrankungen,
insbesondere Defekten der zellvermittelten Immuni-
tit auf.

Transmission / Vektoren

Die weite Verbreitung der Polyomaviren in der Bevol-
kerung spricht fiir eine effiziente Ubertragung, die
wahrscheinlich tiber den Respirationstrakt erfolgt. Die
Viren werden haufig im zweiten und dritten Trimester
der Schwangerschaft klinisch inapparent reaktiviert
und im Urin ausgeschieden. Polyomaviren sind resis-
tent gegeniiber Lipidlosungsmitteln und relativ resis-
tent gegeniiber Hitzeinaktivierung.

Pravention / Impfstoffe

Da Polyomavirusinfektionen bei immunkompetenten
Menschen in der Regel inapparent oder zumindest
harmlos verlaufen, wurden keine Priventionsstrategi-
en entwickelt.

Ausbruchsmanagement
Es wurden keine besonderen Strategien zur Krank-
heitsvorbeugung und Kontrolle entwickelt.

Meldepflicht

Infektionen mit JCPyV, BKPyV, KIPyV, MCPyV und
WUPyV stellen keine meldepflichtige Erkrankung
dar.

Weiterfliihrende Informationen

Referenzzentren / Expertenlaboratorien

= Nationales Referenzzentrum fiir Papillomaviren und Po-
lyomaviren: Herr Prof. Dr. Dr. h.c. H. J. Pfister; Institut fiir
Virologie, Uniklinik Koln, Fiirst-Piickler-Strafle 56, 50935
Koln Tel.: 0221 / 478-3900, ; FAX: 0221 / 478-3902, E-
Mail: herbert.pfister@uk-koeln.de

Web-Adressen

= Polyomavirus Seite der University of Tulane: http://
www.tulane.edu/~dmsander/WWW/335/Papovaviruses.
html

= National Center of Biotechnology Information: http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/

= All the virology on the WWW: http://www.virology.net

Schliisselliteratur

1. Imperiale MJ, Major EO (2007) Polyomaviruses. In: Kni-
pe DM, Howley PM (eds) Fields Virology, 5 edn. Walters
Kluwer Lippincott Williams&Wilkins, Philadelphia, Vol
2, pp 2263-2298

2. Jiang M, Abend JR, Johnson SF, Imperiale MJ (2009) The
role of human polyomaviruses in human disease. Virolo-
gy 384:266-273
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| Porphyromonas

HEeinricH K. GEiss, ARNE C. RODLOFF
Erreger

Synonym(e)
Bacteroides-melaninogenicus-Gruppe.

Erregerspezies

P. asacchorolytica, P. catoniae, P. endodontalis, P. gingi-
valis, P. somerae, P. uenonis Primdr tierpathogen:
P. cangingivalis, P. canoris, P. cansulci, P. circumdenta-
ria, P. crevioricanis, P. gingivicanis, P. gulae, P. levii,
P. macacae

Taxonomie
Phylum: Bacteroidetes; Ordnung: Bacteroidales; Fa-
milie: Porphyromonadaceae; Genus: Porphyromonas

Historie

Schwarz pigmentierte Bacteroides-ahnliche Bakterien,
wurden erstmals von Oliver und Wherry 1921 be-
schrieben und aufgrund der Annahme, dass dieses auf
Blutagar gebildete Pigment Melanin sei, Bacteroides
melaninogenicus benannt. Obwohl tiber 50 Jahre zahl-
reiche biochemisch heterogene Varianten beschrieben
wurden, blieb es bei der einen Spezies mit verschiede-
nen Subspezies. Die nicht fermentierenden Unterarten
wurden 1974 als B. melaninogenicus ssp. asaccharolyti-
cus in Bergey's Manual gefiihrt, allerdings kurz darauf
in Speziesrang erhoben und schliefllich 1988 durch
Shah und Collins mit 3 Spezies als Genus Porphyro-
monas vorgeschlagen. Die beim Menschen P. levii-
like-organisms (PLLO) bezeichneten Arten wurden
2005 als P. somerae, die P. endodontalis-like-organisms
(PELQ) 2004 als P. uenonis klassifiziert.

Morphologie

Gramnegative, obligat anaerobe, nicht sporenbilden-
de, unbewegliche Stibchen oder kokkoide Stdbchen
mit einer Gréf3e von 0,5-0,8 pm x 1-3,5 pum, gelegent-
lich bis zu 6 um lang

Genom

P, asacchorolytica 116490, P. catoniae X82823, P. endo-
dontalis 116491, P. gingivalis AB035459, P. somerae
AY968205. P. uenonis AY570514.

Vermehrung

Eine Vermehrung von Prevotella spp. findet aus-
schlieflich unter anaeroben Bedingungen statt. Ent-
sprechende Bedingungen finden sich auf Schleimhéu-
ten von Mensch und Tier. In vitro bietet ein Gasge-
misch aus 80 % N,, 15 % CO, und 5% H, eine hinrei-
chende Atmosphire. Aufgrund der begrenzten Ener-
gieausbeute der anaeroben Glykolyse ist die Generati-
onszeit z. B. gegeniiber Enterobacteriaceae verlidngert.

Pathogenitat / Virulenz / Antigenvariabilitat
Aufgrund der Tatsache, dass lediglich fiir P. gingivalis
im Gegensatz zu P. asaccharolytica und P. endodontalis
im Tierversuch generalisierte Infektionen mit hoher
Letalitat nachgewiesen werden konnten, beschrankten
sich die Untersuchungen zu Virulenz- und Pathogeni-
tatsfaktoren weitgehend auf diese Spezies. Bestimmte
Fimbrien-Typen besitzen eine stirkere Fahigkeit zur
Adhision an und Invasion in Epithelzellen, wihrend
die so genannten Minor-Fimbrien verantwortlich sind
fur die Induktion der Cytokin-Produktion. Untersu-
chungen liegen fiir P, gingivalis in Zusammenhang mit
Periodontitis vor. Hierbei spielen proteolytische Enzy-
me (z. B. Dipeptidyl-Transferase IV) und Fimbrien
(FimA Typ II) eine besondere Rolle.

Erkrankungen
1. Parodontitis

Synonym(e)
Periodontitis.

Inkubationszeit
Unspezifisch.

Symptome

Die Parodontitis ist gekennzeichnet durch die Ausbil-
dung von entziindlichen Verdnderungen des Zahnhal-
teapparates. Es kommt zur Taschenbildung, Gingiva-
regredienz und schliefllich zur Zahnlockerung und
zum Zahnverlust.

Pathophysiologie

Urséchlich fiir die Entziindungsreaktion ist die Aus-
bildung eines Zahn-adhidrenten Biofilms, der von ei-
ner Mischflora aus verschiedenen Bakterienspezies
gebildet wird. Dabei spielen die Spezies des so genann-
ten Roten Komplex (Porphyromonas gingivalis, Trepo-
nema denticola und Tannerella forsythesis und Aggre-
gatibacter actinomycetemcomitans) eine herausragen-
de Rolle. Die getriggerte Entziindung fithrt zum Un-
tergang von Weichgewebe und zur Aktivierung von
Osteoklasten.

Immunantwort
Eine bleibende Immunitit nach Infektion entsteht nicht.

2. Eitrige/septische Infektionen

P, assacharolytica wurde bei einer Vielzahl von Infekti-
onen aus Blut, Amnionfliissigkeit, Nabelschnurblut,
Empyemen, peritonealen und pelvinen Abszessen, En-
dometritis und Wunden isoliert. Meistens handelte es
sich hier allerdings um Mischinfektionen dhnlich wie
bei den Bacteroides-Arten. P. gingivalis wurde auch
verschiedentlich im Material von extraoralen Infektio-
nen (Appendizitis und Peritonitis) nachgewiesen. Por-
phyromonas spp. tierischen Ursprunges kénnen in
Zusammenhang mit Tierbissverletzungen beim Men-
schen isoliert werden. P. somerae wurde bei chroni-
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schen Haut-/Weichteilinfektionen bei Diabetikern,
Osteomyelitis oder Hirnabszessen, P. uenonis aus int-
raabdominellen Abszessen isoliert.

Diagnostik

Untersuchungsmaterial

Porphyromonas spp konnen in Blutkulturen nachge-
wiesen werden. Untersuchungsmaterialien, die mit
physiologischer Standortflora kontaminiert sind (z. B.
Sputum, Vaginal-, CK-Abstrich) sind ungeeignet.
Bioptate und Aspirate miissen ggf. auf, wihrend (we-
niger geeignete) Abstriche in Transportmedien ins
Labor verbracht werden, um die toxische Wirkung des
Luftsauerstoffs zu minimieren.

Diagnostische Verfahren

Die Anzucht und Isolierung aus menschlichem Mate-
rial erfolgt unter strikt anaeroben Bedingungen. Feste
Kulturmedien sollten fiir gute Wachstumsergebnisse
bluthaltig (Kaninchen, Pferd, Schaf) und mit Hamin
und Vitamin K; supplementiert sein (Brucella-Agar,
Columbia-Agar, Schadler-Agar). Mit Glukose, Proteo-
sepepton, NaCl (0,5 %), Cystein, Himin und Vita-
min K angereicherte Fliissigmedien erlauben ebenfalls
eine Anzucht von Porphyromonas spp. Die Kolonien
auf Oberflachenkulturen sind glatt, gelegentlich rau,
glinzend, konvex und nehmen nach Bebriitung von
6-10 Tagen vom Rande her eine schwarze Verfirbung
an, die durch die Produktion von Protohimin hervor-
gerufen wird. Alle Arten — mit Ausnahme von P. some-
rae — sind indolpositiv, Nitrat wird nicht zu Nitrit re-
duziert, ebenso werden Stirke und Askulin nicht hyd-
rolisiert. Die Hauptfermentationsprodukte sind n-Bu-
tyrat und Azetat, in geringerem Umfang Propionat,
Isobutyrat und Isovaleriat. Das typische Enzymmuster
entspricht dem von Prevotella, d. h. es sind sowohl
Malat- und Glutamatdehydrogenase vorhanden, wah-
rend Glukose-6-phosphat- und Phosphogluconatde-
hydrogenase fehlen. Geringe proteolytische Aktivitit.
Eine Identifizierung mittels MALDI-TOF ist méoglich.

Befund / Interpretation

Der Nachweis von Porphyromonas spp. ist bei ent-
sprechenden klinischen Infektzeichen als relevant zu
bewerten.

Therapie

Therapeutische MaBnahmen

Die Antibiotikaempfindlichkeit ist vergleichbar mit
der von Prevotella spp. mit guter Sensitivitit gegen-
tiber Metronidazol, Clindamycin, Penemen, Tigecyc-
lin sowie allen P-Laktam/p-Laktamase-Inhibitor-
Kombinationen. Humane P-gingivalis-Isolate sind
meist auch sensibel gegeniiber Penicillin, wihrend die
von Tieren stammenden Arten in 20-25 % p-Lak-
tamase-positiv sind.

Resistenz
Natiirliche Resistenz gegeniiber Aminoglykosiden
und Colistin

Epidemiologie

Verbreitung
Ubiquitir.

Wirtsbereich / Reservoir

Porphyromonas-Arten werden, aufler beim Men-
schen, bei einer Vielzahl von Tierspezies (Katzen,
Hunde, Affen, Jaguare, Pferde, Schweine, Meerschwein-
chen und weiteren Herbivoren) nachgewiesen, wobei
eine Reihe dieser Keimarten noch nicht genau taxono-
misch eingeordnet sind. Wahrend P. endodontalis und
P, gingivalis fast ausschliefllich bei Menschen mit Gin-
givitis bzw. Endodontitis im Subgingival- und Zahn-
wurzelbereich nachweisbar sind, kann P. assacharoly-
ticus auch beim Gesunden in vielen anderen Korper-
regionen, wie Gehorgang, Gastrointestinaltrakt, Zer-
vix und Genitale nachgewiesen werden. Das natiirliche
Reservoir von P. somerae und P. uenonis ist der Gastro-
intestinaltrakt. P. endodontalis und P. gingivalis kom-
men erst nach Ausbildung der permanenten Zihne in
der Mundhohle vor, wobei sie beim Gesunden auf-
grund der sehr geringen Keimzahl selten nachweisbar
sind.

Risikogruppen

Fiir Parodontitis:

= Schlechte Mundhygiene mit Zahnbelag (Plaque)
und Zahnstein

= Genetische Pradisposition

= Tabakkonsum

= Diabetes mellitus

= Bruxismus (zumeist stressbedingtes Zdhneknir-
schen)

= Ungiinstig lokalisierte Piercings im Mundraum
(Lippe, Lippenbandchen, Zunge)

Transmission / Vektoren

Die meisten Porphyromonas-assoziierten Infektionen
im Oropharynx sind endogenen Ursprungs, wobei die
Ubertragung bestimmter pathogener Fimbrien-Typen
bei Partnern beschrieben ist. Die beim Tier vorkom-
menden Arten koénnen durch Bissverletzungen auf
den Menschen tibertragen werden und Abszesse ver-
ursachen

Prévention / Impfstoffe
Mund/Zahnhygiene.

Ausbruchsmanagement
Nicht relevant.

Meldepflicht
Keine.
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Weiterfliihrende Informationen

Referenzzentren / Expertenlaboratorien

= Institut fiir Medizinische Mikrobiologie und Infektions-
epidemiologie des Universititsklinikums Leipzig, Lie-
bigstr. 21, 04103 Leipzig, Tel. 0341 97 15 200
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Prevotella

HEeinricH K. Geiss, ARNE C. RODLOFF
Erreger

Synonym(e)
Bacteroides-melaninogenicus-oralis-Gruppe.

Erregerspezies

P. baroniae, P. bergensis, P. bivia, P. buccae, P. buccalis,
P. corporis, P. dentalis, P. denticola, P. disiens, P. enoeca,
P. heparinolytica, P. intermedia, P. loescheii, P. marshii,
P. melaninogenica, P. multiformis, P. multisaccharivo-
rax, P. nigrescens, P. oralis, P. oris, P. oulorum, P. pallens,
P, salivae, P. shahii, P. tannerae, P. veroralis, P. zoogleo-
formans

Nur tierpathogen: P. albensis, P. brevis, P. bryantii,
P. ruminicola

Taxonomie
Phylum: Bacteroidetes; Ordnung: Bacteroidales; Fa-
milie: Prevotellaceae; Genus: Prevotella

Historie

Urspriinglich als Untergruppe B. melaninogenicus-
oralis Teil der Bacteroides-Gruppe, wurden ein Teil
der o. g. Spezies 1990 von Shah und Collins in die neue
Gattung Prevotella tiberfiihrt (ggl. Historie Bacteroi-
des). In den letzten Jahren sind aufgrund der Weiter-
entwicklung molekularbiologischer Verfahren eine
Reihe neuer Arten beschrieben worden und es ist da-
mit zu rechnen, dass noch weitere Spezies hinzukom-
men werden. (Die Spezies P. massiliensis, die von ei-
nem Patienten mit lang andauernder Intensivtherapie
nach Polytrauma in der Blutkultur isoliert worden
war, ist noch nicht valide publiziert.)

Morphologie

Strikt anaerobe, gramnegative, nicht sporenbildende,
unbewegliche, pleomorphe Stabchen mit einer Grofle
von 0,5-0,7 um X 1-5 pm, filamentose Formen kon-
nen eine Lange bis zu 15 um erreichen.

Genom

GenBank/EMBL/DDBJ Accession-Nummern der 16S
rRNA Gensequenzen: P. marshii AF481227, P. baroni-
ae AY840553, P, loescheii AY836508, P. oralis AY323522,
P. denticola AY323524, P. melaninogenica AY323525,
P, veroralis AY836507, P. bergensis AY350613, P. denta-
lis X81876, P. bivia L16475, P. buccae 1.16478, P. bucca-
lis 116476, P. corporis L16465,P. disiens 116483,
P. enoeca AJ005635, P. heparinolytica 116487, P. inter-
media 116468, P. multiformis AB182486, P. multisac-
charivorax AB200414, P. nigrescens L16471, P. oris
116474, P. oulorum L16472, P. pallens Y13105, P. sali-
vae AB108826, P shahii AB108825, P. tannerae
AJ005634, P. zoogleoformans L16488.
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Vermehrung

Eine Vermehrung von Prevotella spp. findet aus-
schliefSlich unter anaeroben Bedingungen statt. Ent-
sprechende Bedingungen finden sich auf Schleimhéu-
ten von Mensch und Tier. In vitro bietet ein Gasge-
misch aus 80 % N,, 15 % CO, und 5 % H, eine hinrei-
chende Atmosphire. Aufgrund der begrenzten Ener-
gieausbeute der anaeroben Glykolyse ist die Generati-
onszeit z. B. gegeniiber Enterobacteriaceae verlangert.

Pathogenitat / Virulenz / Antigenvariabilitat
Bislang liegen zu spezifischen Virulenzfaktoren von
Prevotella spp. nur sehr wenige Untersuchungen vor,
sie diirften aber den bekannten Faktoren der Bactero-
ides-Gruppe, wie extrazelluldre Polysaccharidkapsel,
outer membrane proteine (OMP) und Lipopolysac-
charide mit Endotoxinaktivitit entsprechen. Bei
P buccae ist als spezielle Adhisionsstruktur bzw. als
duflere Schutzschicht ein so genanntes S-Layer, das
aus Proteinen und Glykoproteinen aufgebaut ist, be-
schrieben. Weiterhin ist bei verschiedenen Prevotella-
und Porphyromonas-Arten eine IgAl-Protease, der
eine Funktion bei der Invasion IgA-tragender Schleim-
héute zugeordnet wird, nachgewiesen. Zusammen mit
E nucleatum scheint P. intermedia eine besondere pa-
thophysiologische Bedeutung bei der Entstehung der
akuten eitrigen A-Streptokokken bedingten Pharyn-
gotonsillitis und der akuten eitrigen Tonsillitis im
Kindesalter zu spielen.

Erkrankungen
1. Parodontitis

Synonym(e)
Periodontitis.

Inkubationszeit
Unspezifisch.

Symptome

Die Parodontitis ist gekennzeichnet durch die Ausbil-
dung von entziindlichen Verdnderungen des Zahnhal-
teapparates. Es kommt zur Taschenbildung, Gingiva-
regredienz und schliefllich zur Zahnlockerung und
zum Zahnverlust.

Pathophysiologie

Urséchlich fiir die Entziindungsreaktion ist die Aus-
bildung eines Zahn-adhirenten Biofilms, der von ei-
ner Mischflora aus verschiedenen Bakterienspezies
gebildet wird. Dabei spielen die Spezies des so genann-
ten Roten Komplex (Porphyromonas gingivalis, Trepo-
nema denticola und Tannerella forsythesis und Aggre-
gatibacter actinomycetemcomitans) eine herausragen-
de Rolle. Die getriggerte Entziindung fithrt zum Un-
tergang von Weichgewebe und zur Aktivierung von
Osteoklasten.

Immunantwort
Eine bleibende Immunitit nach Infektion entsteht nicht.

2. Aspirationspneumonie/Lungenabszess
Synonym(e)

Inkubationszeit
Unspezifisch.

Symptome
» Pneumonie

Pathophysiologie

Prevotella spp. gehoren zur physiologischen Flora des
Oropharynx und wird regelmiflig bei Aspirations-
pneumonien und Lungenabszessen als Teil des Erre-
gerkonsortiums nachgewiesen.

Immunantwort
Eine bleibende Immunitit nach Infektion entsteht
nicht.

3. Endometritis/Adnexitis

Inkubationszeit
Unspezifisch.
» Adnexitis

Pathophysiologie

Die Kommensalen des weiblichen Urogenitaltraktes
P. bivia und P. disiens sind mogliche alleinige oder
Mitverursacher von Endometritis und Adnexitis.

Immunantwort
Eine bleibende Immunitit nach Infektion entsteht
nicht.

Differenzialdiagnose
Infektionen durch Gonokokken, Chlamydien, Urea-
plasmen und andere Erreger

4. Eitrige/septische Infektionen

Verschiedene Prevotella-Arten sind weiterhin als Er-
reger von Sepsis, bei 6dematoser nekrotisierender Fas-
ziitis sowie P, intermedia in Zusammenhang mit Ka-
theter-assozierten oberflachlichen, eitrigen Thrombo-
phlebitiden beschrieben.

Diagnostik

Untersuchungsmaterial

Prevotella spp kénnen in Blutkulturen nachgewiesen
werden. Untersuchungsmaterialien, die mit physiolo-
gischer Standortflora kontaminiert sind (z. B. Sputum,
Vaginal-, CK-Abstrich) sind ungeeignet. Bioptate und
Aspirate miissen ggf. auf, wahrend (weniger geeignete)
Abstriche in Transportmedien ins Labor verbracht
werden, um die toxische Wirkung des Luftsauerstofts
zu minimieren.




720  Prevotella

Diagnostische Verfahren

Die Anzucht und Isolierung aus menschlichem Mate-
rial erfolgt unter strikt anaeroben Bedingungen. Feste
Kulturmedien sollten fiir gute Wachstumsergebnisse
bluthaltig (Kaninchen, Pferd, Schaf) und mit Hdmin
und Vitamin K; supplementiert sein (Brucella-Agar,
Columbia-Agar, Schidler-Agar). Mit Glukose, Proteo-
sepepton, NaCl (0,5 %), Cystein, Himin und Vitamin
K angereicherte Fliissigmedien erlauben ebenfalls eine
Anzucht von Prevotella spp. Die Differenzierung der
einzelnen Spezies erfolgt durch Kombination bioche-
mischer und chemischer Tests (Gaschromatographie
der Sauremetaboliten). Eine ausreichend gute Spezie-
sidentifizierung kann mit kommerziellen miniaturi-
sierten Testsystemen erfolgen. Bacteroides spp. sind
charakterisiert durch folgende Kriterien:
Biochemische Identifizierung: strikt saccharolytisch
mit Produktion von Azetat, Propionat, Laktat und teil-
weise Succinat. Differenzierung anhand der Siurebil-
dung aus unterschiedlichen Zuckern, Askulin- und
Gelatinehydrolyse, H,S-Bildung und Nitratreduktion.
Eine Identifizierung mittels MALDI-TOF ist moglich.

Befund / Interpretation

Der Nachweis von Prevotella spp. ist bei entsprechen-
den klinischen Infektzeichen als relevant zu bewer-
ten.

Therapie

Therapeutische MaBnahmen

Die Antibiotika-Empfindlichkeit entspricht weitge-
hend der der Gattung Bacteroides. Wirksam sind meist
Metronidazol, Peneme, Clindamycin, Cefoxitin, Tige-
cyclinundallep-Laktam/p-Laktamase-Inhibitor-Kom-
binationen. Bei genaueren Untersuchungen stellte
man fest, dass wahrscheinlich alle P-melaninogenica-
Stimme P-Laktamase bilden, ohne dass der genaue
Anteil an penicillinresistenten Stimmen bestimmt
werden konnte. Bei den Makroliden zeichnen sich die
neueren Substanzen gegeniiber dem herkémmlichen
Erythromycin durch eine etwas bessere Wirksamkeit
aus. Fluorochinolone sind inklusive der modernen
Substanzen (z. B. Moxifloxacin) in der Regel nur
schlecht wirksam.

Interessant ist die gerade im zahnirztlichen Bereich
bedeutsame Behandlung mit lokal wirksamen Subs-
tanzen. So zeigen bestimmte itherische Ole (Teebau-
mol, Pfefferminzol) eine deutliche antibakterielle Ak-
tivitdt gegen diese oralen Bakterien.

Resistenz
Natiirlicher Resistenz gegen Aminoglykoside und Co-
listin.

Epidemiologie

Verbreitung
Ubiquitér.

Wirtsbereich / Reservoir

Mit Ausnahme von P ruminicola, dessen natiirlicher
Standort der Intestinaltrakt von Wiederkiuern ist, so-
wie P, bivia und P. disiens, die im weiblichen Urogeni-
taltrakt nachgewiesen werden, sind die iibrigen Prevo-
tella-Arten bislang ausschlieSlich im Oropharyngeal-
bereich des Menschen isoliert worden. Die Besiede-
lung findet bereits beim Neugeborenen statt und ist
beim Gesunden lebenslang in weitgehend gleichblei-
bender Keimzahl vorhanden. Einige Beobachtungen
scheinen darauf hinzuweisen, dass P. nigrescens eher
in der Mundhohle des Gesunden nachzuweisen ist,
wihrend P, intermedia iberwiegend bei Patienten mit
Periodontalerkrankungen vorkommt.

Risikogruppen

Fiir Parodontitis:

= Schlechte Mundhygiene mit Zahnbelag (Plaque)
und Zahnstein

= Genetische Priadisposition

= Tabakkonsum

= Diabetes mellitus

= Bruxismus (zumeist stressbedingtes Zihneknir-
schen)

= Ungiinstig lokalisierte Piercings im Mundraum
(Lippe, Lippenbéndchen, Zunge)

Transmission / Vektoren
Bei Parodontitis sind insbesondere familidre Ubertra-
gungen bekannt.

Pravention / Impfstoffe
Mund/Zahnhygiene.

Ausbruchsmanagement
Nicht relevant.

Meldepflicht
Keine.

Weiterfiihrende Informationen

Referenzzentren / Expertenlaboratorien

= Institut fiir Medizinische Mikrobiologie und Infektions-
epidemiologie des Universitatsklinikums Leipzig, Lie-
bigstr. 21, 04103 Leipzig, Tel. 0341 97 15 200
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| Primare Amobenmeningoenzephalitis (PAM
bzw. PAME)

» Amgben, frei lebende (Naeglerien, Acanthamében,
Balamuthia, Amdében als Vehikel pathogener Mikroor-
ganismen)

' Primares Ergusslymphom

» Humanes Herpesvirus 8 (HHV-8)

I Primary Effusion-Lymphom (PEL)

» Humanes Herpesvirus 8 (HHV-8)

I Primaten Foamy Virus (PFV)

» Humanes Spumaretrovirus (HSRV)

I 0
Prione

SANDRA MULLER-KREBS
Erreger

Synonym(e)
Scrapie-Erreger (PrP5¢), Erreger/Agens der transmis-
siblen spongiformen Enzephalopathien (TSE)

Erregerspezies
PrPS¢ kommt in fast allen Sdugetier-Spezies, im Fisch
und Hefen vor (experimentell und/oder natiirlich).

Taxonomie

Eine Einteilung entsprechend einer klassischen Taxo-

nomie ist bisher nicht vorgenommen worden. Bei den

humanen TSE wird unterschieden zwischen:

= Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung (CJD) und Variante
(vCID)

= Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom (GSS)

= Fatale familidre Insomnie (FFI)

= Kuru

Die Bezeichnungen fiir animale TSE beziehen sich
immer auf die Spezies, wie z. B. BSE (Bovine Spongi-
forme Enzephalopathie).

Historie
Im Jahr 1752 wurde erstmals eine Erkrankung des
Schafes beschrieben, die aufgrund des standigen Krat-

zens und Schabens der Tiere (engl.: to scrape) Scrapie
genannt wurde. Weiterhin wurde eine Anzahl langsam
verlaufender degenerativer Krankheiten des Zentral-
nervensystems des Menschen beschrieben, die grofie
Ahnlichkeiten miteinander aufwiesen. Dazu gehoren
CJD, GSS, FFI und Kuru. Erstmals konnte 1932 die
Ubertragbarkeit von Scrapie von Schaf zu Schaf und
1957 die von Mensch zu Mensch (Kuru) nachgewie-
sen werden. In den 60er Jahren stellte man die Ahn-
lichkeit dieser Krankheiten fest. Daher wurden diese
Krankheitsbilder als iibertragbare, schwammartige
Enzephalopathien (TSE) bezeichnet.

Mit der von Stanley Prusiner 1982 veréffentlichten
»Prionhypothese“ wurde ein nukleinsdurefreies infek-
tioses Agens, was weitestgehend aus einem Protein
besteht, als Ursache der TSE postuliert. 1986 wurde
erstmals BSE beschrieben. Ursache war die Verfiitte-
rung von aufgearbeiteten Schlachtabfillen, in denen
sich Uberreste prioninfizierter Tiere befanden.
1995/96 trat erstmals in Grof3britannien vC]D auf, die
in ursichlichen Zusammenhang mit der Ubertragung
von BSE gebracht werden konnte.

Morphologie

Die kleinste Form der infektiosen Einheit ist nicht be-
kannt. Nach experimenteller Aufreinigung von PrPS
aus infizierten Gehirnen ist eine Fibrillenform elek-
tronenmikroskopisch darstellbar.

Genom

Der kausale Erreger sémtlicher TSE-Erkrankungen ist
das PrP5¢, welches auf einem wirtseigenen Vorldufer-
Prion-Protein (PrP€) beruht. Dieses Protein wird kon-
stitutiv transkribiert und translatiert, ohne dass eine
TSE auftritt; es besteht beim Menschen aus 253 Ami-
nosiauren (AS) und wird durch das Prion-Protein-Gen
(PRNP) kodiert wird. Es sind jeweils eine oder mehre-
re Mutationen bekannt, die zu familiirer CJD, GSS
oder FFI fithren. Am Codon 129 besteht ein Methio-
nin/Valin-Polymorphismus, der fiir den Krankheits-
ausbruch und -verlauf mitentscheidend ist.

Gene Bank Zugangs-Nummern fiir verschiedene PrPs:
Maus-PrP: M13685; Humanes PrP: M13899; Rinder-
PrP: X55882; Schaf-PrP: D38179.

Vermehrung

Die Umfaltung von PrP® nach PrP%¢ gilt als ursichlich
fir den Krankheitsverlauf. Es ist davon auszugehen,
dass die Umwandlung der Konformation der entschei-
dende Mechanismus ist: a-helikales PrP€ wird in PrPs
umgewandelt, das vor allem eine B-Faltblatt-Konfor-
mation besitzt.

Pathogenitat/Virulenz/Antigenvariabilitat

PrPS¢ kommt ohne Nukleinsdure aus, gibt seine Infek-
tiositdt nur durch Proteine weiter und hat besondere
biochemische Eigenschaften wie z. B. Unloslichkeit,
Aggregation bis hin zu Amyloid, Infektiositit und Re-
sistenz gegen Proteasen. Die genetischen Formen
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beim Menschen korrelieren mit definierten Mutatio-
nen im PrP€ Gen. Die Umwandlung der normalen,
zelluldren, a-helikalen PrP Isoform in die p-Faltblatt-
Konformation von PrP% erfolgt auf post-translationa-
lem Weg und gilt als entscheidender Schritt der
Krankheitsentstehung. Bei der infektiés erworbenen
Form ist es der direkte Kontakt von PrPS¢ und PrP®
der Empfingerzelle, bei welchem PrP¢ dann in Anwe-
senheit von Prionen in PrP% autokaskadenartig um-
gewandelt wird.

Erkrankung

Transmissible Spongiforme Enzephalopathien
(TSE)

Synonym(e)
Prion-Erkrankungen.

Inkubationszeit

Bei den humanen Formen der TSE ergeben sich un-
terschiedliche Inkubationszeitrdume bzw. Altersmani-
festationen (unten).

Leitsymptome
Zerebrale Ausfille.

Symptome
Die humanen TSE-Erkrankungen kénnen sowohl
idiopathisch, erworben als auch hereditir sein. Damit
stellen die TSE eine einzigartige Erkrankungsform
dar. Zu den einzelnen Formen gehoren:
= idiopathisch
= sporadische CJD
= erworben
= Kuru
= iatrogene CJD
- vCJD
= hereditar
= familidre CJD
- GSS
= FFI

CJD (hereditére, iatrogene und idiopathische Form)
Die Krankheit beginnt in der Regel zwischen dem 50.
und 60. Lebensjahr. Von den ersten Erscheinungen bis
zum todlichen Ende vergehen im Allgemeinen nur
wenige Monate, selten Jahre (genetische Formen). Zu
den oft ersten Symptomen gehoren psychische Auffil-
ligkeit nach Art einer Wesensinderung mit Gereizt-
heit, Gleichgiiltigkeit, depressiver Verstimmung oder
auch paranoiden Ziigen; es folgen komplette Gedacht-
nis- und Merkfihigkeitsausfille, ferner Kritiklosigkeit
und schliefllich Orientierungsstorungen. Eine Apha-
sie, Agnosie, Apraxie, sowie Tremor koénnen das Leis-
tungsniveau zusitzlich senken. Nahezu immer treten
Myoklonien auf. Die terminale Phase ist durch tief-
greifende Demenz, Dezerebration, Bewegungsunfi-
higkeit und Einschriankung auf die vegetativen Funk-

tionen charakterisiert. Schliefilich tritt bei den Patien-

ten ein Greif- und Saugreflex auf.

Generell werden drei Hauptdifferenzierungen auf-

grund der Symptomatik vorgenommen:

= Brownell-Oppenheimer-Variante (prominente ze-
rebelldre Lasionsmale)

= Heidenhain-Variante (Sehstérungen und weitere
Lésionszeichen der Hinterhauptlappen)

= Amyotrophische Variante (Pyramidenbahn- und
Denervationszeichen)

GSS

Es handelt sich hierbei um eine seltene, hereditire,
autosomal-dominante spinozerebelldre Degeneration.
Die Patienten entwickeln in der Lebensmitte Sympto-
me einer progredienten zerebelldren Dysfunktion, die
durch Koordinationsstérungen und zunehmende
Gangstorung deutlich wird. Im Unterschied zur CJD
sind Demenz und Myoklonien nicht oder nur gering
ausgeprégt. Molekulargenetische Untersuchungen der
Familien mit GSS ergaben regelmaflig Mutationen des
PrP-Gens.

FFI

FFI ist eine rasch progrediente autosomal-dominante
Erkrankung mit einer Lebenserwartung von sechs bis
36 Monaten nach Diagnosestellung. Diese Erkrankung
des mittleren oder spiteren Lebensalters zeichnet sich
durch nicht zu beeinflussende Insomnie aus. Stérun-
gen des motorischen Systems einschliefllich Myoklo-
nie, Tremor, Ataxie, Hyperreflexivitat und Spastik sind
charakteristisch. Die Demenz ist nicht vorherrschend.
Im PrP-Gen findet sich eine N-zu-D-Mutation im Ko-
don 178 (mit V im gleichalleligen Kodon 129).

Kuru

Im Hochland von Papua-Neuguinea wurde beim Fo-
re-Stamm eine als Kuru bezeichnete Nervenkrankheit
angetroffen. Die Erkrankung beginnt mit zerebelldren
Koordinationsstérungen, vor allem mit Gangunsi-
cherheit und Dysarthrie. Ein feiner Tremor, (Kuru =
Zittern in der Fore-Sprache), extrapyramidale Hyper-
kinesien, sowie Aktionsmyoklonie sind neurologische
Leitsymptome. Die Kranken sterben meistens schon
gegen Ende des ersten Jahres nach Einsetzen der
Symptome.

vCJD

Typischerweise stehen zu Beginn der Erkrankung aus-
gepragte psychiatrische Symptome im Vordergrund.
Es sind tiberwiegend jiingere Menschen betroffen, der
Kklinische Verlauf ist deutlich prolongiert (1-2 Jahre);
Ataxie und nicht Demenz steht im Vordergrund. Es
findet sich ein genetischer Suszibilitats-Faktor in Form
von Homozygositit fiir Methionin am Kodon 129. Bei
allen Patienten wurden typische floride Plaques ge-
funden, die bei klassischer CJD in der Regel fehlen.
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Pathophysiologie

CJD: Im Gehirn finden sich bei der neuropathologi-
schen Begutachtung spongiose Veranderungen, eine
astrozytire Gliose und unter Umstinden bestimmte
Ablagerungen wie Amyloid und floride Plaques.

GSS: Histopathologisch besteht die tibliche spongifor-
me Degeneration der Neurone, mit einer ausgepragten
Fasergliose im Bereich des Kleinhirns, der Grofthirn-
rinde und des Stammbhirnes; das Vorkommen von
Amyloid-Plaques ist ein prominentes Merkmal.

FFI: Eine Vielzahl pathologischer endokriner Verin-
derungen kénnen vorkommen, beispielsweise ein Ver-
lust der zirkadianen Schwankungen der Melatonin-,
Prolaktin- und Wachstumshormon-Sekretion, eine
verminderte ACTH-Ausschiittung und eine erhohte
Kortisolsekretion. Histopathologisch sind eine Atro-
phie und Gliose spezifischer Thalamuskerne, der
Kleinhirnrinde und der unteren Olive typisch.

Kuru: Makroskopisch ist eine prominente Kleinhirna-
trophie feststellbar. Mikroskopisch ist der Untergang
der Purkinje- und Kornerzellen mit starker Prolifera-
tion der Bergmann-Glia auffillig. Es finden sich Kuru-
Plaques mit Amyloidablagerungen im Zentrum, das
von einem helleren granulidren oder fibrilliren Ring
umgeben ist. Die Vakuolisierung in der Kleinhirnrin-
de ist nicht besonders ausgepragt.

Immunantwort

Charakteristischerweise fehlen bei Prion-Erkrankun-
gen entziindliche Verdnderungen zelluldrer oder hu-
moraler Art vollstindig. Das Immunsystem ist aber
entscheidend an der Weiterleitung der Erkrankung im
befallenen Organismus beteiligt.

Differenzialdiagnose
Folgende Differenzialdiagnosen werden bei CJD abge-
klirt: Morbus Pick, Morbus Alzheimer, Chorea Hun-
tington, Parkinson-Demenz-Komplex, Amytrophe
Lateralsklerose, Chronische (Meningo) Enzephaliti-
den, AIDS-Demenz-Komplex, nonkonvulsiver Status
epilepticus, hypoxdmische Hirnschidigung, Werni-
cke-Korsakow-Syndrom, hepatische Enzephalopathie,
Hypothyreose, diffuse zerebrale Sklerose.
Klinisch wahrscheinliche CJD-Diagnose:
= periodische Sharp-wave-Komplexe (PSWC) im
EEG (obligat)
— progressive Demenz
= Verlauf kiirzer als zwei Jahre (obligat)
= zwei von vier klinischen Symptomen
= Myoklonien
= visuelle oder zerebellire Symptome
= pyramidale oder extrapyramidale Symptome
= Akinetischer Mutismus

Diagnostik

Untersuchungsmaterial
Nach den bisher geltenden Kriterien ist eine sichere
Diagnose der CJD nur durch eine neuropathologische

Untersuchung moglich. Dies gilt auch fiir die neue Va-
riante der CJD. Das Untersuchungsmaterial ist das
Gehirn.

Diagnostische Verfahren

Die definitive Diagnose einer Prion-Erkrankung kann
bisher nur durch Untersuchung von Hirngewebe mit
Nachweis der charakteristischen histologischen Ver-
anderungen, Spongiformitit, Gliose und Nervenzell-
verlust sowie der pathologischen Prion-Proteinabla-
gerungen mittels Immunhistochemie oder Western
Blot gesichert werden. Bei vCJD gelang der Nachweis
proteaseresistenten Prion-Proteins und von Infektio-
sitdt auch in lymphatischen Geweben.

Als Goldstandard dienen die histopathologischen Un-
tersuchungen von Gewebeschnitten auf Vorliegen von
pathologischem PrP (PrP*¢ in situ) und der Immu-
noblot fiir PrP% aus Hirnhomogenaten. Dabei werden
Bedingungen gewihlt, bei denen nur PrP¢ und nicht
PrP€ nachweisbar ist (z. B. mittels Verdau mit Protei-
nase K). Die Sensitivitit des Immunoblots ldsst sich
durch Anreicherungsverfahren erhéhen. Nur bei vCJD
ist pathologisches PrP im lymphatischen Gewebe
nachweisbar (z. B. Tonsillen, Lymphknoten, evtl. Ap-
pendix, Peyer'sche Plaques).

Befund / Interpretation

Prionen lassen sich mit den derzeit verfiigbaren Me-
thoden routinemiflig weder im Blut noch im Liquor
nachweisen, auch wenn experimentell der Nachweis
von PrP*¢ im Blut mittels der PCMA-Methode (prote-
in misfolding cyclic amplification) gelungen ist. Typi-
scherweise finden sich keine entziindlichen Verinde-
rungen im Gehirn oder im Liquor, somit stehen auch
keine nachweisbaren Antikorper zur Verfiigung. Diag-
nostisch zeigen sich Unterschiede im EEG zwischen
der sporadischen Form der CJD und vCJD. Die fiir die
sporadische CJD typischen periodisch auftretenden
»sharp-wave“-Komplexe finden sich bei vCJD nicht.
Im Liquor lassen sich regelmafig einige zellulire Zer-
fallsprodukte nachweisen. Zur Bestimmung des Poly-
morphismus im Kodon 129 dient die Nukleinsdure-
Diagnostik.

Da mit Ausnahme von vCJD ausschliefllich das zent-
rale Nervensystem betroffen ist, ist die Untersuchung
einer Hirn-Biopsie bzw. -autopsie zur Diagnosesiche-
rung unerlésslich. An diesem Material werden die eta-
blierten histologischen (z. B. Vakuolierung, Gliose)
und histopathologischen (z. B. PrP-Plaques) Untersu-
chungen durchgefiihrt.

Therapie

Therapeutische MaBnahmen

Gegenwirtig gibt es keine Therapie gegen die mensch-
lichen Prion-Erkrankungen. Die pathologischen Ver-
anderungen im zentralen Nervensystem sind im klini-
schen Stadium bereits massiv. Deshalb kommt an die-
ser Stelle jede kausale Therapie zu spit.
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Resistenz

Eine therapeutische Resistenz ist nicht vorhanden.
Prionen sind eindeutig die weitaus resistentesten hu-
man- und tierpathogenen Erreger gegeniiber tiblichen
antimikrobiellen Desinfektionsmethoden. Sehr effek-
tiv wirkt die Laugenbehandlung (z. B. 1-2 N NaOH
fiir mind. 30 min), sowie das Autoklavieren unter er-
hohten Bedingungen (z. B. 136 °C fiir mind. 30 min
bei 3 bar).

Epidemologie

Verbreitung

Die Scrapie-Erkrankung ist endemisch in Europa, Asi-
en und Nordamerika. Sporadisches CJD kommt welt-
weit konstant mit einer Inzidenz von etwa 1:1.000.000
vor, familidre CJD/GSS/FFI in Clustern. Es sind meh-
rere Hunderte iatrogene CJD-Fille (Wachstumshor-
mon und Dura-Mater-Transplantate) bekannt. Die
neue Variante der CJD ist weltweit mit 216 Fillen ver-
treten (Stand Oktober 2009).

Wirtsbereich / Reservoir

PrPS¢ kommen in Sdugetieren, Fisch und Hefen vor
(experimentell und/oder natiirlich). Sie kénnen inner-
halb einer Art und zwischen Arten weitergegeben
werden.

Risikogruppen

Die individuelle Empfanglichkeit hangt von der Ami-
nosdure im Kodon 129 von PrP ab. Dabei findet sich
entweder ein Valin (V) oder Methionin (M). Es gibt
drei genetische Varianten: M/M, M/V und V/V. Bei
Patienten, die an der spontanen Form der CJD er-
krankt sind, liegt der M/M-Anteil bei ~ 80 %. Diese
Befunde lassen vermuten, dass homozygote Merkmal-
striager eher an CJD erkranken als Heterozygote. Klas-
sische Risikogruppen fiir iatrogenes CJD stellen Pati-
enten dar, die anamnestisch Wachstumshormone aus
Hirnanhangsdriisen-Préparationen oder Dura-Mater-
Transplantate erhalten haben. Bei den familidren Pri-
on-Erkrankungen wird allgemein von einer 100 %igen
Penetranz ausgegangen.

Transmission / Vektoren

Scrapie und BSE: Es wird sowohl eine vertikale als
auch horizontale Ubertragung angenommen. Huma-
ne TSE: Ein sporadischer CJD-Patient ist infolge der
Kompartimentierung der Infektiositit im zentralen
Nervensystem im taglichen Umgang nicht ansteckend.
Bei vCJD scheint eine Infektion tiber Blutprodukte ge-
sichert. latrogene Ubertragungsformen durch das
Einbringen von kontaminierten Geweben in den
Spenderorganismus sind belegt.

Bei der Weitergabe von Prionen zwischen Arten beste-
hen gewisse Gesetzmafligkeiten, die als ,,Spezies-Bar-
rieren“ bezeichnet werden. So ist die Inkubationszeit
bei der ersten Passage verlingert, verkiirzt sich aber

bei der weiteren Passage innerhalb der Art auf ein Mi-
nimum.

Prévention / Impfstoffe

Infolge der extrem langen Inkubationszeiten ist ei-
gentlich ein immenses Zeitfenster fiir mogliche Inter-
ventionsstrategien gegeben. Aufgrund der Tatsache,
dass Bluttransfusionen eine reale Infektionsquelle dar-
stellen, sollten neben therapeutischen Mdglichkeiten
vor allem prophylaktische oder post-expositionelle
Interventionsstrategien angestrebt werden.
Behordliche Mafinahmen: Spender, die sich im Zeit-
raum zwischen 1980 und 1996 insgesamt linger als 6
Monate im Vereinigten Kénigreich (UK) aufgehalten
haben, wurden von der Blut- und Plasmaspende aus-
geschlossen.

Weiterhin diirfen in Humanarzneimitteln kein Blut,
Gewebe, Korpersekret oder Korperfliissigkeit von
Spendern verwendet werden, die aus einem Ur-
sprungsland stammen, also aus einem Land, in dem
mehrere Fille von vCJD aufgetreten sind.
Rekombinante Medikamente, Impfstoffe: Als poten-
zielle BSE-Kontaminanten kommt grundsitzlich fota-
les Kélberserum (FCS) in Frage. FCS darf daher aus-
schliefSlich aus den USA, Neuseeland und Australien
stammen.

Ausbruchsmanagement
Entsprechend den Richtlinien der Européischen Uni-
on bzw. der Weltgesundheitsorganisation.

Meldepflicht

Nach Infektionsschutzgesetz der Krankheitsverdacht,
die Erkrankung sowie der Tod an humaner spongifor-
mer Enzephalopathie, aufler familidr-hereditire For-
men, sind zu melden.

Weiterfliihrende Informationen

Referenzzentren

= Zentrum fiir Neuropathologie und Prionforschung der
LMU Miinchen, Feodor-Lynen-Str. 23, 81377 Miinchen,
Prof. Dr. med. Dr. h. c. Hans A. Kretzschmar; Telefon +49
(0)89 / 2180-78000; Fax +49 (0)89 / 2180-78037; E-Mail:
Hans.Kretzschmar@.med.uni-muenchen.de.

= Nationales Referenzzentrum fiir tierische spongiforme
Enzephalopathien (BSE, Scrapie): Friedrich-Loeffler-Ins-
titut, Bundesforschungsinstitut fir Tiergesundheit, Stidu-
fer 10, 17493 Greifswald-Insel Riems, Prof. Dr. med. vet.
Martin H. Groschup; Tel.: 038351/7-0; Fax: 038351/7-219;
E-Mail: martin.groschup(at)fli.bund.de .

Web-Adresse
= Bayerischer Forschungsverbund Prionen: www.abayfor.
de/forprion
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| Progressive multifokale
Leukenzephalopathie (PML)

» Polyomaviren

I -
Progressive Paralyse

» Treponemen

| Progressive Postpoliomyelitische
Muskelatrophie

» Polioviren

I Proktitis

» Chlamydia

» Cytomegalievirus

» Enterobius vermicularis
» Neisseria gonorrhoeae

| Propionibakterien

OL1vER NOLTE
Erreger

Synonym(e)

P acnes: Corynebacterium acnes, Corynebacterium
parvum, Bacillus acnes, Propionicibacterium acnes

P. propionicum: P. propionicus

Erregerspezies

Gattung: Propionibacterium; Arten: P. acidifaciens, P
acidipropionici, P. acnes, P. australiense, P. avidum, P. cy-
clohexanicum, P. freudenreichii mit den ssp. freuden-
reichii und shermanii, P granulosum, P. jensenii, P. mic-
roaerophilum, P. propionicum, P. thoenii

Taxonomie

Bacteria; Firmicutes; Phylum: Actinobacteria; Order:

Actinomycetales; Suborder: Propionibacterineae, Fa-

milie: Propionibacteriaceae

Gattungen: Propionibacterium, Propionimicrobium mit

Pm. lymphophilum, Propioniferax mit Pf. innocua.

Die nach ihrer auffilligen Propionsdurebildung be-

nannte Gattung Propionibacterium besteht aus 14

Spezies und zwei Subspezies, deren relevante Vertreter

sich in drei Gruppen unterteilen lassen:

1. ,klassische“ Propionibakterien: P. acidipropionici,
P. freudenreichii mit den ssp. freudenreichii und
shermanii, P. jensenii, P. thoenii,

2. ,kutane“ Propionibakterien: P. acnes, P. avidum,
P. granulosum, Pm lymphophilum,

3. P.propionicum.

Historie

1906 beschrieben Freudenreich und Orla-Jensen und
1909 Orla-Jensen aus Kise und Milchprodukten iso-
lierte Propionibakterien. P. acnes, als wichtigster Ver-
treter der kutanen Propionibakterien, wurde bereits
1897 von Sabouraud aus Acne-vulgaris-Lésionen iso-
liert. Gilchrist stellte 1900 an Serienuntersuchungen
von Akneldsionen einen Zusammenhang zwischen
der Akne und P. acnes her. Spater wurden diese Bakte-
rien unter den Bezeichnungen ,anaerobe Corynefor-
me“ oder ,anaerobe Corynebakterien subsumiert
und erst seit Mitte dieses Jahrhunderts der Gattung
Propionibacterium zugerechnet. Die urspriingliche
Gattung Propionibacterium wurde jingst revidiert
und einige Arten in neu geschaffene Gattungen iiber-
fithrt.

Morphologie

Meist relativ kurze, grampositive, diphtheroid gelager-
te Stdbchen, gelegentlich auch kokkoid oder stark ver-
zweigt und fadig. Natiirliches Vorkommen auf Haut
und Schleimhiuten.

Genom

Das Genom von P. acnes, Isolat KPA 171202 (Her-
kunft: Hautflora) wurde sequenziert (GenBank Ac-Nr.
AE017283.1; Referenzsequenz NC-006085). Die Ge-
samtldnge des Genoms betragt 2.560.000 bp bei einem
GC-Anteil von 60,01 %. Der Sequenz wurden 2297
(teils putative) proteinkodierende Gene assoziiert.
Zahlreiche partielle und komplette Sequenzen des 16S
rRNA-Gens wurden in GenBank abgelegt, u. a. Ac-Nr.
Y12288 (komplett, 1480 bp).

Vermehrung
Langsam wachsende, sporenlose, mesophile Anaero-
bier.

Pathogenitat / Virulenz / Antigenvariabilitat
Kutane Propionibakterien verfiigen tiber starke lipoly-
tische Aktivitédt; von P. acnes sind Proteinasen, Himo-




726  Propionibakterien

lysine, Hyaluronidasen, Neuraminidasen, Phospholi-
pase C und Lipasen bekannt.

Erkrankung

Acne vulgaris

P, acnes ist mit verschiedenen Formen der Akne asso-
ziiert. Eine dtiologische Bedeutung, moglicherweise
gemeinsam mit P granulosum, scheint gegeben
(» Pathophysiologie). Daneben gelingt die Isolierung
von P, acnes und anderen kutanen Propionibakterien
aus vielen klinischen Materialien einschlief3lich Blut-
kulturen (meist Kontaminanten), selten auch nach
Operationen, bei linger liegenden Kathetern und an-
deren Fremdkorpern, unter Immunsuppression als
opportunistische Erreger von Kathetersepsis, Menin-
gitis, Endokarditis, Bronchopneumonien, Osteomyeli-
tis, Spondylodiscitis, Wundinfektionen, Otitiden und
(Hirn-)Abszessen. Mit Ausnahme von P. propionicum
(phys. Mundhahlenflora) als Erreger der Canaliculitis
lacrimalis spielen weitere Propionibakterien keine
Rolle als Infektionserreger.

Inkubationszeit
Tage bis Monate.

Pathophysiologie

Die Akne ist keine Infektionskrankheit im klassischen
Sinne. Durch genetisch pradisponierte Verdnderun-
gen in der Keratinisierung kommt es sekundar zur
Blockade tiefer Regionen der Glandula sebacea mit Se-
bum. Durch erregerbedingte Lipolyse des sekretorisch
erhohten Sebums, Freisetzung weiterer Entziindungs-
mediatoren und Komplementaktivierung durch die
Bakterien kommt P. acnes und wohl auch P. granulo-
sum eine Rolle in der Genese der entziindlichen For-
men der Akne zu.

Immunantwort

P. acnes hat adjuvantes Potential und aktiviert unspe-
zifisch Makrophagen. Die Bildung von Antikérpern
wird induziert. Auf Grund der bekannten Adjuvanz-
wirkung wurde P. acnes unter dem élteren Synonym
Corynebacterium parvum in den 80er Jahren des 20.
Jh. als Immunstimulator in der Krebstherapie evalu-
iert.

Diagnostik

Untersuchungsmaterial
» Gattung Actinomyces.

Diagnostische Verfahren

Mikroskopie: Im Gram-Préparat grampositive meist
relativ kurze, ggf. kokkoide, unbewegliche, diphthero-
id gelagerte Stibchen, evtl. stark verzweigt und fadig.
Kultur: Makrokolonien der kutanen Propionibakteri-
en (nach 3-7 Tagen anaerober Bebriitung): rund, glat-
trandig, erhaben, undurchsichtig, weiflich/graulich
von weicher Konsistenz. Nach ldngerer Bebriitung

evtl. auch cremefarben bis braunlich, rosa oder oran-
gefarben. Mikro- und Makrokolonien von P. propioni-
cum gleichen in ihrem Erscheinungsbild weitgehend
den fiir Actinomyces israelii beschriebenen Wuchsfor-
men.

Differenzierung: Bis auf P. propionicum nach Adapta-
tion an Luftsauerstoff regelmiflig Katalase-positiv;
Stoffwechselendprodukt hauptsichlich Propionsaure;
Differenzierung bis zur Spezies anhand biochemischer
Leistungen mittels konventioneller oder miniaturi-
sierter (»> Gattung Actinomyces) Verfahren; 16S-rD-
NA-Sequenzierung. Die Differenzierung mittels
MALDI-TOF scheint bei Propionibakterien noch
nicht von ausreichender Spezifitit zu sein.
Serodiagnostik: Ohne praktische Bedeutung.

Therapie

Therapeutische MaBnahmen

Bei der leichten Form der Acne vulgaris ist eine anti-
biotische Therapie nicht angezeigt. Lokal wirksame
antibakterielle Mittel umfassen bspw. Benzoylperoxid-
Préparate. Fiir entziindliche Formen kommen syste-
mische Antibiotika in Frage (Clindamycin, Tetracycli-
ne). Im Regelfall besteht Empfindlichkeit gegen B-Lac-
tame.

Resistenz
Resistenzen gegen Makrolide sind beschrieben.

Epidemiologie
Verbreitung
Weltweite Verbreitung.

Wirtsbereich / Reservoir

Humanpathogene Bedeutung hat im Wesentlichen
nur P acnes. Kutane Propionibakterien wie P. acnes
und P, granulosum sind Bewohner der menschlichen
Haut mit reichlich Talgdriisen (Stirn, Nasenfliigel);
P avidum ist vor allem in feuchten Hautregionen
(Achselhohle, Perineum, Naseneingang) zu finden.

Risikogruppen

Sporadisches Auftreten, evtl. gehduft unter Immun-
suppression und an langer liegenden Fremdkorpern
(Katheter, Endoprothesen u. a.). Praktisch jeder Ju-
gendliche durchlauft eine der Formen der Akne.

Transmission / Vektoren
Nicht bekannt.

Pravention / Impfstoffe
Keine bekannt.

Meldepflicht
Keine.



Proteus mirabilis, Proteus vulgaris 727

Weiterfiihrende Informationen

Referenzzentren / Expertenlaboratorien

= Prof. Dr. med. K.P. Schaal, Rheinische Friedrich-Wil-
helms-Universitit, Institut fiir Medizinische Mikrobiolo-
gie, Immunologie und Parasitologie, Universititsklini-
kum Bonn, Sigmund-Freud-Strafe 25, 53105 Bonn, Tel.
0228-287-110 29, Fax: 0228- 287-191 46, E-Mail: schaal@
mibio3.med.uni-bonn.de

Web-Adressen

= Genomanalyse: http://cmr.jcri.org

Schliisselliteratur

1. Neumeister B, Geiss HK, Braun RW, Kimmig . (Hrsg)
(2009) Mikrobiologische Diagnostik 2. Auflage Thieme
Verlag

| Prospect-Hill-Virus

» Hantaviren

|
Prostatitis

» Neisseria gonorrhoeae

» Proteus mirabilis, Proteus vulgaris
» Trichomonas vaginalis

» Ureaplasma urealyticum

|
Proteus mirabilis, Proteus vulgaris

UwEg ULLMANN
Erreger

Erregerspezies
Proteus mirabilis, Proteus vulgaris

Taxonomie
Familie: Enterobacteriaceae; Gattung: Proteus

Historie

Die Bezeichnung leitet sich ab von dem ,,Meergreis
Proteus®, der auf der dgyptischen Insel Pharos hei-
misch ist und den die Odyssee als wechselgestaltig
schildert. Mirabilis (wunderbar) vulgaris (gewdhn-
lich). Proteus penneri, benannt nach dem kanadischen
Mikrobiologen J. L. Penner.

Die Erstbeschreibung erfolgte 1885 durch P. Hauser:
Uber Fdulnisbakterien und deren Beziehung zur Sep-
tikimie. Ein Beitrag zur Morphologie der Spaltpilze,
Vogel, Leipzig.

Morphologie

Gramnegative Stibchenbakterien, die bei demselben
Stamm einmal kurz oder einmal lang sein konnen,
auch der Durchmesser wechselt (> Historie). Beweg-
lich durch peritriche BegeifSelung (auf festen Nahrbo-
den: Schwarmphdnomen).

Genom
Sequenzierung des Genoms in Vorbereitung, siehe
auch www.ncbi.nlm.nih.gov.

Vermehrung
Wachstum fakultativ anaerob innerhalb von 24 Stun-
den.

Pathogenitét / Virulenz / Antigenvariabilitat
Endotoxin, durch Harnstoffspaltung kommt es zu ei-
ner starken Alkalisierung des Urins, die einer Infekti-
on Vorschub leisten soll.

Erkrankungen

1. Lokalisierte Prozesse

Wundheilungsstérungen, Dekubitusinfektionen, In-
fektionen von Verbrennungswunden, Mediastinitis,
Peritonitis, Pneumonie, Harnwegsinfektionen, Osteo-
myelitis, Prostatitis.

Inkubationszeit
Nicht bekannt.

Leitsymptome
Dem jeweiligen Krankheitsbild entsprechend.

Symptome
Dem jeweiligen Krankheitsbild entsprechend.

Pathophysiologie
» Enterobacter

Immunantwort
» Enterobacter

Differenzialdiagnose
Ausschluss anderer Infektionserreger.

2. Generalisierte Prozesse
Durch Ubertritt in die Blutbahn kann es zur Sepsis
und Endokarditis kommen.

Inkubationszeit
Nicht bekannt.

Leitsymptome
Fieber.

Symptome
Fieber.

Pathophysiologie
» Enterobacter

Immunantwort
» Enterobacter

Differenzialdiagnose
Ausschluss anderer Infektionserreger.
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Diagnostik

Untersuchungsmaterial
» Enterobacter

Diagnostische Verfahren

Kulturelle Anziichtung: siehe fakultativ pathogene
E. coli (» Escherichia coli). Das Schwarmphdanomen
wird durch CLED-Agar unterdriickt.

Biochemische Differenzierung: Proteus vulgaris ist
im Gegensatz zu Proteus mirabilis und penneri indol-
positiv.

Serologische Differenzierung: 17 O-Antigene wur-
den bei Proteus vulgaris nachgewiesen, 27 bei Proteus
mirabilis, 5 O-Antigene sind beiden Spezies gemein-
sam, ferner werden 17 H-Antigene unterschieden.

Befund / Interpretation
Erregernachweis ausschlaggebend.

Therapie

Therapeutische MaBnahmen

Entsprechend Antibiogramm. Im ambulanten Bereich
isolierte Proteus-mirabilis-Stimme sind meist emp-
findlich gegeniiber Aminopenicillinen, Cephalospori-
nen, Aminoglykosiden, Cotrimoxazol, wihrend im
Krankenhaus isolierte Proteus-vulgaris- und -mirabi-
lis-Stamme mitunter hoch resistent sind. Wirksam
sind dann hdufig noch Cefotaxim, Carbapeneme und
Chinolone.

Resistenz

Betalaktamasen: Proteus vulgaris und Proteus mirabi-
lis konnen eine induzierbare oder konstitutive Breit-
spektrum-Betalaktamase bilden.

Epidemiologie

Verbreitung

Proteus mirabilis ist der héaufigste Erreger von Harn-
wegsinfektionen bei Wickelkindern miénnlichen Ge-
schlechts. Im spéteren Lebensalter wird er héaufiger bei
Frauen beobachtet. Beide Arten sind fiir zahlreiche im
Krankenhaus erworbene Infektionen verantwortlich.

Wirtsbereich / Reservoir

Beide Spezies kommen im Darm des Menschen und
dem zahlreicher Tierarten vor. Sie finden sich als Faul-
niskeime in Erdproben, in Mist, in Abwissern und ge-
legentlich auch in Lebensmitteln.

Risikogruppen

Risikogruppen fiir Proteusinfektionen sind Wickel-
kinder, abwehrgeschwichte Patienten, Dauerkatheter-
trager, Patienten mit pradisponierenden Faktoren fiir
Harnwegsinfektionen (» Escherichia coli).

Transmission / Vektoren
Die Ubertragung erfolgt vorwiegend durch direkten

Kontakt iiber Hinde bzw. als Schmierinfektion aber
auch iiber kontaminierte Instrumente.

Pravention / Impfstoffe
Siehe fakultativ pathogene E. coli (» Escherichia coli)

Meldepflicht
§ 23 IfSG Abs. 1: Multiresistenz ist zu dokumentieren.

Weiterfliihrende Informationen

Referenzzentren / Expertenlaboratorien
Keine.

Web-Adressen
= http://www.cdc.gov/

Schlusselliteratur

1. Blaser MJ, Smith PD, Ravdin JI, Greenberg HB, Guerrant
RL (eds) (1995) Infections of the Gastrointestinal Tract,
Raven Press New York

2. Hahn H, Kaufmann SHE, Schulz TE Suerbaum S (Hrsg)
(2009) Medizinische Mikrobiologie und Infektiologie. 4.
Auflage, Springer Verlag Berlin, Heidelberg, New York,
Barcelona, Hongkong, London, Mailand, Paris, Singapur,
Tokyo

3. Kist M, Bockemiihl ], Aleksic S, Altwegg M, Autenrieth IB,
Bar W, Beutin L, Gerten B, Heintschel von Heinegg E,
Karch H, Lehmacher A, Mehnert F, Sonnenborn U, Tsch-
dpe H, v. Eichel-Streiber C (2000) Infektionen des Dar-
mes: MiQ 9, Urban und Fischer, Miinchen, Jena

4. Konemann EW, Allen HD, Janda WM, Schreckenberger
PC, Winn EC (eds) (1997) Diagnostic Microbiology, 5th
Ed, Lippincott, Philadelphia, New York
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MARIANNE KRETSCHMAR, PAUL SCHNITZLER

Erreger

Erregerspezies
Prototheca wickerhamii Tubaki und Soneda, 1959
(chlorophylllose, einzellige Alge)

Taxonomie
Obwohl die taxonomische Stellung der Prototheken
nicht eindeutig determiniert ist, werden sie im Allge-
meinen als chlorophylllose Algen angesehen. Die Gat-
tung Prototheca wird der Familie Chlorophyceae
(Griinalgen) zugeordnet. Sie umfasst farblose (chloro-
phylllose) einzellige, unbewegliche, heterotroph und
aerob lebende Algen, die sich ausschliefilich asexuell
durch Bildung von Endosporen in freier Zellbildung
vermehren. Es werden derzeit drei Spezies anerkannt:
= P zopfii (Synonyme: P. ciferri, P. segbwema, P. tris-
pora, P. portoricensis, P. moriformis)
= P. wickerhamii
= P stagnora Cooke, 1968. P. stagnora ist kein Krank-
heitserreger fiir Mensch und Tier.
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Historie

Das Genus Prototheca wurde 1894 von Kriiger etab-
liert. Er hatte erstmalig Prototheken aus dem Saftfluss
von Laubbidumen isoliert. Ihre Zuordnung zu Pilzen
oder Algen war lange umstritten. Fiir die Zugehorig-
keit zu Algen sprechen die Ultrastruktur der Zellwén-
de, plastidahnliche Granula im Plasma und der asexu-
elle Vermehrungsmodus durch Bildung von Endospo-
ren.

Morphologie

P. wickerhamii lasst sich auf Pilznihrb6den kultivie-
ren. Kolonie, Oberseite: hefeartige, halbkugelige Kolo-
nie mit glattem Rand und glatter Oberfliche, beige bis
ockerfarben. Unterseite: farblos. Mikromorphologie
der Kulturform: runde Einzelzellen (Durchmesser
4-10 um), die kleiner als bei P. zopfii sind. Daneben
grofSere Zellen (Sporangien) mit runden Endosporen.
Plastiddhnliche Granula im Protoplasma. Keine
Sprosszellen.

Genom
Nicht sequenziert.

Vermehrung
Vermehrung durch Endosporulation.

Pathogenitat / Virulenz / Antigenvariabilitat

P. wickerhamii ist ein fakultativ pathogener Erreger,
der bei entsprechender Vorschadigung oder in Kom-
bination mit Immunsuppression, z. B. bei HIV-Infekti-
on oder Kortison-Therapie, Krankheiten auslosen
kann. Sie verfiigt iiber eine geringe Virulenz. Die Exis-
tenz von Toxinen als Virulenzfaktoren wird diskutiert.
Ihre antigenetische Varianz ist ungeklart.

Erkrankungen
1. Kutane Protothekose

Inkubationszeit
Unbekannt.

Leitsymptome
Hautldsionen.

Symptome

Verrukése oder schuppende Hautldsionen, primire
Hautgranulome mit lymphogener Streuung und Ten-
denz zur Chronizitit, akute Pyodermien, Ellenbogen-
schleimbeutelentziindung, lokale Wundinfektionen,
bevorzugt an den Extremititen und im Gesicht sowie
systemische Manifestationen. Nagelbefall moglich.

Pathophysiologie

Immunsuppression oder Trauma wirken disponie-
rend. Nach Uberwindung der Hautbarriere Persistenz
des Erregers sowie Induktion einer granulomatdsen
Entztindungsreaktion.

Immunantwort

Induktion spezifischer Antikdrper der Isotypen IgG
und IgA, hohe Phagozytoseresistenz. Fiir P. wickerha-
mii ist Uberleben und Vermehrung im Makrophagen
und in PMNs moglich. Prototheca induziert Granulo-
me, die Lymphozyten, Plasmazellen, Eosinophile,
Neutrophile, Makrophagen, Epitheloidzellen und Rie-
senzellen enthalten konnen.

Differenzialdiagnose
Ausschluss bakterieller oder pilzbedingter Krank-
heitsbilder.

2. Disseminierte Protothekose

Inkubationszeit
Nicht bekannt.

Leitsymptome
Fieber, Schiittelfrost, Meningismus.

Symptome
Unspezifisch. Systemische Infektionen mit Organbe-
fall (Meningitis, Peritonitis, Milzbefall).

Pathophysiologie

Disponierend wirkt jede Art von Immunsuppression:
immunsuppressive Therapie, AIDS, Untererndhrung,
Leber- und Nierenkrankheiten, Tumoren, Autoim-
munkrankheiten.

Immunantwort
Keine Immunitit nach Infektion.

Differenzialdiagnose
Infektionen durch andere Erreger.

Diagnostik

Untersuchungsmaterial
Hautschuppen, Exzidate, Punktate.

Diagnostische Verfahren

Die mikrobiologische Diagnostik basiert auf dem mi-
kroskopischen und kulturellen Erregernachweis. Mik-
roskopische Untersuchung von Materialproben aus
Krankheitsherden: Nachweis von runden Zellen der
Alge. Dafiir geeignet sind die Farbungen nach Gro-
cott-Gomori oder Grindley und die PAS-Firbung so-
wie die Immunfluoreszenz-Technik.

Kulturelle Anziichtung: auf den iiblichen festen Pilz-
ndhrboden mit Thiamin, jedoch ohne Cycloheximid
(Actidion) bei 25-37 °C in 2-7 Tagen. Differenzie-
rung. Von P, wickerhamii anhand der Kolonieform, der
Mikromorphologie und der Assimilation von Kohlen-
stoffverbindungen (Glukose, Galaktose, Trehalose und
Glyzerin werden assimiliert), KNO; wird nicht ver-
wertet, Wachstum findet bei 37 °C statt. Prototheken
bilden im Unterschied zu Hefepilzen keine Sprosszel-
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len. Bei der Kultur- und Gewebeform treten Sporangi-
en mit Endosporen auf.

Befund / Interpretation

Bei mikroskopischem Nachweis aus Materialien von
der Korperoberfliche kann es sich um eine Kontami-
nante handeln. Bei histologischem Nachweis, entspre-
chender klinischer Symptomatik sowie Vorhanden-
sein pradisponierender Faktoren ist eine Infektion mit
Prototheca wahrscheinlich.

Therapie

Therapeutische MaBnahmen

Die Behandlung der Protothekosen ist auflerordent-
lich schwierig und langwierig, oft erfolglos. Antibioti-
ka, Sulfonamide und Zytostatika sind unwirksam. Von
den Antimykotika zeigen Nystatin, Amphotericin B,
Miconazol und Ketoconazol in vitro einen Hemmef-
fekt. Beim Menschen erwies sich Amphotericin B, int-
ravends langfristig in hohen Dosen verabreicht, als am
wirksamsten. Erfolgreich auch mit Voriconazol und
Itraconazol therapierbar. Chirurgische Sanierung klei-
ner Herde.

Resistenz
Resistent gegen Flucytosin, Griseofulvin, bei Azolen
variabel.

Epidemiologie
Verbreitung
P. wickerhamii ist weltweit verbreitet.

Wirtsbereich / Reservoir

P. wickerhamii ist ein ubiquitdrer Bewohner von lind-
lichen und stiadtischen Abwissern, an die sie in hohem
Maf3e adaptiert ist. Bei Tieren: Isolierung von P. wi-
ckerhamii aus subkutanem Gewebe bei Katzen und
von dermalen und lymphatischen Lasionen bei einem
Reh.

Risikogruppen

Das hiufige Vorkommen von P. wickerhamii in der
Umwelt und die seltene Erkrankung des Menschen
sprechen fiir eine geringe pathogene Potenz der Alge
und eine geringe Empfinglichkeit des Menschen fiir
eine Protothekeninfektion.

Es erkranken abwehrgeschwichte Menschen im Alter
von 18 bis 75 Jahren. Priadisponierend wirken Trau-
men, Diabetes mellitus und Immundefekte. 1968 wur-
de der erste Fall einer Protothekose durch P. wickerha-
mii in den USA bei einer diabetischen Karzinom-Pati-
entin beobachtet. 1974 wurde eine systemische Er-
krankung durch die gleiche Alge bei einem jungen
Mann mit zellulirem Immundefekt von Cox et al. be-
schrieben.

Transmission / Vektoren
Exogene Infektion. Keine direkte Ubertragung von

Mensch zu Mensch. Infektion durch Umweltkontakte.
Eintrittspforten fir P. wickerhamii sind die Haut, die
Mundschleimhaut und der Magen-Darm-Trakt. Die
Alge ist gelegentlich als Kontaminante auf der Haut,
auf Finger und Fufindgeln und im Stuhl anzutreffen.

Pravention / Impfstoffe

Fiir den Menschen sind Priventivmafinahmen kaum
moglich und erforderlich.

Gegebenenfalls Monitoring immunsupprimierter Per-
sonen.

Meldepflicht
Keine.

Weiterfliihrende Informationen
Web-Adressen

http://www.prototheca.com

= http://www.gwdg.de/~epsag/phykologia/epsag.html

= Culture collection ATCC: http://phage.atcc.org/
searchengine/all.html

= Culture collection UTEX: http://www.bio.utexas.edu/
research/utex/

Schlisselliteratur
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Erreger

Synonym(e)

P, chlorelloides Beijerinck (1904), P. portoricensis Ash-
ford et al. (1930), P. ciferri Negroni und Blaisten (1941),
P, trispora Ciferri et al. (1957), P. segbwema Davies et
al. (1964), P. salmonis Gentles und Bond (1977).

Erregerspezies
P, zopfii Kriiger, 1894 (chlorophylllose, einzellige Alge)

Taxonomie
Obwohl die taxonomische Stellung der Prototheken
nicht eindeutig determiniert ist, werden sie allgemein
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als chlorophylllose Algen angesehen. Die Gattung Pro-

totheca wird der Familie Chlorophyceae (Griinalgen)

zugeordnet. Sie umfasst farblose (chlorophylllose)

einzellige, unbewegliche, heterotroph und aerob le-

bende Algen, die sich ausschliefilich asexuell durch

Bildung von Endosporen in freier Zellbildung ver-

mehren. Es werden derzeit drei Spezies anerkannt:

= P zopfii

= P. wickerhamii

= P.stagnora Cooke, 1968. P. stagnora ist kein Krank-
heitserreger fir Mensch und Tier.

Historie

Das Genus Prototheca wurde 1894 von Kriiger etab-
liert. Er hatte erstmalig Prototheken aus dem Saftfluss
von Laubbdumen isoliert. IThre Zuordnung zu Pilzen
oder zu Algen war lange umstritten. Fiir die Zugeho-
rigkeit zu Algen sprechen die Ultrastruktur der Zell-
winde, plastiddhnliche Granula im Plasma und der
asexuelle Vermehrungsmodus durch Bildung von En-
dosporen.

Morphologie

P, zopfii lasst sich auf Pilznahrboden kultivieren. Kolo-
nie, Oberseite: trockene, hefeartige, flache Kolonien
mit zentralem Knopf, ausgebogtem Rand und gekorn-
ter Oberflache, weifllich-beige. Unterseite: farblos.
Mikromorphologie der Kulturform: runde oder ellip-
tische Einzelzellen (Durchmesser 9-11 um), plastid-
ahnliche Granula im Protoplasma. Besonders grofie
Zellen (Sporangien, Durchmesser bis 30 um) mit run-
den oder elliptischen Endosporen im Innern, daneben
in Teilung befindliche Zwischenformen. Keine Ab-
schniirung von Sprosszellen.

Genom
Nicht sequenziert.

Vermehrung
Vermehrung durch Endosporulation.

Pathogenitét / Virulenz / Antigenvariabilitat

P, zopfii ist ein fakultativ pathogener Erreger, der bei
entsprechender Vorschadigung oder in Kombination
mit Immunsuppression, z. B. bei HIV-Infektion oder
Kortison-Therapie, Krankheiten auslosen kann. Sie
verfiigt iber eine geringe Virulenz. Die Existenz von
Toxinen als Virulenzfaktoren wird diskutiert. Es gibt
deutliche Belege fiir die Existenz dreier Sero- und Bio-
typen von P. zopfii, von denen Serotyp II fiir die Proto-
thekenmastitis des Rindes urséchlich zu sein scheint.

Erkrankungen

1. Protothekose
P. zopfii ruft kutane und systemische Erkrankungen
bei Mensch und Tier hervor.

Inkubationszeit
Unbekannt.

Leitsymptome
Entztindliche Hautveranderungen.

Symptome
Geringe Entziindungserscheinungen bis hin zu schwe-
ren Nekrosen oder Mikroabszessen der Haut.

Pathophysiologie

P, zopfii ist ein fakultativ pathogener Erreger, der bei
entsprechender Vorschidigung oder in Kombination
mit Immunsuppression, z. B. bei HIV-Infektion oder
Kortison-Therapie, Krankheiten auslosen kann. Sie
verfiigt tiber eine geringe Virulenz. Die Existenz von
Toxinen als Virulenzfaktoren wird diskutiert. Thre an-
tigenetische Varianz ist ungekldrt. Abkapselung von
P, zopfii im Gewebe.

Immunantwort

Induktion spezifischer Antikorper der Isotypen IgG
und IgA, hohe Phagozytoseresistenz. Fiir P. zopfii ist
Uberleben und Vermehrung im Makrophagen und in
PMNs moglich. Prototheca induziert Granulome, die
Lymphozyten, Plasmazellen, Eosinophile, Neutrophi-
le, Makrophagen, Epitheloidzellen und Riesenzellen
enthalten konnen.

Differenzialdiagnose
Ausschluss bakteriell- oder pilzbedingter Krankheits-
bilder.

2. Systemischen Infektionen
Mit Organbefall (Meningitis, Peritonitis, Milzbefall).

Synonym(e)
Disseminierte Protothekose.

Symptome
Unspezifisch: Fieber, Schiittelfrost, Meningismus.

Pathophysiologie

Disponierend wirkt jede Art von Immunsuppression:
immunsuppressive Therapie, AIDS, Untererndhrung,
Leber- und Nierenkrankheiten, Tumoren, Autoim-
munkrankheiten.

Diagnostik

Untersuchungsmaterial
Abstriche, Gewebeproben.

Diagnostische Verfahren

Die mikrobiologische Diagnostik basiert auf dem mi-
kroskopischen und kulturellen Erregernachweis. Bei
Protothekenmastitis des Rindes steht auflerdem ein
indirekter ELISA zum Nachweis von spezifischem IgG
im Serum und von IgA und IgG1 im Milchserum zur
Verfligung.

Mikroskopische Untersuchung von Materialproben
aus Krankheitsherden: Nachweis von runden bis ova-
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len Zellen (3-30 pm Durchmesser) mit oder ohne En-
dosporen in der Dermis, Epidermis und in Organen.
Zur Darstellung der Prototheken-Zellen eignen sich
die Farbungen nach Grocott-Gomori oder Grindley
und die PAS-Farbung sowie die Immunfluoreszenz-
technik.

Kulturelle Anziichtung: auf den tblichen festen Pilz-
nihrbéden mit Thiamin, jedoch ohne Cycloheximid
(Actidion) bei 25-37 °C in 2-5 Tagen. Zur Isolierung
aus stark kontaminierten Proben (Abwasser, Kot) eig-
net sich der Selektivagar von PORE mit Zusatz von
Kaliumhydrogenphthalat und Flucytosin (Ancotil’).
Differenzierung: von P. zopfii anhand der Kolonie-
form, der Mikromorphologie und der Assimilation
von Kohlenstoffverbindungen (Glukose, Galaktose,
Trehalose und Glyzerin werden assimiliert), KNO,
wird nicht verwertet, Wachstum findet bei 37 °C statt.
Prototheken bilden im Unterschied zu Hefepilzen kei-
ne Sprosszellen. Bei der Kultur- und Gewebeform tre-
ten Sporangien mit Endosporen auf.

Befund / Interpretation

Bei mikroskopischem Nachweis aus Materialien von
der Korperoberfliche kann es sich um eine Kontami-
nante handeln. Bei histologischem Nachweis, entspre-
chender klinischer Symptomatik sowie Vorhanden-
sein pradisponierender Faktoren ist eine Infektion mit
Prototheca wahrscheinlich.

Therapie

Therapeutische MaBnahmen

Die Behandlung der Protothekosen ist auflerordent-
lich schwierig und langwierig, oft erfolglos. Antibioti-
ka, Sulfonamide und Zytostatika sind unwirksam. Von
den Antimykotika zeigen Nystatin, Amphotericin B,
Miconazol und Ketoconazol in vitro einen Hemmef-
fekt. Beim Menschen erwies sich Amphotericin B, int-
ravenos langfristig in hohen Dosen verabreicht, als am
wirksamsten.

Resistenz

Resistent gegen Flucytosin, Griseofulvin, variabel bei
Fluconazol, Itraconazol. Beschrieben wurde eine sys-
temische Protothekose unter Langzeitprophylaxe mit
Voriconazol.

Epidemiologie

Verbreitung

Uber die Epidemiologie und Epizootiologie der Proto-
thekosen liegt wenig gesichertes Wissen vor. P. zopfii
ist weltweit verbreitet. Die Alge lebt als anspruchsloser
Saprophyt in feuchten Umweltbereichen. Sie wird mit
dem Kot von Rindern und Schweinen sowie mit der
Milch mastitiskranker und asymptomatischer Kiihe
ausgeschieden. Durch protothekenhaltige Abwisser
werden natiirliche Wassersysteme sowie Nahrungs-
und Futtermittel kontaminiert. Der Nachweis von

P. zopfii gelang aus Abwasser, Fliissen, stehenden Ge-
wissern, marinem Wasser, Erdbéden und Erdol-
schlamm. Die Protothekenmastitis der Rinder ist eine
duflerst kontagiése Herdenerkrankung mit epidemi-
schen Ausbriichen.

Wirtsbereich / Reservoir

P, zopfii ist ein ubiquitdrer Bewohner von landlichen
und stiddtischen Abwissern, an die sie in hohem Mafle
adaptiert ist. Vorkommen im Darmtrakt von Rindern,
Hunden, Ratten und Bibern. Gelegentlicher Nachweis
beim Menschen als Kontaminanten im Stuhl, Sputum,
auf Haut- und Nagelmaterial. Infektionen bei Tieren.

Risikogruppen

Beim Menschen wirken Traumen und traumatische
Implantationen in die Haut, Operationswunden, allge-
meine Resistenzminderung und Immundefekte pra-
disponierend fiir eine Protothekose. 1964 erste gesi-
cherte kutane Protothekose durch Davies et al.: verru-
kose FufSlasion mit nachfolgender Generalisierung bei
einem afrikanischen Reisbauern durch P segbwema
(Synonym von P. zopfii). Auch bei Tieren ist mit dem
Einfluss disponierender Faktoren im Sinne einer all-
gemeinen oder lokalen Resistenzédnderung zu rechnen
(z. B. bakteriell bedingte Euterinfektionen und lang-
fristige Antibiotikatherapie als Vorldufer der Protothe-
kenmastitis beim Rind).

Transmission / Vektoren

Exogene Infektion. Keine direkte Ubertragung von ei-
nem Wirt auf den anderen. Bei Tieren: Ubertragung
durch kothaltiges Wasser und Abwasser, iiber Giille,
Melkutensilien, Stallausriistungen und natiirlich ge-
diingte Weidefldchen. Intrazisternale und perkutane
Aufnahme der Prototheken durch das Rind.

Beim Menschen: Infektion durch Umweltkontakte.
Eintrittspforten fiir Prototheken sind die Haut, die
Mundschleimhaut und der Magen-Darm-Trakt.

Préavention / Impfstoffe

Fiir den Menschen sind Priventivmafinahmen kaum
moglich und erforderlich. Gegebenenfalls Monitoring
immunsupprimierter Personen. Eine andere Situation
liegt bei Tierbestanden vor: Da mit dem Vorkommen
von Prototheken in Rinderstéllen zu rechnen ist, sind
wirksame Reinigungs- und Desinfektionsmafinahmen
zur Aufrechterhaltung der Stall- und Melkhygiene er-
forderlich. Tiere mit Protothekenmastitis miissen
mangels wirksamer Therapien get6tet werden. Gesun-
de Tiere mit Ausscheidung von Prototheken in der
Milch sind vom {ibrigen Tierbestand zu isolieren. Die
Milch aller Tiere ist auf P. zopfii zu kontrollieren.

Meldepflicht
Keine.
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Weiterfiihrende Informationen

Referenzzentren / Expertenlaboratorien

= Expertenlabor ELISA zur Diagnostik der Prototheken-
mastitis: Institut fiir Tierhygiene und Offentliches Veteri-
nirwesen der Universitdt Leipzig. An den Tierkliniken
43,04103 Leipzig

Web-Adressen
= http://www.prototheca.com
= Stammsammlung fiir Algenkulturen der Universitit

Goéttingen: http://www.gwdg.de/~epsag/phykologia/
epsag.html

= Culture collection ATCC: http://phage.atcc.org/
searchengine/all.html

= Culture collection UTEX: http://www.bio.utexas.edu/
research/utex/

Schliisselliteratur

1. Blaschke-Hellmessen R, Schuster H, Bergmann V (1985)
Differenzierung von Varianten bei Prototheca zopfii Krii-
ger 1894. Arch exper Vet med 39:387-397

2. Blaschke-Hellmessen R, Schuter H, Schuster K (1985)
Chlorophyllose Algen der Gattung Prototheca (Kriiger)
- Saprophyten und Krankheitserreger bei Mensch und
Tier. Z gesamte Hygiene 31:561-564

3. Kwon-Chung K], Bennett JE (1992) Medical Mycology,
2nd edn, chapter 29: Protothecoses. Lea & Febiger, Phila-
delphia, London, pp 183-190

4. Lass-Florl C, Mayr A. (2007) Human protothecosis. Clin
Microbiol Rev 20 (2):230-242

5. Pfaller, MA, Diekema, DJ (2004) Rare and Emerging Op-
portunistic Fungal Pathogens: Concern for Resistance
beyond Candida albicans and Aspergillus fumigatus. J
Clin Microbiol 42:4419-4431

I Protothekose

» Prototheca wickerhamii
» Prototheca zopfii

I . .
Providencia, Morganella

Uwe ULLMANN
Erreger

Erregerspezies
Providencia alcalifaciens, Providencia stuartii, Provi-
dencia rettgeri, Morganella morganii

Taxonomie
Familie: Enterobacteriaceae; Gattungen: Providencia,
Morganella

Historie

Providencia ist benannt nach der Stadt Providence in
USA (Ewing, W.H., 1962), stuartii nach dem amerika-
nischen Mikrobiologen C. A. Stuart (1943), rettgeri
nach dem Erstbeschreiber L. F. Rettger (1909). Morga-
nella morganii nach dem englischen Mikrobiologen H.
de R. Morgan (1906).

Providencia und Morganella wurden aus dem Genus
Proteus ausgegliedert

Morphologie
Gramnegative Stibchenbakterien, Providencia und
Morganella. Beweglich durch peritriche Begeifielung.

Genom

Die Genomsequenzierungen der Spezies P. alcalifaci-
ens, P. rettgeri und P. stuartii sind in Vorbereitung, sie-
he auch www.ncbi.nlm.nih.gov.

Vermehrung
Wachstum fakultativ anaerob innerhalb von 24 Stunden.

Pathogenitat / Virulenz / Antigenvariabilitat
Providencia rettgeri und Morganella morganii sind mit
Hilfe des Enzyms Urease in der Lage, Harnstoff in CO,
und Ammoniak zu spalten. Dies scheint ein Virulenz-
faktor fur die Entstehung von Harnwegsinfektionen
zu sein, da es durch Alkalisierung des Urins mogli-
cherweise zu einer Schidigung des Nierenepithels
kommt. Bei Providencia-Arten kommen induzierbare
oder konstitutive chromosomalkodierte Betalaktama-
sen vor, die den Spezies eine Multiresistenz gegeniiber
Antibiotika verleihen konnen; Endotoxin.

Erkrankungen

1. Lokalisierte Prozesse
» Proteus

Inkubationszeit
» Proteus

Leitsymptome
» Proteus

Symptome
» Proteus

Pathophysiologie
» Proteus

Immunantwort
» Proteus

Differenzialdiagnose
Ausschluss anderer Infektionserreger.

2. Generalisierte Prozesse
» Proteus

Inkubationszeit
» Proteus

Leitsymptome
» Proteus

Symptome
» Proteus
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Pathophysiologie
» Proteus

Immunantwort
» Proteus

Differenzialdiagnose
Ausschluss anderer Infektionserreger.

3.Typische Erreger nosokomialer Erkrankungen
» Proteus

Inkubationszeit
» Proteus

Leitsymptome
» Proteus

Symptome
» Proteus

Pathophysiologie
» Proteus

Immunantwort
» Proteus

Differenzialdiagnose
Ausschluss anderer Infektionserreger.

Diagnostik

Untersuchungsmaterial
» Serratia

Diagnostische Verfahren

Kulturelle Anziichtung: siehe fakultativ pathogene
E. coli (» Escherichia coli), Providencia und Morganel-

la zeigen kein Schwirmphianomen.

Serologische Differenzierung: Fiir P. alcalifaciens sind
46 O-Antigene und fiir P. stuartii 17 O-Antigentypen
bekannt. Fiir P. rettgeri besteht ein Schema aus 34 O-
Antigen- und 26 H-Antigentypen. Bei Morganella
wurden 12 Phagentypen beschrieben und 42 Seroty-

pen.

Befund / Interpretation
Erregernachweis ausschlaggebend.

Therapie
Therapeutische MaBnahmen
Entsprechend Antibiogramm » Proteus.

Resistenz
» Pathogenitit

Epidemiologie

Verbreitung
» Proteus

Wirtsbereich / Reservoir

Providencia species finden sich hiufig im Darm von
Mensch und Tieren, Morganella in den Faeces von
Menschen, Hunden und anderen Siugetieren.

Risikogruppen
» Proteus

Transmission / Vektoren
» Proteus

Prévention / Impfstoffe
» Escherichia coli

Meldepflicht
§ 23 IfSG Abs. 1: Multiresistenz ist zu dokumentieren.

Weiterfiihrende Informationen

Web-Adressen
= http://www.cdc.gov/

Schlisselliteratur
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RL (eds) (1995) Infections of the Gastrointestinal Tract,
Raven Press New York
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(2009) Medizinische Mikrobiologie und Infektiologie. 4.
Auflage, Springer Verlag Berlin, Heidelberg, New York,
Barcelona, Hongkong, London, Mailand, Paris, Singapur,

Tokyo

3. Kist M, Bockemiihl ], Aleksic S, Altwegg M, Autenrieth IB,

Bar W, Beutin L, Gerten B, Heintschel von Heinegg E,
Karch H, Lehmacher A, Mehnert E, Sonnenborn U, Tsch-
dpe H, v. Eichel-Streiber C (2000) Infektionen des Dar-
mes: MiQ 9, Urban und Fischer, Miinchen, Jena

4. Konemann EW, Allen HD, Janda WM, Schreckenberger

PC, Winn EC (eds) (1997) Diagnostic Microbiology, 5th
Ed, Lippincott, Philadelphia, New York
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Pseudallescheriose

» Scedosporium

I Pseudokratze

» Kritzmilben (Sarcoptes scabiei und dhnliche)

| Pseudokuhpocken

» Pockenviren, zoonotische

| Pseudokuhpockenvirus

» Pockenviren, zoonotische
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I Pseudokiistenfieber

» Babesien

I Pseudomembrandse Colitis

» Clostridium difficile

|
Pseudomonas

MicHAEL HOGARDT, ISABEL SPATH
Erreger

Erregerspezies

Die Gattung Pseudomonas umfasst mehr als 180 Spe-
zies, von denen jedoch nur wenige eine humanpatho-
gene Bedeutung besitzen, z. B. Pseudomonas aerugino-
sa, P, fluorescens und P. putida

Taxonomie
Familie: Pseudomonadaceae; Gattung: Pseudomonas;
Typspezies: P. aeruginosa

Historie

Die Bezeichnung Pseudomonas umfasste urspriing-
lich alle geraden, stibchenformigen Bakterien mit po-
laren Flagellen. Erst die Einteilung dieser Gruppe auf
Basis der 16S-rDNA-Sequenz in die Homologiegrup-
pen I-V ermoglichte 1973 eine prézise Gattungsbe-
schreibung, wobei die Gattung Pseudomonas auf die
RNA-Homologiegruppe I entfiel. P. aeruginosa wurde
erstmals 1872 von Schroeter beschrieben (Bacterium
aeruginosum). Migula gab dem Erreger 1900 aufgrund
der charakteristischen Pigmentierung den Namen P
aeruginosa (,aerugo', lat. = Griinspan).

Morphologie
Pseudomonaden sind schlanke, gramnegative, polar
monotrich begeifelte, 0,5-1 x 1,5-5 pm grofle Stab-
chenbakterien.

Genom

Das Genom von P, aeruginosa (5-7 Mb) besteht zu ca.
80 % aus einem konservierten Kerngenom und zu ca.
20 % aus einem variablen, akzessorischen Genom
(Genominseln und Plasmide).

Pathogenitdt / Virulenz / Antigenvariabilitat

P. aeruginosa ist die wichtigste humanpathogene Spe-
zies und besitzt zahlreiche Virulenzfaktoren, z. B. eine
Flagelle (Motilitdt), Typ-IV-Pili (Adhésion), Elastase
und alkalische Protease (Invasion), Pyoverdin (Side-
rophor), Lipopolysaccharid (Inflammation) und das
Exopolysaccharid Alginat (Biofilmbildung). Das blau-
griine Pigment Pyocyanin schadigt Wirtszellen durch
die Bildung von Sauerstoffradikalen. Fiir die Virulenz
am wichtigsten sind Exotoxin A (ADP-Ribosyltransfe-

rase), das den Elongationsfaktor 2 und damit die Pro-
teinsynthese hemmt sowie das vom Typ-III-Sekreti-
onssystem abhéngige Exotoxin S (ADP-Ribosyltrans-
ferase) bzw. Exotoxin U (Phospholipase A2). Ein
Stamm tréagt entweder das Gen fiir Exotoxin U oder S.
Die Bildung von Exotoxin U ist mit schlechteren klini-
schen Verldufen assoziiert. Klinische Isolate sind, au-
er bei Konjunktivitis, haufiger Exotoxin-S-positiv.

Erkrankungen

1. Nosokomiale Infektionen

P aeruginosa ist ein opportunistischer Krankheitser-
reger bei hospitalisierten Patienten auf Intensivstatio-
nen bzw. Patienten mit Pridisposition (maschinelle
Beatmung, Wunden, Verbrennungen, Venen- oder
Blasenkatheter).

Leitsymptome
Die klinische Symptomatik ist unspezifisch und ab-
héngig von der Lokalisation der Infektion.

Symptome

Zu den hidufigsten durch P. aeruginosa verursachten
Infektionen zdhlen die beatmungsassoziierte Pneu-
monie, Harnwegsinfektionen, Wundinfektionen und
Sepsis. Bei nosokomialer Pneumonie stehen Fieber,
Leukozytose und ein eitriges Tracheobronchialsekret
im Vordergrund. Beim Nachweis von P, aeruginosa aus
Trachealsekret, muss anhand der klinischen Situation
zwischen Besiedelung oder Infektion unterschieden
werden. Die Mortalitdt der Erkrankung liegt bei 30-
50 %. Die Infektion von Wunden (z. B. diabetisches
Fuf3syndrom) ist meist polymikrobiell und manifes-
tiert sich als Wundheilungsstorung, selten als tiefe
Weichteilentziindung oder Osteomyelitis. Infizierte
Wunden sind oft an einer starken Eiterbildung ggf. mit
griinlicher Farbe und einem putriden, stifllichen Ge-
ruch zu erkennen. Besonders schwerwiegend, da oft
mit septischem Verlauf einhergehend, ist die Infektion
grof3flachiger Verbrennungswunden. Eine Sepsis tritt
v. a. bei Patienten mit hamato-onkologischen oder
schweren internistischen Grunderkrankungen auf.

2. Ambulant erworbene Infektionen
Augen-, Ohrinfektionen, Pneumonie.

Leitsymptome
Keratitis, Konjunktivitis, Otitis externa, Pneumonie.

Symptome

Bei den durch P. aeruginosa hervorgerufenen Augen-
infektionen handelt es sich meist um ulzerierende Ke-
ratitiden (v. a bei Kontaktlinsentragern). Die Otitis
externa tritt haufig bei Personen auf, die Schwimm-
oder Wassersport betreiben. Bei Diabetikern kann
eine Otitis externa maligna auftreten, die mit einer ne-
krotisierenden Entziindung des dufleren Gehdrgangs
unter Einbeziehung von Knochen (Osteomyelitis) und
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Hirnnerven einhergehen kann. Selten kénnen bei
Lungenvorschddigung (z. B. Rauchen, COPD) ambu-
lant erworbene Pneumonien auftreten.

3. Chronische Pneumonie bei Cystischer Fibrose

Leitsymptome
Pneumonie, Exazerbationen, Himoptysen, Atelekta-
sen, respiratorische Insuffizienz.

Symptome

CF-Patienten sind im Erwachsenenalter in bis zu 70-
80 % mit P. aeruginosa infiziert. Der chronische Er-
krankungsverlauf ist durch eine tibermaflige Sputum-
produktion und rezidivierende Exazerbationen ge-
kennzeichnet. Die jahrelange Inflammation des Lun-
gengewebes fithrt zum progredienten Verlust der
Lungenfunktion. Die Infektion ist meist monoklonal,
wobei durch intrapulmonale Selektion aus einem
Pseudomonas-Klon verschiedene Morpho- und Re-
sistenztypen hervorgehen. Das Auftreten schleimiger
»mukoider Morphotypen, infolge einer Uberproduk-
tion von Alginat, korreliert mit einer klinischen Ver-
schlechterung.

Differenzialdiagnose
Pneumonie durch andere nosokomiale bzw. CF-Erre-

ger.

Diagnostik

Untersuchungsmaterial

Je nach Art der Infektion eignen sich respiratorische
Sekrete (BAL, Trachealsekret, Sputum), Urin, Wundab-
striche, Blutkulturen, Augen- oder Ohrabstriche.

Diagnostische Verfahren

Auf Agarmedien wichst der Erreger in typischen gro-
f3en, flachen, Oxidase-positiven Kolonien, hiufig mit
metallischem Glanz (Blickdiagnose). Auf Blutagar ist
eine Hidmolyse und unter Phosphatrestriktion (Miil-
ler-Hinton-Agar, Cetrimid-Agar) die Bildung der ty-
pischen blaugriinen Pigmentierung zu erkennen. Be-
sonders charakteristisch ist die Bildung des Duftstoffes
Aminoacetophenon, durch den Kulturen einen
stfflich-aromatischen (lindenbliitenartigen) Geruch
aufweisen. Bei CF kommen untypische Morphotypen
vor (unpigmentiert, schleimbildend, winzig sog.,,Small
colony variants®, rau etc.). Zur frithzeitigen Diagnose
einer Erstbesiedelung bei CF wird mindestens jahrlich
eine serologische Untersuchung auf Antikorper gegen
Elastase, alkalische Protease und Exotoxin A empfoh-
len.

Therapie

Therapeutische MalBnhahmen

Systemische (Pneumonie) oder lokale (Otitis externa)
antibiotische Therapie nach Resistenztestung. Die
Therapie der chronischen CF-Pneumonie stiitzt sich

v. a. auf die im Intervall, meist vierteljahrlich durchge-
fithrte Gabe zweier i.v.-Antibiotika sowie die Inhalati-
on von Tobramycin oder Polymyxin.

Resistenz

P, aeruginosa ist gegen zahlreiche Antibiotika intrin-
sisch resistent. Pseudomonas-wirksame Substanzen
sind Piperacillin, Ceftazidim, Carbapeneme, Gyrase-
hemmer und Aminoglykoside. Polymyxin ist duf3erst
selten resistent und wird heute oft als Reserveantibio-
tikum bei Infektionen mit multiresistenten Pseudo-
monaden, obwohl fiir diese Indikation nicht zugelas-
sen, angewandt.

Epidemiologie

Verbreitung
Weltweit.

Wirtsbereich / Reservoir

Pseudomonaden sind ubiquitidre Umweltkeime (Ober-
flichengewisser, Erdboden, Pflanzen) mit einer Vor-
liebe fir Feuchthabitate. Sie konnen daher als Konta-
minationen in (destilliertem) Wasser, Desinfektions-
mitteln, intravendsen Losungen etc. vorkommen. Bei
Gesunden besiedelt P. aeruginosa in bis zu 30 % den
Gastrointestinaltrakt.

Risikogruppen

Langfristig hospitalisierte Patienten, Intensivpatien-
ten, immunsupprimierte Patienten, Verbrennungspa-
tienten, Kontaktlinsentrager, Diabetiker, CF-Patienten

Transmission / Vektoren

Die Ubertragung von P. aeruginosa kann im Kranken-
haus tiber Desinfektionsmittel, Seifen, Spiilfliissigkei-
ten, Augentropfen, Dialyse-, Beatmungs- und Wasch-
fliissigkeiten erfolgen. Eine Ubertragung von Mensch
zu Mensch ist moglich. Auflerhalb des Krankenhauses
kann P, aeruginosa u. a. iiber Kontaktlinsenpflegemit-
tel, Schwimmbecken-, Duschwasser und Kosmetika
iibertragen werden.

Pravention / Impfstoffe

P-aeruginosa-Impfstoffe (LPS, Flagellin) wurden in
den letzten Jahren v. a. bei CF-Patienten erprobt, je-
doch ohne eindeutigen Erfolg. LPS-spezifische mono-
klonale Antikorper zur Behandlung der nosokomialen
Pneumonie sind in der klinischen Erprobung.

Meldepflicht
Eine Meldepflicht nach IfSG besteht nur im Rahmen
nosokomialer Hiufungen (§ 6 Absatz 1, Nr. 2).

Weiterfiihrende Informationen

Referenzzentren / Expertenlaboratorien

= Konsiliarlaboratorium fiir Mukoviszidose Bakteriologie

= Max von Pettenkofer-Institut fiir Hygiene und Medizini-
sche Mikrobiologie der LMU Miinchen, Pettenkoferstr.
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