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1 Zusammenfassung

1.1 Kurzzusammenfassung

Diese Publikationspromotion setzt sich aus drei Veroffentlichungen zur molekularen
Diagnostik der Infektiosen Endokarditis (IE) bzw. Sepsis mittels Fluoreszenz in situ
Hybridisierung (FISH) zusammen [1-3]. Die FISH ist eine molekularbiologische Methode, bei
der Mikroorganismen kulturunabhangig durch fluoreszenzmarkierte Oligonukleotidsonden
mikroskopisch dargestellt werden.

Sowohl IE als auch Sepsis sind mit einer hohen Mortalitat verbunden und bedirfen einer
Zielgerichteten Therapie. Die daflr notwendige genaue Identifizierung des urséchlichen
Erregers gelingt aber durch die etablierten, kulturbasierten Routinemethoden haufig nicht.
Das liegt zum einen an schwer kultivierbaren Erregern, zum anderen an der haufig bereits
vor der Diagnosestellung begonnenen Antibiotikatherapie. Initial wurde ein Set aus FISH-
Sonden entwickelt und evaluiert, das die haufigsten Gram-positiven Sepsiserreger innerhalb
von 3 Stunden zuverlassig identifizieren kann [1]. In einem zweiten Schritt konnte am klinisch
unklaren Fall einer durch B. quintana verursachten Endokarditis bewiesen werden, dass die
Diagnose der IE durch schwer kultivierbare Erreger mittels FISH an Gewebsschnitten
maoglich ist [2]. Das FISH-Sondenpanel flr die Sepsisdiagnosik stand somit fir den Nachweis
von Erregern an Herzklappen zur Verfigung. Dariiber hinaus wurden weitere Sonden
entwickelt bzw. modifiziert, die neben den typischen auch seltenere IE-verursachende
Erreger wie z.B. Granulicatella adiacens oder Tropheryma whipplei erfassen. In einer
Pilotstudie konnte bei 26 von 54 Patienten eine |IE mittels FISH diagnostiziert werden [3].
Darunter waren 5 kultur-negative und 10 fragliche Falle, bei denen mittels FISH zweifelsfrei
die ursachlichen Bakterien im Gewebe identifiziert werden konnten. Aufgrund der
erfreulichen Ergebnisse dieser Pilotstudie wird FISH in unserem Haus bereits ergdnzend zur
Routinediagnostik der IE in ausgewdahlten Fallen genutzt und tragt zu einem verbesserten

Patienten-Management bei.



1.2 Einleitung

Die Infektiose Endokarditis (IE) ist eine seltene aber lebensbedrohliche Erkrankung
verursacht durch eine Besiedlung der Herzklappen oder des Endokards mit Bakterien oder
Pilzen. Aktuell wird eine Mortalitat zwischen 15 und 33% berichtet [4-7]. Die IE entwickelt
sich normalerweise auf dem Boden vorbestehender struktureller Herzschédden im
Zusammenspiel mit einer Bakteriamie [8, 9]. Die haufigsten Veranderungen sind hierbei
angeborene Herzfehler, rheumatische Herzerkrankungen, Herzklappenverkalkungen oder
endovaskulare Prothesen [10, 11]. Eine Bakteriamie kann spontan auftreten oder durch
lokale bzw. systemische Infektionen wie Sepsis, urogenitale Infektionen oder eine
Lungenentziindung [1]. In den letzten Jahrzehnten kam es zudem zu einem Wandel der
Epidemiologie der Endokarditis, weil die ursachliche Bakteriamie zunehmend haufig durch
diagnostische oder therapeutische MalRnahmen verursacht wird. Die vermehrte Verwendung
invasiver Methoden chirurgischer oder zahnéarztlicher Art sowie Hamodialyse und
intraven0se Katheter tragen zu einem erhdhten Risiko einer IE bei [10]. Nicht zu
vernachlassigen sind auch die Folgen des Missbrauchs intravendser Drogen [12-14]. Die
Diagnose der IE ist immer noch schwierig und setzt sich aus klinischen,
bildmorphologischen, mikrobiologischen und histopathologischen Befunden zusammen.
Konventionelle mikrobiologische Methoden versagen haufig bei der Bestatigung der
Verdachtsdiagnose IE, selbst wenn klinische Beurteilung und Bildgebung hoch verdéchtig
sind [15]. Um den diagnostischen Prozess zu vereinheitlichen und zu vereinfachen, wurden
standardisierte Algorithmen wie das modifizierte Duke-Schema entwickelt [16, 17]. Hierbei
werden genau definierte Haupt- und Nebenkriterien genutzt, um den jeweiligen Fall entweder
als sichere oder mogliche Endokarditis zu klassifizieren. Aufgrund der vielen unklaren Falle
trotz dringender Verdachtsdiagnose oder nach operativer Sanierung wird allgemein eine
Weiterentwicklung der Diagnostik gefordert.

Ein wichtiges Kriterium des Duke-Schemas ist der mehrfache Nachweis des Pathogens in
Blutkulturen. Sowohl bei der Sepsis als auch bei der IE ist die schnelle Erkennung und
Identifizierung der Erreger Grundvoraussetzung fir die rechtzeitige und genaue Diagnose.
Durch die Identifikation der Spezies kann eine zielgerichtete antibiotische Therapie
ermdglicht werden und Antibiotikaresistenzen vermieden werden. Darlber hinaus ist die
schnellere Genesung nicht nur der Patient, sondern auch zu Kosteneinsparungen durch die
Verkirzung der Zeit der Krankenhausbehandlung [18].

Bei positivem Wachstumssignal in den Blutkulturflaschen erfolgt in der mikrobiologischen
Routinediagnostik momentan ein Grampraparat zur groben Einordnung des Erregers mit

nachfolgender Kultivierung Uber Nacht und biochemischer Differenzierung [12, 19, 20]. So



werden bis zur endgultigen Speziesdifferenzierung in der Regel 1-2 Tage bendétigt. Allerdings
bleiben die Blutkulturen aufgrund einer vorangegangen Antibiotika-Therapie oder anderer
unklarer Ursachen haufig ohne Wachstum. Zusatzlich werden vermeintlich seltenere
Organismen wie z.B. die HACEK-Gruppe, Bartonella spp., Brucella spp., Abiotrophia spp
oder Coxiella burnetii nicht erfasst, obwohl ihnen in aktuellen Studien eine wichtige Rolle
bescheinigt wird und eine Rate von 5 - 30% von kultur-negativen Endokarditiden
beschrieben wird [2, 5, 15, 21-24].

In den letzten Jahren wurden verschiedene Strategien entwickelt um diese Rate zu senken.
H&aufig wurden molekulare Methoden wie die PCR mit anschlieRender Sequenzierung zur IE
Diagnostik aus Herzklappenmaterial genutzt [21, 25-27]. Alle Studien belegen hierbei eine
hohe Sensitivitdt in der Erregerdiagnostik und somit eine potentielle Verbesserung des
Patienten-Managements. Aktuell ist jedoch noch umstritten, ob diese Methodik in die
modifizierten Duke Klassifikation integriert werden soll, weil es erhebliche Einschrankungen
aufgrund von falsch positiven Befunden bei Kontaminationen und falsch negativen bei
Inhibitoren im Blut oder Herzklappengewebe gibt [19]. Weiterhin fehlt bislang eine
Standardisierung dieser molekularbiologischen Methoden und sie bleibt daher spezialisierten
Laboratorien vorbehalten.

Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung  (FISH) erlaubt gleichzeitig  Visualisierung,
Identifikation und Lokalisierung von einzelnen Mikroorganismen in ihrer natirlichen
Umgebung [28]. Das Prinzip der FISH von Bakterien beruht auf der spezifischen
Hybridisierung von fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonden an ihre Zielsequenz, meist
ribosomale RNA, im morphologisch intakten Mikroorganismus. Sie findet breite Anwendung
bei umfassenden mikrobiologischen Fragestellungen in Umwelt- und Biotechnologie sowie in
der Human- und Veterindrmedizin und wird zunehmend auch zu diagnostischen Zwecken in
der medizinischen Mikrobiologie eingesetzt [29-35].

So wurde ein Sondenpanel fur die Identifikation Gram-positiver Kokken fir die zeitnahe
Diagnostik positiver Blutkulturen entwickelt. Dieses Panel deckte auch die haufigsten
Endokarditiserreger ab und stand somit fiir die Erregersuche an Herzklappengewebe zur
Verfligung.

In der Endokarditis-Studie wurden die resizierten Herzklappen von 54 Patienten mit sicherer
oder mdglicher Endokarditis mittels FISH untersucht und die Ergebnisse mit denen der
konventionellen Standarddiagnostik durch Kultivierung verglichen. Dabei wurden das
Sonden-Set erweitert und optimiert, so dass es geeignet ist, Bakterien zu identifizieren, die
fur ca. 90% aller Falle von IE verantwortlich sind [1, 5, 20]. Ziel war die bakterielle
Kolonisierung insbesondere von kultur-negativen Herzklappen mittels FISH zu beweisen und

gleichzeitig die Erreger zu identifizieren.



1.3 Methode

1.3.1 Patientengruppen

Fur die Sepsisdiagnostik wurden aus den vier Standorten der Charité zwischen Januar und
Oktober 2003 428 aerobe und anaerobe Blutkulturflaschen von Patienten mit der klinischen
Verdachtsdiagnose eines Sepsissyndroms gesammelt und ausgewertet.

In die Endokarditis-Studie wurden 54 Patienten eingeschlossen, die im Zeitraum zwischen
Januar 2003 und Januar 2004 wegen gesicherter oder Kklinisch vermuteter IE in der Charité
(CCM) operiert wurden.. Die Versuche wurden verblindet durchgefiihrt und die Ergebnisse
dann retrospektiv mit den Resultaten der Routinediagnostik verglichen. Bei diskrepanten

Ergebnissen wurde zusatzlich PCR und anschlielende RNA Sequenzierung durchgefihrt.

1.3.2 Blutkulturen

Die Blutkulturflaschen wurden bei 36T in einem aut omatisierten, kontinuierlich auslesenden
System zur Detektion von bakteriellem Wachstum inkubiert. In Fallen von bakteriellem
Wachstum wurden fur die Gramfarbung, fir Routine-Subkultivierung, fur FISH und far
PCR/Sequenzierung jeweils Aliquots enthommen. Die Subkultivierung auf Agar-Platten

wurde entsprechend den konventionellen Identifikationsstandards der Charité durchgefihrt.

1.3.3 Herzklappen
Das Herzklappengewebe wurde zeitnah nach Resektion fixiert und dann in Kaltpolymer
eingebettet. Anschlielend wurden mit einem Mikrotom Gewebeschnitte gefertigt. Dabei

wurde ein im Haus etabliertes Protokoll genutzt [30].

1.3.4 Entwicklung des Sonden-Sets

Wahrend der Projektplanung fir die Sepsisdiagnostik mittels FISH wurde eine
Literaturrecherche durchgefiihrt, um Oligonukleotidsonden zu identifizieren, die das Potential
haben die typischen Sepsis- und Endokarditis-auslosenden Bakterien zu erfassen.
Zusatzlich wurden neue Sonden entwickelt, um diagnostische Licken zu schlieRen (Tabelle
1). Hierbei wurden Spezies-spezifische Sequenzabschnitte der 16S rRNA identifiziert und
auf ihre Tauglichkeit als Sonden gepruft. In den Vorversuchen wurden diese Sonden getestet
und evaluiert [1]. Die Sonden wurden mit allen verfligbaren 16S- Sequenzen in der EMBL
und der GenBank Datenbank mit Hilfe des Programmes HUSAR (German Cancer Research
Center (DKFZ), Heidelberg, Germany) und des Ribosomal Database Project (RDP, Michigan
State University) verglichen [36]. Dabei wurden auch phylogenetisch nah verwandte Erreger
identifiziert, um geeignete Negativkontrollen zu erhalten. Negativ- und Paositivkontrollen

wurden bei allen Versuchen zur Gewahrleistung der Spezifitat benutzt.



Tabelle 1. Sondenibersicht

Sonde Spezifitat Referenz
EUB338 Meiste der bekannten Bakterienspezies [37]
nonEUB338 Keine der bekannten Bakterienspezies [38]
STAPHY Staphylococcus spp. [39]
SAU S. aureus [29]
STREP1 2 Streptpcoccus spp., aul3er denen, die durch STREP2 [39]
detektiert werden
S. pneumoniae, S. mitis, S. oralis, S. peroris, S. . .
STREP2 sanguinis, S. infantis, S. gordonii (S. mitis-Gruppe) Diese Studie
ENCO Enterococcus spp., aul3er E. faecalis Diese Studie
FMDUR E. faecium, E. durans [40]
EFAEC E. faecalis, E. sulfureus, Granulicatella spp. [41]
B inllei [42] und
RE-WHIP3 T. whipllei diese Studie

Granulicatella adiacens, G. para-adiacens, G. elegans,
GRANU G. balaenopterae, Abiotrophia defectiva, Lactobacillus Diese Studie
coleohominis (Granulicatella-Gruppe)

BAQU Bartonella quintana Diese Studie

1.3.5 FISH

Aufgrund des hohen Anteils gram-positiver Erreger wurde eine Vorbehandlung mit 1mg/mL
Lysozym (Sigma-Aldrich, Munich, Germany) und 1mg/mL Lysostaphin (Sigma-Aldrich) Uber
einen Zeitraum von 15 Minuten eingefihrt, um eine spatere Penetration der
Oligonuleotidsonden zu ermdglichen. Die Kontrollen wurden wie vorbeschrieben fixiert. Der
Hybridisierungspuffer setzte sich sich aus 0.9M NaCl, 20mM TrisIHCI (pH 7.3) und 0.01%
Natriumdodecylsulfat (SDS) zusammen. Diese vorgewarmte Hybridisierungslésung (20 ul)
wurde jeweils mit 10 pmol der jeweiligen Sonde gemixt und sowohl auf den Gewebeschnitt

als auch den Kontrollobjekttrager gegeben. Nach der Inkubation in einer verdunkelten
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Feuchtkammer bei 49 Uber einen Zeitraum von 1,5 S tunden wurden die Objekttrager mit
aqua destillata gewaschen, im Dunklen luftgetrocknet und anschlieRend mit einem DAPI
enthaltendem Eindeckmedium (Vector Laboratories, Burlingame, USA) versehen. Die
Spezifitat und Sensitivitat der Sonden wurde dabei in Abhangigkeit von den Ergebnissen der
Vorversuche durch das Variieren der Formamid-Konzentration zwischen 0 und 40% (v/v)
erreicht [1, 2].

1.3.6 Mikroskopie

Ein Epifluoreszenzmikroskop (Axioplan 2; Carl Zeiss, Jena) wurde zur Visualisierung der
Bakterien genutzt. Das Mikroskop war mit Bandpal3-Filterséatzen (F31, HQ-F41-007 und HQ-
F41-001, AHF Analysentechnik, Tubingen), einer Hochdruck-Quecksilberlampe (HBO103;
Osram) und 10x, 40x und 100x Objektiven ausgeristet. Digitale Bilddatensatze zur
Dokumentation wurden mit einer digitalen Kamera (AxioCam HRc Image acquisition) und

einer Standard-Software (Axiovision 4.1) erstellt.

1.3.7 PCR-Amplifikation des 16S rRNA-Gens und anschlieRende Sequenzierung

DNA wurde aus eingebettetem Gewebsschnitten von Herzklappengewebe extrahiert. Darauf
erfolgte eine pan-bakterielle Amplifikation der 16S rRNA wie zuvor beschrieben [43, 44]. Die
Amplifikate wurden mit einem automatisierten DNA-Kapillar-Sequenzierer analysiert (CEQ
8000; Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland) und mit allen derzeit verfiigbarer Sequenzen
aus den offentlichen Datenbanken verglichen (EMBL und GenBank). Hierbei wurden die
Anwendungen BLAST und FASTA des Sequenz-Analyse-Programms Husar 4,1 genutzt

(Deutsches Krebsforschungszentrum, Heidelberg, Deutschland).

1.4 Ergebnisse

In der Sepsis-Studie konnten in einem grof3en klinischen Kollektiv Gram-positive Kokken mit
einer Sensitivitdt von 98.65% und einer Spezifitat von 99.0% molekular detektiert und
identifiziert werden [1]. Der Vergleich mit der 16S rRNA Gen-Amplifizierung und
Sequenzierung diente hierbei als Goldstandard. Von den 428 Blutkulturen, die Gram-positive
Kokken enthielten, konnten in 334 Fallen mittels FISH Staphylokokken diagnostiziert werden.
Von diesen konnten wiederum in einem weiteren Schritt 73 als S. aureus identifiziert werden.
Von den Staphylococcus-negativen Fallen enthielten 25 Proben Streptokokken und 49
Proben Enterokokken. Die weitere Analyse zeigte hier 37 Infektionen mit E. faecalis und 10
Falle von E. faecium/durans. In 16 Fallen ergaben sich im Vergleich zur Routinediagnostik
diskrepante Ergebnisse. Hier bestatigte die 16S rRNA Gen-Amplifizierung und
Sequenzierung in 10 Fallen das Ergebnis der FISH. 5 Falle waren in der FISH falsch-negativ,

bei einer Infektion mit E. faecium war das FISH-Ergebnis mit E. faecalis falsch positiv.



In der Endokarditis-Studie wurden Gewebeschnitte von Herzklappen-Resektaten mittels
FISH untersucht [3]. Durch die gute morphologische Darstellung war eine histologische
Einordnung und Orientierung mdglich. Die Hybridisierung mit der EUB338-Sonde ergab in
den positiven Féllen Bakterienkolonien, die sich durch ihr helles fluoreszierendes Signal
deutlich vom gering autofluoreszierenden umgebenden Gewebe unterschieden. Die
simultane Hybridisierung mit den Genus- und Spezies-spezifischen Sonden erlaubte in den
meisten Féllen eine schnelle Identifizierung der Erreger. Insgesamt konnte FISH in 26 von 54
Fallen eine IE diagnostizieren. Alle anderen Proben waren negativ (n=28). Von den 28 FISH-
negativen Fallen waren 26 ebenfalls PCR-negativ.

FISH ermdglichte die eindeutige Diagnose einer IE in 5 kultur-negativen Féllen. Bei einem
Patienten wurde hierbei eine Infektion durch Streptococcus spp. mittels der STREP1-Sonde
erkannt. Bei einem anderen Patienten wurde S. pneumoniae/mitis durch die STPEP2-Sonde
diagnostiziert. In drei weiteren Fallen konnte zwar eine bakterielle Infektion gezeigt werden,
alle verfluigbaren Sonden mit Ausnahme der EUB338 waren allerdings negativ. Daher wurde
eine PCR durchgefuhrt, um die Pathogene zu identifizieren. In einem Fall ergaben PCR und
anschlieende Sequenzierung T. whipplei. Bei einem anderen Patienten wurde B. quintana
diagnostiziert. Dieser Fall wurde gesondert publiziert, da zum ersten mal eine direkte
Darstellung und Identifizierung von Bartonella mittels FISH im Fall einer infektibsen
Endokarditis gezeigt werden konnte [2]. Nach Entwicklung bzw. Modifizierung der dazu
passenden Spezies-spezifischen Oligonukleotidsonden RE-WHIP3 bzw. BAQU konnten
diese Diagnosen mittels FISH eindeutig bestatigt werden. Beide Sonden stehen nun fir
weitere FISH Untersuchungen zur Verfugung. Der dritte nur EUB338-positive Fall blieb
ungeklart, da auch eine PCR/Sequenzierung reproduzierbar keinen Erreger identifizierte.

In 2 von 10 kultur-positiven Fallen konnten die Kulturergebnisse nicht mittels FISH bestatigt
werden. In einem Fall mit drei fur E. faecalis positiven Blutkulturen und einer positiven
Gewebekultur blieb die Untersuchung durch FISH negativ. In einem ahnlichen Fall mit einer
positiven Blutkultur und einer positiven Gewebekultur mit E. faecalis konnten keine Erreger
durch FISH nachgewiesen werden.

Auf der anderen Seite konnte die FISH eine eindeutige Diagnose in 10 Féllen liefern, bei
denen die Blutkulturen fraglich waren. In diesen Féllen ergaben die Blutkulturen entweder
unterschiedlich Erreger einschlieBlich haufiger Kontaminanten oder konnten nicht
reproduziert werden. Alle FISH-positiven Falle konnten zuverlassig reproduziert werden.

Im Einzelnen konnte durch die STREP1-Sonde in 9 Fallen eine IE durch Streptococcus spp.
beweisen. In 5 Fallen ergab die STREP2-Sonde eine Infektion mit der S. pneumoniae / S.
mitis Gruppe. Die Genus-spezifische STAPHY-Sonde zeigt 5 Félle mit Stayphylococcus spp.
Die fur S. aureus spezifische SAU-sonde war in allen Fallen negativ. Bei drei weiteren Fallen
wurde durch die EFAEC-Sonde eine IE durch E. faecalis gezeigt. ENCO, FMDUR, and
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GRANU waren in allen Fallen negativ. Diese Spezies werden allgemein als typische Erreger
bei IE akzeptiert. In drei Féllen konnten seltenere Bakterien, im einzelnen B. quintana, T.
whipplei und L. paracasei nachgewiesen werden. In dem Kultur-positiven Fall mit L.
paracasei wurde die Diagnose durch PCR und Sequenzierung bestatigt. Die FISH zeigte
mittels der EUB338-Sonde typische Stabchen in Kolonien. Angesichts des sehr seltenen
Auftretens einer IE durch L. paracasei wurde auf die Entwicklung einer spezifischen Sonde
vorerst verzichtet. Ein weiterer Fall mit EUB338-positiven Kokken blieb ungeklart, da keine
weitere FISH-Sonde positiv. war und eine PCR reproduzierbar keine sequenzierbare
Information ergab.

Im Vergleich zu gewebe-basierten Kulturen ergab sich in 15 von 17 kulturpositiven Féllen
eine Ubereinstimmung. In zwei Fallen konnten die Kulturergebnisse nicht reproduziert
werden, obwohl auch die Blutkulturen Ubereinstimmend positiv fur E. faecalis waren.
Allerdings konnte in 11 von 37 Gewebekultur-negativen Fallen eine IE durch FISH

diagnostiziert werden. In 26 gab es ein Gbereinstimmend negatives Ergebnis.

15 Diskussion

Im Zuge der Sepsisstudie wurde von uns ein Sonden-Set entwickelt, das eine schnelle und
zuverlassige ldentifizierung von Gram-positiven Kokken in positiven Blutkulturen ermdéglicht.
Insbesondere die Differenzierung von S. aureus, S. pneumoniae, E. faecalis, Granulicatella
und E. faecium/durans erlaubt eine spezifische Antibiotikatherapie und verbessert somit das
Patienten-Management.

Aufbauend auf diesen Ergebnissen konnte in der Endokarditis-Pilotstudie gezeigt werden,
dass FISH ein hilfreiches Instrument zur Diagnostik der infektiosen Endokarditis darstellt [3].
Zum ersten Mal wurde ein grol3eres an IE erkranktes Patientenkollektiv (n=54) durch die
FISH ausgewertet. Die 26 FISH-positiven Félle ergaben ein fir Endokarditis typisches
Spektrum an Mikroorganismen. Insbesondere in kultur-negativen oder fraglichen Fallen ist
diese Technik hilfreich, um definitiv eine bakterielle endokardiale Entziindung und somit eine
infektidse Endokarditis zu beweisen. Im Gegensatz zur PCR und anschlielRender
Sequenzierung kénnen auch Kontaminationen ausgeschlossen werden, da immer eine
Bewertung der Bakterien in ihrem histologischen Kontext erfolgt. Darlber hinaus kann auch
in Fallen, in denen eine langere Antibiotikatherapie vorausgegangen ist und in denen die
Kulturdiagnostik versagt hat bzw. die PCR gehemmt wurde, eine Diagnose erfolgen [45, 46].
Insbesondere zeigt die FISH-Diagnose in 5 kulturnegativen und 10 fraglichen Fallen eine
deutliche Verbesserung im Vergleich zu den Routinemethoden. Auch auf dem Gebiet der
Beurteilung der Vitalitat der Bakterien ergeben sich weitere Forschungsansatze.
Insbesondere der komplexe Aufbau und die Entwicklung von Biofilmen lassen sich hier gut
untersuchen [47-49].
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Auch ohne die Nutzung der FISH ist die Visualisierung von Mikroorganismen im
Herzklappengewebe ein klassisches histopathologisches Kriterium fir die Diagnose der
infektidssen Endokarditis. Der histopathologische Befund wird in den Duke-Kriterien als
Goldstandard zur Diagnose der infektiosen Endokarditis angesehen [12, 50]. Allerdings ist
die Diagnose der infektiosen Endokarditis durch Lichtmikroskopie zeitaufwendig. Die
Detektion der Mikroorganismen verlangt Erfahrung und erlaubt trotzdem Kkeine
Erregeridentifizierung. FISH erlaubt zusétzlich zur Visualisierung auch die Identifizierung von
Endokarditis-auslésenden Mikroorganismen direkt im Patientengewebe. Die Diagnose kann
innerhalb von 24-36 Stunden erfolgen. Im Falle der Sepsis reichen 3 Stunden nach
Wachstumssignal im Blutkulturautomat [1].

Kulturen sind in 5-30% aller Falle von IE negativ [5, 15, 21]. Ein haufiger Grund ist eine
vorangegangene antibiotische Therapie. Daher sollten Blutproben fiir die Blutkulturdiagnostik
vor dem Beginn der Therapie genommen werden, was im klinischen Alltag allerdings oft
nicht moéglich ist. AuBerdem werden seltenere Erreger wie die HACEK-Gruppe, Abiotrophia,
Brucellen, Bartonellen oder Legionellen nur selten durch Routinemethoden entdeckt [19]. Bei
vielen Krankheitserreger ist die Differenzierung bis auf die Speziesebene von
entscheidender Bedeutung, so sind die Mehrzahl der Enterococcus faecium Isolate resistent
gegen Ampicillin, wohingegen Ampicillin in der Regel noch eine effiziente Behandlung von
Enterococcus faecalis ermdglicht. Ahnliches gilt fir die Gattung Staphylococcus. Hier
erfordern Koagulase-negative Staphylokokken eine géanzliche andere Behandlung als
Staphylococcus aureus [51, 52] .

Herzklappen-Kulturen aus chirurgisch reseziertem Material konnen erfolgreich zur
Identifizierung von Pathogenen genutzt werden und gelten als ein Hauptkriterium fir die
Diagnose einer infektiosen Endokarditis. Allerdings weist diese Methode nur eine geringe
Sensitivitat auf [53]. Vergleichbar mit Blutkulturen fihrt eine vorangegangene antibiotische
Therapie haufig zu falsch-negativen Féllen, falsch-positiven Falle durch Kontaminationen
kénnen nicht ausgeschlossen werden. Aus diesem Grund ist die Entwicklung neuer schneller
und zuverlassige Methoden zur Identifizierung bis zur Spezies-Ebene erforderlich.

Aktuelle Studien haben sowohl moderne molekulare Methoden als auch histopathologische
und kultur-basierte Methoden evaluiert [19, 21, 26, 27, 46, 54]. Insbesondere die PCR wurde
genutzt, um diese Probleme zu lUberwinden. Es konnte gezeigt werden, dass durch PCR-
Amplifikation des 16S rRNA-Gens und anschlieBende Sequenzierung der Pathogene auch in
kultur-negativen Fallen identifiziert werden kénnen [21, 25-27]. Aus diesem Grund wurde in
mehreren Studien vorgeschlagen, die PCR zu einem Hauptkriterium bei der
Diagnosestellung zu machen. Dieser Vorschlag wurde allerdings kontrovers diskutiert, da
falsch-positive Falle durch Kontaminationen oder falsch-negativen Falle durch Hemmstoffe

im Blut oder Gewebe mdglich sind. Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass bakterielle

12



RNA noch lange nach der Ausheilung einer infektiosen Endokarditis persistieren kann [46].
Darlber hinaus liefert die PCR keine Information beziiglich Morphologie, Anzahl, Vitalitat und
die rdumliche Verteilung von Bakterien. Aus diesen Griinden sollte die Diagnose mittels PCR
kritisch interpretiert werden.

In neusten Studien wird auch die MALDI-TOF Massenspektrometrie alternativ zur
Routinediagnostik bewertet. MALDI-TOF ist eine kosteneffektive, genaue und verlassliche
Methode zur Diagnostik von Mikroorganismen insbesondere aus Blutkulturen [33, 55], die
auch atypische Erreger einschlieBlich Mykobakterien erfasst [56, 57]. Die zuverlassige
Diagnose typischer Endokarditiserreger wie Streptokokken wird allerdings kontrovers
diskutiert [55, 58]. Die Mdoglichkeiten dieser Methode zur Diagnostik von Endokarditis
verursachenden Erregern direkt aus Herzklappengewebe sind bislang noch nicht durch eine
Studie evaluiert worden.

Diese Pilotstudie stellt FISH als ergdnzende Methode zur Diagnose der Infektibsen
Endokarditis vor [3]. Sie vereint die Vorteile von histopathologischen und molekularen
Methoden. FISH kombiniert molekulare Detektion und Identifikation und wird daher haufig
zur ldentifizierung von Bakterien in ihrer natirlichen Umgebung genutzt. Wie in dieser Studie
grundsatzlich gezeigt, kbnnen auch kultur-negative Falle geklart werden. Im Vergleich zur
konventionellen Lichtmikroskopie sind Mikroorganismen aufgrund des auffalligen Signals der
fluoreszierenden Sonden einfacher zu erkennen. Darlber hinaus kann FISH zwischen
Kontaminationen und tatsachlichen Gewebsinfektionen unterscheiden. Diese Eigenschaft
wird durch die Beurteilung der Mikroorganismen in ihrem histologischen Kontext erméglicht.
Endokarditis ist héaufig durch in Mikrokolonien und Biofilmen organisierte Bakterien
charakterisiert, die von extrazellularer Matrix und Entziindungszellen umgeben werden [8, 9,
47]. Diese Strukturen konnen nicht durch Kontaminationen vorgetauscht werden. FISH ist
besonders erfolgversprechend zur ldentifizierung von langsam wachsenden seltenen oder
noch zu kultivierenden Bakterien in kultur-negativen Fallen. FISH ist schnell und leicht in der
Durchfiihrung und kann einfach in den Arbeitsablauf eines klinisch mikrobiologischen Labors
integriert werden [1, 28].. Aufgrund der Ergebnisse dieser Studie wird FISH bereits im Institut
fur Mikrobiologie der Charite zur Diagnose der Infektiosen Endokarditis in ausgewahliten
Fallen genutzt. Die dadurch mdogliche frihzeitige Einleitung einer adaquaten
Antibiotikatherapie ist von groRer Bedeutung, da neben der Kontrolle der lokalen
endokardialen Infektion auch das Risiko fur weitere Komplikationen wie septischen Embolien

reduziert und somit das Patienten-Management entscheidend verbessert wird.
1.6 Limitationen

Obwohl in der Endokarditis-Studie in 26 Fallen mittels FISH die ursachlichen Bakterien

identifiziert werden konnten, sollte die Methode in einer prospektiven Studie evaluiert
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werden. Weiterhin ist eine Analyse der Antibiotikaresistenzen bisher nur durch kulturelle
Anzucht moglich. In dieser Pilotstudie wurden insbesondere im Bezug auf Streptokokken
hauptsachlich Genus- bzw. Gruppen-spezifische Sonden benutzt. Hier sollten in einer
Folgestudie Spezies-spezifischen Sonden entwickelt werden. Ein generelles Problem
besteht in der Notwendigkeit Gewebeproben in Form von Biopsien oder Resektionsgut zu
gewinnen, eine in-vivo-Diagnostik ist nicht mdglich. Zusétzlich sind aufgrund der generell
niedrigen Sensitivitdt von mikroskopischen Untersuchungen unter anderem durch die
Aufteilung der Bioptate falsch-negative Ergebnisse mdglich. Im Bezug auf die Endokarditis-
Studie konnte die Diagnose aufgrund der grof3en Erregerzahlen in den meisten Fallen aber
relativ einfach gestellt werden. Im Gegensatz zur PCR und kulturbasierten Methoden besteht
aber nicht die Gefahr von falsch-positiven Befunden aufgrund von Kontaminationen, da die

Ergebnisse im histologischen Kontext bewertet werden.

1.7 Schluf3folgerung:

Durch diese Arbeit konnte eine rasche Differenzierung von Gram-positiven Kokken in
Blutkulturen mittels FISH gezeigt werden. Bei mikroskopisch positiven Materialien erfolgte
mit Hilfe der FISH innerhalb von 3 Stunden eine Erregeridentifikation. Hierflr steht jetzt ein
der Verdachtsdiagnose entsprechendes FISH-Sonden-Panel zur Verfigung.

Darlber hinaus ist jetzt auch ein Erregernachweis bei Infektidser Endokarditis mittels FISH
moglich. Auch die Diagnose schwer oder bisher nicht kultivierbarer Spezies wie zum Beispiel
B. quintana gelang sicher und reproduzierbar. Zusétzlich ist eine Differenzierbarkeit
zwischen Kontamination, Besiedlung oder invasiver Infektion durch den in situ Nachweis von
Mikroorganismen direkt im Gewebe gegeben. Dadurch ist in ausgewahlten Fallen die
frihzeitige Einleitung einer adaquaten Antibiotikatherapie und somit eine Verbesserung des
Patienten-Managements moglich. Trotzdem ist die FISH hauptsachlich als Ergénzung
insbesondere in kulturnegativen Einzelfallen zu sehen, sie kann und soll die

Routinediagnostik nicht ersetzen.

1.8 Ausblick:

Aufbauend auf dieser Arbeit ergeben sich aber auch weitere Studienansatze inshesondere
auf dem Gebiet der Biofilm-Analyse. Das Potential der FISH die Zusammensetzung,
Organisation und Architektur von Bakterienkolonien direkt im Gewebe zu visualisieren,
macht diese Technik zu einem wertvollen Instrument fir die medizinische Biofilm-Forschung.
Alternativ ergeben sich fachertbergreifend weitere Ansatze auf dem Gebiet der molekularen
Bildgebung. Hierbei kdnnen biologische Prozesse auf zellularer und molekularer Ebene in
vivo dargestellt werden [59, 60]. Durch die simultane Akquirierung dieser Daten zusammen

mit konventionellen anatomischen Darstellungsmethoden wie Magnetresonanztomographie
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(MRT) und Computertomographie (CT) sollte eine friihere Detektion und genauere
Verlaufsbeurteilung entziindlicher und maligner Erkrankungen in absehbarer Zukunft mdglich
sein. Relativ etabliert ist hier bereits die Positronen-Emissions-Tomographie (PET), die mit
Hilfe von Radionukleotiden maligne Erkrankungen mit hoher Sensitivitat und akzeptabler
Spezifitat detektiert [61]. Daruber hinaus konnte bereits durch eine Kombination von MRT-
Bildgebung bei T2-gewichteten Bildern und superparamagnetischen Eisenoxid Nanopartikeln
(SPIO), die an C3-Komplementfaktoren gekoppelt waren, Nephritiden im Mausmodell
dargestellt werden [62]. Als Weiterentwicklung dieses Forschungsansatzes wére die
Kombinierung der SPIO- Partikel mit spezifischen Sonden denkbar, um am Beispiel der
Endokarditis bakterielle Entziindung in vivo ohne invasive Hilfsmittel oder Strahlenbelastung
darstellen zu kénnen. Eine Herausforderung ware hierbei neben der sicherlich
problematischen Entwicklung dieser Sonden auch die Weiterentwicklung der MRT-Geréte,

um die bendétigte hohe rdumliche Auflosung zu gewébhrleisten.
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