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Abkiirzungsverzeichnis

AEP: Ambulant erworbene Pneumonie
AK:  Antikorper

BAL: bronchoalveolére Lavage

BGA: arterielle Blutgasanalyse

BSA: bovines Serumalbumin

CAP: ambulant erworbene Pneumonie

(community aquired pneumonia)
CAPNETZ: Kompetenznetz Ambulant
Erworbene Pneumonie
CBF: Charité, Campus Benjamin Franklin
CFR: case fatality rates
COPD: Chronisch obstruktive Lungen-
erkrankung (chronic obstructive
pulmonary disease)
CMV:
CRP:
DNA:
DTT:

EDTA: Ethylendiamintetraessigsaure

Cytomegalievirus
C-reaktives Protein
Desoxyribonukleinsdure
Dithiotreitol

(ethylendiamintetraacetic acid)
EK:  Erythrozytenkonzentrat
ELISA: enzymgebundener Antigen-Anti-
korper-Reaktionstest (enzyme linked
immunosorbent assay)
FDA: Fdderale Medikamenten- und
Nahrungsmitteladministration der
Vereinigten Staaten von Amerika
(Federal Drug and Food Administra-
tion, USA)
FFP: gefrorenes Plasmakonzentrat (fresh
frozen plasma)
FKS:

HIV:  menschliches Immunschwéache Virus

fotales Kalberserum

(human immundeficiency virus)
HRP: Meerrettich Peroxidase (horse

raddish peroxidase)

IFU:  Einschlusskorper formierende
Einheit (inclusion forming unit)

IOP: interdisziplinére Intensivstation

IgA:  Immunglobulin A

IgG:  Immunglobulin G

IgM:  Immunglobulin M

ITS: Intensivstation

LPS:

MIF:  Mikroimmunofluoreszenztest

Lipopolysaccharid

MOMP: Hauptprotein der duBeren
Zellmenbran (major outer membrane
protein)

NCBS:Serum neugeborener Kélber (new
born calf serum)

NH,-Puffer: Ammonium-Puffer

OD-Wert:: Wert der optischen Dichte

PAC: arterieller Pulmonaliskatheter

(pulmonalis artery catheter)

PBMC: Mononukleére Zellen aus periphe-
rem Blut (peripheral blood
mononuclear cells)

PBS: Phosphat-gepufferte Salzlésung

(phosphate buffered saline)

PCR: Polymerasekettenreaktion

(polymerase chain reaction)

RNS:

TK:  Thrombozytenkonzentrat

TBE: Trisborate-EDTA (endothelin derived
tissue activating factor)

TRIS/BOR: Trisborate

TMB: Tetramethylbenzidin 3,3°/5,5’

ZVK:

Ribonukleinsaure

zentraler Venenkatheter
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Pneumonie

1.1.1 Epidemiologie

Die ambulant erworbene Pneumonie ist die funfthaufigste Todes-
ursache weltweit, sowie die haufigste Infektionskrankheit in der
westlichen Welt (Lorpez 1998).

In den USA ist die Letalitat fir Pneumonien im Zeitraum von 1975-1995
nicht gesunken, obwohl zur selben Zeit diverse gut wirksame Anti-
biotika auf den Markt kamen, die gegen bakterielle Erreger von
Pneumonien wirksam sind. Die Pneumonie steht daher nach wie vor an
6. Stelle der Todesursachen in den USA (CDC 1995). Keine andere
Infektion flhrt dort so oft zum Tod wie die Pneumonie (BArTLETT 1995).
5,6 Millionen Falle ambulant erworbener Pneumonien treten jedes Jahr
in den USA auf. 1,1 Millionen missen davon in ein Krankenhaus
aufgenommen werden; von diesen Patienten sterben 12% (Letalitat
bei hospitalisierten Patienten) (American THoracic SocieTy, 2001). Ver-
gleichbare epidemiologische Daten liegen fir die Bundesrepublik
Deutschland nicht vor, aber auch in der Bundesrepublik Deutschland
ist die Pneumonie die am haufigsten zum Tod fihrende Infektion. Allein
20.976 Menschen starben im Jahr 2005 in der Bundesrepublik
Deutschland an Pneumonien. Dies entsprach 2,5% aller Todesfélle
(StaTisTiscHEs BunbesamT 2005). Genauere Daten liegen nur fur die im
Krankenhaus behandelten Patienten vor (WEeLTe 2003). Das statistische
Bundesamt gibt fur das Jahr 1998 insgesamt 239.000 Patienten an,
die mit der Hauptdiagnose Pneumonie in deutschen Krankenhausern
behandelt wurden. Da das Verhéaltnis zwischen ambulant und stationar
behandelten Pneumoniepatienten wahrscheinlich 2:1 liegt, muss mit
ungefahr 750.000 Fallen ambulant erworbener Pneumonien (Commu-
nity Acquired Pneumonia, CAP) pro Jahr in Deutschland gerechnet
werden (WEeLte 2004).
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1.1.2 Erregerspektrum

Man unterscheidet ambulant erworbene und nosokomial erworbene
Pneumonie. Pneumonien, die auBerhalb des Krankenhauses ent-
stehen, werden als ambulant erworben bezeichnet. Unter nosokomialer
Pneumonie wird dagegen jede Infektion verstanden, die im Kranken-
haus erworben wurde und mindestens 48 Stunden nach Aufnahme
oder in den ersten 14 Tagen nach Entlassung auftritt. Ferner wird
klinisch bei Pneumonien eine Lobar- und eine interstitielle Pneumonie
unterschieden.

Das Erregerspektrum der Pneumonie verursachenden Bakterien, Viren
und Pilze ist breit. Bakterielle Erreger, die vorwiegend eine interstitielle
Pneumonie verursachen, sind in Tabelle 1 fett gedruckt.

Anzumerken ist, dass Viren ebenfalls vorwiegend interstitielle Pneu-
monien verursachen.

Tabelle 1: Haufige Erreger von Pneumonien (MaucH 1999)

% . %
Ambulant erworben Haufigkeit Nosokomial erworben Haufigkeit
Streptococcus pneumoniae 40-60 Enterobacteriaceae 60
(Pneumokokken)
Haemophilus influenzae 4-15 Staphylococcus aureus 20
Mycoplasma pneumoniae 2-18 Pseudomonas aeruginosa 20
g
g Chlamydophila pneumoniae 4-15 Legionella pneumophila <1
L
Legionella pneumophila 1-5 Candida <1
Staphylococcus aureus 2-10 Aspergillen <1
Viren 5-20 Viren 10
(Influenza-, Adeno-, RS-,
Parainfluenza-, Entero-,
ECHO-Viren
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1.1.3 Bakterielle Erreger interstitieller Pneumonien

M. pneumoniae, C. pneumoniae und Chlamydophila psittaci verur-
sachen vorwiegend interstielle Pneumonien. Circa 50% aller ambulant
erworbenen Pneumonien werden durch Erreger interstitieller Pneu-
monieen verursacht oder mit verursacht, da Mischinfektionen vorkom-
men (Ruiz-GonzaLez 1999, PoratH 1997, MARRIE 1996, STEINHOFF 1996,
MarsToN 1997). Der Zusammenhang zwischen Klinik und Nachweis der
einzelnen Erreger ist mitunter schwer herzustellen. Auch ist zu vermu-
ten, dass einige Erreger von Pneumonien noch nicht entdeckt worden
sind und somit die Rate der ,,Pneumonien unklarer Ursache” relativ
hoch ist. Fang et al. (Fang 1990) hatten bereits 1990 auf die Bedeutung
einer Erregerdiagnose der ambulant erworbenen Pneumonie hinge-
wiesen.

Nur in 40-50% der Félle kann eine Erregerdiagnose bei ambulant
erworbenen Pneumonien gestellt werden (PLourre 2000). So berichten
Marston et al. (MarsTon 1997) in einer Studie Uber 14.000 Patienten aus
einer Population von ca. 1.038.000 Einwohnern einer Gemeinde in den
USA, bei denen Inzidenz und Mortalitdt von ambulant erworbenen
Pneumonien ermittelt wurden. Von diesen 14.000 im Krankenhaus
aufgenommenen Patienten wurden 2.776 mit der Diagnose ,ambulant
erworbene Pneumonie” behandelt. Bei einer Inzidenz von 267/100.000
betrug die Mortalitat 8,8/100.000 und nur bei 40% wurde eine
Erregerdiagnose gestellt. Bates et al. (Bates 1992) konnten in einer
Untersuchung an 154 Patienten mit ambulant erworbener Pneumonie
trotz eines hohen diagnostischen Aufwandes in nur 79 Féllen einen
Erreger nachweisen. Ishida et al. (IsHibA 1998) wiesen bei 61% von 318
hospitalisierten Patienten mit CAP mikrobiologisch Erreger nach, die
eine ambulant erworbene Pneumonie verursachten. Vier Prozent der
Patienten wiesen positive Antikérper gegen C. pneumoniae auf. Die
Studie wurde prospektiv Uber 3 Jahre durchgefihrt.
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1.2 C. pneumoniae

Chlamydien sind obligat intrazellulare Bakterien. Es gibt drei human-
pathogene Spezies der Gattung: C. trachomatis, C. psittaci und C.
pneumoniae. Zunéchst 1986 als TWAR, wegen der zuerst isolierten
Stamme TW-183 und AR-39 nach den Initialien der betroffenen Pa-
tienten bezeichnet (Gravyston 1986), wurde die zuletzt entdeckte
Spezies ab 1989 Chlamydia pneumoniae (Grayston 1989) und ab1999
Chlamydophila pneumoniae genannt (EveretT 1999).

1.2.1 Teilungszyklus

Die Reproduktionsweise von C. pneumoniae &hnelt dem viralen
Vermehrungszyklus. Das Bakterium ist flir seine obligat intrazellulare
Vermehrung auf eukaryote Zellen angewiesen, die ihm die Energie in
Form von Nukleotiden (Adenosintriphosphat oder Guanosintriphos-
phat) zur Teilung zur Verfligung stellen; es verhélt sich somit als
Energieparasit. C. pneumoniae kann in einer extrazellularen, stoff-
wechselinaktiven und einer intrazellularen, stoffwechselaktiven Form
vorliegen. Die extrazellulare Form (Elementarkérperchen) ist die
metabolisch inaktive, aber infektiose Form des Erregers. Die
Elementarkdperchen haben eine kréaftige Zellwand, bestehend aus
LPS, die ihnen das Uberleben auBerhalb der Wirtszelle ermaglicht
(Kuo 1995). Vermehren sich die Chlamydien intrazelluléar zu hohen
Zahlen, so bilden sie Einschlusskérperchen. Nach 24-48 h flillen die
Einschllsse die Wirtszellen nahezu komplett aus und flhren letztlich
zur Lysis der Zelle und Freisetzung infektidser Elementarkdrperchen
(Abb. 1, Rupp 2003).
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Phagozytose Lebenszyklus von

C. pneumoniae
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Abb. 1 Lebenszyklus von C. pneumoniae, (Rupp 2003)

Der obligat intrazellulare Vermehrungszyklus erschwert den Nachweis
von C. pneumoniae (Maas 1994)

1.2.2 Epidemiologie

Nach Aldous und Kauppinen (ALbous 1992, KauppINEN 1995), verursacht
C. pneumoniae etwa 10% aller ambulant erworbenen Pneumonien
(siehe auch Tabelle 1).

Die Seropravalenz von C. pneumoniae liegt in den USA bei tUber 50%
bei Erwachsenen (Forsey 1986, Wang 1986, Wang 1990). In vielen
anderen Landern wie z. B. Spanien, Finnland und Israel liegen die
Durchseuchungstiter ahnlich hoch (Marton 1992, MonTtes 1992,
KauppINEN 1995, BeNn-Yaakov 2002, Trica 2002), in Japan etwas nied-
riger (IsHibAa 1998).

Die Erstinfektion mit C. pneumoniae findet vor allem im Schulkindalter
statt. Die Seropravalenz steigt bei Kindern zwischen 5 und 14 Jahren

12
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stark an und hat mit 20 Jahren 50% erreicht (Gravston 1990). Bei den
> 60-jahrigen betragt sie 75% (THom 1994). Dieser Anstieg der Durch-
seuchungstiter lasst vermuten, dass Menschen im Laufe ihres Lebens
infiziert und reinfiziert werden, der Erreger eventuell sogar persistiert
(PAaTnoDE 1990, HAMMERSCHLAG1992).

1.2.3 Ubertragung

Menschen sind das einzig bekannte Reservoir fur C. pneumoniae. Die
Ubertragung erfolgt wahrscheinlich per Trépfcheninfektion (ALbous
1992) (GravstoN 1993). Dabei scheint nicht nur die Ubertragung von
Bakterien durch akut kranke Personen sondern vor allem durch
symptomfreie Personen in der Ausheilungsphase eine Rolle zu spielen
(KLeemoLa 1988). Die Inkubationszeit der Infektion betradgt mehrere
Wochen und ist damit langer als bei den meisten anderen pathoge-
nen Bakterien, die Krankheiten der Atemwege hervorrufen, wie z. B.
S. pneumoniae, H. influenzae oder M. pneumoniae (MorbHORsT 1994,
KisHimoTo 1994).

1.2.4 Klinische Symptome

C. pneumoniae kann bei immunkompetenten Patienten Pneumonie,
Bronchitis und Sinusitis verursachen (Gravyston 1986, GraysToN 1992,
GraysToN 1993, THom 1990, SteinHoFF 1996). Die Infektion bleibt haufig
asymptomatisch oder nicht entdeckt, da aufgrund der milden Sympto-
matik kein Arzt aufgesucht wird (Kuo 1995). Myashita et al. (MyasHiTA
2001) wiesen bei 60,9% von 1.018 asyptomatischen Patienten posi-
tive Antikérper gegen C. pneumoniae nach. Die Arbeitsgruppe von
Hyman et al. (Hyman 1995) wies bei 19 von 104 aymptomatischen
Patienten positive Antikérpernachweise gegen C. pneumoniae nach.
In etwa 10% aller Infektionen kommt es zu einer schweren sympto-
matischen Manifestation im Sinne einer CAP (Kuo 1995). Es gibt kein
spezifisches Muster von Symptomen, die mit einer Infektion mit C.
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pneumoniae einhergehen, und sie ist schwierig von Infektionen des
Atemtrakts anderer Genese abzugrenzen (FiLe 1999, Marrie 2003).
Haufige Symptome sind Pharyngitis, eventuell verbunden mit Heiser-
keit, sowie prolongierter Husten. Charakteristisch ist der subakute
Verlauf der Erkrankung (MivasHita 2003). Fieber besteht seltener zum
Zeitpunkt der Untersuchung, ist haufiger aber in der vorherigen
Anamnese eruierbar. Die Mehrzahl der Patienten hat keine Leukozy-
tose, die Blutsenkungsgeschwindigkeit ist mitunter erhoht, ebenso
das CRP. Im Réntgen-Thorax kann eine interstitielle pulmonale Zeich-
nungsvermehrung und ein diffuses feinfleckiges interstitielles Infiltrat
nachweisbar sein (McConNeEL 1994).

Abb. 2 zeigt den Verlauf einer C. pneumoniae-assoziierten Pneumonie.
Im Réntgen-Thoraxbild links ist eine homogene Verdichtung peripher
und ein vergréBerter linker Hilus gegeniber der Voraufnahme (rechtes
Bild) zu erkennen.

Abb. 2 Verlauf einer C. pneumoniae-assoziierte Pneumonie
(Jenp, Die Lunge im Netz)
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Es kénnen auch Mischinfektionen Pneumonien verursachen. So
wiesen Kauppinen et al. (KaupriINeN 1996) bei 46 von 125 hospitali-
sierten Patienten mit ambulant erworbenen Pneumonien C. pneu-
moniae oder S. pneumoniae serologisch nach. Der Titerverlauf
legte eine akute Infektion nahe. Bei 24 Patienten bestand eine
alleinige C. pneumoniae-Infektion, in 9 Fallen waren C. pneumoniae
und S. pneumoniae die Erreger und in 13 Féllen S. pneumoniae
allein.

Die Mischinfektionen verlaufen klinisch apperenter und sind schwer-
wiegender (KauppINEN 1996).

Pleuraerglsse wurden im Zusammenhang mit C. pneumoniae-Pneu-
monien beschrieben (Aucensraun 1991), ebenso Falle von akuter
Otitis media, die nicht direkt im Zusammenhang mit einer Infektion des
Atemtrakts standen (Storcaarp 1997, BLock 1997).
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die meisten Infektionen
relativ mild verlaufen, so dass kein Krankenhausaufenthalt notwendig
wird. Ist der Krankheitsverlauf jedoch so schwer, dass eine Kran-
kenhausaufnahme erforderlich ist, liegt der Infektion in ca. 50% der
Falle eine weitere Krankheit (z. B. Koinfektionen mit S. pneumoniae)
zu Grunde (Grayston 1989, Gavpos 1994, KaurrINEN 1994).

Die Rolle von C. pneumoniae bei immunsupprimierten Patienten
wird diskutiert. In einer italienischen Studie konnten Antikérper gegen
C. pneumoniae im Blut bei ehemals Drogenabhangigen und jetzt
HIV-Infizierten mit einer signifikant héheren Seroprévalenz (60%) als
bei Immunkompetenten (32%) nachgewiesen werden. Die Fallzahl war
jedoch mit 26 Patienten gering (BLasi 1994). Gaydos et al. (Gavpos 1993)
wiesen mittels PCR C. pneumoniae in BAL-Proben bei 12 von 108
(11,1%) Patienten mit Immunsuppression aufgrund von HIV oder
Malignitiat nach. In die untersuchte Gruppe wurden aber auch Patien-
ten eingeschlossen, die respiratorische Erkrankungen wie Bronchitis
oder Pneumonie, sowie zystische Fibrose aufwiesen. Dem gegeniber
konnte bei sieben gesunden freiwilligen Studienteilnehmern C. pneu-
moniae nicht nachgewiesen werden.
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In einer deutschen Untersuchung wurden drei Patientengruppen
verglichen: 57 immunkompetente Patienten mit diagnostizierter Pneu-
monie, 47 HIV-infizierte Patienten, die wegen des Verdachts oder
wegen bestehender opportunistischer Lungenerkrankungen behandelt
wurden und 100 Kontrollpatienten mit nichtinfektidsen pulmonalen
Stérungen. Mittels PCR wurden BAL-Proben analysiert: 16% der
Proben der immunkompetenten Patienten, sowie 13% der Proben der
Patienten mit HIV waren positiv fir C. pneumoniae, wahrend keine
Probe aus der Kontrollgruppe ein positives Ergebnis ergab (DALHOFF
1996). Diesen Ergebnissen zu folge, scheint die erhaltene zellulare
Immunitat nur einen geringen Einfluss auf das Vorhandensein von
C. pneumoniae zu haben.

AuBerdem wird ein Zusammenhang von C. pneumoniae und chronisch
obstruktiven Lungenerkrankungen, insbesondere Asthma bronchiale,
diskutiert. Eine chronische Infektion mit C. pneumoniae kdnnte einen
immunpathologischen Prozess ausldsen, der in epithelialen Schaden
der Lunge und Mediatorenfreisetzung mindet und somit zu einer
chronischen Entziindung des Lungenparenchyms beitragt. In mehre-
ren Studien wurde C. pneumoniae mit einer héheren Pravalenz in
Patientengruppen mit COPD/Asthma bronchiale nachgewiesen
(HaHN 1991, Beary 1991, EMre 1995, Hann 2000), in anderen wiederum
nicht (Cook 1998, Smiesa 2002).

1.2.5 Therapie

Intrazelluldr wirksame Antibiotika, wie Makrolide (Erythromycin) oder
Tetrazykline, (Doxycyclin/Tetrazyklin) sind geeignet fir die Therapie von
Infektionen mit C. pneumoniae (Kuo 1998). Das Azalid Azithromycin
sowie Clarithromycin und Roxithromycin sind ebenfalls gut wirksam bei
niedrigen Serumkonzentrationen (BLock 1995, RosLin 1998, Kuo 1996,
Freibank 1999). Neuere Makrolide weisen eine bessere Vertraglichkeit
im Vergleich zu Erythromycin auf, sind aber auch teurer (Kuo 1996).
Fluorchinolone wie Ofloxacin (PLourre 1996) Levofloxacin (FiLe 1997)
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und Moxifloxacin (HAMMERscHLAG 2000, RosLiN 2003) sind Klinisch
getestet und gut wirksam. In vitro sind neu entwickelte Fluorchinolone
der 4. Generation, wie Gemifloxacin (HammERscHLAG 2000) und Gare-
noxacin (RosLin 2003) ebenfalls gut wirksam.

Nicht wirksam sind p-Lactam-Antibiotika (Penicillin, Ampicillin) oder
Sulfonamide.

Die Therapiedauer sollte bei ambulant erworbener Pneumonie 7-10
Tage betragen.

Eine Therapiekontrolle durch eine Rdntgen-Thorax-Aufnahme ist
frihestens nach 7 Tagen sinnvoll, da sich Veranderungen radiologisch
erst nach einigen Tagen beurteilen lassen.

1.3 Mikrobiologische Diagnostik bei Infektionen durch
C. pneumoniae

Infektionen mit C. pneumoniae kdénnen mittels serologischer Test-
verfahren, wie Mikroimmunfluoreszenztest (MIF) und Enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA) nachgewiesen werden. Daneben
kdnnen auch molekularbiologische Testverfahren, wie die Polymera-
sekettenreaktion (PCR) eingesetzt werden. AuBerdem besteht die
Moglichkeit des Zellkulturnachweises.

1.3.1 Serologische Erregernachweise

Der MIF wurde 1970 fir die Diagnose einer Infektion mit C. trachomatis
entwickelt (Wang 1970). Mit Hilfe des MIF ist es méglich 1gG-, IgA- und
IgM-Antikérper gegen C. pneumoniae, C. trachomatis, C. psitacci
nachzuweisen. Zur Diagnostik von C. pneumoniae wird als Antigen
formalin-fixierte C. pneumoniae-Elementarkérperchen, verwendet
(DoweLL 2001). Nach Entdeckung von C. pneumoniae war der MIF die
erste etablierte Methode zum Nachweis von Antikdrpern (Grayston
1986). Er gilt als Goldstandard und lasst Aussagen Uber Erstinfektion
und Reinfektion zu (DoweLL 2001). Der MIF kann jedoch von zirkulie-
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rendem Rheuma-Faktor (IgM) beeinflusst werden. Ohne vorherige
Absorption des Rheumafaktors aus dem Serum kénnen falsch
positive IgM-Ergebnisse auftreten (VErRkooYEN 1992).

Der Test ist technisch anspruchsvoll und die Interpretation der
Ergebnisse bedarf groBer Erfahrung. Somit ist der Test schwierig
zu objektivieren (Kuo 1995, PeeLing 2000). Zudem sind weder Reagen-
zien, noch diagnostische Kriterien standardisiert (DoweLL 2001). Der
Antikdrper-Nachweis mittels ELISA ist technisch wesentlich einfacher
zu handhaben. Verschiedene ELISA-Kits sind kommerziell erhéltlich
(DoweLL 2001).

Auch wenn der MIF hédufig als Goldstandard fur die Evaluierung
serologischer Verfahren zum Nachweis von Antikérpern gegen C.
pneumoniae herangezogen wird unterscheiden sich auch MIFs hin-
sichtlich ihrer Sensitivitat und Spezifitat.

Bennedsen et al. (Bennepsen 2002) fanden im Vergleich zwei kom-
merzielle MIF mit dem Standard eines Referenzlabors eine Uber-
einstimmung von 87-97% hinsichtlich IgA- und IgG-Antikdrper-Titer.
Messmer et al. (Messmer 2000) verglichen zwei kommerzielle MIF
miteinander und fanden eine Ubereinstimmungsrate von IgG-Titern
von 98%. Peeling et al. (PeeLing 2000) zeigten, dass die Uberein-
stimmung von serologischen Testergebnissen mittels MIF-Tests
vor allem von der Héhe der Titer abhangig ist. 22 unterschiedliche
Blutproben, die Antikérper gegen C. pneumoniae enthielten, wurden
zu 14 verschiedenen Labors zur Bestimmung von IgG- und IgM-Anti-
kérpern gesandt. Die Ubereinstimmung mit dem Referenzstandard
war im Durchschnitt 80%. Diskrepanzen ergaben sich vor allem bei
niedrigen und negativen IgG- oder IgM-Titern. Die Arbeitsgruppe
schlussfolgerte, dass der MIF in seiner Aussagekraft begrenzt ist. Er sei
subjektiv, von Labor zu Labor unterschiedlich interpretierbar und
bisher nicht standardisiert, aber bei korrekter AusfUhrung zur
Serodiagnose von C. pneumoniae geeignet.
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1.3.2 Molekularbiologischer Nachweis

Als relativ neues Testverfahren dient die PCR dem Nachweis von er-
regerspezifischer DNA (Desoxyribonukleinsaure) oder Ribonukleinsaure
(RNS). Mit diesem Verfahren kénnen nach vorheriger Extraktion der
Gesamt-DNA kleinste Mengen von erregerspezifischer DNA/RNS
amplifiziert und spéter in der Elektrophorese sichtbar gemacht werden.
Ob eine frische oder bereits durchgemachte Infektion vorliegt, bzw. die
DNA/RNS von lebenden oder abgestorbenen Erregern stammt, ist
mittels PCR nicht zu beantworten. Bisher konnte C. pneumoniae
mittels PCR in Nasopharyngealabstrichen (HAMMERsCHLAG 1992),
Sputum (Tong 1993) (Kuo 1995), bronchoalveolaren Lavagen (Gavbos
1994) (Maass 1996), Mittelohrfllissigkeiten (BLock 1997), Synovial-
flissigkeit (Braun 1997) und aus Artheromen (ApraLTER 2001) (Rassu
2001) nachgewiesen werden. C. pneumoniae konnte ebenso aus
PBMCs nachgewiesen werden, aber diese Art des Nachweises bedarf
weiterer Evaluation (MaHony 2000, ApraLTer 2001, Smiesa 2002).
Obwohl verschiedene PCR-Verfahren bisher entwickelt und etabliert
wurden ist diese Methode noch kein Routineverfahren in der Diagno-
stik von C. pneumoniae (DoweLL 2001). Fur die vorliegende Arbeit
wurde eine in anderen Untersuchungslaboren validierte Nested-
PCR verwendet (CampeeLL 1992, Braun 1997, Boman 1999, DoweLL
2001).

1.3.3 Kulturnachweis

C. pneumoniae kann in Zellkulturen angezichtet werden (Kuo 1990).
Geeignete Zellinien hierfur sind HEp-2 oder HL-Zellen (Rosuin 1992)
(DoweLL 2001). Der Zellkulturnachweis ist jedoch aufwendig und
storanfallig. Die Bakterien wachsen schlecht und langsam, so dass ein
Nachweis schwer zu flhren ist. Er gilt deswegen als sehr spezifisch bei
geringer Sensitivitat, abhangig von der Routine des Untersuchungs-
labors (Kuo 1995).
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1.4. Beobachtung und Fragestellungen

Unter Berlcksichtigung der Annahme, dass es sich bei C. pneu-
moniae-Infektionen um ambulant erworbene Infektionen handelt, fielen
im Vorfeld dieser Arbeit bei mehreren hospitalisierten und beatmeten
Patienten einer ITS hohe IgA- und IgG-Antikdrpertiter gegenuber C.
pneumoniae auf. Ein gleichzeitiger Anstieg von IgA und IgG gilt als
Zeichen einer Reinfektion mit dem Erreger.

Hieraus ergaben sich folgende Fragestellungen:

Kdnnte es zu einer nosokomial erworbenen C. pneumoniae-Infek-
tion gekommen sein? Eine solche Mdéglichkeit wurde von Rumbak
1993 beschrieben (Rumsak 1993).

Koénnte es bei einer mdglichen Persistenz des Erregers zu einer
Reaktivierung von C. pneumoniae durch das Beatmungstrauma
oder einer schweren Erkrankung gekommen sein?

Entsprechen die nachgewiesenen Antikérper moglicherweise einer
C. pneumoniae-spezifischen Titerpersistenz von IgA-und 1gG-
Antikdérpern?

Liegt den Antikérpernachweisen eine unspezifische falsch positi-
ve Reaktion der verwendeten ELISA-Tests zugrunde?

Sind die erhdéhten Antikdrper im Rahmen der fur C. pneumoniae-
Infektionen typischerweise langen Inkubationszeit zu bewerten?

Hierzu wurden folgende Untersuchungen durchgefihrt:

Zunachst wurde eine retrospektive Analyse der Krankenakten der
Fallgruppe (15 Patienten mit Antikdrpern gegen C. pneumoniage), im
Vergleich zu einer Kontrollgruppe (12 seronegative Patienten)
durchgefihrt.

AnschlieBend wurde in einer prospektiven Untersuchung Seropro-
ben von 100 Patienten auf C. pneumoniae-Antikérper untersucht.
Gleichzeitig wurden BAL-Proben asserviert und diese mittels PCR-
Nachweis auf C. pneumoniae untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialverzeichnis

Technische Geréte
— Vortex, Janke und Kunkel, IKA-Werk, VF 2
(IKA, Staufen im Breisgau)
— Zentrifugen, 5415 C, 5412 (Eppendorf, Hamburg)
— Heizblock, Thermomixer 5436 (Eppendorf)
— Elektrophoresegerat, DNA-Sub Cell, (Biorad, Minchen)
— DNA-Thermal-Cycler-Cetus fur PCR
(Perkin Elmer, Norwalk, Conneticut, USA)

Kleingerate und Materialien
— Pipetten, Eppendorf Reference klein (bis 10 ) (Eppendorf)
— Pipetten, Eppendorf Reference mittel (bis 100 I) (Eppendorf)
— Pipetten, Eppendorf Reference groB (bis 1000 I) (Eppendorf)
— Pipettenspitzen flr PCR, 20E, 100E, 1000E pipet tips, ART,
Molecular Bio Products (San Diego, CA, USA)
— Filme, Polaroid 667, 2x10 Aufnahmen
(Polaroid, Enschede, Niederlande)
— Geltrager und Gelkdmme (Biorad)
— PCR-ReaktionsgefaBe, Safe-Lock Tubes, 0,5 ml (Eppendorf)
— PCR-ReaktionsgefaBe, Safe-Lock Tubes, 2,0 ml (Eppendorf)
— Einmalhandschuhe 100%Nitril, Nitra Tex, mittel
(Ansell, Miinchen)
— Einmalhandschuhe Derma-Clean, Nitra Tex, mittel (Ansell)

Chemikalien
— Agarose-HGT, Kat.-Nr. 32805 / 500 g (Cleveland, Ohio, USA)
— Aqua tridestilata (im Hause hergestellt)
— Mineraldl, Flasche 500 ml, Lot.-Nr.: 44H012615,
(Sigma, St.Louis, Missouri, USA)
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Puffer (Tris/Borsaure/EDTA-Puffer) fir Elektrophorese und Gel
Biorad, Cat.-Nr.: 161-0733, Zusammensetzung: 108 g Trisbase,
55 g Borséure, 40 ml (0,5 Mol, EDTA-Puffer, pH 8) (Biorad)
PBS-Puffer, Biochrom AG, Cat.-Nr.:L/82-10 (Biochrom, Berlin)
Ethanol absolut, (500 ml) 32205, Cat.-Nr.:20920

(Riedel-de Haen, Seelze)

TBE 0,5-fach und Ethidiumbromid, Konzentration 0,5 g
Ethidiumbromid/ml Puffer

Herstellung: 500 ml TBE 0,5-fach 50 | Ethidiumbromid (Ethidi-
umbromide Solution 10 mg/ml, Sigma, St.Louis, Missouri, USA).
Quiagen DNA-Mini-Kit (50), Cat.-Nr.: 51304, Quiagen-Kit
beinhaltet ATL-, AW1-, AW2- und Lysepuffer (Quiagen, Mlinster)
Quiagen DNA-Mini-Kit (250), Cat.-Nr.: 51306, Quiagen-Kit
beinhaltet ATL-, AW1-, AW2- und Lysepuffer (Quiagen)
DNA-Ladder, 100bp DNA-Ladder, 50g, Lot.-Nr.: 1143777
(Invitrogen, Merelbeke, Belgien).

Externe Primer: Produktbeschreibungsnummer 319310,
CHLneuEXTUP (Molbiol Syntheselabor, Berlin)

— Produktbeschreibungsnummer 319311, CHLneuEXTLOW
Interne Primer: Produktbeschreibungsnummer 319312
CHLneuINTUP

— Produktbeschreibungsnummer 319313 CHLneulINTLOW
DNTP-Set 1, ultrapure dNTP-Set. Cat.-Nr.K035-38.1

(Roth, Karlsruhe)

Tag-Polymerase (DNA-Polymerase), 100 U Cat.-Nr.: 0032002.307

(Eppendorf)
Tag-Polymerase (DNA-Polymerase), 500 U Cat.-Nr.: 0032003.419

(Eppendorf)

MgCl,, 50mM (Invitek, Berlin)

NH4-Puffer, 10x-konzentriert (Invitek)

Ladefarbstoff: 30% Glyerin, 70% Farbe: Xylencyanol-Brom-
phenolblau 1:1

Terasaki-Wells (Nunc, Roskilde, Danemark)
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— Medac ELISA-Kit, Katalog-Nr. 430 TMB, IgG-und IgA rELISA
(ELISA 1) (Medac, Wedel)

— Medac ELISA-Kit Katalog-Nr. 490 TMB, IgG-und IgA sELISA
(ELISA 2) (Medac)

2.2 Retrospektiver Untersuchungsteil

2.2.1 Patientenauswahl

15 beatmete Patienten der Intensivstation 006 (Allgemein Medizinische
Intensivstation des Universitatsklinikums Benjamin Franklin), die im
Laufe ihres Aufenthalts durch eine positive C. pneumoniae-Serologie
(ELISA-Index >1,0; Fallgruppe) im Zeitraum zwischen Oktober 1999 bis
Mai 2000 aufgefallen waren, wurden 12 seronegativen beatmeten
Patienten derselben Station aus demselben Zeitraum gegeniberge-
stellt (ELISA-Index <1,0; Kontrollgruppe). Die Antikérper waren mittels
ELISA 1 nachgewiesen worden. Die Serotests wurden als positiv
bewertet, sobald die Titer Uber denjenigen der niedrig positiven
Kontrollseren lagen (entsprechend den Empfehlungen des Herstellers.
In dieser Arbeit wurden zwei ELISA-Kits der Firma Medac® verwendet,
da wahrend der Untersuchungsphase der vorliegenden Arbeit das
Testverfahren in der Routine umgestellt wurde. Die Antigene unter-
schieden sich wie folgt:

— ELISA1 verwendete als Antigen rekombinantes LPS-Antigen

— ELISA 2 verwendete als Antigen ein Protein der &uBeren Bakterien-

membran von C. pneumoniae (MOMP)

2.2.2 Untersuchungsdaten, die fir den Vergleich der beiden
Gruppen herangezogen wurden

Es wurden retrospektiv Daten aus den Krankenakten der stationdren

Aufenthalte der Fallgruppe und der Kontrollgruppe untersucht, um Hin-
weise auf eine C. pneumoniae-Infektion zu finden.
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Tabelle 2: Klinische, mikrobiologische und laborchemische
Untersuchungsdaten

Grund der Aufnahme

Aufnahmediagnose, Grunderkrankungen und
Nebendiagnosen

Vorerkrankungen

h&matologische Grunderkrankung, Neoplasien,
Diabetes mellitus, HIV

Datum der Intubation

Art der Beatmung

Intubation, Spontanatmung mit Tubus,
eventuelles Datum der Extubation

Roéntgen-Thorax (Befund)

interstitielles/lobares Verschattungsmuster,
pulmonale Stauung, Pleuraerguss

Dialyse-Therapie

Ja/nein

Blut, vends (waren mehrere
Werte an einem Tag erhoben,
so wurde der hdchste/niedrigste
Wert ausgewahlt)

Natrium, Kalium, Leukozyten, Thrombozyten,
Hamatokrit, Differential-Blutbild, Transaminasen,
Bilirubin gesamt, Alkalische Phosphatase,
Gerinnungsparameter (Quick/INR und partielle
Thromboplastinzeit), D-Dimere, C-reaktives Protein,
Gesamt-Protein, Albumin, Kreatinin, Harnstoff,
Lactat

Blut, arteriell (Minimal- und
Maximalwert/Tag)

pH, pO, /FiO,, pCO, /FiO,, Standardbicarbonat

Vitalparameter (Minimal- und
Maximalwert/Tag)

Herzfrequenz, systolischer und diastolischer
arterieller Blutdruck. Wurde der arteriellem Blut-
druck nichtinvasiv gemessen, so wurden manuell
gemessenen Blutdruckwerte ersatzweise heran-
gezogen, Wedge-Druck (bei liegendem PAK),
zentraler Venendruck (bei liegendem ZVK),
Temperatur, Atemfrequenz

Erregernachweise

Infektionen/Besiedlung mit gramnegativen Bakterien

i.v.-Medikation
(Art der Medikation)

Antibiotische/antimykotische und
immunsuppressive Therapie, Katchecholamine
(Arterenol, Dopamin)

Anzahl und Art verabreichter
Blutprodukte

Erythrozytenkonzentrate (EK),
Thrombozytenkonzentrate (TK),
Fresh Frozen Plasma (FFP)

vorzeitige Verlegung

Datum, bei stationédrer Verlegung: Erfassen der
betreffenden Station

Entlassung

Datum, Entlassungsgrund
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2.2.3 Auswahl der Daten

Aus diesem Pool von Daten wurden einige, flir eine schwere Infektion
sprechende Parameter, herausgesucht und statistisch analysiert:

— Antimykotika: Wurden die Patienten in der Fallgruppe signifikant
haufiger mit Antimykotika therapiert? Dadurch wurde ein indirekter
Hinweis auf die Schwere der Erkrankung untersucht, da auf der
Station Antimykotika nur bei gesicherten Pilzinfektionen oder
fortgeschrittenen therapieresistenten, septischen Erkrankungen
eingesetzt werden.

— D-Dimere: Wurden in der Fallgruppe signifikant haufiger erhéhte
D-Dimere nachgewiesen? Die Erhéhung von D-Dimeren kann flr
aktive fibrinolytische Prozesse sprechen, die bei schweren Er-
krankungen oft aktiviert sind (z. B. bei disseminierter intravasaler
Koagulopathie im Rahmen einer Sepsis).

— i.v.-Applikation von FFP: Wurden in der Fallgruppe signifikant
haufiger FFP verabreicht? Hier sollte die Méglichkeit der Antikor-
periubertragung durch Fremdplasma untersucht werden.

— Hypoxamie: Hatten in der Fallgruppe Patienten signifikant haufiger
eine Hypoxamie? Der Zusammenhang zwischen der Hypoxamie
(Relation pO, und FiO,) bedingten, traumatischen Schadigung des
Lungenparenchyms und einer damit gleichzeitig einher gehenden
C. pneumoniae-Pneumonie sollte erfasst werden. Die Relation von
FiO,und arteriellem pQ, ist ein MaB fur die Schwere der funktionel-
len Lungenschadigung.

— Hinweise auf gleichzeitige Infektion mit gramnegativen Bakterien:
Wurden bei den Patienten der Fallgruppe signifikant haufiger
gramnegative Bakterien nachgewiesen? Durch dieses Unter-
suchungsmerkmal sollte die Mdglichkeit einer Kreuzreaktion von
Antikdrpern gegen Fremd-LPS mit dem verwendeten Antigen im
ELISA (rekombinantes LPS), d.h. falsch positive ELISA-Ergebnisse
untersucht werden.
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— Leukozytose: Wurde bei Patienten in der Fallgruppe signifikant
haufiger eine Leukozytose nachgewiesen? Eine Leukozytose
spricht flr einen bakteriell bedingten, entziindlichen Prozess
(Differentialblutbilder wurden ebenso fir die Differenzierung
zwischen viral und bakteriell bedingten Entziindungen herange-
zogen).

— Erhéhte Transaminasen: Wurden in der Fallgruppe bei Patienten
signifikant haufiger erhdhte Transaminasen nachgewiesen? Trans-
aminasen erfassen Schadigung von Zellen, die zu einer Freisetzung
von intrazellularen Enzymen fuhrt, hepatozytédre Schéden hétten
somit erkannt werden kénnen.

— i.v.-Applikation von intrazellular wirksamen Antibiotika: Wurden in
der Fallgruppe signifikant haufiger intrazellular wirksamen Antibio-
tika verabreicht? Intrazellular wirksame Antibiotika wurden erfasst,
da C. pneumoniae ein obligat intrazellulares Bakterium ist und eine
Infektion dementsprechend mit intrazellular wirksamen Antibiotika
therapiert werden wurde.

— Azidotische Stoffwechsellage: Wurde bei Patienten in der Fall-
gruppe signifikant haufiger in der arteriellen BGA ein pH unter 7,34
nachgewiesen? Das Vorliegen einer Azidose wurde untersucht, da
diese ebenfalls auf eine schwere Erkrankung hinweisen kann.

Ein Parameter ,,interstitielle Pneumonie® wurde aufgrund der fehlenden
Definierbarkeit nicht untersucht.
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2.3. Prospektiver Untersuchungsteil

2.3.1 Patientenauswahl

Alle von Oktober 2000 bis Juni 2003 auf der medizinischen Intensivsta-
tion aufgenommenen Patienten wurden in die Studie eingeschlossen,
wenn sie die folgenden Kriterien erflllten:

1. Beatmungspflichtigkeit (bei Ateminsuffizienz wurde die Indikation
zur maschinellen Beatmung gestellt)

2. Stationare Behandlung fur mindestens 2 Wochen

3. BAL-Abnahme (im Rahmen der Routineuntersuchungen bei schwe-
ren Erkrankungen musste mindestens eine BAL zu diagnostischen
Zwecken veranlasst worden sein)

4. Serumprobe zum Antikérpernachweis von C. pneumoniae (im
Rahmen der vorliegenden Arbeit musste mindestens eine Serum-
probe zum Nachweis von C. pneumoniae vorliegen)

2.3.2 Untersuchungsmaterial

BAL zum Direktnachweis von C. pneumoniae mittels PCR
Die BAL-Probe wurde im Verhéltnis 1:1 mit DTT gemischt, zentrifugiert
und das Sediment der Probe bei — 70°C eingefroren.

Serum zum Nachweis von C. pneumoniae-Antikérpern

Nach Intubation wurde nach einem definierten Abnahmeschema in-
nerhalb der ersten drei Tage die 1. Serumprobe zum Nachweis von
C. pneumoniae-Antikdrpern gewonnen. Weitere Untersuchungen
erfolgten am 7. und am 14. Tag.

Bei darliber hinaus bestehender Liegezeit erfolgten wéchentlich wei-
tere Untersuchungen auf Antikérper gegen C. pneumoniae, um mog-
liche Titerveranderungen zu dokumentieren.
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2.3.3 Untersuchungsmethoden

2.3.3.1 Kommerzieller ELISA-Testkit fiir den Nachweis von
IgG - bzw. IgA-Antik6érpern gegen C. pneumoniae

Definition

Mit Hilfe eines ELISA lassen sich Antikérper oder Antigene aus dem
Serum von Patienten nachweisen. Die optische Dichte eines Farbum-
schlags im Nachweisverfahren wird mit dem von niedrig positiven
Kontrollserum verglichen. Dieser Farbumschlag wird mit einem Titer
gleichgesetzt. Anhand des Verlaufs der Antikdrpertiter kann dann der
Infektionsverlauf nachvollzogen werden.

Testprinzip

Mit den beiden hier verwendeten ELISA-Verfahren lieBen sich IgA- und

IgG-Antikérper gegen C. pneumoniae nachweisen (Abb. 3, folgende

Seite).

Es wurden fur ELISA 1 und ELISA 2 entsprechend Antigen-beschich-

tete Mikrotiterplatten verwendet, der Test lief in 2 Phasen ab:

— Reaktion 1: gegen das Antigen gerichtete Antikdrper aus dem
Patientenserum binden an das Antigen

— Reaktion 2: Peroxidase-gekoppelte Anti-Human-IgG oder -IgA bin-
den an die entsprechenden Antikdrper

— Mit Hilfe von TMB-Substrat wird ein Farbumschlag erreicht.

Sensitivitat und Spezifitat der Tests

In dieser Arbeit wurden zwei ELISA-Kits der Firma Medac® verwendet,

da wahrend der Untersuchungsphase der vorliegenden Arbeit das

Testverfahren in der Routine umgestellt wurde. Die Antigene unter-

schieden sich wie folgt:

— ELISA1 verwendete als Antigen rekombinantes LPS-Antigen

— ELISA 2 verwendete als Antigen ein Protein der &uBeren Bakterien-
membran von C. pneumoniae (MOMP)
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Testprinzip

Mit C. pneumoniae-spezifischem
Antigen beschichtete Mikrotiter-
titerplatte

Die C. pneumoniae-spezifischen
Antikérper aus dem Patientenserum
binden an das Antigen

Die Peroxidase-gekoppelte Anti-
Human-IgA bindet an die IgA-Anti-
kdrper

|

(P = Peroxidase)

Inkubation mit TMB-Substrat (*).
Stoppen der Reaktion mit
Schwefelséure. Die Auswertung
erfolgt photometrisch

Abb. 3 Testprinzip zur Durchfihrung eines ELISA zum Nachweis von
C. pneumoniae-spezifischen Antikdrpern (nach Handbuch des
Herstellers: Medac ELISA-Kits, Medac, Wedel)
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ELISA1: Der Serotest wurde vom Hersteller als genusspezifisch einge-
stuft. Es wurden keine Sensitivitats-und Spezifitdtsangaben durch den
Hersteller gemacht.

ELISA 2: Spezifitat und Sensitivitat des Serotests wurden laut Angaben
des Herstellers, wie in Tabelle 3 angegeben.

Tabelle 3:
IgA 19G
Sensitivitat 95% (n=74) 99% (n=117)
Spezifitat 93% (n= 86) 95% (n=42)
Mepac 1998

Bestandteile des Testkits

Mikrotiterplatte, beschichtet mit C. pneumoniae-spezifischem
Antigen (rLPS/MOMP) und FKS

Negativkontrolle: humanes Serum, blau gefarbt, enthalt NCBS,
Phenol, ProClin 300 und Gentamycinsulfat (0,75 ml)

Positivkontrolle: humanes Serum, blau geféarbt, enthalt BSA, Phe-
nol, ProClin 300 und Gentamycinsulfat (0,75 ml)

Waschpuffer: PBS/TWEEN, pH 7,2-7,4, enthalt ProClin 300 (0,1 1)

Probenverdinnungspuffer: PBS/TWEEN/NCBS, pH 7,0-7,2, blau
gefarbt, enhalt ProClin 300 (110 ml)

Konjugat: Ziege-Anti-Human-IgG/bzw IgA-Antikérper, HRP-konju-
giert, enthdlt BSA, Phenol, ProClin 300 und Gentamycinsulfat (5 ml)
TMB-Substrat (10 ml)

Stopplésung: 0,5 M Schwefelsaure (H,SO,) (14 ml)

Testbeurteilung (Validitat) des ELISA durch fotometrische
Auswertung

Die fotometrische Auswertung erfolgte bei einer Wellenldnge von
450 nm (Referenzwellenlange 620-650 nm).
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— Die optische Dichte des Leerwertes (Vertiefung A1) wurde von
allen OD-Werten subtrahiert, dabei musste der OD-Wert des
Leerwertes < 0,150 betragen.

— Der OD-Wert der Negativkontrollen musste < 0,100 bei Negativ-
kontrollen, bei Positivkontrollen > 0,800 betragen.

— Der Cut-Off-Mittelwert des niedrig positiven Wertes wurde vom
Hersteller mit + 0,380 angegeben, im Grenzbereich von +/— 10%.

Auswertung der Ergebnisse

Tabelle 4: Quantitative Auswertung

OD der Probe

Cut-Off (niedrig positiver Wert) Bewertung
<09 Negativ
0,9-1,1 Grenzwertig
>1,1 Positiv

Werte im Grenzbereich wurden 14 Tage nach Entnahme im Vergleich
mit der ersten Probe auf Indexbewegungen kontrolliert. Bei Negativ-
ergebnissen wurden vom Hersteller bei klinischem Verdacht erneute
Testungen nach 10-14 Tagen empfohlen.

2.3.3.2 PCR fiir den Direktnachweis von C. pneumoniae

In dieser Arbeit wurde eine validierte Nested-PCR verwendet (CAMPBELL
1992, BrauN 1997, DoweLL 2001) und in unserem Labor etabliert.

Definition

Die PCR ist eine diagnostische Labormethode, mit der kleinste Men-
gen DNA ampilifiziert und anschlieBend detektiert werden kénnen.
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Testprinzip

Far die Amplifikation von DNA ist das Erkennen von Abschnitten eines
Genoms des zu untersuchenden Genmaterials, z. B. von Bakterien,
wichtig. Dies geschieht mit Hilfe von spezifischen Primern, die nur
diesen Genabschnitt lesen. Voraussetzung fir die Amplifikation von
Genabschnitten ist ein fur die Primer entsprechendes chemisches
Milieu und das Vorhandensein von Nukleotiden, die sie mit Hilfe einer
Polymerase zu eben diesem gelesenen Genabschnitt zusammen-
setzen. Die Reaktion besteht aus der vielfachen Wiederholung dieses
Vorgangs, so dass die Ausgangsmenge an DNA exponentiell vermehrt
wird. Die vervielfachte DNA kann als Zielabschnitt in einer elektropho-
retischen Auftrennung als charakteristische Bande sichtbar gemacht
und fotografiert werden.

Schwierigkeiten bei der Durchfihrung der PCR bestehen vor allem
in der Gefahr der Kontamination durch Fremd-DNA, die zu falsch
positiven Ergebnissen flihren kann.

Sensitivitat:

Um die Sensitivitat der in der vorliegenden Arbeit verwendeten PCR
zu ermitteln, war es notwendig, eine Verdiinnungsreihe einer Chlamy-
diensuspension herzustellen, die eine definierte Menge des Erregers
enthielt. Hierzu wurde eine Suspension von C. pneumoniae (Stamm
TW-183, Charge 01.02.2001, Titer 3 x 10° IFUs/ml) in PBS verwendet,
die freundlicherweise von Professor Straube, Klinikum der Friedrich
Schiller Universitat Jena, Institut fir medizinische Mikrobiologie, zur
Verfigung gestellt wurde. 1 ml der Bakteriensuspension enthielten
3 x 1081FU. Eine Verdliinnungsreihe mit der C. pneumoniae-Bakterien-
suspension wurde bis 107 gefiihrt. Der Nachweis von C. pneumoniae-
spezifischer DNA war bis 107 als Bande im Gel sichtbar, so dass von
einer Sensitivitat von ca. 1 Erreger auszugehen war.

Die Sensitivitdtskontrollen wurden vor der Testung der Patientenproben
2 x wiederholt.
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Abb. 4 PCR-Verdinnungsreihe des C. pneumoniae-Stammes

Banden A-J

A: Molekulargewichtsmarker

B-G: systematisch abnehmende Konzentration der DNA im PCR-Ansatz, d. h. die
Verdinnungsstufen (1:10'-1:108) des DNA-Eluates des C. pneumoniae-
Referenzstammes, jeweils Banden sichtbar

H:  Verdinnung des DNA-Eluates des Referenzstammes von C. pneumoniae
(1:107), keine Bande sichtbar,

I: Negativ-Kontrolle (Aqua ad injectabile),

J: interne Positivkontrolle, C. pneumoniae-DNA

Spezifitat:

Eine Spezifitdtskontrolle ist in der PCR die gelelektrophoretische
Auftrennung der amplifizierten DNA, in der der spezifisch amplifizierte
Genabschnitt bis zur Bande wandert, die seiner GréBe entspricht.
Im Fall von C. pneumoniae-spezifischer DNA entspricht dies einem
Nachweis von 399 Basenpaaren. Eine Kontrolle der Spezifitdt mittels
Restriktionsenzymen wurde zuvor von Braun et al. durchgefihrt (Braun
1997).

Die Nested-PCR schlieBt zudem eine Kontrolle der Spezifitat ein.

33



Material und Methoden

Amplifizieren die externen Primer ein Falschprodukt durch zuféllige
Anlagerung an eine falsche, dem Genstlick jedoch dhnliche Matrize, so
kénnen sich die im Nested-PCR-Schritt verwendeten internen Primer
an dieses Falschprodukt nicht anlagern.

DNA-Extraktion:

Zur Aufbereitung der Chlamydiensuspension und der Patientenproben
wurde ein kommerzielles Kit der Firma Quiagen (DNA-Mini-Kit) verwen-
det und der Arbeitsanleitung des Herstellers gefolgt.

Vorbehandlung der Chlamydiensuspension (Positivkontrolle) und

von Patientenmaterialien (BAL)

— 20 wl der Positivkontrolle wurden 1:10 mit Aqua tridest verdinnt
(Gesamtvolumen 200 ul).

— Patientenmaterialien und Positivkontrollen wurden zun&chst bei
9000 U/min (5G) 10 Minuten zentrifugiert, der Uberstand verworfen,
das Pellet fur die Extraktion verwendet.

— Im Anschluss wurde das Pellet mit 50 ul ATL-Puffer resuspendiert.
20 ul wurden hiervon verwendet, fir mindestens 15 Sekunden
gevortext und in die DNA-Extraktion eingesetzt. Der Rest wurde bei
— 70°C eingefroren.

— Zu den 20 wl wurden 175 ul ATL-Puffer und 5 ul DNA-Puffer hin-
zugefligt. Der DNA-Puffer verhinderte eine Anheftung der extra-
hierten DNA an die Wande der Eppendorf-Hitchen und damit
einen Verlust der DNA.

Ablauf der Extraktion mittels Quiagen-Mini-Kit

1. Zum Verdau der Zellen und Freilegung von DNA durch Proteinase
K wurden die Proben mit 20 ul Proteinase K versehen und im An-
schluss fur eine Stunde bei 56°C inkubiert (Maass 1994).

2. Dann erfolgte eine Trennung von DNA und Zelltrimmern Gber einen
DNA-Filter durch Waschgange mit Ethanol und Puffer (AW1 und
AW?2), bei denen die DNA im Filter aufgefangen wurde.
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3. Die gewonnene DNA wurde mittels eines Lysepuffers eluiert. Um
die Konzentration an DNA im Endvolumen zu maximieren, wurde
der Elutionsschritt nach Empfehlung des Herstellers doppelt aus-
geflihrt. Die so gewonnene DNA wurde entweder sofort weiterver-
arbeitet oder bei 4°C im Kiuhlschrank bis zu ihrer Verwendung auf-
bewahrt.

Die Primer

Die Primer wurden von TIB MOLBIOL, Syntheselabor Berlin, syntheti-
siert. Die moglichst glnstigste Primersequenzen wurden der Literatur
entnommen (CampeeLL 1992, Braun 1997). Zielsequenz fir die Primer-
paare war das PST 1 Fragment chromosomaler DNA von C. pneu-
moniae. Das Amplicon war 399 Basenpaare groB.

Externe Primer:

5-Primer: gTTgTTCATgAAggCCTACT, 20'mer
(molare Konzentration: 12,2 uM).

5°-Primer: gCATAACCTACggTgTgTT, 19'mer
(molare Konzentration: 12,2 uM).

Interne Primer:

5-Primer: CTTTgATCAAgAgACAATAgAACQQATA, 28 mer
(molare Konzentration: 12,4 uM).

5-Primer: TTCTAATACCTgTCCAAggTTCATCCTTg, 29°'mer
(molare Konzentration:13,0 uM).

Primer-Stamml6sung

Samtliche Primer wurden durch Zugabe der erforderlichen Menge
Aqua tridestilata auf eine Konzentration von 10 uM eingestellt. Die
Stammlésungen wurden bei —70°C in einem gesonderten Raum aufbe-
wabhrt.
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Gebrauchslésung (1,0 uM)

Vor Gebrauch wurden die Primerstamml&sungen mit der erforderlichen
Menge Aqua tridest. versehen, so dass eine Gebrauchslésung mit
einer Konzentration von 1,0 uM vorlag. Die Konzentration im Endvolu-
men des PCR-Mixes betrug 0,2 uM. In einem 25-ul-Ansatz der PCR
betrug die eingesetzte Primermenge dementsprechend 5 ul.

Die Gebrauchslésungen wurden in Aliquots von 50 ul aufgeteilt und in
einem gesonderten Raum bei — 20°C aufbewahrt.

Die Positivkontrolle

Als Positivkontrolle wurden die Verdinnungsreihen des C. pneu-
moniae-Stammes verwandt. Wahrend der Versuche wurde bei jeder
DNA-Extraktion eine Positivkontrolle mitgefuhrt, die vor den PCR-
Durchlaufen in einer Verdinnungsreihe angelegt wurde. Die Verdln-
nungen von 1 bis 10~ Erreger wurden in jedem PCR-Durchlauf als
Positivkontrolle verwendet.

Nukleotide

Verwendet wurde ein kommerzielles Nukleotidkit. Es enthielt dATP,
dCTP, dGTP, dTTP, jeweils in Konzentrationen von 0,1 uM. Jeweils
100 ul der Nukleotide wurden zusammengegeben und mit 600 ul Aqua
tridest aufgefillt. Nach intensivem Schitteln wurden der Ansatz
(1.000 ul) in EppendorfgeféaBe je 50 (ul) aliquotiert und bis zur Ver-
wendung bei — 20°C gelagert.

Tag-DNA-Polymerase

Die verwendete Tag-DNA-Polymerase war ein Isolat von Escherichia
coli DH1, welches ausgesprochen hitzestabil ist. Diese Polymerase
synthetisiert DNA aus Einzelstrangvorlagen im Beisein eines Primers
und in entsprechendem chemischem Milieu (siehe PCR-Mix) auch bei
hohen Temperaturen. Bestandteile der Gebrauchspackung waren: Tag-
DNA-Polymerase, 10xNH4-Puffer und 50 mM Magnesiumchlorid. Alle
Bestandteile wurden bis zu ihrer Verwendung bei — 20°C aufbewahrt.
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PCR-Mix
Tabelle 5: PCR-Mix
2,5ul 10-fach konzentrierter PCR-Puffer
+1,0ul MgCI2 (2 mM im Endvolumen)
+0,5ul dNTP (0,2 mM im Endvolumen)
+0,2u Tag-Polymerase
+5,0ul Primer (1,0 uM im Endvolumen)
+11,0 ul Aqua tridest.
+ 5,0ul DNA (Template)
252 ul Endvolumen

Ablauf der Nested-PCR

In der ersten Amplifikation wurden die externen Primer, in der zweiten
Amplifikation wurden die internen Primer verwendet. Die geschlos-
senen PCR-ReaktionsgefaBe wurden fur mindestens 5 Sekunden
gevortext und anschlieBend zentrifugiert. Jeder Ansatz wurde mit
einem Tropfen Mineraldl Uberschichtet. Im Thermocycler erfolgte die
erste PCR in 35 Zyklen.

Tabelle 6: Erster PCR-Durchlauf

Denaturierungsvorlauf 4 min, 94°C
(einmalig zu Programmbeginn)

Denaturierung (d. h., Dissoziation der
Doppelstrang-DNA-in Einzelstrang-DNA) 1 min, 94°C

Annealing (d. h., Anlagerung 1 min, 50°C
der Primer an ihre DNA-Matrize)

Elongation 2 min, 70°C

Nach Ablauf dieses Programms wurden die Proben automatisch auf
4°C abgekuhlt; sie konnten nun entweder kurzzeitig gekuhlt gelagert
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werden oder direkt fir den Nested-PCR-Schritt weiter verwendet wer-
den. Fur den Nested-PCR-Ablauf wurden eigens fir diesen Schritt
vorbehaltene Pipetten und gestopfte Pipettenspitzen verwendet, um
Kontaminationen der Gebrauchs- und Stammldsungen bzw. anderer
Proben durch DNA-Aerosole zu vermeiden.

Nested-PCR

Mit der Nested-PCR wird das PCR-Produkt der ersten Amplifikation
wiederum einer PCR unterzogen und somit nochmals die Produkt-
menge exponentiell vergroBert. 5 ul des Amplifikats wurden in die 2.
Amplifikation als Ausgangsprodukt (Template) eingesetzt. Das Template
und der PCR-Mix wurden gevortext und zentrifugiert. Mineral6l wurde
darlUber geschichtet. Der Ansatz durchlief das interne Programm eben-
falls mit 35 Zyklen.

Tabelle 7: Zweiter PCR-Durchlauf

Denaturierungsvorlauf 4 min, 94°C (einmalig zu Programmbeginn)
Denaturierung 1 min, 94 °C
Annealing 1 min, 60 °C
Elongation 2 min, 70 °C

Negativkontrollen

DNA-Amplifikate kdnnen in sehr hohen Konzentrationen vorliegen, so
dass beim Offnen der ReaktionsgeféaBe benachbarte Reaktionsansétze
kontaminiert werden kénnen. Dies ist insbesondere beim Pipettieren
der Nested-PCR zu befiirchten, da es hier notwendig ist, die
ReaktionsgefaBe zu 6ffnen und zu schlieBen. Solche kontaminierten
Proben erscheinen nach dem Nested-PCR-Schritt in der Gelelektro-
phorese als falsch positiv. Um mdgliche Kontaminationen zu erkennen,
wurden bei jeder PCR Negativkontrollen mit angesetzt. Hierbei wurden
anstelle von Proben oder Positivkontrollen Aqua tridest. als Template

38



Material und Methoden

eingesetzt (Volumen 5 ul). Diese Proben durchliefen mit den anderen
Ansatzen den gesamten PCR-Ablauf. Wéare es beim Pipettieren der
Nested-PCR zu Kontaminationen gekommen, so hatten die DNA-
negativen Proben positive Ergebnisse in der Elektrophorese ergeben.

Gelektrophorese

Die Stamml&ésung des zehnfach konzentrierten Puffers (TBE) wurde
durch Zugabe von Aqua tridest. in der erforderlichen Konzentration auf
ein Gesamtvolumen von 1000 ml eingestellt. Die L6sung wurde unter
dem Abzug in einem getrennten Arbeitsraum angesetzt.

Zwei Gramm Agarose wurden zu 50 ml TBE-Gebrauchslésung in einen
Erlenmeyerkolben gegeben; der Erlenmeyerkolben war mit einem
Magnetrihrer beschickt. Auf einer Heizplatte wurde die Lésung zum
Kochen und Aufschdumen gebracht, zwei Minuten weitergekocht und
schlieBlich zum Abkihlen fir finf Minuten von der Heizplatte genom-
men. Dem leicht abgekihlten Gel wurden 50 ml TBE-Gebrauchslésung
Ethidiumbromid hinzugefiigt und die Lédsungen erneut gemischt.
Nach Abkuhlen des Gels auf ca. 50-60°C wurde es in die Geltrager
gegossen. Sofort im Anschluss wurden die Kdmme eingehangt,
wodurch Geltaschen geschaffen wurden, in die spater die Amplifikate
pipettiert wurden. Die Gele waren nach etwa 15-20 Minuten fest, und
die KAmme konnten entfernt werden. Die Gele wurden samt Geltrager
in die Elektrophoresekammer eingehangt, die mit TBE-Gebrauchlésung
gefullt waren.

Der Ladefarbstoff wurde durch Mischen von 30% Glycerin und 70%
Farbe (Xylencyanol-Bromphenolblau 1:1) hergestellt. In die Vertiefun-
gen von Terasaki-Wells wurden je 2 ul Ladefarbstoff vorgelegt. Zum
Ladefarbstoff wurden je 20 ul PCR-Produkt pipettiert mit dem PCR-
Produkt gemischt und die Mischung in eine Geltasche pipettiert.

Das PCR-Amplifikat wandert im Gel bei der Elektrophorese ent-
sprechend seines Gewichtes, also entsprechend der Lange der DNA-
Strange. Nach Abschluss der Elektrophorese sind, im UV-Licht
betrachtet, Banden unterschiedlicher H6he, je nach Wanderstrecke
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des Amplifikats, zu sehen. Die Lange des Amplifikats, der zweiten PCR
betrug 399 Basenpaare (bp). Eine Bande bei 399 bp zeigte das
Vorhandensein von Chlamydien-DNA an. Um die Bande im Gel
entsprechender Lange des Amplifikats zuordnen zu kénnen, wurde ein
DNA-Marker verwendet, welcher alle 100 Basenpaare eine Bande
zeigt. Dieser Molekulargewichtsmarker wurde mit Farbstoff und TBE im
Verhéltnis 1:5:4 gemischt und 20 ul in das erste Loch der Stanzloch-
reihe des Gels pipettiert

Nach dem Beschicken der Geltaschen wurde die Elektrophorese-
kammer geschlossen, und das Geréat lief bei 100 mV, bis eine
Auftrennung des Molekulargeweichtsmarkers und der Amplifikate
stattgefunden hatte.

Unter UV-Licht wurden die Gele dann bei Blende 5,6 und einer Belich-
tungszeit von /2 Sekunde fotografiert.
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2.3.3.3 Etablierung von PCR und Nested-PCR

Vergleich von einfachem und doppeltem PCR-Durchlauf
(Nested-PCR)

Abb. 6 zeigt in der oberen Reihe das PCR-Ergebnis nach erstem PCR-
Durchlauf, in der unteren Reihe das Ergebnis nach zweitem PCR-
Durchlauf.

Abb. 6: Vergleich von einfachem (oben) und doppeltem (unten) PCR-
Durchlauf (Nested-PCR) am Beispiel des C. pneumoniae-Referenz-
stammes.

A: Molekular-gewichtsmarker,

B-H: abnehmende Konzentration der DNA im PCR-Ansatz (1:10'-1:107),

I: Negativ-Kontrolle (Aqua tridest.),

J: interne Positivkontrolle, C. pneumoniae-DNA
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Der Vergleich der Ergebnisse des einfachen und des Ablaufes der
Nested-PCR zeigt eine deutliche Zunahme der Nachweisgrenze durch
die Nested-PCR um drei Dezimalstellen.

2.3.4 Analyse des Aktenmaterials der Patienten mit positiven
Seroantikérpern und positivem Direktnachweis

Um klinische Einflussfaktoren zu finden, wurden die Krankenakten der
sieben Patienten deren Sero- und BAL-Proben positiv waren hinsicht-
lich der Parameter, die zuvor auch retrospektiv untersucht worden
waren, analysiert und die Ergebnisse fir jeden Patientenfall beschrie-
ben (Tabelle 21, siche Anhang).

2.4 Statistik

Flr die statistische Auswertung des retrospektiven Teils der vorliegen-
den Arbeit wurden standardisierte Kreuz-Tabellen erstellt und diese
mittels des X2-Tests ausgewertet. Dabei gilt ein p-Wert von = 0,05 als
statistisch nicht signifikant, ein Wert von < 0,05 ist statistisch signifikant
mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5%.

Dieses Statistikverfahren wurde fir die folgenden Untersuchungs-
merkmale in Bezug auf die Fall- und Kontrollgruppe im untersuchten
Zeitraum angewandt. Es sollte geklart werden, ob es unter der Beriick-
sichtigung der Untersuchungsmerkmale zu signifikant unterschiedli-
chen Verteilungen der Patientenfalle zwischen Fall -und Kontrollgruppe
kommen wirde.

FUr den prospektiven Teil wurde der standard error of proportion
errechnet (VP #=2!). Mit Hilfe des standard errors wurden 95%-Kon-
fidenzintervalle errechnet (Giesecke 1994).
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3 Ergebnisse

3.1 Retrospektiver Untersuchungsteil

Um zu prifen, ob es zu einer C. pneumoniae-assoziierten Infektion bei
intubierten Patienten mit positiven serologischen Antikdrpernachweisen
gegen C. pneumoniae gekommen ist oder der Positivnachweis einer
Titerpersistenz oder einer unspezifischen Reaktion entsprach, wurden
retrospektiv Daten aus den Krankenakten der stationaren Aufenthalte von
27 beatmeten Patienten analysiert. Aus dieser Datenmenge wurden
zunachst die unter 2.2.3. aufgelisteten Untersuchungsmerkmale unter
klinischen Aspekten ausgewahlt. Diese erschienen fir eine C. pneu-
moniae-Infektion Hinweis gebend. Es wurden zwei Patientengruppen
gebildet, eine Fallgruppe mit Patienten mit serologischem Nachweis von
Antikérpern gegen C. pneumoniae und eine Kontrollgruppe mit sero-
negativen Patienten. Die beiden Patientengruppen wurden hinsichtlich der
Untersuchungsmerkmale miteinander statistisch verglichen.

3.1.1 Zusammenfassung der Ergebnisse des retrospektiven Teils

Es wurden standardisierte Kreuz-Tabellen erstellt und mittels des
X2-Tests auf statistische Signifikanz Uberprift (s. Anhang).

Es konnte eine signifikant unterschiedliche Verteilung der Patienten
nur in Bezug auf das Untersuchungsmerkmal ,intrazellular wirksame
Antibiotika“ zwischen Fall- und Kontrollgruppe gefunden werden.
Einer von 15 Patienten innerhalb der Positivgruppe wurde tatsachlich
wegen einer vermuteten C. pneumoniae-Infektion mit Doxycyclin
behandelt. In den anderen Féllen wurde ein intrazellular wirksames
Antibiotikum kalkuliert vor Kenntnis der positiven Serologie verabreicht.
Alle anderen Untersuchungsmerkmale zeigten keine signifikant unter-
schiedliche Verteilung im Vergleich der beiden Gruppen (Tabellen 8-16,
s. Anhang). Die Analyse ergab somit keinen Anhalt daflir, warum sich
die beiden Gruppen hinsichtlich der Serologie unterschieden.

43



Ergebnisse

3.2 Prospektiver Untersuchungsteil

Um die Ursachen der erhdhten serologischen Antikérpernachweise
gegen C. pneumoniae eher erfassen zu kdnnen, wurde im zweiten
Teil der Arbeit eine Patientengruppe mit 92 Patienten prospektiv
untersucht. Von Oktober 2000 bis Juli 2003 wurden alle auf der medi-
zinischen Intensivstation aufgenommenen Patienten erfasst, die be-
atmungspflichtig waren, mindestens zwei Wochen stationar behandelt
wurden, bei denen mindestens eine BAL vorgenommen wurde und von
denen mindestens ein Serum zum Antikérpernachweis von C.
pneumoniae eingesandt worden war. Die Seroproben der Patienten
wurden mittels ELISA untersucht. Die BAL-Proben wurden mittels der
in unserem Labor etablierten und validierten PCR untersucht. AuBer-
dem wurde eine Auswertung des Aktenmaterials der Patienten, deren
PCR in der BAL positiv war, vorgenommen. Hierzu wurden die
Untersuchungsmerkmale, welche im retrospektiven Untersuchungsteil
dieser Arbeit beschrieben wurden, analysiert und die Ergebnisse
beschrieben.
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Abb. 7: Nested-PCR mit negativem Untersuchungsergebnis am
Beispiel von Patientenproben.

Banden A-L

(in oberer und unterer Reihe 2. Amplifikationsdurchgang)

A: Molekulargewichtsmarker,

B-l: Patientenproben, jeweils keine Banden sichtbar

J-L: Positivproben Verdiinnung 1:10%-1:10” von C. pneumoniae-Stamm?*), jeweils
Banden sichtbar
*) C. pneumoniae (Stamm TW-183, Charge 01.02.2001, Titer 3 x 106 IFUs/ml)
in Suspension von PBS, Professor Straube, Klinikum der Friedrich-Schiller-
Universitat Jena, Institut fir medizinische Mikrobiologie, zur Verfligung gestellt.
1ml Bakteriensuspension enthielt 3 x 108 IFU (Inclusion forming units, Ein-
schluBkoérper bildende Einheiten). Die Verdinnungsreihe mit der C. pneumo-
niae-Bakteriensuspension wurde bis 107 geflihrt. Ein Nachweis von C. pneu-
moniae-spezifischer DNA war bis 10 als Bande im Gel sichtbar, so dass von
einer Sensitivitdt von ca. 1 Erreger/ml auszugehen ist.

M:  Negativ-Kontrolle Aqua tridest.

Die in diesem Versuchsansatz getesteten Patientenproben ergaben
negative Ergebnisse.
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Abb. 8: Nested-PCR mit positiven Patientenproben

Banden A-N

A: Molekulargewichtsmarker

B-F: Patientenproben: die Ziffern 1-5 markieren die Ergebnisse der BAL-Analyse
einer Patientin

G-l: weitere Patientenproben anderer Patienten, von denen eine in Position | ein
positives Ergebnis aufweist

J-M: Bande: Positivproben (Ziffern 4-7), Verdiinnung von C. pneumoniae-Stamm
mit einem Erregernachweis von ca. einem Erreger C. pneumoniae (Stamm TW-
183, Charge 01.02.2001, Titer 3 x 108 IFUs/ml), vgl. Abb. 3

N: Bande: Negativ-Kontrolle Aqua tridest.

3.2.1 Ergebnisse der Untersuchung von BAL-Proben

Bei der Untersuchung von 100 BAL-Proben von 92 Patienten konnte
C. pneumoniae-spezifische DNA in 12 Proben von 11 Patienten mittels
Nested-PCR nachgewiesen werden. Um die Richtigkeit des Ergebnis-
ses zu Uberprifen, wurden die in der ersten PCR-Untersuchung
positiv getesteten BAL-Proben erneut getestet. LieBen sich die posi-
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tiven Ergebnisse nicht bestdtigen, so wurden sie ein weiteres Mal
gestestet. Die BAL-Proben, deren Ergebnis auf diese Art und Weise
einmal bestatigt wurden, wurden positiv gewertet. Dadurch wurden
acht Proben von sieben Patienten positiv gewertet (Tabelle 8). Bei drei
Patientenproben konnte das Ergebnis der ersten Analyse nicht besta-
tigt werden. Ein Patient wies zwei positive Proben auf.

Tabelle 8: Ergebnisse der BAL-Analyse der Positivpatienten

Patienten | Alter | Geschlecht 1. Resultat 2. Resultat 3. Resultat
Patient 1 42 Weiblich pos pos n.d.
Patient 2 83 Weiblich pos pos n.d.
Patient 3 29 Weiblich pos pos n.d.
Patient 4 60 Ménnlich pos pos n.d.
Patient 5 72 Mannlich pos neg pos
Patient 6 58 Mannlich pos pos n.d.
Patient 7 79 Weiblich pos pos n.d.

pos = positives Ergebnis der PCR,
neg = negatives Ergebnis der PCR,
n.d. = nicht durchgefuhrt

Waren weitere BAL-Proben bei einem Patienten mit positivem PCR-
Nachweis vorhanden, so wurden diese zur Verlaufskontrolle unter-
sucht. Bei Patient 3 waren noch sieben weitere BAL-Proben vorhan-
den, davon waren die Proben 1-4 positiv, Probe 5 negativ, Probe 6
positiv und Probe 7 erneut negativ. Bei Patient 5 ergab eine weitere
spatere BAL-Probe ein negatives Testergebnis. Die spatere Probe des
Patienten 6 war ebenfalls positiv.
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3.2.2 Korrelation von PCR- zu ELISA -Ergebnissen
Die Tabelle 9 stellt zusammenfassend die PCR-Ergebnisse den Anti-
kérpernachweisen, ermittelt durch ELISA 1 und ELISA 2, gegenulber.

Tabelle 9: Serologie gesamt/PCR

PCR PCR Seroloio.G t
Positiv Negativ erologlie-Gesam
Serologie gesamt
positiv 7 55 62
(ELISA 1 und 2)
Serologie gesamt
negativ 0 30 30
(ELISA 1 und 2)
PCR-Gesamt 7 85 92

Es zeigte sich eine hohe Zahl an C. pneumoniae positiven Antikérpern-
achweisen (67,3%, 95%-iges Konfidenzintervall 66 bis 68%) und ein
nur geringer Anteil von PCR-positiven BAL-Proben (7,6%, 95%-iges
Konfidenzintervall 2,1 bis 13,1%). Bei keinem Patienten ohne
Antikdrpernachweis ergab die PCR aus der BAL-Probe ein positives
Ergebnis.

Die Tabelle 10 stellt die PCR-Ergebnisse den Antikdrpernachweisen,
ermittelt durch ELISA 1 gegenlber.

Tabelle 10: ELISA 1/PCR

PCR PCR Seroloio.G t
Positiv Negativ erologie-Gesam
ELISA 1 ) 0 N
Positiv
ELISA 1 0 ”s N
Negativ
PCR-Gesamt 2 53 55
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32 von 55 Patienten wiesen somit positive Seroergebnisse auf (58%,
95%-iges Konfidenzintervall 44,9 bis 71,5%). Demgegenuber ist der
Anteil positiver PCR-Ergebnisse (3,6%), 95%-iges Konfidenzintervall
von null bis 8,6%) auBerst gering. Zu keinem der Patienten ohne
Antikérpernachweis lagen positive BAL-Proben vor.

Die Tabelle 11 stellt die PCR-Ergebnisse den Antikdrpernachweisen,
ermittelt durch ELISA 2 gegenlber

Tabelle 11: ELISA 2/PCR

PCR PCR Serologie.G t
Positiv Negativ erologlie-Gesam

ELISA 2 5 ’s N
Positiv
ELISA 2

. 0 7 7
negativ

PCR-Gesamt 5 35 a7

Es zeigt sich erneut ein hoher Anteil Seropositiver (81%, 95%-iges
Konfidenzintervall 68 bis 94%) und ein geringer Anteil PCR-positiver
BAL-Proben (3,5%), 95%-ige Konfidenzintervall 2,5 bis 24%). Auch in
dieser Patientengruppe war bei keinem Patienten mit negativem ELISA
die PCR aus BAL-Material positiv.

Es konnte somit gezeigt werden, dass sich ELISA 1 und 2 hinsichtlich

des Anteils seropositiver, PCR negativer Patienten, nicht unterschei-
den.
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3.2.3 Analyse der Krankenakten der Patienten mit Antikérpernach-
weis gegeniiber Chlamydia pneumoniae-spezifischem Anti-
gen und positiver PCR in der BAL-Fliissigkeit

Sieben Patienten hatten Antikérper gegen C. pneumoniae und die PCR
der BAL-Proben ergaben ein positives Ergebnis. Alle sieben Patienten
wiesen im Untersuchungszeitraum eine Azidose und erhdhte Trans-
aminasen auf und wurden mit intrazelluldr wirksamen Antibiotika
therapiert. Bis auf Patient 1 wiesen alle Patienten eine Leukozytose auf
(siehe Tabelle 21).

Patient 1

Bei der 42-jahrigen Patientin wurde im Jahr 2000 eine aplastische
Andmie erstmals diagnostiziert. Sieben Monate spéater wurde die
Diagnose einer akut myeloischen Leuk&mie gestellt. 30 Monate spater
wurde die Patientin stationar auf eine periphere Normalstation zur
Durchfiihrung einer Stammzelltransplantation aufgenommen. In der
Folge erlitt die Patientin eine substitutionspflichtige Trizytopenie mit
neutropenischem Fieber. In Blutkulturen und Urikult wurde Candida
tropicalis nachgewiesen. Es wurde eine antimykotische Therapie mit
Fluconazol durchgefiihrt. Die Ubernahme auf die Intensivstation
erfolgte 2 Wochen nach Aufnahme auf die Normalstation wegen respi-
ratorischer Insuffizienz bei septischem Zustand der Patientin unter
antimykotischer Therapie. Bei zunehmender respiratorischer Insuffizi-
enz musste die Patientin am Folgetag intubiert und beatmet werden.
Nach vier weiteren Tagen zeigte eine Rontgenaufnahme der Thorax-
organe eine interstitielle Zeichnungsvermehrung beidseits. Wahrend
des Beobachtungszeitraums kam es zu einer CMV-Reaktivierung.
Die Chlamydien-Serologie ergab bei der Patientin nach Verlegung auf
die Intensivstation einen hoch positiven IgA- und positiven IgG-Index.
Sowohl IgA- als auch IgG-Index fielen im Zeitraum von 2 Wochen leicht
ab. Der Chlamydien-DNA-Nachweis erfolgte am Tag der Intubation,
einen Tag nach Ubernahme von der Normalstation. 3 Tage nach Ver-
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Abb. 9 (Patient 1)

legung auf die Intensivstation erhielt die Patientin Ciprofloxacin. Der
Verlauf der Antikorper und die positive PCR bei Verlegung auf die ITS
sprechen fur eine ambulant erworbene Pneumonie durch C. pneu-
moniae.

Patient 2

Die 83-jahrige Patientin wurde zun&chst auf der interdisziplindren Inten-
sivstation (IOP) im CBF behandelt. Der Grund der Aufnahme auf die
IOP war die Notwendigkeit der postoperativen Versorgung bei Zustand
nach Hartmann-Operation und Transversostomaanlage im Rahmen
einer Kolonperforation. Die Patientin entwickelte im Laufe der Langzeit-
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Abb. 10 (Patient 2)

beatmung eine Pneumonie mit multiresistenten Bakterien (MRSA,
Pseudomonas aeruginosa) und Sprosspilzen. Ein 3 Wochen nach Auf-
nahme auf die IOP erfolgtes Réntgenbild der Thoraxorgane stellt beid-
seits Pleuraerglsse dar. Bei radiologisch scharfer Abgrenzung bestand
rechtsseitig der Verdacht auf einen abgekapselten Prozess.

2 Wochen spater wird die Patientin auf die innere Intensivstation (ITS)
verlegt. Die Chlamydien-Serologie ergab bei der Patientin bei Verle-
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gung auf die ITS einen positiven IgA- und IgG-Index. Im Verlauf von 2
Monaten stieg der IgA-Index deutlich an, der IgG-Index stieg ebenfalls
an, aber im Vergleich zum IgA-Index weniger. Der einzige erfolgte
Nachweis von DNA aus der BAL war drei Wochen nach Ubernahme auf
die ITS positiv.

Die Patientin erhielt initial bei Ubernahme Ciprofloxacin und eine
Woche spéter Erythromycin nach Kenntnis der positiven Chlamydien-
Serologie und des radiologischen Verdachts auf eine interstitielle Pneu-
monie. Des weitereren erhielt sie einen Tag spater 2 FFP. Zusatzlich
erhielt sie im Verlauf ihres Aufenthaltes Tazobactam/Ceftazidim und
Fluconazol. Der Verlauf der Antikdrper und die spét positive PCR spre-
chen in diesem Fall nicht eindeutig fir eine ambulant erworbene
Pneumonie. IgA-Anstieg und gleichzeitiger 1gG-Anstieg und das
positive PCR-Ergebnis 3 Wochen nach Aufnahme auf die ITS wéren
auch mit einer nosokomial erworbenen Pneumonie zu vereinbaren.
Eine weitere mdgliche Erklarung fir den Anstieg der Seroantikérper
ware der gleichzeitige Nachweis eines gramnegativen Stédbchens als
Infektionserreger im Bronchialmaterial (P. aeruginosa) und der damit
mdglicherweise einhergehenden Kreuzreaktion des ELISA mit dem LPS
der Zellwand des gramnegativen Bakteriums.

Patient 3

Die 29-jahrige Patientin wurde zur Disoprivan/Thiopental-Narkose auf
die Intensivstation von der Neurologie/CBF tbernommen. 2 Wochen
zuvor befand sie sich fir 5 Tage in stationarer Behandlung in der
Psychiatrie/Eschenallee wegen psychischer Stérungen mit ausge-
pragtem Wahn von wo sie im Verlauf wegen des Verdachts auf eine
Virusenzephalitis auf die Neurologie/CBF verlegt wurde. Eine am
Aufnahmetag (ITS) durchgefiihrte Bronchoskopie zeigte das Bild einer
ausgepragten Tracheobronchitis, links betont. Es lag eine weiBlich zéhe
Hypersekretion vor, die mit einer Aspirationspneumonie vereinbar war.
Spater lieB sich kein Sekretverhalt mehr nachweisen. Eine 3 Tage nach
Aufnahme auf die ITS erfolgte Rontgenaufnahme der Thoraxorgane
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Aufnahme (ITS):  26. 02.
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Abb. 11 (Patient 3)

zeigte keine Infiltrate oder Zeichnungsvermehrungen im Sinne einer
Pneumonie. In der mikrobiologischen Untersuchung der broncho-
alveolaren Lavage auf Erreger und Resistenz zeigte sich kein Nachweis
eines Erregers mit signifikanter Keimzahl.

Die Chlamydien-Serologie der Patientin ergab bei Aufnahme auf die ITS
einen positiven IgG-Index bei negativem IgA-Index. Die PCR war nach
Aufnahme auf die ITS positiv und nach 2 Wochen wiederholt positiv
(Proben 2-6).

Die DNA-Nachweise 5 und 7 waren negativ. Die Patientin erhielt 11
Tage nach Aufnahme auf die ITS Ciprofloxacin zeitlich vor Anstieg der
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Antikdrper im ELISA und nach positivem DNA-Nachweis. Der Verlauf
der Antikdrper und der positive DNA-Nachweis bei Ubernahme auf die
ITS sprechen fir eine ambulant erworbene Pneumonie.

Patient 4

Der 61-jahrige Patient wurde zun&dchst wegen eines Erysipels am
linken Unterschenkel und eines Harnweginfektes auf einer peripheren
Station behandelt. Nach 2 Wochen wurde der Patient wegen Ver-
schlechterung des Allgemeinzustands bei dekompensierter Nieren
und Herzinsuffizienz zunachst auf die interdisziplindre operative In-
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Anforderung BAL:  26. 02.

Abb. 12 (Patient 4)
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tensivstation (IOP) des CBF Ubernommen und am selben Tag wegen
zunehmender respiratorischer Insuffizienz intubiert. In den Réntgen-
bildern der Thoraxorgane nach Aufnahme lieB sich kein Anhalt flr eine
entzindliche Veranderung der Lungen finden.

Die Chlamydien-Serologie ergab bei dem Patienten bei Aufnahme auf
die IOP einen positiven IgA- und IgG-Index, beide Indices blieben
innerhalb von 6 Wochen konstant. Finf Tage nach Aufnahme auf die
IOP wird der Patient auf die allgemeinmedizinische Intensivstation (ITS)
verlegt. Der DNA-Nachweis ist fiinf Tage nach Aufnahme bei Uber-
nahme auf die ITS positiv.

Der Patient erhielt initial bei Aufnahme auf die IOP Ciprofloxacin vor
Kenntnis der positiven Chlamydien-Serologie. Der Verlauf der Antikor-
per und der positive Direktnachweis bei Aufnahme auf die ITS sprechen
far eine ambulant erworbene Pneumonie.

Patient 5

Der 72-jahrige Patient wurde wegen hochfieberhafter eitriger Broncho-
pneumonie von einer peripheren Station Gbernommen, wo er seit einer
Woche behandelt worden war und wegen zunehmender respira-
torischer Insuffizienz am Tag der Verlegung intubiert. Eine am selben
Tag erfolgte Bronchoskopie wies eitriges Sekret nach. Die mikrobio-
logische Aufarbeitung der BAL zeigte polymorphkernige Leukozyten;
es wurde Wachstum von Candida krusei, Candida tropicalis und
Enterococcus faecium mit relevanter Keimzahl nachgewiesen. Ein
Roéntgenbild der Thoraxorgane 3 Tage nach Aufnahme zeigte eine
streifige Zeichnungsvermehrung im linken Unterfeld.

Bei Aufnahme wurden Antikdrper gegen C. pneumoniae nachgewie-
sen, sowohl der IgA-, als auch der IgG-Index waren bei Aufnahme
positiv. Der erste DNA-Nachweis war bei Aufnahme positiv, der
zweite nach 18 Tagen erneut positiv, der dritte einen Monat nach
Aufnahme des Patienten negativ.

3 Tage nach Aufnahme auf die ITS erhielt der Patient zusétzlich
Erythromycin nach Kenntnis der positiven Chlamydien-Serologie. Der
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Aufnahme (ITS): 10. 02.
Intubation: 10. 02.
Anforderung BAL: 10. 02., 28. 02., 11. 083.

Abb. 13 (Patient 5)

Verlauf der Antikérper und die positiven PCR-Befunde bei Aufnahme
sprechen flr eine ambulant erworbene Pneumonie mit C. pneumoniae.

Patient 6

Der 58-jahrige Patient wurde bei bekannter chronisch obstruktiver
Lungenerkrankung aufgrund einer Infektexazerbation (Temperaturan-
stieg auf 39,4°C rektal und laborchemisch nachgewiesene erhéhte
Infektparameter) auf die ITS aufgenommen und am selben Tag auf-
grund zunehmender respiratorischer Insuffizienz bei Sekretverhalt
intubiert. Ein Réntgenbild der Thoraxorgane vom selben Tag zeigte ein
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Abb. 14 (Patient 6)

basales Infiltrat rechts sowie einen Emphysemaspekt. In einer Bron-
choskopie vom ersten Tag nach Aufnahme zeigte sich das Bild einer
erheblich geschwollenen Schleimhaut und ubiquitar reichlich zdhes
putrides Sekret. Die mikrobiologische Aufarbeitung der BAL-Probe
ergab geringes Wachstum von Candida albicans, sowie Wachstum von
Enterokokken und Stenotrophomonas maltophilia mit relevanter Keim-
zahl.

Eine Woche nach Aufnahme auf die ITS erhielt der Patient 2 FFP.

Die Chlamydien-Serologie ergab bei dem Patienten bei Aufnahme
einen positiven IgA- und IgG-Index. Ein DNA-Nachweis am Tag der
Intubation war positiv, ein weiterer drei Tage nach Intubation. Der
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Patient erhielt initial Erythromycin vor Kenntnis der positiven Serologie.
Der Verlauf der Antikérper und der positive Direktnachweis bei Auf-
nahme sprechen flir eine ambulant erworbene Pneumonie

Patient 7

Die 79-jahrige Patientin wurde wegen eines pulmonalen Inhalations-
traumas durch Rauchgas mit Kohlenmonoxydintoxikation aufgenom-
men und war am vor Aufnahme auf die ITS wegen respiratorischer
Insuffizienz bereits vom Notarzt intubiert worden. In der Vorgeschich-
te war eine chronisch obstruktive Bronchitis bekannt. In einer nach
Aufnahme erfolgten Bronchoskopie zeigte sich keine Sekretver-
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Abb. 15 (Patient 7)
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mehrung, aber beidseits zéhes glasiges Sekret und reichlich Ruf3 in den
Oberlappen. Réntgenbilder der Thoraxorgane zeigten wahrend des
stationdren Aufenthalts kein Infiltrat.

Die Chlamydien-Serologie der Patientin ergab kurz nach Aufnahme
einen positiven IgA-Index bei grenzwertig positivem 1gG-Index. Die
PCR war in einer BAL-Probe vier Tage nach Aufnahme positiv.
Am 08.10. 2001 erhielt die Patientin Ciprofloxacin nach Kenntnis der
positiven Chlamydien-Serologie.

Der Verlauf der Antikérper und der positive Direktnachweis bei Auf-
nahme sprechen flir eine ambulant erworbene Pneumonie.
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4 Diskussion

Da Pneumonien eine hohe Inzidenz und Letalitat besitzen, besteht der
Wunsch nach einer schnellen Diagnostik, um rasch und gezielt
therapieren zu kénnen. Dies ist auch hinsichtlich des finanziellen
Aspekts nach der Einfihrung von Diagnose Related Groups (DRG) und
dem Wunsch nach kirzeren Liegezeiten wahrend stationarer Auf-
enthalte erwiinscht. Seit der Erstbeschreibung im Jahre 1986 (GraysToN
1986) wird C. pneumoniae als wichtiger Erreger von ambulant erwor-
benen Pneumonien wahrgenommen. Ob C. pneumoniae-assozierte
Pneumonien auch nosokomial erworben wurden, ist unklar.

Der vorliegenden Arbeit liegt folgende Beobachtung zugrunde. Bei der
Suche nach einem Infektfokus waren bei Patienten der Intensivstation
der Charité, Standort Benjamin Franklin auch Antikérpernachweise
gegen C. pneumoniae bei beatmeten Patienten erhoben worden, und
dabei waren bei mehreren Patienten hohe IgA- und IgG-Antikorpertiter
gegen C. pneumoniae nachgewiesen worden. Ziel der vorliegenden
Arbeit war es nun zu untersuchen, ob die erhéhten Antikdrper-
nachweise Ausdruck einer Reaktivierung einer latenten Infektion mit
C. pneumoniae durch das Beatmungstrauma sein kénnten oder ob es
zu einer nosokomial erworbenen C. pneumoniae-Infektion gekommen
war oder ob andere Grlinde, z. B. eine zu geringe Spezifitat der sero-
logischen Testverfahren zu den positiven Antikérpernachweisen gefihrt
haben.

Dazu wurden eine retrospektive und anschlieBend eine prospektive
Untersuchung durchgefihrt.

Im retrospektiven Untersuchungsteil wurden Daten aus den Kran-
kenakten von zwei Patientengruppen (Fallgruppe: ,Patienten mit
Antikdrpern gegen C. pneumoniae® und Kontrollgruppe: ,,seronegative
Patienten“) gesammelt. Es wurden unterschiedliche fir eine C. pneu-
moniae-assoziierte Infektion sprechende Parameter ermittelt und diese
statistisch miteinander verglichen. Das Ergebnis der Analyse zeigte
keinen signifikanten Unterschied fir 9 von 10 Parametern. Ein signifi-
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kanter Unterschied bestand nur hinsichtlich des Parameters ,, Therapie
mit intrazellular wirksamen Antibiotika“. Dabei zeigte sich, dass bei der
Mehrzahl der Patienten diese Therapie kalkuliert vor Kenntnis der
positiven C. pneumoniae-Serologie begonnen wurde. Nur einer von
15 Patienten innerhalb der Positivgruppe wurde tatséchlich wegen des
Nachweises von Antikdrpern gegeniber C. pneumoniae mit Doxycyclin
behandelt. Alle anderen Patienten wurden kalkuliert breit antibiotisch
aufgrund einer schweren Erkrankung behandelt. In diesen Féllen
deckte das Spektrum der antibiotischen Therapie eine mdgliche
gleichzeitig bestehende C. pneumoniae-Infektion mit ab. Dieses Er-
gebnis lasst folgende Interpretationen zu:

1. Die gewéhlten Parameter waren fir eine Analyse zur Unterschei-
dung zwischen Fall- und Kontrollgruppe nicht geeignet. Somit wére
eine Aussage, ob eine schwere Erkrankung eine Reaktivierung
einer C. pneumoniae-Infektion bedingen kdnnte, nicht zu treffen
oder

2. das serologische Testverfahren hat eine unzureichende Spezifitat,
oder

3. die erhdhten Antikdrper waren Folge einer ambulant erworbenen
C. pneumoniae-Infektion mit sich spat entwickelnden Antikdrpern
oder einer Titerpersistenz der C. pneumoniae-spezifischen Antikor-
per, oder

4. die erhéhten Antikérpernachweise waren Ausdruck einer Reaktivie-
rung der C. pneumoniae-spezifischen Antikérperreaktion, aber
ohne Einfluss auf die ausgewéhlten Parameter.

Um dies zu prifen, wurde im zweiten Teil der Arbeit eine Patienten-
gruppe mit 92 Patienten prospektiv untersucht. Es wurde hierzu eine
validierte PCR (CampeeLL 1992) etabliert. Positive Patientenproben
wurden durch erneute Testung bestatigt; im negativen Fall wurde die
Probe ein weiteres Mal untersucht. Die Proben, deren positives Er-
gebnis durch diese Vorgehensweise mindestens einmal bestatigt
werden konnten, wurden positiv gewertet. Es wurde von den in die
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Studie eingeschlossenen Patienten mindestens eine BAL-Probe, sowie
zwei Serumproben auf C. pneumoniae-spezifische Antikdrper unter-
sucht.

Bei 62 von 92 Patienten konnte positive Antikdrper nachgewiesen
werden. Nur bei sieben der 62 antikdérperpositiven Patienten war
die PCR positiv. Dies entspricht einem Anteil von 11,3%. Keine BAL-
Probe von seronegativen Patienten war in der PCR positiv. DTT, eine
Substanz, die in der Aufbereitung der BAL-Proben verwendet wurde,
kann zur Inhibition im Amplifikationsprozess der PCR fuhren (Maass
1994). Dies wurde vor Analyse der Patientenproben zur Erklarung der
vielen negativen PCR-Ergebnisse ausgeschlossen.

Fir die 7 Patienten mit positivem PCR-Ergebnis wurden klinische
Patientendaten (Réntgen-Thorax-Befunde wahrend des stationaren
Aufenthalts, Aufnahmegrund, Anamnese, vorherige stationdre Auf-
enthalte, gleichzeitige/der stationdren Aufnahme vorausgehende
Infektionen) zur Beurteilung der Verldaufe herangezogen, die bereits im
retrospektiven Untersuchungsteil der vorliegenden Arbeit untersucht
wurden.

Aufgrund des Verlaufs der Antikdrper (konstant positiver IgA- und IgG-
Antikérpernachweis bei fehlendem IgA-Anstieg) und aufgrund eines bei
Aufnahme auf die Intensivstation positiven Direkthachweises (PCR)
kann bei Patient 1 am ehesten eine vor dem stationaren Aufenthalt
abgelaufene Infektion mit C. pneumoniae mit tragem Titerverlauf
vermutet werden.

Der Verlauf der Antikdrper und die 3 Wochen nach stationarer Auf-
nahme positive PCR sprechen bei Patient 2 nicht eindeutig fur die
Diagnose einer ambulant erworbenen Pneumonie. Es konnte ein
IgA-Anstieg und ein gleichzeitig tragerer IgG-Anstieg nachgewiesen
werden. Leider wurde keine weitere BAL-Probe, v.a. unmittelbar nach
Aufnahme auf die Intensiveinheit genommen. Urspringlich aufge-
nommen wegen einer Kolonperforation, entwickelte die Patientin
wéhrend des stationdren Aufenthaltes eine interstitielle Pneumonie.
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Dies ware ebenso mit einer nosokomialen C. pneumoniae-assoziierten
Infektion zu verbinden.

Eine Erklarungsmaoglichkeit fur die erhéhten Antikdrper ware der gleich-
zeitige Nachweis eines gramnegativen Stabchens als Infektionserreger
im Bronchialmaterial (P. aeruginosa) und der damit méglicherweise
einhergehenden Kreuzreaktion des ELISA mit dem LPS der Zellwand
des gramnegativen Bakteriums.

Da der verwendete ELISA das MOMP-Antigen erkennt, ist eine Kreuz-
reaktion aufgrund einer gleichzeitig stattfindenden Infektion mit einem
gramnegativen Erreger als Erklarung flr den Anstieg der Antikdrper
eher unwahrscheinlich.

Die Méglichkeit einer nosokomialen Infektion oder einer Reaktivierung
l&sst sich somit nicht ausschlieBen.

Die Ergebnisse flr Patient 3 sprechen fiir eine ambulant erworbene
Infektion mit C. pneumoniae, da eine frisch erworbene Infektion ohne
positiven IgA-Nachweis wenig wahrscheinlich ist. Der initial am Tag der
Aufnahme erfolgte Direktnachweis ist positiv. Weitere Direktnachweise
sind nach zwei Wochen wiederholt positiv, ein Monat nach erster
Untersuchung aber negativ. Eine mdégliche Erklarung fur diesen Verlauf
ist, dass die Proben 1-4 zunachst positiv waren, das Verfahren dann
an die Nachweisgrenze stie3 (1 Erreger/ml) und im Folgenden schwach
positiv und dann negativ war.

Bei Aufnahme von Patient 4 bestand ein bereits positiver IgA-Anti-
kérpernachweis und schwach positiver IgG-Antikdrpernachweis gegen
C. pneumoniae, was daflr spricht, dass der Patient wahrscheinlich eine
ambulant erworbene Infektion mit C. pneumoniae durchgemacht hat.
Diese Annahme wird durch den positiven Direktnachweis finf Tage
nach Aufnahme bestarkt.

Patient 5 wurde wegen einer hochfieberhaften eitrigen Broncho-
pneumonie eine Woche nach Aufnahme auf eine periphere Station auf
die Intensivstation bei respiratorischer Insuffizienz tbernommen. Es
konnte S. pneumoniae im Trachealsekret nachgewiesen werden,
der Rontgen-Thorax zeigte das Bild einer lobdr betonten Pneumonie.
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IgA-Antikdrper gegen C. pneumoniae waren nach Aufnahme auf die
Intensivstation bereits hoch positiv, IgG-Antikbrper waren niedrig
positiv. Der Direktnachweis von C. pneumoniae war bei Aufnahme auf
die Intensivstation und nach 2 Wochen positiv, ein weiterer Direktnach-
weis war nach 3 Wochen unter Therapie mit Erythromycin negativ.
Der Verlauf spricht fir eine ambulant erworbene Mischinfektion mit C.
pneumoniae und S. pneumoniae. Die Arbeit von Kaupinnen (KAUPPINEN
1995) zeigt, dass solche Mischinfektionen nicht unwahrscheinlich sind.
In dieser finnischen Arbeit wurde bei 125 hospitalisierten Patienten
mittels mikrobieller Nachweise (Blutkulturen, Sputumkultur oder Se-
rumproben) bei 88% ein Erreger nachgewiesen. Bei 21% der Falle
wurde S. pneumoniae und bei 19% C. pneumoniae nachgewiesen.
Infektionen mit beiden Erregern waren bei 16% der Patienten nach-
weisbar.

Die diagnostischen Parameter legen fir Patient 6 am ehesten eine
ambulant erworbene Infektion mit C. pneumoniae nahe. IgA-Antikdrper
gegen C. pneumoniae waren bereits bei Aufnahme auf die ITS nach-
weisbar, lgG-Antikérper waren ebenfalls niedrig positiv und ein am Tag
nach Aufnahme erfolgte Direktnachweis war positiv, der durch einen
weiteren Direktnachweis drei Tage spater bestatigt wurde. Die In-
fektion kénnte in Zusammenhang mit der COPD des Patienten stehen,
ein solcher Zusammenhang wird von mehreren Autoren beschrieben
(HanN 1991, Beary 1991, Emre 1995, Hann 2000).

Der bereits bei Aufnahme positive IgA-Index bei grenzwertig positivem
IgG-Index, sowie der DNA-Nachweis 4 Tage nach Aufnahme weist bei
Patient 7 auf eine ambulant erworbene Infektion mit C. pneumoniae
hin, da fur diese Entwicklung der IgA-Antikérper der stationdre Auf-
enthalt zu kurz (< 2 Wochen) war.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass bei den prospektiv
erfassten Patienten bis auf bei Patient 2 die klinischen Verldufe und
die beurteilten Parameter nicht fir eine durch C. pneumoniae verur-
sachte nosokomiale Pneumonie sprachen.
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Die Antikdrpernachweise (positive Antikdrpertiter bereits bei Aufnahme,
Titerverlauf wahrend des Krankenhausaufenthaltes) und der Zeitpunkt
der Direktnachweise (positiver Direktnachweis am Tag oder wenige
Tage nach Aufnahme in das Krankenhaus) sprechen gegen nosoko-
miale C. pneumoniae-Infektion, sondern eher fir ambulant erworbene
Infektionen mit dem Erreger. Bei Patient 2 lieB sich eine nosokomiale
Pneumonie nicht ausschlieBen.

Anders als bei S. pneumoniae, H. influenzae oder M. pneumoniae hat
die Infektion mit C. pneumoniae eine lange Inkubationszeit und per-
sistiert im Korper, bevor die Infektion symptomatisch wird (MoRDHORST
1994, Kistimoto 1994). Eine bereits ambulant erworbene Pneumonie mit
C. pneumoniae kénnte somit im Krankenhaus zum Ausbruch gekom-
men sein; auch bei Patienten deren Aufnahmegrund keine Pneumonie
war.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein deutlicher Unterschied im
Vergleich Seropositiver (n=62) und BAL-Proben mit positivem Anti-
gennachweis (n=7) gezeigt.

Die Antikdrperkinetik bei dieser Erkrankung scheint mit einer langen
Persistenz der Antikorper sehr trdge zu sein. Patnode et al. (PATNODE
1990) wiesen IgG-Antikdérper noch 3 Jahre nach durchgemachter
C. pneumoniae-Infektion nach. Die Halbwertszeit von IgG betréagt
Wochen bis Monate. Dem gegenUber ist die Halbwertszeit von IgA
mit 5-7 Tagen deutlich kirzer. Aus diesem Grund wurde in der Ver-
gangenheit der Nachweis von hohen IgA-Titern als ein besseres
Nachweisverfahren zur Diagnostik von chronisch C. pneumoniae-
assoziierte Infektionen diskutiert. Bisher existiert aber kein validiertes
serologisches Verfahren zum Nachweis persistierender oder chroni-
scher C. pneumoniae-assoziierter Infektionen (DoweLL 2001).

Der deutlich héhere Anteil ,,Seropositiver” im Vergleich zu der niedrigen
Anzahl von Patienten mit positivem BAL-Befund spricht fir eine un-
zureichende Spezifitdt der in dieser Arbeit verwendeten ELISA. Im Falle
des rELISA gibt es verschiedene Studien, die die Sensitivitdt und
Spezifitdt des Tests unterschiedlich bewerten.
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Von einer Arbeitsgruppe wurde der in der vorliegenden Arbeit ver-
wendete rELISA als die sensitivste Methode zum Antikérpernachweis
gegen C. pneumoniae im Vergleich mit einem MIF, der als Goldstandard
in der C. pneumoniae-Diagnostik gilt, beschrieben (VErkooyen 1997,
VERkOOYEN 1998). Verkooyen et al. (1997) zeigten anhand von 271 Se-
rum-Patientenproben bei Patienten mit COPD sieben positive MIF-
Befunde. Funf dieser MIF-Befunde konnten durch den rELISA besta-
tigt werden, 11 weitere waren allein rELISA positiv und konnten mittels
MIF nicht bestétigt werden. Persson et al. (Persson 2000) verglichen
den rELISA mit einem MIF und erhielten vergleichbare Sensitivitats und
Spezifitat (261 Serumproben, rELISA gegentiber MIF Sensitivitat: 89%,
Spezifitat: 95%).

Im Gegensatz hierzu zeigten andere Autoren diskrepante Daten bezlig-
lich der Sensitivitat und Spezifitdt von ELISA-Verfahren zum Nachweis
einer Infektion durch C. pneumoniae (Gavpos 1994, Kutun 1997,
ScHuMACHER 2001, HErmANN 2002).

Eine Hauptursache fir die unterschiedliche Datenlage bezlglich der
Spezifitat des in dieser Arbeit verwendeten rELISA ist die Verwendung
von rekombinantem LPS, da LPS ebenso bei anderen gramnegativen
Bakterien nachweislich ist und somit zu Kreuzreaktionen fiihren kann.
Ossewarde et al. (Ossewarpe 2000) zeigten, dass zwei verschiedene
ELISA (nach Entfernung des LPS vom chlamydialen Antigen des
Serotests) im Vergleich mit einem MIF gut korellierten. ELISA-Ergebnis-
se konnten von MIF in 11 von 12 Fallen bestéatigt werden. Insgesamt
wurden 14 gepaarte Serumproben getestet. Die Autoren bewerteten
den von ihnen entwickelten ELISA als sensitive und spezifische
Methode zum Nachweis von C. pneumoniae im Vergleich zum MIF.
Eine Evaluation des Medac IgA- und IgG-rELISA wurde von Kutlin et
al. (Kutun 1997) durchgefuhrt. Dabei wurden serologische (ELISA)-
Ergebnisse von Probanden (95 Kinder und 62 Erwachsene) mit
Zellkulturnachweisen von C. pneumoniae derselben Probanden ver-
glichen. Die Sensitivitat des IgA-ELISA gegentber dem C. pneumoniae
hochspezifischen Kulturnachweis bei den Kindern betrug 18,4%, die

67



Diskussion

Spezifitat 91,2%, im IgG-Antikdrpernachweis respektive 31,6% und
68,4%. Bei Erwachsenen betrug die Sensitivitat von IgA-Antikérper-
nachweis im Vergleich mit dem Zellkulturnachweis 33,3%, von IgG
66,7%, die Spezifitat von IgA-Antikérpernachweis 49,1%, von IgG-
Antikdrpernachweis 43,1%. Ausschlaggebend flr die geringe Spezifitat
des Serotests gegentiber dem Zellkulturnachweis ist nach Meinung der
Autoren die mangelnde Differenzierungsmaoglichkeit des Serotests
gegeniuber anderen Chlamydienspezies, wie z. B. C. trachomatis und
C. psittaci, der Serotest wurde folglich als genus- und nicht spezies-
spezifisch eingestuft. Dies ist nach Meinung der Autoren vor allem
durch die Kreuzreaktivitat von LPS im ELISA-Verfahren bedingt. Auch
in der vorliegenden Arbeit konnten nur sieben von 62 Patienten mit
positivem Antikérpernachweis durch den PCR-Direktnachweis be-
statigt werden.

Dies kénnte Ausdruck einer tragen Antikdrperkinetik von C. pneu-
moniae-spezifischen IgA- und IgG-Antikérpern sein. Mdglicherweise
ist die hohe Anzahl an Seropositiven aber auch durch mangelnde
Spezifitédt des Serotests bedingt.

Anknupfend an diese kontroverse Beurteilung der Sensitivitdt und
Spezifitdt des rELISA wurden zehn fir C. pneumoniae spezies-
spezifische Tests und der genusspezifische rELISA (ELISA 1) miteinan-
der verglichen (Herman 2002). Von den zehn speziesspezifischen
waren sieben unterschiedliche, kommerziell zu erwerbende Sero-
logie-Testkits fir den Nachweis von C. pneumoniae. Diese Kits
unterschieden sich voneinander durch die Verwendung verschiedener
Antigene. Untersucht wurden Serumproben 80 gesunder Freiwilliger
mit einem Durchschnittsalter von 30 Jahren. Die ELISA wurden mit vier
verschiedenen MIF verglichen, die untereinander ebenfalls verglichen
wurden. Wegen der diskrepanten Ergebnisse im Vergleich der vier MIF
wurde als interner Standard zur Bestatigung der ELISA eine Uber-
einstimmung von mindestens drei der verwendeten vier MIF gewertet.
Die Ubereinstimmung der ELISA mit dem internen Standard reichte von
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78-99%, die Ubereinstimmung der MIF untereinander reichte von
83-99%. Die Studie zeigte, dass nicht alle ELISA niedrige IgG-Titer
erfassten und nicht spezifisch und sensitiv genug waren, um fir die
Diagnose einer Infektion mit C. pneumoniae herangezogen zu werden.
Die Spezifitat des rELISA gegentber dem internen Standard lag nur
bei 88%, die Sensitivitat bei 42% (Herman 2002). Dageben wiesen
andere ELISA héhere Sensitivitat und Spezifitat als der rELISA auf. Die
Autoren diskutieren die Mdéglichkeit, dass der rELISA falsch positiv
aufgrund von Kreuzreaktivitdt von LPS mit anderen Chlamydien-Spe-
zies oder durch Infektionen mit anderen gramnegativen Bakterien
ausfallen kénnte. Dies lasst sich in der vorliegenden Arbeit ebenfalls
nicht ausschlieBen, aber Hinweise daflr lieBen sich nicht finden. Eben-
so wird die Méglichkeit des falsch-positiven Ergebnisses, bedingt
durch die Kreuzraktivitat mit Antikérpern gegen Parvovirus B19 oder
Mycoplasma pneumoniae, diskutiert (HErman 2002). Die Kreuzreak-
tivitat in der Diagnostik von Parvovirus und M. pneumoniae mit C.
pneumoniae wurde zuvor von Persson gezeigt (Persson 2000). Die
Kreuzreaktivitat mit Parvovirus B19 konnte bei fehlendem Antikdrper-
nachweis in der vorliegenden Arbeit nicht ausgeschlossen werden. Die
Pravalenz spezifischer IgG- und IgM- Antikdrper gegen B19 nimmt
ahnlich wie bei C. pneumoniae ab dem Kindesalter deutlich zu, so dass
es wahrscheinlich ist, dass die Patienten zu groBen Teilen Antikérper
gegen Parvovirus B19 nach durchgemachter Infektion aufwiesen. Die
Patienten wiesen im untersuchten Zeitraum keine klinischen Zeichen
einer akuten B19-Infektion auf. Laborchemisch serologische Hinweise
(Antikdrpernachweis) fur eine gleichzeitige Infektion mit M. pneumoniae
fanden sich nicht.

Der in dieser Arbeit verwendete ELISA 2 verwendet al.s Antigen MOMP.
Es gibt Studien, die darauf hindeuten, dass ELISA-Verfahren, die
MOMP nutzen, spezifischer in der Detektion einer C. pneumoniae-
Infektion sind als ELISA-Verfahren, in denen LPS verwendet wird.
Numazaki et al. (Numazaki 1996) fanden eine bessere Korrelation im
Vergleich zu den vorherigen Autoren von MOMP-ELISA mit MIF bei der
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Untersuchung von 342 Serumproben von Kindern aus Japan. So
wiesen 39,5% der Kinder einen positiven IgG-Antikérpernachweis im
ELISA und 36,5% einen positiven MIF-Nachweis auf. IgA-Antikérpern-
achweis waren im ELISA bei 37,7% positivund im MIF-Test bei 34,2%
Kindern positiv.

Somit kénnte in der Zukunft mittels molekularbiologischer Methoden,
wie der PCR, ein schnellerer, sensitiverer und spezifischerer Nachweis
von C. pneumoniae als mit den Methoden ELISA, MIF oder Kultur
erfolgen. Noch unterscheiden sich verschiedene in-house-Verfahren
aber hinsichtlich Sensitivitdt und Spezifitdt voneinander, so dass
keine ausreichende Standardisierung fur ein Verfahren vorhanden ist
(DoweLL 2001).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu beantworten, ob die erhéhten
Antikdrpernachweise bei intubierten Patienten Ausdruck einer Reak-
tivierung von C. pneumoniae durch ein schweres Trauma waren oder
ob es zu einer nosokomial erworbenen C. pneumoniae-Infektion ge-
kommen war. Mit Ausnahme von Patient 2, bei dem eine nosokomiale
Pneumonie nicht auszuschlieBen war, lieBen sich keine Hinweise
dafir finden, so dass die untersuchten Patienten mit positivem
Antikérper- und positivem Direktnachweis wahrscheinlich eine am-
bulant erworbene C. pneumoniae-Infektion mit trdgem Titerverlauf
durchgemacht haben.
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5 Anhang

Patienten aus dem retrospektiven Teil der vorliegenden Arbeit

Tabelle 12: Untersuchungsmerkmal: Azidose

Azidose ja Azidose nein Gesamt
Positiver ELISA 6 9 15
negativer ELISA 8 4 12
Gesamt 14 13 27
p-Wert: 0,161

Tabelle 13: Untersuchungsmerkmal i.v.-Applikation von Antimykotika

Antimykotika ja | Antimykotika nein Gesamt
Positiver ELISA 7 8 15
negativer ELISA 7 5 12
Gesamt 14 13 27
p-Wert. 0,415

Tabelle 14: Untersuchungsmerkmal: erhéhte D-Dimere
Hier lagen nur von 22 Patienten Daten vor, bei funf Patienten fand im
Beobachtungszeitraum keine Bestimmung der D-Dimere statt.

D-Dimere erhéht |D-Dimere erniedrigt Gesamt
positiver ELISA 3 10 13
negativer ELISA 2 7 9
Gesamt 5 17 22
p-Wert: 0,684
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Tabelle 15: Untersuchungsmerkmal: i.v.-Applikation von FFP

FFP ja FFP nein Gesamt
positiver ELISA 10 5 15
negativer ELISA 6 6 12
Gesamt 16 11 27
p-Wert: 0,315

Tabelle 16: Untersuchungsmerkmal: Hinweise auf gleichzeitige Infek-
tion mit gramnegativen Bakterien

Infektion gram-

Infektion gram-

negative Erreger | negative Erreger Gesamt
ja nein
positiver ELISA 10 5 15
negativer ELISA 6 6 12
Gesamt 16 11 27
p-Wert: 0,315

Tabelle 17: Untersuchungsmerkmal: Vorhandensein einer Hypoxie

Hypoxie ja Hypoxie nein Gesamt
positiver ELISA 2 13 15
negativer ELISA 0 12 12
Gesamt 2 25 27
p-Wert: 0,299
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Tabelle 18: Untersuchungsmerkmal: i.v.-Applikation von intrazellular
wirksamen Antibiotika

Intrazellular Intrazellular
wirksame wirksame Gesamt
Antibiotikatherapie | Antibiotikatherapie
ja nein
positiver ELISA 13 2 15
negativer ELISA 6 6 12
Gesamt 19 8 27

p-Wert: 0,049

Die beiden Patientengruppen unterscheiden sich signifikant hin-
sichtlich des Merkmals ,intrazelluldr wirksame Antibiotikatherapie®.
Die antibiotische Therapie erfolgte jedoch in allen Fallen, bis auf eine
Ausnahme blind, ohne vorherige Kenntnis der positiven Chlamydien-
Serologie.

Tabelle 19: Untersuchungsmerkmal: Vorhandensein einer Leuko-

zytose
Leukozytose ja | Leukozytose nein Gesamt
positiver ELISA 11 4 15
negativer ELISA 9 3 12
Gesamt 20 7 27
p-Wert: 0,636
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Tabelle 20: Untersuchungsmerkmal: erh6hte Transaminasen

GOT/GPT ja GOT/GPT nein Gesamt
positiver ELISA 4 11 15
negativer ELISA 3 9 12
Gesamt 7 20 27
p-Wert: 0,636

Patienten mit positiver Chlamydienserologie aus dem prospek-

tiven Teil der vorliegenden Arbeit

Tabelle 21: Zusammenfassung von Untersuchungsmerkmalen

Patient | Azidose| Anti- |D-Dimere| FFP| Gram | Hypoxdmie| Antibiotika | Leukozytose| Trans-
mykotika negative |intrazellulér aminasen

1 + + n.d. - - + + - +

2 + + n.d. + + + + + +

3 + - + - - + + + +

4 + - n.d. - - + + + +

5 + + n.d. - - + + + +

6 + - n.d. + + + + + +

7 + - n.d. - - + + + +

+ = positiv, — = negativ, n.d.= nicht durchgefihrt
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6 Zusammenfassung

Ambulante und nosokomiale Pneumonien weisen eine hohe Inzidenz
und Letalitat auf. Klinisch unterscheidet man interstitielle und
Lobarpneumonien. Ein wichtiger Erreger interstitieller Pneumonien ist
Chlamydophila pneumoniae. Etwa 10% aller ambulant erworbenen
Pneumonien werden durch ihn verursacht; er ist jedoch kein typischer
Erreger nosokomialer Pneumonien. Daher waren hochpositive IgA- und
IgG-Antikérpernachweise im ELISA gegentber C. pneumoniae bei
beatmeten Patienten einer Intensivstation auffallig. Diese Antikorper-
konstellation kdnnte fir eine Reinfektion oder auch ein erneutes
Auftreten einer subklinischen, latenten Infektion mit diesem Erreger
sprechen. Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu untersuchen, ob
erhéhte Antikérpernachweise gegen C. pneumoniae bei hospitali-
sierten Patienten |) Ausdruck einer nosokomialen Infektion sind, ob sie
Il) einer Reaktivierung einer latenten Infektion durch das Beatmungs-
trauma und/oder einer schweren Grunderkrankung oder lll) einer
Titerpersistenz nach durchgemachter Erkrankung entsprechen, oder
ob V) unspezifische, falsch positive Antikérpernachweise zugrunde
liegen.

Zunachst wurden in einer retrospektiven Fall-Kontrollstudie klinische
Daten und ausgewéhlte Laborparameter einer Patientengruppe mit
Antikérpernachweis (n = 15) einer Kontrollgruppe von Intensivpatienten
ohne serologische Auffalligkeiten (n = 12) gegenlbergestellt. Beide
Patientengruppen unterschieden sich jedoch nicht hinsichtlich der
gewahlten Parameter.

AnschlieBend wurden prospektiv 92 Patienten auf Antikdrper gegen C.
pneumonae sowie hinsichtlich eines Direktnachweises C. pneumoniae-
spezifischer DNA mittels Nested PCR in durch bronchoalveolare
Lavage gewonnenen Proben untersucht. Insgesamt waren die Proben
von 30 Patienten (32,6%) sowohl hinsichtlich eines Antikérpernach-
weises als auch in der PCR negativ. 62 Patienten (67,4%) wiesen
Antikdérper gegen C. pneumoniae im ELISA auf, jedoch fir nur sieben
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dieser 62 Patienten (11,3%) ergab auch der Direktnachweis ein
positives Ergebnis. FlUr diese sieben Patienten wurden daraufhin
klinische, mikrobiologische und klinisch-chemische Laborparameter
ausgewertet. Diese sprachen bei sechs Patienten gegen eine nosoko-
miale C. pneumoniae-Infektionen sondern fir ambulant erworbene
Infektionen mit Titerpersistenz. Auffallig war, dass in einem Fall eine
nosokomiale Pneumonie nicht ausgeschlossen werden konnte. Hin-
weise flr eine Reaktivierung des Erregers durch das Intubationstrauma
oder eine schwere Erkrankung lieBen sich nicht finden. Die Diskrepanz
zwischen der relativ hohen Anzahl positiver Antikbrpernachweise und
einer deutlich niedrigeren Anzahl positiver Direktnachweise deutet auf
eine unzureichende Spezifitdt des verwendeten ELISAs als serologi-
schem Untersuchungsverfahren hin.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die mikrobiologische
Diagnostik von C. pneumoniae durch Antikérpernachweise mittels
ELISA bei Patienten mit nosokomialer Pneumonie nur bedingt aus-
sagekréaftig ist. Der Einsatz molekularbiologischer Verfahren wie der
in der vorliegenden Arbeit verwendeten PCR konnte hier deutliche
Vorteile hinsichtlich der Spezifitdt und damit des positiven pradiktiven
Wertes erbringen. Mittels dieser Verfahren wéare es auch mdéglich, an
einem groBeren Patientenkollektiv zu untersuchen, inwieweit nosoko-
miale C. pneumoniae-Infektionen vorkommen.
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8 Lebenslauf

Der Lebenslauf kann aus datenschutzrechtlichen Grinden
nicht veroffentlicht werden.
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