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Kurzbeschreibung

1. Zusammenfassung

1.1. Kurzbeschreibung

In  verschiedenen Bereichen der medizinischen Mikrobiologie erweisen sich die
konventionellen, kulturbasierten Verfahren zur Diagnostik von Mikroorganismen
insbesondere bei schwer anziichtbaren Erregern oder antimikrobieller Vorbehandlung des
Patienten als zeitaufwandig und oft erfolglos. Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)
ist eine molekularbiologische, kulturunabhangige Methode, die die direkte Visualisierung und
Identifizierung von Mikroorganismen im Gewebe ermdglicht. Ziel dieser Arbeit war die
Entwicklung und Evaluation der FISH fiir die mikrobiologische Diagnostik bei septischen
Krankheitsbildern (Kapitel 1.3) sowie die Visualisierung von Mikroorganismen in Geweben
in situ (Kapitel 1.4).

1.) Septische Krankheitsbilder: In dieser Arbeit wurde die FISH zur mikrobiologischen

Diagnostik der Sepsis und infektiésen Endokarditis (IE) entwickelt und angewendet.

Im Bereich der Sepsisdiagnostik wurde eine FISH-Sondenkombination zur Identifizierung
Gram-positiver Kokken entwickelt und auf 428 Blutkulturproben angewendet. Mit hoher
Sensitivitat und Spezifitat gelang innerhalb von 3 Stunden die Erregeridentifizierung.

Bei IE ist die mikrobiologische Diagnose und Therapie durch den hohen Anteil Blutkultur-
negativer Félle problematisch. In dieser Arbeit wurden in 26 von 54 Herzklappenproben
durch FISH Mikroorganismen nachgewiesen. Darunter waren 5 kulturnegative Falle mit
teilweise schwer anziichtbaren Erregern wie T. whipplei oder B. quintana.

2.) Visualisierung von Mikroorganismen in situ: Die direkte Visualisierung von

Mikroorganismen in situ in Gewebsschnitten erfolgte in resezierten Herzklappen sowie in
Darmbiopsien bei humaner intestinaler Spirochatose (HIS).

In Herzklappen von Patienten mit IE gelang durch FISH die Differenzierung zwischen
Kontamination und pathogenen Mikroorganismen sowie die Visualisierung komplexer
bakterieller Biofilmstrukturen im Gewebe.

HIS wird durch Spirochéten des Genus Brachyspira hervorgerufen und kann zu chronischen
gastrointestinalen Beschwerden fiihren. Da die Kultivierung von Brachyspira spezielle
Néhrboéden und Inkubationszeiten von 2-6 Wochen erfordert, wird die Diagnose haufig nicht
gestellt. In dieser Arbeit wurde eine Brachyspira-genusspezifische FISH-Sonde entwickelt,
und es gelang eine detaillierte Darstellung und ldentifizierung der Brachyspira spp. in

Darmbiopsien von 5 Patienten.



Kurzbeschreibung

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die FISH als ergdnzende Methode in der
mikrobiologischen Diagnostik insbesondere bei IE und HIS geeignet ist. In prospektiven
klinischen Studien muss nun uberpruft werden, inwieweit dadurch das Management dieser
Krankheitsbilder verbessert werden kann. Die FISH als Verbindung zwischen
histopathologischen und molekularbiologischen Techniken kdnnte auch in weiteren Bereichen

der medizinischen Mikrobiologie vorteilhaft sein.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind publiziert in:

1. Gescher DM, Kovacevic D, Schmiedel D et al. Fluorescence in situ hybridisation
(FISH) accelerates identification of Gram-positive cocci in positive blood cultures. Int
J Antimicrob Agents 2008; S32: S51 — 59

2. Mallmann C, Siemoneit S, Schmiedel D et al. Fluorescence in situ hybridization to
improve the diagnosis of endocarditis: a pilot study. Clin Microbiol Infect 2010; 16:
767 773

3. Gescher DM, Mallmann C, Kovacevic D et al. A view on Bartonella quintana
endocarditis — confirming the molecular diagnosis by fluorescence in situ
hybridization. Diagn Microbiol Infect Dis 2008; 60: 99 — 103

4. Schmiedel D, Epple HJ, Loddenkemper C et al. Rapid and accurate Diagnosis of
Human Intestinal Spirochetosis by Fluorescence In Situ Hybridization. J Clin
Microbiol 2009; 47: 1393 — 1401
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1.2. Einleitung

Der Nachweis, die Identifizierung und die Resistenztestung von Mikroorganismen sind die
Kernaufgaben der medizinischen Mikrobiologie. Eine der d&ltesten Methoden der
diagnostischen Bakteriologie zur orientierenden Einteilung moglicher Erreger ist die direkte
Mikroskopie in Kombination mit verschiedenen Farbungen. Die genaue Identifizierung
erfolgt heute in der Regel durch phéanotypische Charakterisierung der biochemischen
Eigenschaften nach Anzucht und Isolierung der Mikroorganismen. Die Verwendung
automatisierter Systeme ermdglicht ein hohes MaR der Standardisierung und neben der
Identifikation auch die Resistenztestung.
Allerdings haben diese kulturbasierten Verfahren u. U. verschiedene Nachteile. Noch nicht
kultivierbare Mikroorganismen oder Erreger mit komplexen Wachstumsanforderungen
konnen nicht oder nur schwer identifiziert werden. Insbesondere nach antibiotischer
Vorbehandlung bleiben einige klinische Materialien kulturnegativ [Moyad 2008, Syed 2007].
Aulerdem ist der diagnostische Ablauf mit einer Dauer von mind. 24, oft jedoch 48 Stunden
oder mehr sehr zeitintensiv [Weile 2009]. Des Weiteren fehlt insbesondere bei Gewebeproben
der histologische Zusammenhang, sodass eine Differenzierung zwischen pathogenen Erregern
und moglichen Kontaminationen schwierig ist.
Durch die Entwicklung immunologischer und molekularbiologischer Techniken stehen
inzwischen mehrere kulturunabhéngige WVerfahren zur Verfligung. Insbesondere die
molekularbiologischen Methoden, die eine genotypische Charakterisierung der Erreger mit
hoher Sensitivitat und Spezifitat ermdglichen, werden zunehmend angewandt [Rappuoli 2004,
Muldrew 2009]. Eine Technik, die den molekularbiologischen und mikroskopischen Ansatz
kombiniert, ist die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) [Amann 2001, Wagner 2003].
Es handelt sich um ein kulturunabhé&ngiges Verfahren, welches eine direkte Visualisierung
und Identifizierung von Mikroorganismen in ihrem histologischen Kontext erméglicht. Dabei
binden fluoreszenzmarkierte Oligonukleotid-Sonden an die 16S rRNA der Mikroorganismen,
die so genus- oder speziesspezifisch zur Darstellung gebracht werden. Die 16S rRNA wird als
Zielmolekil der Hybridisierung gewahlt, da es sich um einen phylogenetischen Marker mit
konservierten Regionen handelt, der in hoher Kopienanzahl pro Zelle vorliegt [Ludwig 1994].
Die FISH wird insbesondere in den Gebieten der mikrobiellen Okologie, Biotechnologie und
Genetik eingesetzt [Pernthaler 2007, Wienberg 2005]. Im Bereich der medizinischen
Mikrobiologie kommt die FISH bisher vor allem experimentell zur Anwendung [Moter 2000],
wird aber zunehmend flr den klinischen Einsatz bei speziellen Fragestellungen evaluiert
3
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[Forrest 2007]. Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Evaluation der FISH zur Diagnostik und
Erregeridentifizierung bei ausgewahlten Krankheitsbildern: bei Sepsis, infektitser

Endokarditis und bei humaner intestinaler Spirochatose.

1.3. Evaluation der FISH zur Diagnostik bei septischen Krankheitsbildern

1.3.1. ldentifizierung von Gram-positiven Kokken aus positiven Blutkulturen
durch FISH

Die Sepsis ist ein haufiges intensivmedizinisches Krankheitsbild mit einer Mortalitat von 30 —
50%, das ein umgehendes diagnostisches und therapeutisches Handeln erfordert
[Dombrovskiy 2007]. Die Zeitspanne bis zur Verabreichung einer adaquaten antimikrobiellen
Therapie ist dabei ein entscheidender prognostischer Faktor [Brindley 2006, Kumar 2006]. So
konnte gezeigt werden, dass eine initial ineffektive antibiotische Behandlung mit einer
funffach erhohten Mortalitat einhergeht [Kumar 2009]. Der mikrobiologische Goldstandard in
der Sepsis-Diagnostik besteht aktuell in der Anzucht von Mikroorganismen in
Blutkulturflaschen, die anschlieRend nach Subkultur biochemisch identifiziert und
hinsichtlich ihrer antimikrobiellen Empfindlichkeit getestet werden. Dieser diagnostische
Ablauf ist mit einer Dauer von 24 — 48h nach dem Nachweis von Wachstum in der
Blutkulturflasche sehr zeitaufwéndig [Klouche 2008]. Daher werden aktuell verschiedene
kulturunabhéngige Methoden evaluiert, die zur Identifikation von Mikroorganismen direkt
aus positiven Blutkulturflaschen ohne vorhergehende Subkultur zur Anwendung kommen
konnten. Zu diesen Techniken zahlt neben verschiedenen, auf Nukleinsaure-Amplifikation
basierenden Verfahren und der direkten biochemischen Identifizierung aus positiven
Blutkulturflaschen auch die FISH. Diese wurde bereits erfolgreich zum raschen Nachweis von
Mikroorganismen in positiven Blutkulturen angewendet [Kempf 2000, Oliveira 2003, Kempf
2005, Shepard 2008]. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die FISH-Sondenkombination zur
Identifikation der haufigsten und Klinisch relevanten Gram-positiven Kokken als
Sepsiserreger zu erweitern und im Vergleich zur klinischen Routinediagnostik auf Proben aus

positiven Blutkulturen anzuwenden.

Entwicklung einer FISH-Sondenauswahl zur Sepsisdiagnostik
Material aus 428 Blutkulturflaschen, in denen nach aerober oder anaerober Bebritung Gram-

positive Kokken nachgewiesen wurden, wurde verblindet einerseits mit FISH und andererseits

4
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durch Subkultur und anschlielende konventionelle biochemische ldentifikationsverfahren
untersucht. Zur Vervollstandigung der zur Verfugung stehenden FISH-Sondenauswahl
wurden 3 neue Sonden entwickelt: STREP2, spezifisch fur die S. mitis — Gruppe und S.
pneumoniae, ENCO, spezifisch fur Enterokokken auRer E. faecalis, und GRANU, spezifisch
fur die Granulicatella-Gruppe. Fur detaillierte Informationen zu Material und Methoden siehe
Gescher et al. [2008a].

Erregeridentifizierung in 422 von 428 Blutkulturen durch FISH

Durch die Erweiterung der bereits publizierten Sondenauswahl um die Sonden STREPZ2,
ENCO und GRANU konnte ein diagnostischer Algorithmus mit standardisiertem Ablauf zur
Identifizierung der haufigsten Gram-positiven Bakterien in Blutkulturflaschen entworfen
werden. In 334 Féllen wurden Staphylokokken nachgewiesen, von denen 73 als S. aureus
identifiziert wurden. In den Gbrigen Proben wurden in 49 Fallen Enterokokken, in 25 Fallen
Streptokokken und in 2 Féallen Granulicatella spp. nachgewiesen. In der Gruppe der
Enterokokken konnte in 37 Proben E. faecalis und in 10 Proben E. faecium / durans
identifiziert  werden. Im  Vergleich zu  konventionellen  mikrobiologischen
Identifikationsverfahren bzw. in diskrepanten Fallen zur Sequenzierung der 16S rDNA ergab
sich damit eine Sensitivitat von 98,7%, eine Spezifitdt von 99,0%, ein positiver préadiktiver
Wert von 98,8% und ein negativer pradiktiver Wert von 98,9%.

Fur 16 Proben lag eine Diskrepanz zwischen den Ergebnissen der FISH und den Resultaten
der konventionellen diagnostischen Methoden vor. Die Sequenzierung der 16S rDNA wurde
als Goldstandard zur Identifikation der Mikroorganismen definiert und bestétigte in 10 Féllen
das Ergebnis der FISH. Fir 6 Proben (1,4% aller untersuchten Proben) erwies sich das
Resultat der FISH als falsch.

Diskussion der Ergebnisse

Mit dieser Studie liegt erstmals eine umfassende FISH-Sondenkombination zur
Identifizierung der wichtigsten Gram-positiven Kokken als Sepsiserreger vor. Die
Mikroorganismen aus 422 von 428 Blutkulturen wurden korrekt durch FISH identifiziert. Die
Sensitivitdt und Spezifitdt ist mit 98,7% und 99,0% hoher als bei konventionellen
kulturbasierten Methoden (Goldstandard bei diskrepanten Fallen: Sequenzierung). Der
positive und negative pradiktive Wert (98,8% und 98,9%) sind mit den Ergebnissen anderer

Studien zur Evaluation der FISH in der Sepsisdiagnostik vergleichbar [Oliveira 2002,
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Gonzalez 2004]. Mit einem Zeitaufwand von ca. 3 Stunden kann die Diagnostik um bis zu 48
Stunden beschleunigt werden.

Es existieren bereits verschiedene kommerziell erhéltliche FISH-Assays, die allerdings auf
Peptidnukleinsdure-Sonden (PNA-Sonden) basieren [Hensley 2009, Peleg 2009, Gherna
2009]. In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass die Verwendung von PNA-
FISH-Sonden zur raschen Erregerdifferenzierung aus positiven Blutkulturen mit einer
Reduktion von Mortalitdt und Therapiekosten einhergehen kann [Alexander 2006, Ly 2008,
Forrest 2008]. Im Vergleich zu anderen Verfahren zur Identifizierung von Mikroorganismen
aus positiven Blutkulturen geht die Verwendung einer PNA-FISH jedoch mit relativ hohen
Kosten einher [Hermsen 2008]. Die in der vorliegenden Studie angewandte Methode auf der
Basis von Oligonukleotid-FISH-Sonden ist im Vergleich zu PNA-Sonden kostengunstig. Eine
prospektive klinische Studie unter Verwendung von Oligonukleotid-FISH-Sonden liegt
aktuell allerdings nicht vor.

Im Vergleich zu PCR-basierten Verfahren [Gaibani 2009] und zur MALDI-TOF (matrix-
assisted laser desorption ionisation time-of-flight) Massenspektrometrie [La Scola 2009] ist
das Spektrum der Erreger, die durch FISH identifiziert werden kdnnen, deutlich
eingeschrankt. Zudem ist durch FISH nur eine ldentifizierung von Mikroorganismen maoglich.
Eine Resistenztestung erfordert weiterhin die Anzucht der Erreger, welche jedoch in
Kombination mit einer direkten Identifizierung aus positiven Blutkulturen in automatisierten
Systemen zurzeit evaluiert wird [Chen 2008, Lupetti 2009]. Dieser Aspekt gewinnt
zunehmend an Bedeutung, da insbesondere multiresistente Keime, VRE oder MRSA als
Sepsiserreger oft initial inadaquat behandelt werden [Ammerlaan 2009]. Im Bereich der FISH
werden aktuell Sondenkombinationen entwickelt, die eine Aussage Uber die antimikrobielle
Empfindlichkeit des Erregers erlauben, z. B. zur ldentifizierung von VRE [Kilic 2005] und
VISA [Fosheim 2007]. Studien zur klinischen Anwendung dieser Sonden stehen allerdings

noch aus.

1.3.2. FISH zur mikrobiologischen Diagnostik der infektiosen Endokarditis

Die infektitse Endokarditis (IE) beschreibt ein lebensbedrohliches Krankheitsbild durch einen
infektiésen Streuherd im Bereich der Herzklappen [McDonald 2009]. Die Diagnosestellung
ist oft schwierig und basiert daher auf einer Kombination klinischer, echokardiographischer,
mikrobiologischer und immunologischer Befunde, die als modifizierte Duke-Kriterien

zusammengefasst werden [Li 2000]. Die mikrobiologischen Verfahren beruhen auf dem
6
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Nachweis von Mikroorganismen in Blutkulturen oder in der Kultur resezierter Herzklappen.
In 5 - 30% der Félle gelingt jedoch der mikrobiologische Erregernachweis nicht, was auf eine
antibiotische Vorbehandlung oder auf schwer anziichtbare Erreger wie z. B. Bartonella spp.,
Coxiella spp. oder Erreger der HACEK-Gruppe zurlickzufiihren ist [Naber 2007, Brouqui
2001]. Kulturnegative Verldufe einer IE sind mit einer schlechteren Prognose und einer
hoheren postoperativen Komplikationsrate verbunden [Murashita 2004] und stellen daher ein
diagnostisches und therapeutisches Problem dar.

Aktuell werden verschiedene kulturunabhangige Techniken zur Verbesserung der
mikrobiologischen  Diagnostik der IE entwickelt und analysiert, insbesondere
molekularbiologische [Fenollar 2007] und serologische Methoden [Raoult 2005]. Die FISH
hat sich durch die Kombination molekularbiologischer und histologischer Techniken in
Einzelfallen bereits als sinnvolle Erganzung zur Diagnose der IE erwiesen [Gescher 2008b].
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die FISH erstmals als diagnostisches Verfahren der IE an

54 resezierten Herzklappen zu evaluieren und mit konventionellen Methoden zu vergleichen.

Entwicklung der FISH zur IE-Diagnostik

Es wurden Herzklappen von 54 Patienten, die sich bei Verdacht einer IE einem
kardiochirurgischen Herzklappenersatz unterzogen, verblindet mit FISH und konventionellen
diagnostischen Methoden analysiert. Flr die FISH wurde die Sondenauswahl verwendet, die
zum Nachweis von Gram-positiven Kokken in Blutkulturen evaluiert wurde [Gescher 2008a].
Zusétzlich wurde die Sonde RE-WHIP3 [von Herbay 1996] zur spezifischen Darstellung von
T. whipplei entworfen und optimiert [Mallmann 2009] und die Sonde BAQU zur
Visualisierung von B. quintana angewendet [Gescher 2008b]. Fur detaillierte Informationen
zu Material und Methoden siehe Mallmann et al. [2009].

Erregeridentifizierung in 26 von 54 IE-Fallen, darunter 5 kulturnegative Falle

Von den 54 untersuchten Herzklappen waren in 26 Féllen Mikroorganismen im Gewebe
mittels FISH nachweisbar. In 28 Féllen ergab die FISH ein negatives Ergebnis, welches bei
26 Proben durch eine negative Bakterien-spezifische Konsensus-PCR des 16S rRNA-Gens
bestatigt wurde. In den FISH-positiven Herzklappenproben konnte Streptococcus spp. (n = 9),
S. mitis/S. pneumoniae (n = 5), Staphylococcus spp. (n = 5), E. faecalis (n = 3), B. quintana (n
= 1) und T. whipplei (n = 1) identifiziert werden. In 2 Fallen waren die Mikroorganismen nur

mit der Sonde EUB338 zur Darstellung der meisten Bakterien [Amann 1990] positiv.
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Im Vergleich zu den Ergebnissen der Blutkulturen konnte die FISH in 10 Féllen einen
fraglich positiven Befund der Blutkulturen, d. h. kontaminationsverdachtige Keime oder nicht
reproduzierbare Ergebnisse, als IE bestatigen. In 2 Féllen, in denen E. faecalis aus Blutkultur
und Herzklappenmaterial angeziichtet wurde, blieb die FISH negativ. Hingegen konnten in 5
Blutkultur-negativen Féllen Mikroorganismen durch FISH visualisiert werden, darunter T.
whipplei und B. quintana in je einem Fall.

Im Vergleich zu den Ergebnissen der Kultur von den Herzklappenproben wurden 15 von 17
positive Befunde durch die FISH bestatigt. Bei den falsch negativen 2 Herzklappenproben
handelte es sich um die o. g. Félle. Hingegen konnten in 11 von 37 Féllen, in denen die
Herzklappenproben kein Wachstum zeigten, Mikroorganismen durch FISH nachgewiesen

werden. In 26 Féllen waren FISH und Herzklappenkultur tibereinstimmend negativ.

Diskussion der Ergebnisse

Bei molekularbiologischen Verfahren, die zur mikrobiologischen Diagnostik der IE diskutiert
werden, wird die pan-bakterielle PCR aus resezierten Herzklappen am haufigsten angewandt.
Die Amplifikation bakterieller DNA aus Herzklappen hat sich als sensitives Verfahren
insbesondere in kulturnegativen Fallen erwiesen [Marin 2007, Voldstedlund 2008]. Unklar
bleibt hier jedoch das Kontaminationsrisiko sowie die Bedeutung persistierender bakterieller
DNA (ber die antibiotische Therapie hinaus [Nomura 2009, Rovery 2005]. Die Anwendung
einer pan-bakteriellen PCR direkt aus Blutproben ohne vorangegangene Inkubation kdénnte
sich vor allem bei antibiotischer VVorbehandlung der Patienten als sinnvoll erweisen [Casalta
2009]. Es wird aktuell diskutiert, ob die Aufnahme molekularbiologischer Methoden in die
Duke-Kriterien zu einer Verbesserung der Diagnostik der IE fiihren konnte [Millar 2001,
Habib 2009].

In der vorliegenden Studie wurde erstmals die FISH zur molekularbiologischen Diagnostik
der IE evaluiert. Es konnten in 26 von 54 Féllen Mikroorganismen im Herzklappengewebe
durch FISH visualisiert und identifiziert werden. Neben den typischen Endokarditis-Erregern
wurden mit B. quintana und T. whipplei auch seltene Spezies nachgewiesen. In 5 von 13
kulturnegativen Féllen konnte durch FISH der verursachende Mikroorganismus identifiziert
werden. In 2 Kkulturpositiven Fallen blieb die FISH negativ, was vermutlich darauf
zuriickzufuhren ist, dass der durch FISH untersuchte Anteil der Herzklappenproben nicht am
Entziindungsprozess beteiligt war. Ware die FISH in den Duke-Kriterien bertcksichtigt,
hatten insgesamt 8 von 18 (44,4%) kulturnegativen Fallen oder Féllen mit moglicher IE als

gesicherte IE klassifiziert werden kdnnen.
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1.4. FISH zur Visualisierung von Mikroorganismen in situ

1.4.1. Darstellung von Erregern der IE in situ durch FISH

Die FISH ermdglicht im Gegensatz zu anderen molekularbiologischen Methoden nicht nur die
Identifizierung moglicher Erreger, sondern auch die Visualisierung von Mikroorganismen in
situ, d. h. innerhalb ihres histologischen Kontextes. Eine Erregerdarstellung im Gewebe bei IE
kann auch durch Autoimmunohistochemie unter Verwendung patienteneigener Antikorper

erfolgen [Lepidi 2006]. Dabei gelingt jedoch keine Identifizierung der Mikroorganismen.

Differenzierung von pathogenen Mikroorganismen und Kontamination

Es ist mit FISH mdglich, histopathologische Informationen zu potentiellen Erregern zu
gewinnen. Im Rahmen der Endokarditis-Diagnostik ist dies fir jene Erreger von besonderer
Bedeutung, die bei Nachweis aus Blutkulturen oder PCR oft als Kontamination interpretiert
werden. So wurden neben koagulasenegativen Staphylokokken [Nalmas 2008] auch
Propionibacterium spp. [Sohail 2009] und Corynebacterium spp. [Knox 2002, Belmares
2007] als Erreger einer IE nachgewiesen. In der vorliegenden Studie konnten in 5 Féllen
koagulasenegative Staphylokokken in den Herzklappenproben durch FISH visualisiert und als

IE diagnostiziert werden.

Darstellung organisierter bakterieller Strukturen im Gewebe

Die gleichzeitige Visualisierung und Identifizierung von Erregern der IE durch FISH
ermoglicht die Darstellung komplexer bakterieller Strukturen, die in ihrer organisierten
Architektur in vitro gewachsenen Biofilmen [O’Toole 2000, Costerton 1999] ahneln. Durch
den Nachweis von 16S rRNA durch FISH lassen sich Ruckschlisse auf die metabolische
Aktivitat der Mikroorganismen ziehen. Bei der Visualisierung von Herzklappenproben bei IE
fielen Areale mit FISH-positiven Bakterien mit offensichtlich hohem 16S rRNA-Gehalt auf,
die sich von FISH-negativen, nur mit einem Nukleinsiurefarbstoff (DAPI) darstellbaren
Mikroorganismen abgrenzten. Interessanter Weise finden sich FISH-positive und somit
maoglicherweise noch lebendige Mikroorganismen auch in Herzklappenproben von Patienten,
die praoperativ bereits adaquat antibiotisch behandelt wurden. Insgesamt unterstltzen diese
mikroskopischen Informationen die Hypothese, dass es sich bei der IE um eine Biofilm-
Erkrankung handeln kdnnte [Musci 2010]. Insbesondere der mikroskopische Aspekt von
organisierten bakteriellen Strukturen, die therapierefraktéren klinischen Verldufe sowie die

hohen Anzahl kulturnegativer Félle von IE scheinen den vorgeschlagenen Kriterien von
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Parsek und Singh [2003] bzw. Hall-Stoodley und Stoodley [2009] zur Definition einer
Biofilm-Erkrankung zu entsprechen. Aus dieser Hypothese kdnnten sich neue therapeutische
Ansétze ergeben, die gezielt die Biofilm-Ausbildung bek&mpfen [Hgiby 2010, Rasmussen
2006]. Zur Klarung dieser Aspekte sind weitere Studien erforderlich, bei denen die FISH eine
wichtige Methode zur Untersuchung pathogenetischer Aspekte darstellen kann.

1.4.2. Mikrobiologische Diagnose der humanen intestinalen Spirochétose durch
FISH

Bei der humanen intestinalen Spirochdtose (HIS) kommt es zum Befall des distalen
Gastrointestinaltrakts durch Spirochdten des Genus Brachyspira, insbesondere B. aalborgi
und B. pilosicoli [Harland 1967]. Dies kann zu anhaltenden gastrointestinalen Beschwerden
wie chronischer Diarrh¢ fiihren [Ena 2009]. In Risikogruppen wie bei immunsupprimierten
oder HIV-infizierten Patienten wurde eine Pravalenz von 12% festgestellt [Peruzzi 2007]. Die
epidemiologischen Daten sind allerdings auf Grund der schwierigen Diagnostik liickenhatft.
Da fur die Anzucht von Brachyspira spp. eine anaerobe Bebritung auf Selektivndhrmedium
von bis zu 6 Wochen nétig ist, werden sie in der Routinediagnostik in der Regel nicht
nachgewiesen. Bei der histopathologischen Untersuchung fallen die Spiroch&ten an der
Oberflache von Darmbiopsien in der Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) als blauer
Saum auf. Die Diagnosestellung auf dieser Basis erfordert jedoch viel Erfahrung des
Untersuchenden und erlaubt dartiber hinaus keine Identifikation der Mikroorganismen. In
verschiedenen Arbeiten gelang bereits die Visualisierung intestinaler Spirochaten durch FISH
[Boye 1998, Jensen 2001]. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, auf der Grundlage
vorangehender phylogenetischer Untersuchungen eine Brachyspira-genusspezifische FISH-
Sonde zu entwickeln, welche in einem diagnostischen Screening-Verfahren eingesetzt werden

kann. Mit Hilfe dieser Sonde wurde in funf Fallen die Diagnose einer HIS gestellt.

Entwicklung der FISH-Sonde BRACHY

Bei funf Patienten mit chronischen gastrointestinalen Beschwerden wurden im Rahmen der
differentialdiagnostischen Abklarung Darmbiopsien entnommen. Aufgrund
histopathologischer Veranderungen wurde die Verdachtsdiagnose einer HIS gestellt. In 3
Féllen gelang eine Anzucht von Brachyspira auf Selektivmedium. Es erfolgte eine PCR-
Amplifikation und Sequenzierung der 16S rDNA aus den Darmbiopsien bzw. Brachyspira-

Isolaten zur phylogenetischen Einordnung der beteiligten Stdimme. Auf der Basis dieser Daten
10
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sowie unter Verwendung verfligbarer Sequenzen in EMBL und Gen Bank wurde die FISH-
Sonde BRACHY zur spezifischen Visualisierung von Brachyspira spp. entwickelt und auf
Schnitte der Darmbiopsien angewendet. Fir detaillierte Informationen zu Material und
Methoden siehe Schmiedel et al. [2009].

Phylogenetische Analyse der Brachyspira 16S rDNA

Die Sequenzen der 16S rDNA aus dem Biopsiematerial der Patienten HIS1 und HIS2 zeigten
die hochste Homologie mit B. aalborgi AF200603 und fielen dementsprechend in der
phylogenetischen Darstellung in die Gruppe von B. aalborgi 513A". Die Sequenzen der
Patienten HIS3 — HIS5 zeigten bei einer Differenz in 7 — 8 Nukleotidpositionen die hdchste
Homologie mit B. pilosicoli P43", bildeten jedoch in der phylogenetischen Darstellung einen
separaten Zweig in der B. pilosicoli-Gruppe. Die Sequenzen unterschieden sich untereinander
nur in 3 — 5 Nukleotidpositionen, obwohl die Isolate von 3 Patienten aus verschiedenen
deutschen Stadten stammten.

Darstellung von Brachyspira spp. durch FISH in situ

Die FISH-Sonde BRACHY wurde nach Einstellung optimaler Hybridisierungsbedingungen
an verschiedenen Kontrollstimmen getestet. In der Anwendung auf die Darmbiopsien zeigte
sich in geringer VergroRerung (x100) ein helles, bandférmiges Fluoreszenzsignal entlang der
luminalen Seite der Epithelzellen. Unter starker VergrofRerung (x1000) wurden zahlreiche, mit
einem Ende an die Mukosa angeheftete Spirochaten sichtbar, die durch das positive Signal
mit BRACHY als Brachyspira spp. identifiziert werden konnten. Zusatzlich zu der

gewdohnlichen Schraubenform konnten auch atypische Morphologien dargestellt werden.

Diskussion der Ergebnisse

Beim Menschen ist bisher ungeklart, ob und bei welchen Spirochdten der Gattung
Brachyspira es sich um harmlose Kommensalen, Opportunisten oder Pathogene handelt.
Durch die unzureichenden diagnostischen Routinemethoden, bei denen die Spirochéten nicht
detektiert werden, bleiben vermutlich viele Falle unentdeckt. Daher ist die Datenlage zur
Phylogenie und Epidemiologie von Brachyspira mangelhatft.

In dieser Studie wurde eine Brachyspira-genusspezifische FISH-Sonde entwickelt und
erfolgreich in 5 Fallen zur Darstellung und Identifikation von Brachyspira spp. angewendet.
Die Fluoreszenz-Signale waren offensichtlich und auch in geringer VergroRerung Klar
erkennbar. Des Weiteren konnten atypisch geformte Spirochdten in Darmlumen als

11
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Brachyspira spp. identifiziert werden. Die FISH ist daher vermutlich den histopathologischen
Methoden zur Diagnose der HIS Uberlegen, was allerdings erst in einer groReren Studie mit
entsprechenden Kontrollgruppen tberprift werden muss.

Die FISH mit der Brachyspira-genusspezifischen Sonde kann nur als Screening-Methode
dienen. Bei Nachweis einer HIS sollten die Spirochdaten mit speziesspezifischen Sonden
[Jensen 2001] oder Sequenzierung genauer differenziert werden. Die phylogenetische
Analyse der untersuchten Falle zeigt in Ubereinstimmung mit Ergebnissen anderer Studien
[Jensen 2004], dass die humanen Brachyspira spp. Unterschiede in ihrer 16S rDNA zeigen.
Die Brachyspira-Sequenzen der Patienten HIS3 — HIS5 waren untereinander sehr &hnlich,
zeigten aber Unterschiede zu bisher bekannten Phylotypen und bildeten dementsprechend
einen separaten Zweig in der B. pilosicoli-Gruppe. Weitere Studien zur Epidemiologie und
Einschatzung der phylogenetischen Vielfalt der Brachyspira spp. sind als Grundlage fir die
Entwicklung und Evaluation diagnostischer Methoden und zur Einordnung der
pathogenetischen Relevanz der Brachyspira spp. dringend erforderlich.

1.5. Ausblick

Es konnte gezeigt werden, dass sich die FISH bei verschiedenen klinischen Fragestellungen
erfolgreich anwenden lasst. Es gelang die Darstellung von Mikroorganismen sowohl in
fliissigen Proben wie Blut als auch in fixiertem Gewebe zur Visualisierung komplexer
bakterieller Strukturen in ihrem histologischen Kontext. In der Diagnostik von septischen
Krankheitsbildern scheint die routinemaRige Anwendung der FISH zur Identifizierung von
Erregern aus positiven Blutkulturflaschen im Vergleich zu anderen aktuell evaluierten
Verfahren ungewiss. Dagegen bietet die FISH von Gewebsschnitten zusatzlich eine rdumliche
Auflésung und somit einen Einblick in das Infektionsgeschehen und -pathogenese in situ. So
kann die FISH ein sinnvolles erganzendes Verfahren zur Diagnostik der IE insbesondere in
fraglichen oder kulturnegativen Féllen darstellen. Weitere Studien sind erforderlich, um die
Bedeutung der FISH fur das Management der IE einzuschatzen. In der Diagnostik der HIS hat
sich die FISH als vorteilhaft erwiesen, so dass ein klinischer Einsatz als Screening-Methode
fiir exakte Diagnosestellung und zur Erganzung fehlender epidemiologischer Daten denkbar
ist. Die FISH stellt durch die gleichzeitige Visualisierung und Identifizierung von
Mikroorganismen in situ eine Verbindung zwischen histopathologischen und
molekularbiologischen Techniken dar und kann in weiteren Bereichen der medizinischen
Mikrobiologie eine wertvolle Methode zur raschen und exakten Erregeridentifikation sein.

12
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