Diagnostische Probleme bei1 der Differenzierung von Kryptosporidien und Pilzen
mittels optischer und gentechnischer Nachweisverfahren
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Material und Methoden:

Abkiirzungen:

PCR: polymerase chain reaction

MZN: modifizierte Zichl-Neelsen-Farbung
DIFT: direkter Immunfluoreszenztest

bp: Basenpaare

Die 1n dieser Studie tiberpriiften Keime sind in Tabelle
1 aufge-listet. Alle Keime wurden in folgenden
Nachweisverfahren getestet:

# Ziehl-Neelsen-Farbung modifiziert nach
Henricksenetal. (1981).

# Direkter Immunfluoreszenztest "Merifluor"
(Meridian Diagnostics, Inc. Cincinnati, OH, USA);
die Farbung erfolgte nach Anleitung des
Herstellers.

~ Weiters wurden zwei Genamplifikationstechniken
durchgefiihrt. Zur Isolierung der DNS wurde die
Adsorptionstechnik (QIAamp DNA Mini Kit,
QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland)
verwendet.
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Einleitung:

Kryptosporidien sind obligatorische, einzellige
Darmparasiten von Wirbeltieren aus dem Stamm der
Apicomplexa. Eine Pathogenitat als Durchfallerreger
entfalten sie jedoch vorwiegend 1n
immunsupprimierten Wirten. Der Mensch wird von
Crypto-sporidium parvum “human” und ‘“calf”

Ergebnisse 1:

. : : : . . . Tabellel
befallen. Der Nachweis der morphologisch nicht ~ Zur immunomagnetischen Separierung wurde ein
unterscheidbaren Erregerformen erfolgt Uiber die 1m Zwischenschritt mit Dynabeads (Deutsche Dynal PILZE CMP1 CMP2 MZN  DIFT
Stuhl ausgeschiedenen, 3 - 5 um grolen Oozysten. GmbH, Hamburg, Deutschland) durchgefiihrt. Candida albicans - T T T
Heute haben sich die modifizierte Ziehl-Neelsen- / Single tube PCR zum Nachweis des Acetyl-CoA Candida glabrata . - - -
Farb (Hen-ricksen et al. 1981) und Im- Synthetase-G C “h 7, C Lottt i i : i -
arbung .| ynthetase-Gens von C. parvum ‘“human”, C. Candida krusei - i - -
munfluoreszenztests gegeniiber an-deren parvum “calf” und C. muris nach Morgan et al. Candida lusitaniae - - - -
Farbemethoden (Bundesgesundheitsamt 1986) (1998). GroBe der erwarteten Bande: 390 bp. Aspergillus fumigatus - - . -
durchge-setzt. In den letzten Jahren wurden auch /" Single tube PCR zum Nachweis des 18S rRNA- Aspergillus flavus - . - .
h diagnostische Genamplifikationsverfahren G C “h e “calf” AP e ; : i ;
mehrere  diag p hr ens von C. parvum “human”, C. parvum “calf”, I s daras | - - n
(PCR) entwickelt. Das Auffinden von Kryptosporidien C. muris und C. serpentis nach Morgan et al. Mucor sp. - +* + -
in humanen Stuhl- und tierischen Kotproben stellt bei (1997). Grof3e der erwarteten Bande: 298 bp. Rhizopus arrhizus - T - -
Patienten kaum ein diagnostisches Problem dar. Hinge- Die Ergebnisse der optischen Nachweisverfahren cunanidS - - - -
: . : : : : . . Fusarium solani . : - -
gen erwies sich die Befundung der Sedimente von wurden 1n Fotografien dokumentiert, die Griinalge - T n n
Trink- und Oberflachenwassern als dullerst schwierig. elektrophoretischen Nachweise der Amplifikate Bickerhefe - + - -

In diesen Proben konnen Kontaminationen mit Algen
und Pilzen zu falsch posi-tiven Resultaten fiihren. Diese
Studie wurde durchgefiihrt, um die Treffsicherheit der
Standarddiagnoseverfahren und zweier Gen-

wurden zusdtzlich mittels eines Scanners ausge-
messen. Banden, die nicht an den vorausberechneten
Stellen zu finden waren, wurden als unspezifisch
angesehen und diese Amplifikationen wurden daher

Tabellel

CMP1 = Cryptosporidium parvum PCR;
CMP2 = allgemeine Kryptosporidien PCR;
MZN = modifizierte Ziehl-Neelsen-Farbung;
DIFT = direkter Immunfluoreszenztest;

amplifikationstechniken zu verifizieren. als negativ gewertet.
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Ergebnisse 2:

Potentiell humanpathogene Pilze sind eine haufige
Beimengung in Stuhlproben von HIV-positiven
Personen, und diese sowie auch einige Siilwasseralgen
sind Kontaminationen von Oberflichenwassern. Die
sichere Erkennung von Kryptosporidien 1in
kontaminierten Proben 1st mit vielen Nach-
weisverfahren sehr schwierig oder gar unmoglich.

Die von uns als Routineverfahren genutzte PCR zum
Nachweis aller Kryptosporidium-Arten lieferte falsch
positive Resultate mit emer ganzen Reihe von
Pilzspezies sowie mit Griinalgen. Allerdings erkennt
diese Amplifikationstechnik mehrere Krypto-
sporidien-Arten und kann, bei1 Korrektur der in der
Ursprungsliteratur vermerkten Angabe der
Amplifikatlange, zur Artbestimmung genutzt werden.
Die PCR mit Cryptosporidium parvum-spezifischen
Primern ergab hingegen nur eine falsch positive
Bande mit Aspergillus terreus. Mit einem

Abb. 3 Mucor sp.
MZN

Abb. 1 Cryptosporidium parvum Abb. 2 Candida albicans 4
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Abb. 4 CMP2-PCR, Silberfirbung Literatur:

M 100 bp Marker

1 Candida albicans

2 Candida glabrata

3 Mucor sp.

4 Rhizopus arrhizus

5 Cryptosporidium serpentis
6 Cryptosporidium parvum

~ Aspock H., Hassl A.: Parasitic Infections in HI'V Patiens in
Austria. Zbl. Bakt., 1990, 272: 540-546.
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~ Bundesgesundheitsamt: Empfehlungen zur Labora-
toriumsdiagnostik der Amobiasis, Giardiasis,

Kryptosporidiose und weiterer Kokzidiosen.
Bundesgesundhbl., 1986, 29:194-198.

298 bp

In Abbildung 1 1st eine Oozyste von Cryptosporidium
parvum 1n einer modifizierten Ziehl-Neelsen-Farbung
dargestellt. Aus Abbildungen 2 und 3 kann man
ersehen, dass einige Candida-Arten und Mucor sp. sehr
ahnliche Formen in dieser Farbung ausbilden (siehe
Pfeil).

Ein in einer Silberimpriagnierung gefarbtes Gel nach
einer Elektrophorese der Amplifikate einer gattungs-
spezifischen PCR 1st in Abbildung 4 dargestellt. Das
Amplifikat von C. parvum hat eine Lange von 298 bp,
C. serpentis bildet ein Amplifikat be1 289 bp, Mucor
sp., Candida albicans, Candida glabrata und Rhizopus
arrhizus liefern falsch positive Ergebnisse.

Die Ergebnisse der optischen und gentechnologischen
Kryptosporidien-Nachweisverfahren ber Testung von
Pilzen und Algen sind 1n Tabelle 1 zusammengefasst.
Positiv (+) gibt in den Amplifikationsverfahren eine
Bande zwischen 288 und 298 bp an, bei den Farbe-
techniken das Auftreten mindestens eines Objekts, das
in Grof3e, Farbe und Form mit den gesuchten Krypto-
sporidien verwechselt werden kann.
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vorgeschaltenen immuno-magnetischen Sepa-
rierungsschritt konnte dieses falsche Resultat
korrigiert werden. Dieses Verfahren erhoht zwar die
Spezifitit der Prozedur, engt aber das erkennbare
Erregerspektrum auf eine Art ein.

Die farbetechnischen Nachweisverfahren unter-
scheiden sich erheblich hinsichtlich ihrer
Verwendbarkeit be1 Applikation an unterschiedlichen
Materialien: Sowohl die modifizierte Ziehl-Neelsen-
Farbung als auch der DIFT sind verlassliche Verfahren
bei Stuhl- und Kotproben, hingegen sehr
problematisch bei einer Anwendung in Sedimenten
von Wassern.

Resumee:

Diese Vergleichsstudie zeigt, dass fiir einen sicheren
Nachweis von Kryptosporidien in Wasserproben
derzeit Amplifikationsverfahren nur in Kombination
mit Anreicherungsverfahren wie z.B. einer Magnet-
separation verwendet werden konnen. Das

Amplifikationsverfahren des 18S rRNA-Gens dient
vorzugsweise als Bestatigungstest auf Crypto-
sporidium sp., 1im Falle emer Verdachtsdiagnose.
Farbeverfahren sind hingegen fiir den Einsatz zum
Nachweis von Krypto- sporidien in Kot- und
Stuhlproben ausreichend gut geeignet.
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