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Einleitung:

Mikrosporidien sind sehr kleine, einzellige, potentiell
pathogene Parasiten von Wirbeltieren und Arthropoden.
Im Rahmen des AIDS spielen vor allem die den
Darmtrakt infizierenden Mikrosporidien (Entero-
cytozoon bieneusi, Encephalitozoon cuniculi, Encepha-
litozoon intestinalis) eine medizinisch wichtige Rolle.
Standardverfahren zum Nachweis von Mikrosporidien
sind nicht beschrieben, als Routinenachweisverfahren
werden weithin eine Chromotrop-Farbung, eine
Calcofluorfarbung und Genamplifikationstechniken
verwendet. Bei der Differentialdiagnose stellen
insbesondere 1n den optischen Nachweisverfahren
Verwechslungen mit anderen opportunistischen
Darmkeimen, speziell Pilzen, ein grof3es Problem dar
(Armbruster et al. 1992). In dieser Studie wurde die
Tauglichkeit unserer Routineverfahren zur Unter-
scheidung von wichtigen darmbewohnenden
Mikrosporidienarten und von humanpathogenen Pilzen
uberpriift.

Ergebnisse?2:
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Abbildung 1 und 2 zeigen gleichartig durchgefiihrte
Chromotrop-Farbungen von Enterocytozoon bieneusi
und Candida glabrata.

Ein mit Silber gefarbtes Gel von einer Elektrophorese
der Amplifikate von einer Encephalitozoon cuniculi-
PCR ist in Abbildung 3 dargestellt. Das spezifische
Amplifikat hat eine Lange von 275 bp. Die Testung von
Mucor sp. ergibt ein Amplifikat gleicher Lange und
muss daher als positiv gewertet werden.

Eine Ubersicht iiber die Ergebnisse der verschiedenen
Nachweisverfahren mit den untersuchten Proben zeigt
Tabelle 1. Positiv (+) gibt bei den Amplifikationsver-
fahren eine Bande an der erwarteten Stelle an, bei den
Farbetechniken das Auftreten mindestens eines
Objekts, das in Grofle, Farbe und Form mit den
gesuchten Mikrosporidien verwechselt werden kann.

Boletus\edulis

Material und Methoden:

Die in dieser Studie liberpriiften Keime sind in Tabelle 1

aufgelistet. Alle Keime wurden in den folgenden Nach-

weisverfahren getestet:

~ Chromotrop-Farbung nach Anleitung des Bundes-
gesundheitsamts (1996).

~ Calcofluorfarbung (Fungi Fluor Kit, Polysciences,
Inc., Warrington, PA, USA); die Farbung erfolgte
nach Anleitung des Herstellers.

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

~ Single tube PCR zum Nachweis des ssr RNA-Gens
von BM, verandert nach Katzwinkel-Wladarsch et
al. (1997). Grof3e der erwarteten Bande: 305bp.

~ Single tube PCR zum Nachweis des ssr RNA-Gens
von CM verandert nach Katzwinkel-Wladarsch et al.
(1997). Grol3e der erwarteten Bande: 275bp.

~ Single tube PCR zum Nachweis des sst RNA-Gens
von IM. verandert nach Katzwinkel-Wladarsch et al.
(1997). GroB3e der erwarteten Bande: 310bp.

< Single tube PCR zum Nachweis des SSU rRNA-
Gens der meisten bekannten Mikrosporidienarten
nach Kock et al. (1997). GroBBen der erwarteten
Banden: BM: 410bp, CM: 419bp, IM: 421bp, HM:
433bp.

Die Ergebnisse der optischen Nachweisverfahren

wurden 1n Fotografien dokumentiert, die elektro-

phoretischen Nachweise der Amplifikate wurden

zusatzlich mittels eines Scanners ausgemessen. Banden,

die nicht an den vorausberechneten Stellen zu finden

waren, wurden als unspezifisch angesehen und diese

Amplifikationen wurden daher als negativ gewertet.

Diskussion:

In der Umwelt auftretende, potentiell pathogene Pilze
sind eine haufige Kontamination von Proben, die auf
thren Gehalt von humanpathogenen Mikrosporidien
untersucht werden. Viele Nachweisverfahren fiir
Mikrosporidien, die eine hdufige Komplikation bei
HIV-Positiven darstellen, liefern falsch positive Ergeb-
nisse bei Pilzkontaminationen.

Die von uns fiir die Routinediagnostik von immun-
supprimierten Patienten verwendete Amplifikations-
technik auf das ssr RNA-Gen von Enterocytozoon
bieneusi erwies sich als spezifisch und wenig
fehleranfallig hinsichtlich emner Pilzkontamination. Die
beiden anderen artspezifischen PCRs lieferten
hingegen falsch positive Resultate mit Mucor sp. bzw.
Aspergillus terreus. Die die Artgrenze liberschreitende
PCR erwies sich hinsichtlich einer Pilzkontamination
als erstaunlich stabil.

Aus Abbildung 1 und 2 ist ersichtlich, wie dhnlich
bestimmte Keime i1n der Chromotrop-Farbung
erscheinen. Die Unterscheidung von Mikrosporidien
und kleinen, ovalen Pilzzellen, wie z.B. Candida
glabrata, 1st mit einfachen optischen Mitteln in dieser
Farbung kaum moglich.

Resumee:

Diese Vergleichsstudie zeigt, dass derzeit sowohl die
gentechnischen Nachweisverfahren als auch die
Farbungen fir eine sichere Diagnose von
opportunistischen Darmkeimen aus der Gruppe der
Microsporida unersetzbar sind. An die Amplifikation
anschlieBende Hybridisierungstechniken erwiesen sich

als sehr vorteilhaft, da es zu einer erheblichen
Steigerung der Spezifitdit kommt. Die Amplifika-
tionstechniken sind bei entsprechendem Einsatz gut
geeignet, um eine Kontamination von Stuhlproben mit
Mikrosporidien zu erkennen, und auch um die
Parasitenart sicher zu bestimmen. Die Farbeverfahren
erfordern jedoch eine Auswertung durch geschultes
Personal und sind nur subjektiv beurteilbar.
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AbKkiirzungen:

PCR: polymerase chain reaction

BM: Enterocytozoon bieneusi

CM: Encephalitozoon cuniculi

IM: Encephalitozoon intestinalis

HM: Encephalitozoon hellem

AIDS: aquired immunodeficiency syndrome
bp: Basenpaare

Ergebnisse 1:

Tabelle 1

PILZE B-P C-P I-P Mg-P CH Calco
Candida albicans - - - + + -
Candida glabrata - - - . — -
Candida tropicalis
Candida krusei - - - — - _
Candida lusitaniae
Aspergillus fumigatus
Aspergillus flavus
Aspergillus niger - - - - - _
Aspergillus terreus
Mucor sp. -+ - + - -
Rhizopus arrhizus
Alternaria sp. - - : - - _
Fusarium solani - - - - B _

1
+
+

Tabellel

B-P = Enterocytozoon bieneusi-PCR;

C-P = Encephalitozoon cuniculi-PCR;

[-P = Encephalitozoon intestinalis-PCR;

Mg-P = PCR auf die meisten Mikrosporidienarten;
CH = Chromotrop-Farbung;

Calco = Calcofluorfarbung;
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Abb. 2 Candida glabrata
Chromotrop-Farbung

Abb. 1 Enterocytozoon bieneusi
Chromotrop-Farbung
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