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Multiplex-PCR flir den Nachweis von Infektionen
des Genitaltraktes

Als Erreger von Infektionen des
Genitaltraktes kommt eine Vielzahl
verschiedener Mikroorganismen
(Bakterien, Pilze, Parasiten und
Viren) in Betracht. Allein aufgrund
der klinischen Prisentation ldsst
sich in der Regel nicht auf einen
spezifischen Erreger schliessen.
Der mikrobiologischen Diagnostik
kommt deshalb eine grosse Bedeu-
tung zu. Sie ist aber - wenn das
ganze Erregerspektrum abgedeckt
werden soll — aufwendig und teuer,
nicht zuletzt auch deshalb, weil ei-
nige Erreger nur mittels molekular-
biologischer Methoden detektiert
werden kénnen. Neue Perspektiven
bieten Multiplex-PCR-Assays, mit
welchen in einem Test gleichzeitig
mehrere Organismen nachweisbar
sind. Sie kénnen die weiterhin un-

umgdngliche Kultur ideal ergdnzen.

Martin Altwegg, Livia Berlinger

Infektionen des Genitaltraktes, speziell
die sexuell Ubertragbaren Infektionen
(englisch: sexually transmitted infec-
tions, STI) im engeren Sinn, haben in den
letzten Jahren auch in der Schweiz zah-
lenméssig deutlich zugenommen (1). So
hat sich die Zahl der Meldungen von In-
fektionen mit Chlamydia trachomatis
zwischen 1999 und 2010 mehr als ver-
dreifacht, wihrend Infektionen mit Nei-
sseria gonorrhoeae im Jahr 2010 etwa
5-mal h&ufiger waren als noch 1996.
Auch fur den Lueserreger Treponema
pallidum stiegen die Meldezahlen seit
Wiedereinflihrung der Meldepflicht kon-
tinuierlich an, von 580 fiir das Jahr 2007
auf 1053 fur 2012. Im Vergleich mit an-
dern europiischen Landern weist die
Schweiz eine sehr hohe Inzidenz auf.
Die Ursachen dafiir sind allerdings un-
klar (1). Die hohe Zahl gemeldeter Falle
deutet aber nicht zuletzt auf eine ver-
lassliche Diagnosestellung durch die
behandelnden Arzte hin, inklusive der
entsprechenden spezifischen Labordia-
gnostik. Zahlen zu Infektionen mit Tri-
chomonas vaginalis fehlen far die
Schweiz vollstindig, da keine Melde-
pflicht besteht und diese Parasiten oft
gar nicht gesucht werden.

Die Erkennung und Kontrolle von STI
und anderen Erregern von Infektionen
des Genitaltrakts ist nicht zuletzt des-
halb schwierig, weil eine asymptomati-
sche Infektion/Kolonisation eher die Re-

gel als die Ausnahme darstellt. So zeigen
50 bis 70 Prozent der Frauen mit einem
positiven Chlamydiennachweis keine
Symptome, und sowohl Mycoplasma ho-
minis wie auch Ureaplasmen sind haufig
im Genitaltrakt von gesunden Personen
zu finden. Komplikationen wie Sterilitat
infolge von Tubenverschluss treten aller-
dings auch ohne vorangegangene mani-
feste Chlamydieninfektion auf. In ver-
schiedenen Landern wurden deshalb
spezifische Screeningprogramme - zum
Beispiel die regelmissige Untersuchung
von jungen, sexuell aktiven Personen auf
C. trachomatis - etabliert. Deren Kosten-
effizienz ist allerdings umstritten, weil
diese stark von der lokal sehr unter-
schiedlichen Préavalenz der Erreger ab-
hangig ist.

Mikrobiologische Diagnostik

Die Grenzen zwischen STI im engeren
Sinn und anderen, nicht vorwiegend se-
xuell tibertragenen Infektionen des Geni-
taltraktes sind meist unklar, weil die kli-
nischen Symptome unspezifisch sind
und haufig mehrere potenzielle Erreger
nachgewiesen werden kénnen. Der mi-
krobiologischen Diagnostik kommt des-
halb eine grosse Bedeutung zu. Neben
den «konventionellen» Methoden (Methy-
lenblau-/Gramfarbung, Kultur) sind mo-
lekularbiologische Nachweise mittlerwei-
le unverzichtbar und far Chlamydien,
Gonokokken und Mycoplasma genitali-
um bestens etabliert. Sie werden aber
auch immer haufiger fir den Nachweis
von Trichomonas vaginalis, Mycoplasma
hominis und Ureaplasma urealyti-
cum/parvum eingesetzt. Dieser Prozess
wird sich mit dem Einsatz von Multiplex-
Assays deutlich beschleunigen, da diese
bei tieferen Kosten zusitzliche Erreger
erfassen und die Resultate rascher ver-
fugbar sind.

Bakterielle Vaginose

Mikroskopie und Kultur sind fir eine
verlassliche Diagnostik unabdingbar, je
nach Situation erganzt durch molekular-
biologische Untersuchungen. Eine Emp-
findlichkeitspriifung der beteiligten Er-
reger ist nur im Anschluss an einen kul-
turellen Nachweis moglich.

Chlamydia trachomatis

Nur der molekularbiologische Nachweis
ist routinetauglich und verlasslich. Gele-
gentlich angebotene Schnelltests fur die
Praxis sind zu wenig sensitiv und sollten
deshalb nicht verwendet werden. Jeder
Nachweis ist als signifikant einzustufen.

Neisseria gonorrhoeae

Der Nachweis von intrazelluldren Diplo-
kokken im Direktpraparat (Methylen-
blau- oder Gramférbung) erlaubt eine
schnelle Bestatigung einer Gonorrho. Die
Sensitivitat der Mikroskopie ist allerdings
limitiert, und damit ist ein negatives Re-
sultat nicht aussagekraftig. Der Direkt-
nachweis mittels molekularbiologischer
Methoden (heute oft Kombitests fiir Chla-
mydien und Gonokokken) ist auch der
Kultur beztglich Sensitivitat tiberlegen.
Dies ist nicht zuletzt darauf zurtickzu-
fuhren, dass Gonokokken wahrend des

Transports ins Labor absterben kénnen.
Infolge der schnell wachsenden Resis-
tenzproblematik und im Hinblick auf ei-
ne gezielte Antibiotikatherapie sollte in
jedem Fall ein kultureller Nachweis als
Grundlage fur eine Empfindlichkeitspru-
fung angestrebt werden. Eine «allgemei-
ne bakteriologische Untersuchung» fur
Proben aus dem Genitaltrakt umfasst im-
mer auch die kulturelle Suche nach Go-

Tabelle 1:

nokokken, bei andern Materialien (z.B.
Rachen- oder Perianalabstrich) muss die-
se speziell angefordert werden.

Trichomonas vaginalis

Auch fur die Trichomonaden gilt, dass
ein signifikanter Teil der Infizierten keine
Symptome zeigt. Weniger bekannt ist die
Tatsache, dass sie auch bei Mdnnern bis
zu 20 Prozent der Non-Gonokokken-Ure-

Hivufige Erreger von Infektionen des Genitaltraktes; modifiziert nach (2)

Bakterien
Bakterielle Vaginose

Gardnerella vaginalis, Mycoplasma hominis, Mobiluncus spp.

(in Kooperation mit anderen Bakterien)

Gonorrho

Neisseria gonorrhoeae

Lymphogranuloma venereum

Chlamydia trachomatis Serotypen L1-L3

Non-Gonokokken-Urethritis

Chlamydia trachomatis, Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma

genitalium, Mycoplasma hominis (fraglich)

Syphilis

Treponema pallidum

Viren
Herpes genitalis

Herpes simplex Virus Typ 1 und 2

Pilze
Vulvovaginitis, Balanitis,

Non-Gonokokken-Urethritis Candida spp.

Protozoen
Trichomoniasis

v ik

Trichomonas vaginalis
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Abbildung 1: Gram- (links) und Methylenblaufirbung (rechis) von Gonokokken im Dirckiprdparat.
Gut zu seben ist die intrazellulire Lokalisation der gramnegativen Diplokokken.

Resistenzproblematik bei Gonokokken

Penicillin- und Chinolonresistenz sind bei den Gonokokken schon ldnger bekannt. Mittlerweile ist nur noch
eine Minderheit der Stimme empfindlich (4). Als aktuelle Therapie der Wahl gilt deshalb Ceftriaxon (250—
500 mg i.m.) plus Azithromycin (1 g p.0.) jeweils als Einmaldosis (5). Ist eine i.m.-Verabreichung kontrain-
diziert, kann Cefixim (400 mg p.o.) statt Ceftriaxon verwendet werden. Anlass zur Sorge bereitet allerdings die
Tatsache, dass auch zunehmend Resistenzen gegentiber 3.-Generations-Cephalosporinen (Ceftriaxon, Cefixim)

beobachtet werden (4, 6).

Es wird deshalb empfohlen, bei einer Gonorrhd immer einen kulturellen Nachweis inklusive Empfindlich-

keitspriifung anzustreben.

Tabelle 2:

Kosten fiir eine umfassende Diagnostik bei Infektionen des Genitaltraktes

(zusitzlich zur normalen kulturellen Untersuchung)

Untersuchung gemiss Analysenliste (in Fr.) Multiplex-PCR
Chlamydia trachomatis, PCR 95
Neisseria gonorrhoeae, PCR 95 §
Mykoplasmen und Ureaplasmen, Kultur 42 =
Mykoplasmen und Ureaplasma, PCR 230 e
Trichomonas vaginalis, PCR 180! 5
Mycoplasma genitalium, PCR 180!
Total 5922

7805 325

'keine Pflichtleistung gemiss Analysenliste
Mykoplasmen/Ureaplasmen mittels Kultur
3Mykoplasmen/Ureaplasmen mittels PCR
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thritis verursachen kénnen (3). Diagnos-
tisch gilt die mikroskopische Untersu-
chung (Nativprédparat mit 0,9% NaCl aus
Zervix- oder Urethralsekret, wenn mog-
lich im Dunkelfeld) als ad4dquat, obwohl
nur mit einer Sensitivitit von etwa
50 Prozent gerechnet werden kann. Wie
haufig diese Methodik angewendet wird,
ist ebenso wenig bekannt wie die Haufig-
keit des Trichomonasnachweises in zyto-
logischen Praparaten. Eine kulturelle
Untersuchung ist zwar im Prinzip mog-
lich (Sensitivitat ca. 75%) (7) aber kaum
routinetauglich, und die PCR ist bis heu-
te wenig verbreitet.

Mycoplasma hominis und

Ureaplasma urealyticum/parvum
Mykoplasmen und Ureaplasmen gehéren
zu den Kkleinsten frei lebenden Organis-
men und besitzen ein ausgesprochen
kleines Genom. Die fehlende Zellwand
bewirkt, dass diese Organismen in der
Gramfarbung nicht dargestellt werden
kénnen und zudem resistent sind gegen-
uber allen Betalaktam-Antibiotika. Ihre
Bedeutung fur die Entstehung von Infek-
tionen des Genitaltrakts ist im Einzelfall
schwierig zu beurteilen. Meistens wird
deshalb die Menge als diagnostisches
Hilfsmittel beigezogen. Die gut etablierte
Kultur erlaubt nicht nur einen semi-
quantitativen Nachweis, sondern auch
die Unterscheidung von M. hominis und
(Harnstoff spaltenden) Ureaplasmen,
aber keine Differenzierung zwischen
U. urealyticum und U. parvum. Un-
glucklicherweise wird von den meisten
Laboratorien in den mikrobiologischen
Befunden die Speziesbezeichnung «Urea-
plasma urealyticum» in dem Sinn ver-
wendet, dass damit eigentlich beide Spe-
zies gemeint sind. Eine Unterscheidung
(mittels Multiplex-PCR nun méglich, sie-
he unten) ware jedoch sehr hilfreich, da
U. urealyticum wohl eine Rolle bei der
Non-Gonokokken-Urethritis spielt, die
haufigeren U. parvum es aber vermutlich
nicht tun (8).

Mycoplasma genitalium

Gilt als etablierter Verursacher sowohl
der Non-Gonokokken-Urethritis (NGU)
wie auch der Zervizitis, der akuten En-
dometritis und méglicherweise auch von
anderen Infektionen des oberen Genital-
traktes. Jeder Nachweis sollte deshalb
bei Vorliegen entsprechender Symptome
als signifikant betrachtet werden. Die
prinzipiell mégliche Kultur dauert meh-
rere Wochen und ist deshalb fur die Rou-
tinediagnostik nicht geeignet. Etabliert,
aber nicht in allen Laboratorien verfug-
bar, ist der molekularbiologische Nach-
weis. Wegen des ungeniigenden Anspre-
chens auf Doxycyclin wird derzeit eine
Therapie mit Azithromycin empfohlen (5).

Vom Einzelnachweis
zur Multiplex-PCR

Sollen alle diese Erreger von Infektionen
des Genitaltraktes diagnostisch addquat
abgedeckt werden, dann ist das aufwen-
dig und entsprechend teuer. Gemass eid-
gendssischer Analysenliste koénnten
dafiir zusatzlich zu den Kosten fir eine
normale Kultur (Fr. 63.—- wenn negativ,
Fr. 70.— wenn positiv) Fr. 592.- bis 780.-
anfallen (Tabelle 2). Neue molekularbio-
logische Technologien erméglichen nun
aber deutlich einfachere, zum Teil we-

Nachweis von Infektionen des Genitaltraktes

sentlich schnellere und zudem giinstige-
re Vorgehensweisen (9).

So erlaubt die Kombination eines unge-
wohnlichen Primerdesigns (Dual-priming
Oligos/DPO) (10) mit véllig neu konzi-
pierten Sonden (Tagging Oligonucleotide
Cleavage and Extension/TOCE) (11)
nicht nur den Nachweis von bis zu 15
verschiedenen Zielsequenzen in einer
Amplifikationsreaktion, sondern ermog-
licht gleichzeitig eine Semiquantifizie-
rung mittels wiederholter Schmelzkur-
venanalyse (Abbildung 2). Damit ist die
Grundlage geschaffen, fiir Mycoplasma

Tabelle 3:
Vergleich der semiquantitativen Resultate zwischen Kultur und PCR fiir Mykoplasmen
und Ureaplasmen
Multiplex-PCR
Mycoplasma hominis

Ureaplasma urealyticum/parvum

neg + +4+ 44+ neg + ++ e+t
Kultur neg 104 2 2 0 38 0 12 5
+ 0 0 1 0 0 0 22 17
++ 0 0 3 1 1 0 3 10
+++ 0 0 2 4 0 0 1 8

Von den 78 in der Ureaplasma-PCR positiven Proben enthielten 63 (81%) U. parvum, 12 (15%) U. urea-
Iyticum und 3 (4%) beide Spezies.
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Abbildung 2: Multiplex-PCR unter Verwendung verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe (FAM, HEX, Cal Red,
Quasar): Wiederholte Schmelzkurvenanalysen erlauben nicht nur eine Unterscheidung verschiedener Er-

reger, sondern auch eine Semiquantifizierung.

UU: Ureaplasma urealyticum, UP: Ureaplasma parvum; MG: Mycoplasma genitalium,; MH: Mycoplasma
hominis; NG: Neisseria gonorrhoeae; CI+ Chlamydia trachomatis; TV: Trichomonas vaginalis; IC: interne
Kontrolle zur Uberpriifung von Extraktion und Amplifikation.

hominis wie auch fur den getrennten (!)
Nachweis von Ureaplasma urealyticum
und U. parvum semiquantitative Anga-
ben analog jenen der kulturellen Unter-
suchung zu machen. Und dies innerhalb
von Stunden statt Tagen.

Erste Erfahrungen

Im Rahmen der Testvalidierung konnten
wir wertvolle Erfahrungen mit diesem
neuen Verfahren sammeln (12). Fuar
Chlamydia trachomatis, Neisseria gonor-
rhoeae, Trichomonas vaginalis, Myco-
plasma genitalium und Mycoplasma ho-
minis ergaben sich keinerlei Abweichun-
gen zu den Dbisher angewendeten
Methoden (Sensitivitat und Spezifitat je-

weils 100%), wihrend fir Ureaplasmen
eine Sensitivitdt von 100 Prozent und ei-
ne Spezifitit von 93,3 Prozent erreicht
wurden. Speziell erwdhnenswert ist die
Tatsache, dass von den 57 Ureaplasma-
positiven Proben deren 7 (12,3%) positiv
waren fur U. urealyticum, 39 (68,4%) fur
U. parvum und 11 (19,3%) far beide Spe-
zies. Zudem enthielten tber zwei Drittel
der Ureaplasma-positiven Proben einen
anderen etablierten Erreger, was wieder-
um einen Hinweis auf die beschréankte
Pathogenitit vor allem von U. parvum
darstellt und auch die Wichtigkeit einer
Unterscheidung von U. urealyticum und
U. parvum unterstreicht.

Im Rahmen einer noch laufenden Folge-
studie konnten wir bisher auch feststel-
len, dass die PCR der Mykoplasmen/
Ureaplasmen-Kultur punkto Sensitivitat
uberlegen ist. Dies zeigt sich nicht nur in
zahlreichen positiven PCR-Resultaten bei
negativer Kultur, sondern auch in den
tendenziell hoheren Mengenangaben in
der PCR (Tabelle 3). Die Vergleichbarkeit
der beiden Methoden ist damit nur dann
gewahrleistet, wenn die Interpretations-
kriterien angepasst werden. Dabei stellt
sich allerdings die nicht ganz triviale Fra-
ge, welche der beiden Methoden denn die
verldsslicheren Daten liefert. Da fur
Myko- und Ureaplasmen durchaus be-
kannt ist, dass das Uberleben stark von
den Transportbedingungen abhéangig ist,
koénnte das sehr wohl die PCR sein, wel-
che zudem den betréachtlichen Vorteil bie-
tet, dass sie fur U. urealyticum und
U. parvum getrennte Resultate liefern
kann und damit bereits eine grosse Inter-
pretationshilfe darstellt. Dies ist vor dem
Hintergrund, dass den beiden Spezies eine
unterschiedliche pathogenetische Bedeu-
tung zukommt, nicht ganz unwesentlich.

Fazit

Die Verfuigbarkeit neuer molekularbiolo-
gischer Methoden (semiquantitative Mul-
tiplex-PCR) bringt fur die Untersuchung
von Infektionen des Genitaltrakts ent-
scheidende Vorteile. Es kénnen mehr
spezifische Erreger in kiirzerer Zeit gtins-
tiger nachgewiesen und im Falle von
U. urealyticum und U. parvum neu auch
voneinander unterschieden werden. Mi-
kroskopie und Kultur sind damit nicht
obsolet, sondern haben weiterhin eine
wichtige Funktion, nicht zuletzt fur die
Erfassung zuséatzlicher Organismen
(Gardnerella, Pilze, etc.) und beztiglich
Empfindlichkeitsprifung von allenfalls
vorhandenen Gonokokken. L 4
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