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Diagnostik von Atemwegsinfektionen mittels Multiplex-
PCR

Infektionen der Atemwege konnen insbesondere bei alten
Menschen, Friih- und Neugeborenen, Immungeschwéachten,
oder Patienten mit Vorschédigungen der Lunge mit schweren
Verlaufen einhergehen, ebenso spielen respiratorische Erre-
ger als Ursache nosokomialer Infektionen eine wichtige Rolle.
Neben der konventionellen Anzucht von Bakterien mit Resis-
togramm bietet die schnelle, zielgerichtete Diagnostik insbe-
sondere der viralen und schwer anziichtbaren Erreger von
Atemwegsinfektionen mittels PCR einen wichtigen Baustein
im Hinblick auf eine zielgerichtete Therapie mit dem rationel-
len Einsatz von Antibiotika.

Wir konnen nun den Nachweis respiratorischer Erreger als
Multiplex-PCR in unserem Hause anbieten. Hier kénnen in ei-

nem Lauf folgende Panels untersucht  werden:

Panel Resp. Viren 1: Influenza A, Influenza B, RSV, Para-

influenza 1-4, Rhinovirus

Panel Resp. Viren 2: Coronaviren (OC43, NL63, HKU-1,
229E, MERS), Parechovirus, Metapneumovirus, Adenovirus
und Enterovirus

Panel Resp. Bakt. : B. Pertussis, B. Parapertussis, Chlamydo-
phila Pneumoniae, Mycoplasma Pneumoniae und Legionella

(pneum. + spp.)

Parallel kann eine PCR auf Streptococcus pneumoniae
durchgefiihrt werden.

Bei einem positiven Ergebnis kann von einer
Atemwegsinfektion durch den betreffenden Erreger ausge-
gangen werden, ein negatives schlieRt eine Infektion mit ho-
her Wahrscheinlichkeit aus. Zu berticksichtigen ist jedoch,
dass die PCR nur das Vorhandensein der genetischen Infor-
mation des Erregers nachweist, eine Aussage zu dessen
Vermehrungsfahigkeit oder der Resistenzlage ist nicht mog-

lich. Insbesondere unter einer laufenden Antibiose kann die

DNA bereits abgestorbener Bakterien noch nachgewiesen
werden.

Zur Untersuchung sind respiratorische Materialien wie Ra-
chenspiilwasser, trockene Abstriche (ohne Gel, da durch das
Transportmedium die Sensitivitdt besonders fir RNA-Viren er-
heblich gemindert wird), Sputum oder eine bronchoalveolare
Lavage geeignet. Fiir Parechoviren (insb. bei Neugeborenen-
sepsis) und Enteroviren sind ggf. auch Stuhl und Liquor, bei
V.a. Adenovirus-Konjunktivitis Augenabstriche geeignet.

Alle Untersuchungen kénnen zusammen oder bei Bedarf auch

einzeln laufen und angefordert werden.

Leider wird die respiratorische Multiplex-PCR fir die meisten
der enthaltenen Erreger von der gesetzlichen Krankenversi-
cherung nicht erstattet. Nach EBM sind folgende einzelne
PCRs abrechenbar: Influenza A/B, Bordetella pertus-
sis/parapertussis, Chlamydophila pneumoniae und Mycoplas-
ma pneumoniae. Fiir den Direktnachweis von RSV und Le-
gionellen der Serogruppe 1 (hier aus Urin!) steht weiterhin der
Antigenschnelltest zur Verfligung. Fir weitere Fragen stehen
lhnen Frau Dr. A. Helmer (-168), Herr Dr. C. Lange (-140) und
Herr Dr. B. Thoma (-148) zur Verfiigung.
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v. Willebrand-Syndrom

Das von Willebrand-Syndrom (vWS) ist die haufigste erbliche
Blutgerinnungsstorung mit einem Auftreten bei bis zu 1% der
Bevélkerung. Das VWS kann aber auch im Rahmen verschie-
dener Grunderkrankungen, z. B. dem Lymphoproliferativen
Syndrom, kardiovaskularen Erkrankungen, dem Myelopro-
liferativen Syndrom und Neoplasien, erworben werden. Im
Kindesalter spielen kardiale Shunt-Vitien und eine Valpro-
insauretherapie eine Rolle.

Der von Willebrand-Faktor (VWF) ist ein adhasives
Glykoprotein, das an der primdren und sekundaren
Hamostase beteiligt ist. Es fordert die Adhasion von Thrombo-
zyten an das verletzte Subendothel und ist ebenfalls an der
Thrombozytenaggregation beteiligt. Zusatzlich hat er als Tra-
gerprotein fir FVIII eine wichtige protektive Rolle. Im Blut wird
VWF mit einer Halbwertzeit von 5-9 Stunden durch die
Metalloproteinase ~ ADAMTS13  (VWF-Cleaving-Protease)
schnell abgebaut. ADAMTS13 zerlegt die Multimere in immer
kleinere Multimere wodurch die GréRe dieser Multimere re-

guliert wird.
Haufigkeit  |v. Willebrand-Faktor Symptome

v.Willebrand-Faktor liegt
Typ 1 |ca. 80 -85 % |im Blut in geringerer leicht

Menge als normal vor

v. Willebrand-Faktor ge-

Typ 2 ) leicht bis
ntgend vorhanden, aber |

(A,B, |ca.15-20% | i _ |mittel-
nicht ausreichend funkti-

M, N) N schwer
onsfahig
kein v. Willebrand-Fak-

Typ3 105-15% schwer

tor vorhanden

von Willebrand-Typen

Klinische Anzeichen fiir das VWS sind u. a. lang andauerndes
Nachbluten, Nasenbluten oder haufige ,blaue” Flecken, mit
unterschiedlichen Auspragungen in Abhangigkeit des jeweili-
gen Haupttypes (Typ 1-3).

Das VWS wird in drei Haupttypen unterteilt. Typ 1 umfasst le-
diglich quantitative Defekte des VWF. Typ 2 ist sehr hetero-

gen, da hier samtliche qualitative Defekte des VWF einge-
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schlossen sind; daher wird dieser Typ in die Subtypen 2A
(Untergruppen lIA, IIC, 1ID und IIE), 2B, 2M und 2N aufgeteilt.
Typ 3 ist durch vdlliges Fehlen des VWF im Plasma und in

den Thrombozyten charakterisiert.

Fir die Erkrankung gibt es den haufigeren autosomal-domi-
nant (Typ 1 und 2, Ausnahme Untergruppe 2A/IIC) sowie ei-
nen selteneren autosomal-rezessiven (Typ 3) Erbgang, mit

jeweils variabler Penetranz.

Typ 1

Petechien, Gelenk- oder Gastrointestinalblutungen werden
beim vWS-Typ 1 selten beobachtet. Insbesondere nach
operativen Eingriffen (Zahnextraktion, HNO-OP) kommt es zu
verstarkten Nachblutungen im Schleimhautbereich. Alle vVWS-
Laborparameter, vWF:Ag- sowie VWF:CBA-Werte, sind glei-
chermaflen erniedrigt, der Quotient vVWF:CBA/NWF:Antigen

sowie die Multimeranalysen sind normal.

Typ 2

VWS-Typ 2 ahnelt klinisch dem leichteren Typ 1, allerdings
treten fast ausnahmslos Blutungskomplikationen nach
Operationen auf. ~ Es werden verschiedene Subtypen
beschrieben:

Typ 2A

Typ 2A ist durch das Fehlen der groRen Multimere mit einer
Vielzahl von genetischen Defiziten (verminderte Resistenz
gegen ADAMTS13) charakterisiert; erniedrigte Ratio der funk-
tionellen Aktivitat zur Konzentration.

Typ 2B

Typ 2B ist durch ein Defizit der groBen Multimere mit ver-
starkter Thrombozyten-Agglutination bereits durch geringe
Konzentrationen des Antibiotikums Ristocetin im plattchen-
reichen Plasma charakterisiert. Beim Typ 2B finden sich oft-
mals ausgepragte Thrombozytopenien, die zu einer Ver-
wechslung mit einer Immunthrombozytopenie fihren kénnen.
Typ 2M

Typ 2M zeigt zwar eine Prasenz aller Multimere, aber dazu
eine verminderte Affinitat an die Thrombozyten mit
funktionellem Defekt in der priméren Hamostase. Man findet

eine erniedrigte Ratio der Ristocetin-Cofaktoraktivitat zur
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vWE-Antigen bei normaler Ratio von vWF:CBA/NWEF-Antigen.
Typ 2N

Das vWS Typ Normandie (VWS 2N) ist eine besondere Form,
die oftmals nur schwer von einer H&mophilie (Pseu-
dohédmophilie A) unterschieden werden kann. Hierbei ist le-
diglich die FVIII-Bindung des VWF gestort. Es resultiert ein
verminderter FVIIl. Da samtliche anderen Parameter,
einschlieRlich der Konzentration des vWF, normal sein
kénnen, ist dieser Typ von einer Hamophilie A nur durch den
sog. F VIII-Bindungsassay abzugrenzen. In Einzelfallen kann
der FVIII bei diesen Patienten auch im Bereich von 1% und

damit im Bereich der schweren Hamophilie liegen.

Typ 3

Beim sehr seltenen vWS-Typ 3 werden in der Regel dber
massive Blutungskomplikationen mit Petechien, Gelenk- oder
Gastrointestinalblutungen berichtet. Faktor VIII ist deutlich ver-
mindert, VWF:Ag und vVWF:CBA sind kaum mehr nachweisbar.

Laboruntersuchungen und Befundkonstellationen

Faktor VIII und der VWF verhalten sich entsprechend einem
Akutphaseprotein; insofern steigen beide bei Entziindungen
an, wodurch der Nachweis leichterer Formen in der frithen
postoperativen und posttraumatischen Phase (bei Kindern
auch nach der Punktion) sowie bei chronisch entziindlichen
Erkrankungen erschwert wird. Als Probenmaterial fir die

Screeningtests werden ca. 10 ml Citratblut benétigt.

Konzentration des v. Willebrand-Faktor-Proteins (VWF:Ag)
Die Menge des VWF:Ag wird immunologisch bestimmt. Dieser
Messwert erlaubt keine Aussage Uber die Funktionstichtigkeit
des VWF:Ag, ist aber flir die Unterscheidung zwischen ernied-
riglem und normalem, aber funktionsuntiichtigen VWF:Ag
erforderlich.

Normbereich: Neugeborene: Erwachsene 50-160 %,

Aktivitat des v. Willebrand-Faktors (Kollagen-Bindeassay,
VWF:CBA)
Die Kollagenbindungs-Aktivitdt umfasst die Bindung der

groBen Multimere an Kollagen (verletzte Gefafistelle) und

Orztliche

p%%ﬁs?ﬁoﬁ

stellt somit am ehesten die biologische Aktivitat des vWF dar.
Der Test ist mittlerweile ausreichend standardisiert und auto-
matisiert.

Normbereich: 40-250 %

Quotient vVWF:CBA/VWF:Antigen

Der Quotient vVWF:CBA/VWF:Antigen erlaubt eine Aussage
uber die VWF-Funktionsfahigkeit; damit ist ein VWS Typ 2A
und 2B meist zuverlassig zu diagnostizieren; hier kdnnen die
absoluten VWF:Ag- und VWF:CBA-Aktivitaten erhoht sein und
nur der Quotient den entscheidenden Hinweis geben.

Der Grenzwert liegt bei 0,8, d. h. mindesten 80% des VWF:Ag
sollten kollagenbindend sein. Niedrigere Werte sind verdach-
tig und sollten mittels Multimerenanalyse abgeklart werden.

Normbereich: gréfer 0,8

Multimerenanalyse

Die Multimerenanalyse des v. Willebrand-Faktors wird
elektrophoretisch bestimmt. Das sich dabei ergebende Ban-
denmuster I&sst sofort die Anwesenheit bzw. Abwesenheit der
groRen Multimere erkennen, wobei die ersten 1-5 Banden den
kleinen, die nachsten 6-10 Banden den mittelgroRen und die

Banden >10 den groRen Multimeren entsprechen.

Small multimers

e —
v } Intermediate multir
} Large multimers

Multimerenanalyse

Aktivitat des v. Willebrand-Faktors (Ristocetin-Cofaktor,
vVWF:RCF)

Ristocetin ist ein Antibiotikum, das die Aggregation von Blut-
plattchen in Anwesenheit des VWF auslést, wobei die grofiten
Multimere am meisten zu diesem Effekt beitragen. Die Fahig-
keit des VWF, zusammen mit Ristocetin diesen Effekt zu
bewirken, wird als Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat (VWF:RCF)

bezeichnet. Der Test zur Bestimmung der Ristocetin-Cofaktor-
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Aktivitat liefert oft schwer reproduzierbare Ergebnisse, ist
jedoch unerlésslich fir die Diagnose des Typs 2M.
Normbereich: 50-150 %

Quotient VWF:RCF/vWF:Antigen
Beim vWS vom Typ 2M (s. oben) ist dieser Quotient relevant.
Normbereich: gréfer 0,8

Ristocetin-induzierten Thrombozytenaggregation (RIPA)

Die Messung der Ristocetin-induzierten Thrombozyten-
aggregation (RIPA) dient insbesondere zur Erfassung von
VWF-Varianten mit erhdhter Affinitdt zum vW-Rezeptor der

Thrombozyten (in erster Linie Typ 2B).

Faktor VllI-Bindungskapazitat

Die Bestimmung der Faktor VIII-Bindungskapazitat ist ins-
besondere bei einem speziellen Verdacht auf ein v.
Willebrand-Syndrom vom Typ 2N (der phanotypisch als Ha-

mophilie A erscheint) angezeigt.

Molekulargenetische Mutationsanalyse

SchlieRlich besteht auch die Méglichkeit fiir eine mole-
kulargenetische Mutationsanalyse des vWF-Erbgutes zur Un-
tersuchung von Gendefekten mittels Polymerase-Kettenre-
aktion (PCR).

Minirin®-Test

Minirin mobilisiert présynthetisierten von Willebrand-Faktor
aus den Endothelzellen, wobei sich die Wirkung bei wieder-
holter Gabe erschopft. Der Minirin-Test wird diagnostisch
durchgeflihrt, um den Typ eines VWS fest zu legen.

Bei einem Typ-1 steigt VWF sowohl quantitativ (vVWF:Antigen)
wie auch funktionell (z.B. vVWF:CBA) an. Bei einem Typ-3
erfolgt hingegen kein Anstieg. Bei einem Typ 2 kommt es zu
einer Verschérfung des Ungleichgewichts zwischen den quan-
titativen und funktionellen Untersuchungen. Bei Typ 2b ist
dieser Test kontraindiziert, da es zu einem Thrombozyten-
abfall kommen kann.

Fur Ruckfragen steht Ihnen Frau Dr. Herzum (-189) oder Herr

Dr. Schauseil (-129) zur Verfiigung.

i,
g%emschoft

Editorial

Liebe Kolleginnen und Kollegen!

Bereits seit Monaten versuchen unsere Politiker, die Entschei-
dungen der Wahler zur Bildung einer neuen Regierung um-
zusetzen. Die Forderung nach Einflhrung einer Blrger-
versicherung scheint weiterhin eine ,Herzensangelegenheit*
einer der Sondierungsparteien zu sein. Die niedergelassene
Arzteschaft, aber auch viele Kollegen in den Krankenhusemn
sehen eine solche Birgerversicherung eher kritisch. Ins-
besonders beflirchtet man eine Angleichung der Honorare,
nur dass in einer Blrgerversicherung dann die schon augen-
blicklich schlechtere Vergiitung im EBM-Bereich fir alle Ver-

sicherten gilt.

Mit kollegialen Griiflen
Ihr Stephan Schauseil

LABOR DUSSELDORF

MEDIZINISCHE LABORATORIEN DUSSELDORF
NordstralRe 44 e 40477 Diisseldorf
Telefon (0211) 4978-0, Fax: (0211) 4930612

Email: info@labor-duesseldorf.de

arztliche apparate-gemeinschaft
Zimmerstralle 19 e 40215 Disseldorf
Telefon (0211) 933800, Fax (0211) 9338033

Email; info@apparategemeinschaft.de

O Ich mochte das neue Leistungsverzeichnis.

O Ich mochte den Newsletter per E-Mail erhalten.
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