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Welche Arten von PCR gibt es in der 
Medizinischen Mykologie?
• Gezielte PCR

• Candida spp.

• Aspergillus spp.

• Mucorales

• In House-Protokolle

• Breitspektrum-PCR - panfungal

• Multiplex-PCR

• simultane Amplifikation von mehreren DNA/RNA-Zielsequenzen von Erregern 
in einem einzigen Probenlauf 
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Konventionelle Diagnostik versus 
Multiplex-PCR
• Mikroskopie

• Kultur

• Identifizierung und 

Resistenztestung

• Kombination mehrerer 

Schritte

• Dauer: mehrere Tage bis 

teilw. Wochen

• Mehrere Erreger in einem 
Untersuchungsgang

• Syndrombasierte Panels

• GI-Infektionen

• Infektionen des 

Respirationstrakts

• STI

• Meningitis

• Sepsis

• Befund liegt innerhalb 

weniger Stunden vor
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Anforderungen an Multiplex-PCR

• Auswahl der richtigen DNA-Extraktionsmethode, Primer und viele andere 
technische Parameter, um ausreichende Sensitivität und Spezifität zu 
garantieren

• Amplifikation aller in der Probe vorhandenen bzw. gesuchten Spezies mit 
gleicher Effizienz

• Ausreichende Sensitivität
• Zu geringe Sensitivität vergrößert das Risiko falsch negativer Befunde 
➠ Konsequenz: Stoppen einer laufenden Therapie oder falsche Wahl 
der antifungalen Therapie

• Sensitivität von vielen Faktoren abhängig  (von DNA-Extraktion bis 
PCR)

• bei Multiplex-PCR aber von noch größerer Bedeutung als bei 
konventioneller PCR

Birgit WIllinger
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Beispiel: Sepsis



Mikrobiologische Diagnostik bei Sepsis
• 2 Herangehensweisen

• aus positiver Blutkultur

• MALDI-TOF

• Molekularbiologisch

• LAMP: z.B. eazyplex (amplex)

• PCR-basierte Detektionssysteme

• Biofire- BCID2

• Eplex Bloodculture ID Panels

• Xpert/MRSA, Carba/R (Cepheid)

• Verigene

• Direkt aus Vollblut

• Multiplex PCR (z.B. MagicplexTM Sepsis Real-Time Test,
Seegene; Fungiplex Candida, Bruker Daltonik; eplex-System
GenMark DX, Roche

• T2Dx

• Breitspektrum-PCR

• NGS (zukünftig)



Pro und Contra

Lamy et al. JCM 2020, 26; 142 - 150



Blutkultur Panel BCID 2® (biofire) 



Performance von BCID2

Camelena et al. Microbiol Spectr 2023



Performance von BCID2

Peri et al. BMC Infectious Diseases (2022): 22:794



Ein weiteres Panel: ePlex®, Genmark Dx, 
Roche

Gramfärbung erforderlich!



Ein weiteres Panel: ePlex®, Genmark Dx, 
Roche

Sehr gut:
• Turnaround time: 90 min
• Sehr gute Sensitivität und Spezifität

Aber:
• Hohe Kosten
• Keine Resistenzbestimmung

Tansarli & Chapin, Microbiology Spectrum 2022, Volume 10, Issue 5



Molekularbiologischer Erregernachweis 
bei Sepsis direkt aus Blut



Syndrombasierter Ansatz bei 
Meningitis

• Meningitis –Panel (biofire): 

• C. neoformans/C. gattii – Sensitivität 96%; allerdings 
schlechtestes Ergebnis bzgl. falsch negativer 
Ergebnisse nach HSV

• Falsch negative Befunde in erster Linie 

• Unter Therapie

• nach  Clearing von Cryptococcus 

• bei positivem Antigennachweis

Tansarli & Chapin, CMI 2020



Wie gut sind die Plattformen technisch?

• Panels technisch ausgereift (umfassende Vergleichsstudien)

• Die häufigsten Erreger sind abgedeckt, seltene Erreger 

werden nicht erfasst

• ABER:

• teilweise nur wenige Erreger untersucht

• analytische Sensitivität geringer als bei Einzel-PCRs

• in der Regel keine Ct-Werte verfügbar

Leber et al. JCM 2016 54
Leber et al.JCM 2018, JCM  56 16



Wichtige klinische Fragen

• Änderung des therapeutischen Managements durch früheres 

Ergebnis?

• Änderung der antimikrobiellen Therapie

• Deeskalation oder Eskalation 

• Katheterwechsel, Hygienemaßnahmen etc.

• Änderung der antimikrobiellen Therapie auf Grund des 

Ergebnisses?

• Gäbe es durch das alleinige molekularbiologische Ergebnis 

falsche Entscheidungen?

• Würde das Fehlen dieser Ergebnisse einen Nachteil für die 

Patienten bedeuten?

Direkte Kommunikation mit den Kliniker*innen 
und ABS von großer Bedeutung!



Aspergillus



Molekularbiologischer Nachweis von Aspergillus

Alanio & Bretagne Med Mycol 2016
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Multiplex-PCR zum Nachweis der 
invasiven Aspergillose
• Evaluation von AsperGenius (Pathonostics) zum Nachweis von A. 

fumigatus und Azolresistenz

• Prospektiver Vergleich von Kultur, Galactomannan und PCR aus 
BAL bei Patienten mit allogener HSCT

• 23 Pat. mit gesicherter/wahrscheinlicher IA

• PCR 65% Sensitivität bei wahrscheinlicher IA

• Kombi PCR + GM: 96% Sensitivität, 100 % Spezifität

• Nachweis einer Azolresistenz in 4 Fällen mit kultureller 
Bestätigung

• 3 Patienten mit Mutation im cyp51A Gen (3/23; 13%) 

• 1 Patient mit Y121F/T289A Mutation 

• 2 Patienten L98H 

• Azolresistenz wurde kulturell gleich gut wie mit PCR detektiert

Pelzer et al. Med Mycol 2020, 58: 268-71



Multiplex-PCR zum Nachweis von 
invasiver Aspergillus 
• AsperGenius® 2.0 Species, AsperGenius® 2.0 Resistance TR Multiplex real-time 

PCR Kit (Pathonostics)

• Nachweis von A. fumigatus, A. flavus, A. terreus, Aspergillus species und Azol 
Resistenz 

• Evaluierung durch klinische Studien noch ausständig bzw. noch gering

• Studie mit baldigem Beginn in Planung

• bei Interesse bitte melden

Huygens et al. CID 2023



Aspergillus-PCR mit BAL bei Patienten mit 
hämatologischer Erkrankung
• Prospektive Studie mit 12 Zentren in Belgien und Holland

• Hämatologische Patienten mit einem neuen pulmonalen 

Infiltrat und Bronchoskopie/BAL

• 70% akute Leukämie, MDS

• 32% allogene Stammzelltransplantation

• Primärer Endpunkt

• Antifungal treatment failure bei Patienten mit azolresistenter IA 

oder Wechsel zu anderer Substanzklasse

• Sekundärer Endpunkt

• Prävalenz von Azolresistenz

• Outcome der Patienten mit positiver Aspergillus-PCR

Huygens et al. CID 2023



Ergebnisse Aspergillus-PCR mit BAL bei 
Patienten mit hämatologischer Erkrankung

• 323 Patienten → 299 Pat. mit ausreichendem BAL-Volumen

• 95 (34%) wahrscheinliche IA

• 24 (8%) positive Kultur mit Aspergillus

• 116/239 (40%) Aspergillus PCR positiv

• 89/293 (30%)  A. fumigatus PCR +

• 58/89 (58%) PCR mit eindeutigem Ergebnis

• 8/58 (14%) zeigten Resistenz

• 2 gemischt empfindlich/resistent – Ausschluß

• 6 Patienten ohne Ansprechen

• ABER: Letalität der Patienten mit einer einzigen positiven PCR 

entsprach der mit einer negativen PCR.

Huygens et al. CID 2023



Häufiger Nachweis von Aspergillus-DNA mit 
BAL bei Patienten mit hämatologischer 
Erkrankung

• Positive PCR wurde in 1/5 Patienten mit negativer Kultur und GM 

beobachtet

• Bei 80% dieser Patienten wurde eine Therapie begonnen

• Letalität nach 6 Wochen wurde dadurch nicht beeinflusst

• 71/231 (31%) Patienten mit positiver PCR hatten GM < 1

• Resistenzergebnisse passten besser, wenn BAL-GM > 1 (89%) vs GM< 1 

(48%)

• Resistenz wäre nur bei 2 Patienten mit Kultur nicht detektiert worden

• Klinischer Impact bei hämatologischer erkrankung und pulmonalen 

Infiltrat nicht endgültig beurteilbar

Huygens et al. CID 2023



Mucorales



Multiplex-PCR zum Nachweis von 
Mucorales 
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• Mucorgenius (Pathonostics)

• Target: 28S rRNA Gen, erfasst Rhizopus spp, Rhizomucor spp, Mucor sp., 

Lichtheimia spp., Cunninghamella spp.

• 319 pulmonale Proben  von 319 Patienten (BAL, Biopsien, Sputum, TS)

• Probenmaterial: BAL, Gewebe

• Vergleich zur in house-PCR

Guegan H. et al. 2020 (05), Journal of Infection

6 „falsch negative“ Ergebnisse: low fungal burden; nur in house PCR bis 
auf eine Probe mit kulturell nachgew. Mucor



Multiplex-PCR zum Nachweis von 
Mucorales 
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• Mucorgenius (Pathonostics)

• Vergleich zur in house-PCR

• Mucorgenius: 9/10 Fällen richtig positiv

Guegan H. et al. 2020 (05), Journal of Infection

1 proven/probable MM: low fungal burden



MucorGenius zum Nachweis von 
Mucorales 
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• Mucorales PCR ist ein wichtiges zusätzliches Werkzeug zur 

konventionellen Mykologie bei Proben aus der Lunge

• MucorGenius® und in-house PCRs zeigten eine exzellente Sensitivität 
(90-100%) and Spezifität (>95%)

• MucorGenius®  geeignet für das Screening von pulmonalen Infektionen, 
kann aber falsch negative Ergebnisse bei geringen DNA-Konzentrationen 

liefern

• Pulmonale Aspergillus/Mucorales Koinfektionen kommen bei 
Immunsupprimierten vor und können übersehen werden, wenn man 
nicht danach sucht

• Keine Unterscheidung der einzelnen Gattungen und Arten

Guegan H. et al. 2020 (05), Journal of Infection



Multiplex-PCR zum 
Nachweis von 
Dermatophyten



Microarray (Euroimmun) 

30Uhrlass et al. 2019, Der Hautarzt 8



Dermagenius (Pathonostics)- 
Multiplex-PCR

Uhrlass et al. 2019, Der Hautarzt 8



Vergleich EuroArray und 
DermaGenius: eigene Daten



Vor- und Nachteile

33Uhrlass et al. 2019, Der Hautarzt 8



Vergleich mit Kultur

34Uhrlaß et al. 2019, Der Hautarzt 8



Rasche Diagnostik mittels Multiplex-PCR

Bedeutung des Diagnostic Stewardships

Messacar et al. 2017, JCM 55: 715 - 723 

1. Multiplex-Panels sind 
technisch gut ausgereift

2. Panels teilw. mit Pilzen

3. Reine Multiplex-PCRs für 
Pilzinfektionen
 

4. Diagnostic Stewardship 
wichtig zur Abklärung 
wer, wann und womit 
getestet werden soll


