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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Pilze und ihre Bedeutung

Pilze sind hochentwickelte eukaryontische Lebewesen, welche neben ihrer
Okologischen Potenz zunehmend in der Industrie an Bedeutung gewinnen.
Sie werden beispielsweise zur Fermentierung verschiedener Lebensmittel
oder zur Herstellung unverzichtbar gewordener Arzneimittel verwendet (59).
1928 entdeckte Alexander Fleming durch Zufall die bakteriostatische Wirkung
von Schimmelpilzen der Gattung Penicillium, welche in eine seiner
Staphylokokken-Kulturen gerieten. Weitere Forschungsansatze fuhrten zur
Entwicklung des Antibiotikums Penicillin, wofur ihm 1945 der Nobelpreis fur
Medizin verliehen wurde (39). Andere Pilzmetabolite, wie Mevinolin von
Aspergillus terreus oder Cyclosporin A von Tolypocladium inflatum werden
heute als Goldstandard wichtiger Therapieregimes verwendet. AufRerdem
nimmt die Produktion gentechnisch veranderter Pilze zu: Saccharomyces
cerevisiae kann zum Beispiel fiir die Hepatitis-B-Impfstoffe ,Gen-HB-Vax®

und ,Engerix B® genutzt werden (59, 105).

Neben dem technologischen und gesundheitsbkonomischen Nutzen stellen
Pilze jedoch auch ein Risiko als Krankheitserreger fur den Menschen und
andere Lebewesen dar. In der Humanmedizin spielen Pilze insbesondere bei
Allergie, Intoxikation und Infektion eine Rolle (27). Beim immunkompetenten
Menschen wird die Ausbildung einer Pilzinfektion selten beobachtet, da die
Funktionalitdt des Immunsystems bei der Krankheitsentstehung von
besonderer Signifikanz ist. Flr schwerkranke, immunsupprimierte Patienten
hingegen stellen invasive Mykosen eine gefurchtete Bedrohung dar und
tragen bedeutend zu Morbiditat und Letalitat bei (60, 69, 96, 124). Inzidenz
und Schweregrad einer invasiven Mykose korrelieren mit einer Vielfalt unter-
schiedlicher Faktoren (siehe 1.3 Risikofaktoren invasiver Mykosen).
Fortschritte in der medizinischen Versorgung haben dazu beigetragen, dass
schwerkranke Patienten eine langere Lebenserwartung aufweisen, was haufig
mit anhaltender Immunsuppression einhergeht und sie hierdurch fir invasive
Mykosen pradisponiert (6, 31, 81, 84, 103).
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1.2. Epidemiologie invasiver Mykosen

Bis Ende der 1990er-Jahre galt die Candidiasis als haufigste invasive Mykose
unter immunsupprimierten Patienten in Europa (73, 88). Seither wurde ein
bemerkenswerter Wandel in der Epidemiologie beobachtet (81, 88): Daten
aus einer in 2006 publizierten Studie (SEIFEM-2004) weisen beispielsweise
darauf hin, dass 64% aller diagnostizierten invasiven Mykosen durch
Schimmelpilze hervorgerufen wurden (115). In Uber 90% dieser Schimmel-
pilzinfektionen konnte Aspergillus spp. als Erreger identifiziert werden. Jeweils
4% der Infektionen waren mit Zygomyzeten und Fusarium spp. assoziiert, den
zweithaufigsten Pathogenen einer Schimmelpilzinfektion. Im Vergleich hierzu
waren Hefepilzinfektionen nur zu 36% die Ursache von invasiven Mykosen.
Candida spezies blieben hingegen die dominanten Erreger von Hefepilz-
infektionen, die in 91% der Falle diagnostiziert wurden (115). Im Jahr 2010
publizierte Daten zeigen die wandelnde Epidemiologie der Pathogene
invasiver Mykosen zwischen 1990 und 2008 anhand von Autopsiebefunden
(M.D. Anderson Cancer Center, USA, siehe Abbildung 1) (88). Friher selten
diagnostizierte Spezies, wie Zygomyzeten oder Fusarium spp., werden immer
haufiger als Pathogene identifiziert (81, 88). Die Zygomykose hat mit 9% seit
2000 den groBten Anteil an seltenen invasiven Mykosen und gewinnt somit an
klinischer Bedeutung (88).

Abbildung 1: Epidemiologie der Pathogene invasiver Mykosen zwischen 1990 und 2008
anhand von Autopsiebefunden ,M.D. Anderson Cancer Center, USA* (88)

1990 - 1999

B Aspergillus spp.
55‘@
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2000 - 2008

4%

B Aspergillus spp.
(58%)
Candida spp. (26%)

B Zygomyzeten (9%)

B fFysarium spp.
(5,3%)
Endemische
Infektionen (3,5%)

1.3. Risikofaktoren fiir invasive Mykosen

Eine Vielzahl von Risikofaktoren pradisponiert flr invasive Mykosen. Von
einem erhohten Risiko fur die Entstehung einer invasiven Mykose betroffen

sind u.a. Patienten

» mit der Diagnose einer akuten Leukamie;

» die an progressiven, soliden Tumorerkrankungen leiden;
» nach allogener sowie autologer Stammzelltransplantation;
» nach Knochenmarktransplantation;

» nach solider Organtransplantation;

» mit grol3flachigen Verbrennungen;

» nach Polytrauma;

» nach grof3en abdominalchirurgischen Eingriffen;

» mit langem Intensivaufenthalt;

» mit HIV-Infektion bzw. AIDS-Erkrankung;

» mit Uramie;

» mit Diabetes mellitus als Grunderkrankung (19, 69, 81).
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Zu therapieassoziierten Risikofaktoren einer invasiven Mykose zahlen:

» Immunsuppression z.B. nach Chemotherapie und damit einhergehender

Neutropeniedauer von >10 Tagen/<500/pl;
» Zeichen oder Symptome einer Graft versus Host Reaktion;

» Prolongierte Glukokortikoidtherapie (>30 Tage) in den vorangegangenen
60 Tagen;

» Einsatz von Breitspektrum-Antibiotika >2 Wochen;
» Invasive Beatmung;
» Zentraler Venenkatheter

(19, 69, 80, 81).

Eine Ubersicht der Risikofaktoren invasiver Mykosen in Abhangigkeit ihres

Erregers ist in Tabelle 1 zusammengefasst.

Tabelle 1: Risikofaktoren invasiver Mykosen abhangig von ihrem Erreger

Erreger Risikofaktor Referenz
Aspergillus species Abfall der Neutrophilenzahl (29, 31, 92,
. . 100, 102,
Immunsuppressive Therapie
125, 127)
HSZT
Blastomyces dermatitidis Immunsuppression (z.B. HIV-Infektion, (87)
Kortikosteroidgabe)
Schwangerschaft
Solide Organtransplantation (SOT)
Candida spezies Behandlung mit Breitbandantibiotika (124)
Chemotherapie
Mukositis
Zentraler Venenkatheter
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TPE
Neutropenie
Operation (gastrointestinal)

Niereninsuffizienz/ Hamodialyse

Coccidioides spezies Schwangerschaft (18, 43,
Kortikosteroide 136)
Chemotherapie
Immunsuppression bei SOT
AIDS
Geringes Einkommen

Cryptococcus spezies AIDS (40, 42, 62,
Idiopathische CD4+ Lymphopenie 122,176,

190, 191)

SOT
Maligne Erkrankung
Hyper IgM Syndrom im Kindesalter
Kortikosteroidgabe
Leberzirrhose

Dematiaceous fungi In vielen Patienten keine Risikofaktoren (80, 129,
Bei ZNS-Befall: Zellulare immune Dysfunktion, 130)
maligne Erkrankung, Neutropenie, HSZT,
SOT, HIV, Katheter

Fusarium spezies Neutropenie (4, 11, 89,

108, 111)

Zentraler Venenkatheter

Katheter zur ambulanten Peritonealdialyse
GrolRflachige Verbrennungen
Kontaktlinsen

HSZT

SOT

Kortikosteroidgabe

Histoplasma capsulatum

Disseminierte Infektion: Immunsuppression (70, 188)
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(z.B. HIV), sehr junges oder sehr hohes Alter,
hamatoonkologische Grunderkrankung, SOT,
HSZT

Trichosporon spezies

Hamatoonkologische Grunderkrankung (z.B.

Leukamie)
Neutropenie
Peritonealdialyse
Solider Tumor
SOT
Verbrennungen

Prothetische Herzklappe

(49)

Zygomyzeten

DM (v.a. bei Ketoazidose und unkontrolliertem
DM)

Neutropenie

Kortikosteroidgabe

HSZT

SOT

HIV

Deferoxamin Therapie
Drogenmissbrauch

Haut- oder Parenchym-Untergang
Frihgeburt

Mangelernahrung

Maligne Erkrankung (v.a. hamatologisch)

Langzeitprophylaxe mit Voriconazol

(17, 52, 75,
133)

AIDS: Acquired Immunodeficiency Syndrome, DM: Diabetes mellitus,

HIV: humanes

Immundefizienz-Virus, HSZT: hamatologische Stammzelltransplantation, IgM: Immunglobulin

M, SOT: solide Organtransplantation, TPE: totale parenterale Erndhrung, v.a.: vor allem,

ZNS: zentrales Nervensystem
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1.4. Erreger seltener invasiver Mykosen

Die Inzidenz der Erreger, welche weder zur Gattung Aspergillus, Candida,
Pneumocystis oder Cryptococcus gehdren, noch endemisch vorkommen —
wie beispielsweise Histoplasma spp. oder Coccidioides spp. — steigt weltweit
(siehe Abbildung 1) an (19, 81, 88). Zygomyzeten zahlen zu den haufigsten
Erregern der seltenen invasiven Mykosen, gefolgt von den sehr seltenen, in
den meisten Fallen letal verlaufenden Infektionen durch Fusarium spp.
(Letalitatsrate 70-87%) und Trichosporon spp. (Letalitatsrate 65-70%) (19, 81,
88).

1.4.1. Zygomykose

Die Zygomykose wird durch Spezies der Klasse der Zygomyzeten verursacht.
Die Inzidenz der Zygomykose ist in den letzten 60 Jahren stetig angestiegen
und gewinnt klinisch immer mehr an Bedeutung (19, 81, 88, 112, 133, 135).
Man unterteilt diese in die Ordnung der Mucorales und der Entomophthorales
(131). Mucorales sind weltweit verbreitet, wahrend sich Entomophthorales auf
die Tropen und Subtropen begrenzen (52, 131). Beim Menschen findet man
am haufigsten Infektionen, welche durch Mucorales hervorgerufen werden.
Diese lassen sich durch schnell progrediente Infektionsverlaufe,
Parenchymuntergang und Angioinvasion charakterisieren (17, 52). Im
Gegensatz dazu zeigen Infektionen mit Entomophthorales einen chronisch-
progredienten Verlauf und werden im Allgemeinen als weniger schmerzhaft
angesehen (17, 52). Rhizopusarrhizus (Rhizopusoryzae),
Rhizopusmicrosporus und Rhizomucorpusillus sind die haufigsten Erreger der
angioinvasiven Zygomykose; weitere pathogene Spezies stellen Mycocladus
corymbifer, Mucor spp. und Cunninghamella bertholletiae dar (17). Die
primare Lokalisation der Infektion steht im Zusammenhang mit der Patienten-
population. Am haufigsten betroffen sind Sinus, Lunge und Haut. Bei einem
Viertel der Patienten wird ein disseminierter Befall beobachtet (133).
Risikofaktoren, die fur Zygomykosen pradisponieren, sind vielfaltig, jedoch ist
Diabetes mellitus, besonders in Verbindung mit einer Ketoazidose,
hochgradig assoziiert (17, 133). Zwischen 36% und 88% aller Patienten mit

Zygomykosen weisen einen Diabetes mellitus als Risikofaktor auf (17).
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Weitere Risikofaktoren sind Neutropenie, Kortikosteroidgabe, HSZT, SOT,
HIV, Therapie mit Deferoxamin, Drogenmissbrauch, Haut- oder
Parenchymuntergang (z.B. nach Verbrennungen), Fruhgeburt,
Mangelerndhrung, maligne Grunderkrankung und Langzeitprophylaxe mit
Voriconazol (17, 52, 75, 133). Diabetiker entwickeln fur gewdhnlich eine
rhinozerebrale Form der Zygomykose, wahrend ein pulmonaler Befall am
haufigsten bei hamato-onkologischen Patienten auftritt (133). Bei
disseminierten  Infektionen, Niereninsuffizienz, rhinozerebralem und
gastrointestinalem Befall Uberschreiten die Letalitatsraten 50% (133).
Infektionen, die mit Cunninghamella bertholletiae assoziiert sind, weisen eine
noch hohere Letalitat auf (133).

1.5. Diagnose invasiver Mykosen

Die Fruhsymptomatik invasiver Mykosen ist nur schwer von einer bakteriellen
oder viralen Erkrankung zu differenzieren. Klinische Zeichen wie Fieber,
Dyspnoe, eventuell Hamoptysen, atemabhangige Schmerzen und ein
pathologischer pulmonaler Auskultationsbefund lassen zunachst nicht auf die
Art des Erregers schlieBen. Zeigt ein Risikopatient 72 Stunden nach
Anbehandlung mit Antibiotika persistierendes Fieber, mussen weiterfuhrende
diagnostische Malinahmen durchgefuhrt werden (150). Da eine rein klinische
Diagnose ausgesprochen schwierig ist, wird eine invasive Mykose fast
ausschlieBlich in Zusammenschau mehrerer Einzelbefunde, wie klinische
Symptome,  radiologische  Befunde,  mikrobiologische = Nachweise,
pathologische bzw. histologische Beurteilungen von Gewebeproben und dem
individuellen Risiko des Patienten diagnostiziert (30, 32, 189). Der wichtigste
Nachweis einer Pilzinfektion basiert auf histologischer Analyse, wodurch eine
genaue Erregerbestimmung jedoch oft nicht madglich ist (82). Eine
mikroskopische Untersuchung mit speziellen Farbetechniken (Blankophor,
KOH- oder Grocott-Gomori- Methenamin-Silberfarbung) von Proben aus
bronchoalveolaren Lavagen, Sputum, Sinuslavagen und Biopsien lasst zwar
den Nachweis von Hyphen oder Sporen zu, eine genaue Differenzierung der
Erreger auf Speziesebene ist aber oft nicht mdglich (32). Bei einer kulturellen

Diagnostik kdnnen Erreger meist bis auf die Speziesebene identifiziert
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werden, es ist jedoch nicht immer moglich, zwischen Kontamination,
Besiedlung und Infektion zu differenzieren. AuRerdem liegt das Ergebnis in
der Regel erst nach einigen Tagen vor (32). Alternativ stellt der
Antigennachweis ein etabliertes Verfahren zur Diagnostik von invasiven
Aspergillosen dar. Man weist hierbei Galactomannan (Bestandteil der
Zellmembran von Aspergillus spp.) in Serum, Liquor oder anderen
Korperflussigkeiten nach (61, 95). Molekularbiologische Techniken, wie PCR-
Assays oder spezifische Antikérpernachweise werden ebenfalls immer
haufiger fur diagnostische Zwecke benutzt. Dabei steht neben der
konventionellen PCR mittlerweile auch die Real-Time-PCR zur Verfugung,
welche nicht nur eine qualitative, sondern auch eine quantitative Detektion
von Pilz-DNS innerhalb weniger Stunden ermdglicht. Die Real-Time-PCR-
Technik ist jedoch auf diesem Gebiet nicht vollstandig etabliert (24, 158).

1.6. Konsensusdefinition invasiver Mykosen

Die ,European Organisation for Research and Treatment of Cancer” und die
.,Mycoses Study Group“ (EORTC/MSG) publizierten im Juni 2008 eine
Uberarbeitete Konsensusdefinition invasiver Mykosen (Tabelle 2) (28). Diese
wird bei antimykotischen Arzneimittelstudien, strategischen Prufungen (20,
58, 178, 186, 187), zur Formulierung Klinischer Leitlinien (183), bei der
Validierung diagnostischer Prozesse (35, 71, 94, 99, 114, 121) und zur
Durchfihrung epidemiologischer Studien (23) angewandt. Die Definition
ordnet der invasiven Mykose drei Grade von Wahrscheinlichkeit zu: bewiesen
(,proven®), wahrscheinlich (,probable®) und méglich (,possible®). Eine invasive
Mykose gilt als bewiesen, wenn eine mikroskopische Analyse sowie eine
positive Kultur vorliegen (im Falle einer Kryptokokkose: Nachweis im Liquor).
Liegt mind. ein Wirtsfaktor, mind. ein klinisches Zeichen und mind. ein
mykologischer Nachweis vor, so definiert man die Infektion als
wahrscheinlich. Liegt nur mind. ein Wirtsfaktor sowie mind. ein klinisches
Zeichen vor, ist von einer méglichen invasiven Mykose auszugehen. Eine
bewiesene Infektion kann jedem Patienten unabhangig von seinem Immun-
status zugeordnet werden, wohingegen die Kategorien der wahrscheinlichen

und moéglichen Infektion nur fir immunsupprimierte Patienten konzipiert sind.
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Die Definition bezieht sich auf invasive Pilzinfektionen aller Erregerklassen,
schlie3t jedoch endemische Mykosen aus (28). Infektionen, die beispielweise
durch Histoplasma capsulatum oder Coccidioides spp. hervorgerufen werden,

sind eigene Definitionen zugewiesen (6).
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Tabelle 2: EORTC/MSG Kriterien 2008 invasive Mykose (28):

bewiesen wahrscheinlich méglich
Identifikation durch obligat*
Histologie
Identifikation durch obligat®
Direktmikroskopie
Positive Kultur ® obligat*

b

Positive Serologie bei Kryptokokkose

Host-Faktor © 1 Kriterium obligat 1 Kriterium obligat
Klinische Zeichen © 1 Kriterium obligat 1 Kriterium obligat
Mykologischer Nachweis ° 1 Nachweis obligat

* zur Diagnose einer bewiesenen invasiven Mykose muss entweder eine Identifikation durch
eine Histologie, eine Identifikation durch Direktmikroskopie oder eine positive Kultur
vorliegen.

# aus sterilem Material oder Blut

® aus Liquor (bei einer Kryptokokkose Zeichen einer disseminierten Infektion)

¢ Neutropenie >10 Tage (Neutrophile absolut <0.5 x 109/I), HSZT, Kortikosteroidgabe (mind.
0,3 mg/kg/Tag eines Prednisolonaquivalent Uber drei Wochen), Behandlung mit T-
Zellimmunsuppressiva (z.B. TNF-a-Blockern) >90 Tage, genetisch bedingter/schwerer
Immundefekt

4 Pilzinfektion im unteren Respirationstrakt, Tracheobronchitis, Sinonasale-Infektion, ZNS-
Infektion, disseminierte Candidiasis

¢ direkter Test (Zytologie, direkte Mikroskopie oder Kultur), indirekter Test (Antigennachweis

oder Zellwandbestandteile, z.B. Galaktomannan-Nachweis)

1.7. Therapieoptionen der invasiven Zygomykose

Neben der Durchfuhrung eines chirurgischen Débridements sollte immer auch
antimykotisch therapiert werden. Das hierzu verfugbare Antimykotikaspektrum
wurde in den vergangenen Jahren deutlich erweitert. Auller den bereits
zugelassenen Wirkstoffen Amphotericin B und der ersten Azolgeneration (z.B.
Itraconazol), steht nun auch Posaconazol als Azol mit einem erweiterten

Spektrum zur Verfugung (19).
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Insgesamt bleiben die Therapiemdglichkeiten der invasiven Zygomykose
jedoch beschrankt, da Zygomyzeten als sehr resistente Erreger gelten (19).
Bleibt die invasive Zygomykose unbehandelt, steigt die Letalitatsrate nahezu
auf 100% (133).

1.7.1. Chirurgisches Débridement

Da im Rahmen von Zygomykosen nach chirurgischem Débridement ein
verlangertes Uberleben beschrieben wird (167), sollte dies immer als friihe
MalRnahme in Erwagung gezogen werden. Haufig werden Patienten schon
vor sicherer Diagnosestellung empirisch durch ein chirurgisches Débridement
behandelt. Ein groRflachiges chirurgisches Débridement ist jedoch erschwert,
wenn wichtige Strukturen an nekrotisches Gewebe grenzen. Dies kommt vor

allem bei sinu-nasalem, rhino-orbitalem und zerebralem Befall vor (161).

1.7.2. Amphotericin B

Initial wurde konventionelles Amphotericin B Desoxycholat (AmB) zur
Behandlung der Zygomykose eingesetzt (135). Dieses wurde jedoch weit-
gehend durch die weniger toxischen Lipidformen von AmB abgeldst: Lipo-
somales Amphotericin B (L-AMB) und Amphotericin B lipidcomplex (ABLC)
(50, 185). Bezuglich ABLC wurde ein positives Ansprechen bei 52% aller
Patienten in groReren Fallsammlungen dokumentiert (117, 118). Rando-
misierte kontrollierte klinische Studien zur Therapie mit Lipidformen von AmB

wurden bis dato jedoch nicht durchgefuhrt.

1.7.3. Posaconazol

Posaconazol ist ein seit 2006 zugelassenes Azol (157). Es zeigt im
Allgemeinen sowohl in vitro als auch in vivo eine ahnliche oder bessere
Aktivitdt gegen Zygomyzeten als Itraconazol, Fluconazol oder Voriconazol
(37, 157). Greenberg et al. (53) zeigten in einer nicht randomisierten
unverblindeten Studie mit einer Fallzahl von n=24 eine Uberlebensrate von

79% nach einer durchschnittlichen Behandlungsdauer von 182 Tagen. Van
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Burik et al. (179) untersuchten retrospektiv 91 Zygomykosefalle, wovon nach
12 Wochen Behandlung 60% ein vollstandiges oder partielles Ansprechen auf
Posaconazol zeigten und 21% einen stabilen Krankheitsverlauf aufwiesen.
Des Weiteren konnte in einer Vielzahl von Fallberichten bei Patienten mit
unterschiedlichen Grunderkrankungen ein klinisches Ansprechen unter Posa-
conazoltherapie gezeigt werden (2, 7, 8, 12, 13, 16, 25, 34, 38, 44, 45, 48, 57,
85, 98, 110, 119, 156, 160, 163, 166, 170, 177). Posaconazol ist dartiber
hinaus ein nebenwirkungsarmes Medikament, selbst wenn es Uber einen
langen Zeitraum appliziert wird (126). Es steht jedoch nur als orale Suspen-

sion zur Verfugung (19).

1.7.4. Kombination verschiedener Therapieoptionen

Derzeit sollten alle beschriebenen Therapieoptionen flr Patienten mit einer
invasiven Zygomykose in Betracht gezogen werden. Ein chirurgisches
Débridement sollte durchgefihrt werden, um den Infektionsherd zu limitieren
bzw. dessen Ausbreitung vorzubeugen (22). Der klinische Nutzen einer anti-
mykotischen Kombinationstherapie lasst sich bislang nicht belegen. Vasquez
et al. (180) und Rickerts et al. (132) berichten Uber erfolgreiche Krankheits-
verlaufe nach einer Kombinationstherapie mit L-AMB und Caspofungin oder
Posaconazol in Fallen, in denen der Einsatz einzelner Antimykotika erfolglos
blieb. Diese Ergebnisse werden von Daten aus Tiermodellen (168) sowie In-
vitro-Synergiestudien (78) unterstutzt. Ibrahim et al. publizierten jedoch 2009
Daten zu Tiermodellen, welche keinen Uberlebensvorteil einer Kombinations-
therapie mit L-AmB und Posaconazol gegenuber einer Monotherapie mit L-
AmB zeigten (66).

1.8. Zielsetzung der Arbeit

Die Inzidenz invasiver Mykosen steigt weltweit und seltene Pilzspezies —
welche weder zur Gattung Aspergillus spp., Candida spp., Pneumocystis spp.
oder Cryptococcus spp. gehoren, noch endemisch oder regional vorkommen,

wie z.B. Histoplasma spp. oder Coccidioides spp. — werden immer haufiger
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als Krankheitserreger identifiziert (19, 81, 88). Die in dieser Arbeit genutzten
Daten wurden mit Hilfe von ,Fungiscope™*, einer weltweiten digitalen
Datenbank fur seltene invasive Mykosen, erhoben. Ziel der Arbeit ist es, die
klinischen Erscheinungsbilder der invasiven Zygomykose zu beschreiben und

deskriptiv zu analysieren.

Die dokumentierten Daten werden bezuglich:
» Grunderkrankung und Risikofaktoren;

» diagnostischer Mal3nahmen;

» Taxonomie;

» Organmanifestation;

» Therapiestrategien;

» Behandlungserfolg und Uberleben

analysiert. Die Ergebnisse sollen dazu beitragen, ein besseres klinisches

Verstandnis der invasiven Zygomykose zu erlangen.
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2. Material, Methoden und Ergebnisse
Siehe Anlage 1:

“Forty-one recent cases of invasive zygomycosis from a global clinical
registry.” (140)

Ruping MJ, Heinz WJ, Kindo AJ, Rickerts V, Lass-Florl C, Beisel C,
Herbrecht R, Roth Y, Silling G, Ullmann AJ, Borchert K, Egerer G, Maertens
J, Maschmeyer G, Simon A, Wattad M, Fischer G, Vehreschild JJ, Cornely
OA.

Journal of Antimicrobial Chemotherapy, veroéffentlicht: 11. Dezember 2009
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3. Diskussion

3.1. Risikofaktoren

Ausgewertet wurden die Daten eines Patientenkollektivs mit einer Fallzahl
n=41, womit bezuglich invasiver Zygomykosen die derzeit umfangreichste
Publikation auf Basis einer uniformen elektronischen Dokumentation vorliegt.
Die Datenbank steht weltweit jeder Institution zur Registrierung von Fallen
seltener invasiver Mykosen offen. Im Unterschied hierzu waren grolde
Fallsammlungen bisher limitiert auf Patienten mit bestimmten
Grunderkrankungen oder auf Patienten, die aus einer bestimmten Institution
oder begrenzten geografischen Regionen stammten (15, 53, 75, 101, 117,
118, 133, 162, 171, 179).

In unserem Patientenkollektiv zahlen Diabetes mellitus (17,1%), Malignom
(63,4%) und solide Organtransplantation (9,8%) zu den haufigsten
Grunderkrankungen bzw. Risikofaktoren einer invasiven Zygomykose.
Verglichen mit bereits publizierten Daten, wie z.B. einer Literaturibersicht von
Roden et al. (133), die 929 Falle — von 1940 bis 2003 — umfasst, zeigte sich
eine ahnliche Verteilung der Grunderkrankungen. Diabetes mellitus (36%),
Malignom (17%) und solide Organtransplantation (7%) wurden hier ebenfalls
als haufigste Risikofaktoren erfasst. Auch nach Pagano et al. (118) stellen
Patienten mit hamato-onkologischen Erkrankungen (70%), gefolgt von

Diabetes mellitus (30%), die haufigsten Grunderkrankungen dar.

3.2. Diagnostik
3.2.1. Mikrobiologie

Nach den EORTC/MSG-Kriterien erfolgt die Diagnose der invasiven Zygo-
mykose anhand von Histologie, Direktmikroskopie oder Kultur (siehe
Abschnitt 1.6). In unserem Patientenkollektiv konnte die Zygomykose zu
68,3% durch eine positive Kultur und zu 63,4 % durch eine histologische Dia-
gnose nachgewiesen werden. In 36,5% lagen eine positive Kultur und ein
histologischer Befund vor. Laut der Ubersichtsarbeit von Roden et al. wurde in

50% der Falle die Diagnose der Zygomykose durch eine positive Kultur
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gestellt (133). Nach Pagano et al. wurden 23% der Zygomykosen histologisch
und 77% kulturell diagnostiziert (118). Nach Lass-Florl et al. (82) stellt die
Histopathologie die derzeit beste Methode dar, eine Zygomykose nachzu-
weisen (129). Die Identifizierung von Subspezies und haufig auch der Spezies
ist im Rahmen der Histopathologie jedoch erschwert. Hierfir bedarf es oft
zusatzlich der kulturellen Anzucht. Diese gelingt meist innerhalb von ca. 48
Stunden (82). Bei positiven Kulturen aus nicht sterilen Materialien sollte im
Kontext der klinischen Situation des Patienten kritisch evaluiert werden, ob es
sich um eine invasive Infektion, eine Kolonisation oder eine Kontamination
handelt (17, 41, 82).

3.2.2. Radiologie

Radiologische Veranderungen wie ,Halo"“-Zeichen, ,Air Crescent‘-Zeichen
und nodulare Infiltrate im CT-Thorax werden als typische Zeichen einer Pilz-
infektion bei neutropenischen Patienten bezeichnet (97, 162). Dies bestatigte
sich in unserem Patientenkollektiv: ,Halo“-Zeichen (31,8%), ,Air crescent®-
Zeichen (9,1%) und nicht naher klassifizierte nodulare Infiltrate (40,9%) waren

die am haufigsten dokumentierten Veranderungen.

3.3. Taxonomie

In zuvor publizierten Fallsammlungen aus Nordamerika und ltalien waren
Rhizopus spp., Mucor spp. und Cunninghamella bertholletiae die am
haufigsten isolierten Spezies (15, 101, 117, 133, 179). In unserem
Patientenkollektiv zeigte sich eine geringgradig abweichende Verteilung. Am
haufigsten wurde Absidia spp., gefolgt von Rhizopus spp. und Mucor spp.
identifiziert. Hierfur konnte die Tatsache, dass die Mehrzahl unserer
Studienpatienten aus Zentraleuropa sowie Asien stammt, verantwortlich sein.
Lichtheimia corymbifera wurde bislang in einzelnen Fallberichten als
Verursacher der invasiven Zygomykose beschrieben (90, 91, 120). Sun et al.
publizierten erstmals ein groReres Fallkollektiv, in dem Lichtheimia

corymbifera die am haufigsten identifizierte Spezies in Patienten mit invasiver
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Zygomykose nach solider Organtransplantation (n=58) darstellte. Innerhalb
dieses Kollektivs war Lichtheimia corymbifera der zweithaufigste Erreger einer
Zygomykose. Leider finden sich in der Literatur keine Informationen bezuglich

einer eventuellen geografischen Abhangigkeit dieser Verteilung (171).

3.4. Organbeteiligung

Bei Patienten mit maligner Grunderkrankung, HSZT, Diabetes mellitus oder
solider Organtransplantation wurden von verschiedenen Autoren die Lunge
und die Nasennebenhohlen als haufigste Lokalisationen einer invasiven
Zygomykose beschrieben (106, 109, 135). Auch in unserem Patientenkollektiv
wurde ein pulmonaler bzw. rhino-sinu-orbitaler Befall bei 58,5% bzw. 19.5%
der Patienten beobachtet. Falle, welche einen Befall von Weichteilgewebe,
einen Befall des ZNS oder eine disseminierte Infektion aufzeigen, sind
deutlich seltener in der Literatur beschrieben (36, 46, 164). Diese wurden
auch in unserem Kollektiv seltener vorgefunden: Befall von Weichteilgewebe
(19,5%), ZNS-Befall (14,6%), disseminierte Infektion (14,6%).

3.5. Therapie
3.5.1. Prophylaxe

Bei zehn Patienten (24,4%) trat unter kontinuierlicher Azol-Prophylaxe eine
Durchbruchinfektion mit Zygomyzeten auf. Da Zygomyzeten resistent gegen-
uber Fluconazol und Voriconazol sind, waren folglich Durchbruchinfektionen
bei Patienten unter entsprechender Prophylaxe zu erwarten (173).
Diesbezuglich findet man in der Literatur Fallberichte und retrospektive
klinische Daten (53, 117, 179). Vier der zehn Durchbruchinfektionen traten
jedoch unter Posaconazol- bzw. Itraconazol-Prophylaxe auf. Beide Wirkstoffe
weisen eine In-vitro-Aktivitat gegen Zygomyzeten auf, wobei Posaconazol
eine hohere Aktivitat als Itraconazol zugeschrieben wird (3, 5, 172). Abhangig
von Gattung und Spezies variiert die Sensibilitat von Zygomyzeten gegenuber
Posaconazol jedoch zwischen 64% und 100% (3). Verschiedene Autoren

berichten Uber Durchbruchinfektionen unter Itraconazol-Prophylaxe (53, 133,
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179). Bis dato wurden lediglich vier Durchbruchinfektionen unter einer
Posaconazol-Prophylaxe in der Literatur beschrieben (72, 86, 159). Neben
antimykotischen Resistenzen konnen auch subtherapeutische
Wirkstoffkonzentrationen, z.B. bei Resorptionsstérungen, eine mdgliche
Erklarung fur Durchbruchinfektionen darstellen. Aus diesem Grund empfehlen
manche Autoren die regelmallige Bestimmung von Posaconazol-
Serumspiegeln (33, 74, 174). In unserem Patientenkollektiv wurden die
Plasmaspiegel der Wirkstoffe nicht regelhaft bestimmt, so dass diese
Moglichkeit nicht ausgeschlossen werden kann. Andererseits ist die

Bedeutung der Plasmaspiegel von Posaconazol unklar (21, 67, 76).

Die Bedeutung einer antimykotischen Prophylaxe zeigten Cornely et al. und
Ullmann et al. in zwei groRen randomisierten kontrollierten klinischen Studien:
Patienten, die eine Induktionschemotherapie bei AML oder MDS oder
Immunsuppressiva im Rahmen einer GvHD nach allogener SZT erhielten,
wurde eine antimykotische Prophylaxe mit Posaconazol verabreicht (20, 178).
Die Inzidenz invasiver Pilzinfektionen konnte dadurch signifikant reduziert
werden. Cornely et al. zeigten zusatzlich, dass das Gesamtiberleben von
Patienten mit AML und MDS verbessert werden konnte (20). In den
entsprechenden Kontrollgruppen konnte jeweils ein Fall einer invasiven
Zygomykose gesichert werden (20, 178). Obwohl diese Studien die Wirk-
samkeit von Posaconazol als antimykotische Prophylaxe bei Hochrisiko-
patienten belegen, erlaubt die niedrige Anzahl invasiver Zygomykosen inner-
halb der Kontrollgruppen keine Aussage Uber die Moglichkeit der Pravention

von Zygomykosen durch Posaconazol.

3.5.2. Empirische Therapie

Ein frGher Therapiebeginn bei Patienten mit invasiven Pilzinfektionen,
einschlieRlich Zygomykosen (15), korreliert mit einem verbesserten Uberleben
(54, 107). In unserem Kollektiv wurden 38,9% der Patienten empirisch
behandelt. In 2004 werteten Pagano et al. in einem Zeitraum von 15 Jahren
59 Patienten mit invasiven Zygomykosen aus, wovon 83% der Patienten

empirisch behandelt wurden (117).
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Zur empirischen Behandlung der febrilen Neutropenie wird Caspofungin oft
aufgrund seiner besseren Vertraglichkeit gegenuber L-AMB bevorzugt (187).
Laut Ergebnissen einer klinischen Studie profitierten Patienten mit klinischen
Symptomen einer invasiven Aspergillose und ,Halo“- bzw. ,Air-Crescent-
Zeichen im CT-Thorax signifikant von einer antimykotischen Behandlung mit
Voriconazol (58). Offensichtlich zeigen sich diese allgemeinen klinischen
Symptome und Zeichen auch im Falle einer invasiven Zygomykose.
Therapiert man diese Patienten gleichermallen empirisch mit Caspofungin
oder Voriconazol, profitieren diese jedoch nicht von der Behandlung (135).
Folglich ware gemald den aktuellen Leitlinien ein Patient mit einer invasiven
Zygomykose nicht ausreichend behandelt. Dies betont die Notwendigkeit
einer schnell einzuleitenden Diagnostik, welche zwischen Aspergillus spp.
und Zygomyzeten differenzieren lasst. Beispielsweise ist der Einsatz CT-
gesteuerter Biopsien von typischen radiologischen Lungenveranderungen hier

von grofRer diagnostischer Relevanz und gilt als sichere Methode (14, 83).

3.5.3. Therapie bewiesener Infektion

In unserem Patientenkollektiv war das Ansprechen auf die antimykotische
Therapie (p=0.012) sowie das Uberleben (p=0.004) mit der Gabe von L-AMB
assoziiert. L-AMB stellte gleichzeitig auch das am haufigsten verabreichte
Antimykotikum des Kollektivs dar (41,5%). Bereits publizierte Daten aus
verschiedenen Fallsammlungen erbrachten ahnliche Ergebnisse (117, 118,
162). Der gunstige Effekt von L-AMB konnte sich durch Ergebnisse, welche
Ibrahim et al. (66) publizierten, erklaren: Mause mit diabetischer Ketoazidose
oder Neutropenie und disseminierter Zygomykose zeigten ein besseres
Uberleben unter einer Monotherapie mit L-AMB gegeniiber Placebo. Eine
Monotherapie mit Posaconazol verbesserte das Uberleben nicht signifikant.
Gleichzeitig konnte Posaconazol im Vergleich mit Placebo den Infektionsherd
im Gewebe nicht verkleinern. Auch eine Kombinationstherapie mit L-AMB und
Posaconazol zeigte gegenuber einer Monotherapie mit Posaconazol im
Tiermodell bislang keinen Vorteil (66). Unter einer Monotherapie mit L-AMB

gelang es jedoch, zehn Infektionsherde in der Niere und 30 Infektionsherde
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im ZNS zu minimieren (66). Eine Erklarung hierfur kdnnte die unterschiedliche
Applikationsform und damit verbundene Pharmakokinetik der verschiedenen
Praparate sein: L-AMB ist in intravendser Form erhaltlich (22). Posaconazol
hingegen muss fur mindestens sieben bis zehn aufeinander folgende Tage in
mehreren oralen Dosen verabreicht werden, um einen steady state zu
erzielen (76). Unter Posaconazol kommt es folglich zu einem verzdgerten
Therapiebeginn, da ein adaquater Plasmaspiegel erst aufgebaut werden

muss.

3.6. Uberleben

Die Gesamtuberlebensrate unseres Patientenkollektivs lag bei 51,2%.
Pagano et al. (118) berichten in einem ahnlich gro3en Fallkollektiv Uber eine
Letalitdt von 32%. Shoham et al. (162) beobachteten in einer kleineren
Fallstudie eine Gesamtuberlebensrate von 39%. Bei beiden Autorengruppen
wurde, wie auch in unserem Patientenkollektiv, die Mehrzahl der Patienten
mit L-AMB als initiale Therapie behandelt: Pagano et al. 44% bzw. Shoham et
al. 100%. Zu einem hoheren Gesamtuberleben von 66,7% kamen Mohindra
et al. (106). Die meisten Patienten dieses Kollektivs wurden allerdings mit
konventionellem Amphotericin B behandelt. Sun et al. (171) untersuchten
invasive Zygomykosen bei Patienten nach HSZT und sahen 90 Tage nach
Therapiebeginn eine Letalitdt von 45,2%. In der in 2006 verdffentlichten
SEIFEM-2004 Studie berichteten Pagano et al. (116) Uber eine Letalitat von
64% bei Patienten mit hamato-onkologischer Grunderkrankung. Es ist
offensichtlich, dass die invasive Zygomykose mit einer hohen Letalitat
assoziiert ist. Alle Autoren sind sich einig, dass Fortschritte in der Entwicklung

neuer Therapiestrategien essentiell zur Senkung der Letalitat sind.

3.7. Ausblick der Therapiestrategien ,from bench to bedside”
3.7.1. Kombinationstherapien

Die Lipidformen des AmB haben sich trotz eingeschrankter Evidenz aus

klinischen Studien zu einer vorrangigen Therapieform der Zygomykose
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entwickelt. Falls es zu keinem Ansprechen oder zu unerwinschten Wirkungen
unter L-AMB kommt, scheint Posaconazol eine sinnvolle Alternative
darzustellen (128, 184).

Auf der Basis von Ergebnissen vorklinischer Studien und retrospektiver
klinischer ~Daten wurde der Verdacht geaullert, dass eine
Kombinationstherapie mit L-AMB und einem Echinocandin das Uberleben
verbessern kdnnte (63, 65, 79, 168). Eine klinische Studie zur Bestatigung der
These wurde bisher jedoch nicht durchgefuhrt. Im Gegensatz hierzu zeigte
sich in praklinischen Studien, dass die Kombination von Polyenen und

Posaconazol keinen zusatzlichen Nutzen erbringt (66, 134).

3.7.2. Isavuconazol

Isavuconazol, ein neues Triazol, zeigt In-vitro-Aktivitdt gegenuber einer
breiten Vielfalt klinisch bedeutsamer Erreger, wie beispielsweise Aspergillus
spp., Fusarium spp., Scedosporium spp., Candida spp., Zygomyzeten und
Cryptococcus spp. (175). Hinsichtlich Zygomyzeten zeigte Isavuconazol
gegenuber AMB und Posaconazol eine uberlegene In-vitro-Aktivitat (56, 123,
175, 182). Zudem scheint Isavuconazol bezuglich Pharmakokinetik,
Sicherheit und Effektivitat vorteilhaft (175). Aktuell durchlauft Isavuconazol
klinische Studien der Phase Il (175).

3.7.3. Eisenchelatoren

Im Tiermodell zeigte sich, dass eine Kombinationstherapie mit L-AMB und
einem Eisenchelator, wie beispielsweise Deferasirox, den Ausgang der
Infektion positiv beeinflusst (9, 10, 26, 64). Eine erste kontrollierte,
doppelblinde klinische Studie hierzu initiierte das ,Los Angeles Biomedical
Research Institute“ in 2007. Auf nationaler Ebene wurden in den USA 20
Patienten mit einer bewiesenen oder wahrscheinlichen Zygomykose (laut
EORTC/MSG-Konsensuskriterien) in zwei Arme randomisiert: L-AMB plus
Deferasirox versus L-AMB plus Placebo. Als Studienendpunkt wurde das

Ansprechen nach Studientherapie definiert. Dieser setzte sich aus klinischem
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und radiologischem Ansprechen zusammen. Die Studie ist derzeit nicht
abgeschlossen, rekrutiert jedoch keine Patienten mehr (www.clincialtrials.gov;
NCT00419770).

3.7.4. Supportive MaBnahmen

In der Literatur finden sich Fallberichte zu experimentellen supportiven
MalRnahmen, z.B. zur Anwendung von rekombinanten Zytokinen, hyperbarem
Sauerstoff oder Granulozytentranfusionen (1, 47, 51, 55, 68, 77, 93, 104,
165).

3.7.5. Perspektive ,,Fungiscope™*

Insgesamt besteht ein unerfullter Bedarf an verbesserter Diagnostik,
Behandlung und Pravention der Zygomykose (81). Neue radiologische
Methoden, molekulare und serologische Marker werden bendtigt, um eine
frihe Erkennung des Erregers sowie ein therapeutisches Monitoring zu
gewahrleisten. Neue Antimykotika und Kombinationstherapien von
zugelassenen Wirkstoffen sollten weiter in vitro sowie in klinischen Studien
evaluiert werden. Klinische Studien fur diese seltene invasive Mykose zu
entwerfen, bleibt eine Herausforderung, fordert internationale Strategien und
Zusammenarbeit. Daten aus prospektiven klinischen Studien und international
ausgerichteten Fallsammlungen, wie ,Fungiscope ™* werden bendtigt. Durch
die Aufarbeitung und Untersuchung der histologischen Praparate und Isolate
konnten ein besseres Verstandnis der molekularen, metabolischen und
immunologischen Eigenschaften der invasiven Zygomykose ermdglicht und
neue Forschungsansatze generiert werden (169). Mit ,Fungiscope ™" wurde
ein wichtiger Schritt in diese Richtung getan. Das internationale Netzwerk
.Fungiscope™* besteht derzeit aus 104 Zentren in 30 verschiedenen Landern
und bietet somit eine leistungsstarke Grundlage fur den Entwurf

internationaler Studien.
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4. Zusammenfassung

Die invasive Zygomykose nimmt unter allen invasiven Pilzinfektionen einen
bedeutenden Stellenwert ein. Klinische Daten Uber Diagnostik, Verlauf und

TM &

Therapie liegen nur limitiert vor. ,Fungiscope ist ein globales Register
seltener invasiver Mykosen, das Patientendaten mit Hilfe eines Online-

Fragebogens unter www.fungiscope.net erfasst.

In der vorliegenden Arbeit wurden 41 Patienten der ,Fungiscope™“-
Fallsammlung aus Zentraleuropa und Asien mit einer invasiven Zygomykose
ausgewertet. Die haufigsten Risikofaktoren stellten Malignom (n=26; 63,4%),
Diabetes mellitus (n=7; 17,1%) und solide Organtransplantation (n=4; 9,8%)
dar. Die Diagnosestellung erfolgte bei 28 Patienten in Form von kultureller
Diagnostik (68,3%), bei 26 Patienten war die Histologie beweisfuhrend
(63,4%). Die am haufigsten befallenen Lokalisationen waren die Lunge (n=24;
58,5%), das Weichteilgewebe (n=8; 19,5%), die Rhino-Sinu-Orbital-Region
(n=8; 19,5%) und das ZNS (n=6; 14,6%). Eine disseminierte Infektion wurde
bei sechs Patienten beobachtet (9,8%). Lichtheimia corymbifera war die am
haufigsten identifizierte Spezies (n=10; 24,4%). Zum Zeitpunkt der Diagnose
nahmen vier Patienten eine kontinuierliche antimykotische Prophylaxe mit
Itraconazol (n=1; 2,4%) oder Posaconazol (n=3; 7,3%) ein. Eine initiale
Therapie mit Aktivitat gegen Zygomyzeten wurde in n=34 bzw. 82,9% der
Falle verabreicht. Liposomales Amphotericin B war mit verbessertem
Therapieansprechen (p=0.012) und hoheren Uberlebensraten (p=0.004)
assoziiert. Ein positives Ansprechen wurde bei 23 Patienten beobachtet
(56,1%). Das Gesamtuberleben des Patientenkollektivs betrug 51,2% (n=21).

Die Erregerverteilung scheint abhangig von verschiedenen geografischen
Gebieten zu variieren. Der Nutzen einer Posaconazol-Prophylaxe ist nicht
evidenzbasiert und schitzt nur begrenzt vor einer invasiven Zygomykose. Die
Durchfuhrung klinischer Studien zur Optimierung bekannter Therapieansatze
und Etablierung neuer Strategien sollte das Ziel zuklnftiger Forschung sein,

um eine evidenzbasierte Behandlung im klinischen Alltag zu ermdglichen.
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Background: Invasive zygomycosis accounts for a significant proportion of all invasive fungal diseases (IFD), but
clinical data on the clinical course and treatment response are limited.

Patients and methods: Fungiscope™—A Global Rare Fungal Infection Registry is an international university-
based case registry that collects data of patients with rare IFD, using a web-based electronic case form at
www.fungiscope.net.

Results: Forty-one patients with invasive zygomycosis from central Europe and Asia were registered. The most
common underlying conditions were malignancies (n=26; 63.4%), diabetes mellitus (n=7; 17.1%) and solid
organ transplantation (n=4; 9.8%). Diagnosis was made by culture in 28 patients (68.3%) and by histology
in 26 patients (63.4%). The main sites of infection were the lungs (n=24; 58.5%), soft tissues (n=38; 19.5%),
rhino-sinu-orbital region (n=8; 19.5%) and brain (n=6; 14.6%). Disseminated infection of more than one
non-contiguous site was seen in six patients (14.6%). Mycocladus corymbifer was the most frequently identified
species (=10, 24.4%). A favourable response was observed in 23 patients (56.1%). Overall survival was 51.2%
(n=21). At diagnosis, four patients (9.8%) were on continuous antifungal prophylaxis with itraconazole (n=1;
2.4%) or posaconazole (n=3; 7.3%). Initial targeted treatment with activity against zygomycetes was adminis-
tered to 34 patients (82.9%). Liposomal amphotericin B was associated with improved response (P=0.012) and
survival rates (P=0.004).

Conclusions: Pathogen distribution and, consequently, drug susceptibility seem to vary across different geo-
graphic regions. Furthermore, protection from invasive zygomycosis for patients on posaconazole prophylaxis
is not absolute. Our findings indicate that the use of liposomal amphotericin B as first-line treatment for
patients diagnosed with zygomycoses merits further investigation, preferably in the form of a clinical trial.

Keywords: invasive fungal diseases, Fungiscope™, antifungal treatment, breakthrough infections
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Introduction

Currently, zygomycetes account for an increasing proportion of
all invasive fungal diseases (IFD), particularly among patients
undergoing chemotherapy or allogeneic haematopoietic stem
cell transplantation (HSCT) for a haematological malignancy.
Recent results from a prospective registry showed an incidence
of 7.2% in this group.! Other immunocompromised patients at
risk include those using corticosteroids or undergoing solid
organ transplantation. Diabetic ketoacidosis, iron overload, use
of deferoxamine and long-term antifungal prophylaxis with vor-
iconazole, as well as disruption of the barrier function of the skin,
e.g. after trauma or burns, have also been associated with inva-
sive zygomycosis.” >

Even though no well-designed randomized clinical trials have
been conducted to evaluate different treatment approaches,
treatment with antifungal drugs in combination with surgical
debridement is considered standard.® Amphotericin B deoxycho-
late (D-AMB) remains the only antifungal approved for the treat-
ment of zygomycosis. While amphotericin B lipid complex (ABLC)
was associated with a favourable response in 52% of patients in
a larger series, liposomal amphotericin B (L-AMB) is another
popular option.””® Thus, optimal treatment remains to be
defined, but options include ABLC or L-AMB at >5 mg/kg daily.
Evaluation of posaconazole as salvage treatment for zygomyco-
sis, administered as 4x200 or 2x400 mg/day orally, has yielded
response rates of 60% and 79%, respectively.!%11 There is not
sufficient clinical evidence to support the use of combination
antifungal therapy.

In a large analysis by Roden et al.,*? disseminated, gastroin-
testinal and pulmonary infection were associated with a particu-
larly poor prognosis, as well as concomitant renal failure and
infection with Cunninghamella spp. Survival without any
therapy was only 3% as opposed to 70% in patients receiving
both surgical debridement and antifungal therapy.

We have developed Fungiscope™—A Global Rare Fungal
Infection Registry and will examine all cases of invasive zygomy-
cosis from this registry to expand the data on demographics,
pathogen distribution, diagnosis, treatment and outcomes of
this infection. Most importantly, we aim to provide further data
as to the best initial treatment of invasive zygomycoses.

Patients and methods
Study type

Fungiscope™ is an international university-based case registry that col-
lects demographic, clinical and microbiological data of patients with
rare IFD using a web-based electronic case report form (eCRF), which
can be accessed via www.

fungiscope.net. The survey is hosted by ClinicalSurveys.net, an internet
research platform for rare infectious diseases. Case registration is on a
voluntary basis. For inclusion in the registry, cases have to have positive
cultures or histopathological, antigen or molecular genetic evidence
of IFD and the associated clinical symptoms and signs of invasive
infection.

The data that are entered onto the registry include demographics,
underlying conditions, neutrophil count, concomitant immunosuppres-
sive medications, clinical signs and symptoms of IFD, site of infection,
diagnostic tests performed, pathogen identification, antifungal treat-
ment, surgical procedures performed, response to treatment, overall

survival, and attributable mortality. All incoming datasets are regularly
checked for completeness and queries are made in written form.
Follow-up information is repeatedly requested until patients display com-
plete or partial response to treatment, or treatment failure. If follow-up
could not be continued to this point, clinical response at last contact
with the patient was used for analysis.

For this study, the registry was searched for invasive infections due to
zygomycetes. The study was approved by the Ethics Committee of the
University of Cologne, Germany.

Definitions

The day of diagnosis was defined as the day on which the first diagnostic
procedure identifying a zygomycete was performed. For patients with a
diagnosis obtained during post-mortem examination, the day of death
was considered to be the day of diagnosis. Isolates were identified at
the local microbiology laboratory and collected at the study laboratory
for further molecular genetic diagnostics.

Antifungal treatment was analysed using a one-dose-received
approach. Empirical treatment was defined as antifungal treatment
given prior to the diagnostic procedure that led to establishing a diagno-
sis of invasive zygomycosis, excluding antifungal prophylaxis. Initial tar-
geted treatment was defined as the first treatment given after the day
of diagnosis. A favourable response to therapy was defined as complete
or partial clinical response at the end of treatment. Complete, partial,
stable response, and failure were used as defined elsewhere.?

Statistical analysis

All statistical analyses were carried out using SPSS software (SPSS, version
16.0; SPSS, Chicago, IL, USA). Differences between the qualitative
variables in two groups were analysed by a x° test with continuity
correction or Fisher’s exact test, as appropriate. A two-sided P value
of <0.05 was considered significant. Multivariate analysis was not
performed, since the sample size did not appear large enough to yield
reliable results.

Results

Demographics

Between January 2006 and April 2009, a total of 41 patients with
an invasive zygomycosis were registered. Five patients (12.2%)
were paediatric. Patient ages ranged from 2 to 88 years, with a
median age of 49 years. There were 28 (68.3%) male subjects.
Cases were reported from 15 centres in Germany (n=25; 61%),
India (n=5; 12.2%), Austria (h=4; 9.8%), France (n=3, 7.3%),
Israel (n=3, 7.3%) and the Netherlands (n=1; 2.4%). The
number of cases contributed by individual centres was as
follows: Wurzburg=9; Chennai=5; Frankfurt=5; Innsbruck=4;
Cologne=3; Strasbourg=3; Holon=2; Mainz=2; Munster=2;
Bonn=1; Heidelberg=1; Leuven=1; Petah-Tigwa=1; Potsdam=1,;
and Rostock=1.

Underlying conditions

Information on underlying conditions is given in Table 1. Ten
patients (24.4%) presented with multiple risk factors. One
patient (2.4%) presented without any underlying condition.
Except for one, all patients after chemotherapy for a haema-
tological malignancy had been neutropenic at the time of diag-
nosis or within 28 days prior to diagnosis. Haematological
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Table 1. Underlying conditions, associated mortality and treatment response in 41

patients with invasive zygomycosis

Underlying conditions®

Haematological or oncological malignancy 26

haematological malignancy
solid tumour
allogeneic HSCT®
Diabetes mellitus
Solid organ transplant
Major surgery
Intensive care unit
Chronic pulmonary disease
Corticosteroids®
Haemodialysis for chronic renal failure
Trauma

Favourable

n (%)  Mortality [n (%)] response [n (%)]

(63.4) 15 (57.7) 15 (57.7)
3 (50) 6 (46.2) 10 (76.9)
1(3.8) 0 (0) 1 (100)
2 (46.2) 9 (75) 4 (33.3)
7(17.1) 4 (57.1) 3 (42.9)
4 (9.8) 0 (0) 4 (100)
4 (9.8) 2 (50) 2 (50)
4 (9.8) 2 (50) 2 (50)
3(7.3) 1(33.3) 2 (66.7)
2 (4.9) 1 (50) 1 (50)
2 (4.9) 1 (50) 1 (50)
2 (4.9) 1 (50) 1 (50)

HSCT, haematopoietic stem cell transplantation.

“Superadditive data.
PAll peripheral stem cell transplants.

“Excluding allogeneic HSCT and solid organ transplant recipients.

malignancies included acute myelogenous leukaemia (n=7;
17.1%), acute lymphoblastic leukaemia (n=3; 7.3%), myelodys-
plastic syndrome (n=1; 2.4%), mantle cell lymphoma (n=1;
2.4%) and natural killer cell precursor leukaemia (n=1; 2.4%).
The only solid tumour was a urinary bladder transitional cell
carcinoma (n=1; 2.4%). Mortality and favourable response to
treatment in patients with acute myelogenous leukaemia was
71.4% (n=5) and 57.1% (n=4), respectively. For all other hae-
matological malignancies, pooled mortality and favourable
outcome was 16.7% (n=1) and 100% (n=6), respectively. The
patient receiving chemotherapy for a solid tumour survived
with a favourable outcome.

Of 12 patients (29.3%) undergoing allogeneic HSCT, 9 (75%)
received myeloablative and 3 (25%) received non-myeloablative
conditioning regimens. One patient (8.3%) received corticoster-
oids alone, seven (58.3%) received other immunosuppressives
and four (33.3%) received a combination of both. Other immu-
nosuppressives included cyclosporin, methotrexate, mycopheno-
late mofetil, sirolimus and tacrolimus.

Of seven patients (17.1%) with diabetes mellitus, three
(42.9%) were insulin dependent and four (57.1%) were non-
insulin dependent.

The four (9.8%) solid organ transplants included heart (n=1,
25%), liver (n=1; 25%), lung (n=1; 25%) and kidneys (n=1;
25%). All patients receiving solid organ transplantation were on
immunosuppressives at the time of diagnosis of IFD. In addition,
two patients (50%) received corticosteroids, one in prophylactic
and one in therapeutic dosage.

Diagnosis and site of zygomycosis

The sites of infection are shown in Table 2. Of the 24 patients
(58.5%) with a pulmonary focus, a chest computed tomography
(CT) scan was performed in 22 (91.7%). A halo sign was reported
in seven patients (31.8%), an air crescent sign in two (9.1%) and

Table 2. Sites of infection from 41 patients with invasive zygomycosis

Site of infection n %

Lungs 24 58.5
Rhino-sinu-orbital region 8 19.5
Soft tissues® 8 19.5
Central nervous system 6 14.6
Intestine or peritoneum 5 12.2
Liver or spleen 4 9.8
Kidneys 3 7.3
Biliary tract 1 2.4
Disseminated infection® 6 14.6

%Including lower extremities (n=4), upper extremities (n=1), face (n=2)
and central venous catheter site (n=1).
®More than one non-contiguous site.

a nodule (with or without halo not further specified) in nine
(40.9%). A pulmonary focus was present in 22 out of 26 patients
with a malignancy (84.6%).

In total, diagnosis was made by culture in 28 patients (68.3%)
and by histology in 26 patients (63.4%); both were present in 15
patients (36.6%). PCR for detection of fungi in addition to culture
or histology was performed in nine cases (22%). Zygomycetes
were detected in five of these cases (55.6%). All pathogens
identified are given in Table 3.

In accordance with the 2008 Revised Definitions of Invasive
Fungal Disease from the European Organization for Research
and Treatment of Cancer/Invasive Fungal Infections Cooperative
Group and the National Institute of Allergy and Infectious
Diseases Mycoses Study Group (EORTC/MSG) Consensus Group,
30 patients (73.2%) were diagnosed with proven and 7 patients
(17.1%) with probable invasive zygomycosis.'* The remaining
four patients (9.8%) did not meet EORTC criteria. Two (4.9%) of
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Table 3. Causative pathogens identified in 41 patients with invasive
zygomycosis

Table 5. Treatment and outcome of 41 patients with invasive
zygomycosis

Pathogen n (%)
Mycocladus corymbifer 10 (24.4)
Apophysomyces elegans 1(2.4)
Conidiobolus spp. 1(2.4)
Cunninghamella bertholletiae 1(2.4)
Mucor spp. 5(12.2)
Rhizomucor spp. 4 (9.8)
Rhizomucor pusillus 2 (50)
Rhizopus spp. 7(17.1)
Rhizopus homothallicus 1(14.3)
Rhizopus microsporus 2 (28.6)
Rhizopus oryzae 1(14.3)
Mucorales (NOS) 12 (29.3)

NOS, not otherwise specified.

them presented with positive cultures from debrided deep soft
tissue infection, but were lacking histological proof of invasive
disease. As clinical criteria for deep soft tissue infection are not
listed in the current EORTC/MSG criteria, the categories ‘probable’
and ‘possible’ IFD were not applicable. The other two patients
(4.9%) presented with a host factor (allogeneic HSCT and neutro-
penia after induction chemotherapy for acute myelogenous leu-
kaemia) and positive cultures from bronchoalveolar lavage fluid,
but their chest CT scan revealed unspecific infiltrates as opposed
to those typical of lower respiratory tract fungal disease. Since no
alternative origin of infection was identified in spite of every
reasonable attempt to exclude an alternative aetiology having
been made, these cases were accepted as invasive zygomycoses.

Treatment and outcome

Overall, a favourable response was observed in 23 patients
(56.1%). Overall survival was 51.2% (n=21). Mortality attributed
to invasive zygomycosis was 36.6% (n=15). Causes of death for
the remaining five patients were given as progress of underlying
malignancy (n=3; 60%), CNS viral infection (n=1; 20%) and
myocardial infarction (n=1, 20%).

Information on breakthrough IFD in patients on antifungal
prophylaxis is provided in Table 4.

Detailed information on overall, empirical and initial targeted
treatment is given in Table 5. Use of L-AMB as initial antifungal
therapy significantly improved the favourable response rate
and survival, while additional surgical treatment did not.

Table 4. Breakthrough IFD in 41 patients with invasive zygomycosis

Antifungal Average duration ~ Median duration

prophylaxis n % (days) (days)

Overall 10 244 46.6 31
voriconazole 4 938 48 23
posaconazole 3 73 33 35
fluconazole 2 49 73 73
itraconazole 1 24 31 31

Favourable
response Survival
Treatments n n (%) P n (%) P
Overall 41 23 (56.1) NA 21 (51.2) NA
antifungal Tx only 18 10(55.6) NS 9 (50) NS
surgical Tx only 2 1 (50) NS 2 (100) NS
antifungal+surgical Tx 19 13 (68.4) NS 11 (57.9) NS
no Tx 2 0 (0) NS 0(0) NS
Empirical Tx 17 9(52.9) NS 6(35.3) NS
active Tx 7 5(71.4) NS 5(71.4) 0.035
L-AMB 4 3(75) NS 3(75) NS
POS 2 1 (50) NS 1 (50) NS
POS+L-AMB 1 1(100) NS 1(100) NS
Initial targeted Tx 39 23(59) NA 20 (51.3) NA
active Tx 34 23(67.6) 0.014 20(58.8) NS
L-AMB 17 16 (94.1) 0.012 14 (82.4) 0.004
D-AMB 4 1(25) NS 1(25) NS
POS 6  4(66.7) NS 3 (50) NS
POS+L-AMB 7 4 (57.1) NS 2(28.6) NS
any AMB® 28 17 (60.7) NS 19 (67.9) NS

Tx, treatment; L-AMB, liposomal amphotericin B; D-AMB, amphotericin B
deoxycholate; POS, posaconazole; NA, not applicable; NS, not significant.
°Including patients with L-AMB, D-AMB and POS+L-AMB.

Dosages given to patients with a favourable response
to L-AMB alone as initial treatment ranged between 2 and
10 mg/kg/day. The average dosage was 5 mg/kg/day and the
median was 4.5 mg/kg/day. For one patient (2.4%), L-AMB
dosage was not available.

On average, an antifungal agent with activity against zygomy-
cetes was administered 3.4 days after acquisition of the sample
that led to the diagnosis (minimum=same day; maximum=18
days). In seven patients (17.1%), time from sample acquisition to
treatment was >7 days.

Seven patients (17.1%) did not receive any initial targeted
treatment with activity against zygomycetes. Two patients
(4.9%) had a deep soft tissue infection and were treated by sur-
gical debridement alone. Of these two patients, one (2.4%)
experienced a complete and one (2.4%) a stable response. Two
patients were initially treated with caspofungin. Both were
switched to D-AMB and L-AMB after 2 weeks and 1 week,
respectively. Both died from IFD within the following week. One
patient (2.4%) died the same day the diagnosis had been estab-
lished. In two patients (4.9%), diagnosis was made post mortem.

Eleven patients (26.8%) were switched to posaconazole after
having received D-AMB or L-AMB. Reasons for this switch were
given as follows: failure plus drug toxicity in two cases (18.2%);
drug toxicity alone in two patients (18.2%); failure alone in four
cases (36.4%); and switch to oral drug for discharge purposes
in three patients (27.3%). If only patients who were switched
to posaconazole due to toxicity or treatment failure were ana-
lysed, a favourable response was observed in five patients
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(62.5%). Survival was 75% (n=6). All patients who were
switched to posaconazole for discharge from hospital survived
with a favourable outcome.

Discussion

To our knowledge, this is the largest series of patients with inva-
sive zygomycosis on the basis of a uniform electronic documen-
tation and an open registration policy with respect to country,
institution and patient group.® All other case series of significant
size and with a uniform dataset were restricted to patients with
haematological malignancies or limited to a specific treatment,
centre or geographical region,>/:810-121>.16

Malignancy, HSCT and diabetes mellitus predominated as
underlying conditions. While this study cannot yield any infor-
mation on incidence rates of invasive zygomycosis in different
patient groups, frequency of registration may suggest epidemio-
logical tendencies. In the largest subgroup of patients with
malignancies, the lungs could be confirmed as the typical site
of infection, as reported previously.®

Genus and species distribution differed from previous reports.
Rhizopus spp., Mucor spp. and Cunninghamella bertholletiae have
been mentioned as the most frequently isolated zygomycetes by
a number of authors who have focused on patients in North
America and Italy.”#%>1€1n our study, Mycocladus corymbifer
was the most commonly identified species, followed by Rhizopus
and Mucor spp. The fact that patients in our study were reported
from central Europe and Asia might account for this pathogen
shift.

Ten patients (24.4%) experienced a breakthrough infection
during continuous antifungal prophylaxis (Table 4). Special atten-
tion should be paid to the four patients on posaconazole or itra-
conazole prophylaxis. While both antifungals exhibit some
activity against zygomycetes, in vitro data suggest superior
activity of posaconazole compared with itraconazole.*” 9 In
line with these findings, several authors have already reported
on breakthrough infections during itraconazole prophylaxis, but
to date only four cases of breakthrough zygomycosis during pro-
phylaxis with posaconazole have been identified in the litera-
ture.”1011:20722 10 two large clinical trials, posaconazole
effectively reduced the incidence of IFD and significantly
improved overall survival in patients with acute myelogenous
leukaemia and myelodysplastic syndrome, as well as attributable
survival in patients on immunosuppressives due to severe
graft-versus-host disease following allogeneic HSCT.?*** Cornely
et al.* and Ullmann et al.** both observed one case of invasive
zygomycoses in their respective control groups. While these
studies demonstrated the overall efficacy of posaconazole for
antifungal prophylaxis in high-risk patients, the low number of
invasive zygomycoses in the control groups does not allow for
conclusions concerning its protective effect against these infec-
tions in particular. Unfortunately, in the cases described in the
present study, measurements of antifungal plasma concen-
trations were not carried out, meaning that antifungal resistance
as well as subtherapeutic antifungal concentrations are possible
explanations for the occurrence of breakthrough infection.

As early treatment initiation in patients with IFD, including
those with invasive zygomycosis, has a profound impact on mor-
tality rates, empirical treatment is gaining popularity.*®>2

In our study, receiving empirical treatment with activity
against zygomycetes, as opposed to empirical therapy with no
activity against zygomycetes, was associated with significantly
improved survival. Clearly, this statement is limited by the
small number of patients. Nevertheless, considering the lack of
satisfying alternative data, it should be discussed. Even though
the positive effect of active empirical treatment comes
somewhat expected, it may be difficult to carry over into clinical
practice. In the febrile neutropenic patient, caspofungin is often
preferred over L-AMB, because it was associated with fewer
treatment discontinuations due to adverse events in a large
clinical trial.?” Due to the results from a major clinical trial by
Herbrecht et al.,’® patients with clinical symptoms compatible
with an invasive aspergillosis combined with the presence of a
halo or an air crescent sign on a pulmonary CT scan benefit sig-
nificantly from antifungal treatment with voriconazole.
Obviously, this general principle applies to patients at risk of inva-
sive pulmonary zygomycosis as well, while they will not profit
from the above-mentioned treatments. Thus, if empirical and
pre-emptive strategies are applied according to current guide-
lines, patients with zygomycosis are not covered. This underlines
the importance of performing rapid diagnostic measures that
may lead to a distinction between Aspergillus spp. and zygomy-
cetes, e.g. the use of CT-qguided biopsy of typical pulmonary
radiographic signs has been shown to be safe and of great
diagnostic value.?®*°

In this patient population, initial therapy with L-AMB was
associated with improved favourable response and survival
rates when compared with other treatment modalities. Again,
our number of patients is limited, but our findings are supported
by those of Pagano et al.”® Using univariate analysis, they
showed that treatment with L-AMB correlated significantly with
recovery from infection. The favourable effect of L-AMB may be
explained by findings from Ibrahim et al.:** in diabetic ketoacido-
tic or neutropenic mice with disseminated zygomycosis, mono-
therapy with L-AMB improved time to death as opposed to
placebo, while posaconazole monotherapy mediated only a non-
significant trend to improve time to death. At the same time,
posaconazole did not reduce tissue fungal burden compared
with placebo, whereas L-AMB therapy mediated ~10-fold
reductions in kidney and ~30-fold reductions in brain fungal
burdens. L-AMB is available as an intravenous formulation,
while posaconazole steady-state plasma concentrations are
attained at 7-10 days following multiple-dose administration.??
Consequent delays in achieving effective exposure to the drug
may account for reduced efficacy.

As opposed to previous findings, surgery alone or in combi-
nation with antifungal therapy was not associated with
improved response or survival.®#'? Limited sample size and a
possible selection bias towards operating on severely ill patients
may have contributed to this finding.

In the absence of randomized clinical trials, registries are an
alternative approach to guide clinical decision-making, although
they come with certain caveats.*® Primarily, these are reporting
bias, sample size, multiple testing for a larger number of second-
ary endpoints and other possible confounders.

Nevertheless, in the absence of comprehensive information
on clinically relevant aspects of invasive zygomycosis, our
study can provide meaningful information. The pathogen distri-
bution and, consequently, drug susceptibility seem to vary

5o0f7



Ruping et al.

across different geographic regions. Furthermore, protection
from invasive zygomycosis for patients on posaconazole prophy-
laxis is not absolute. At the suspicion of IFD, immunosuppressed
patients should receive a rapid and thorough work-up. Finally,
our findings indicate that the use of L-AMB as first-line treatment
for patients with the diagnosis of zygomycoses merits further
investigation, preferably in the form of a clinical trial.
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