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Exogen allergische Alveolitis (EAA)

durch den Erreger der Rufdirindenkrankheit
(Cryptostroma corticale) —

Eine diagnostische Herausforderung

Herstellung und Validierung von diagnostischen Testtools am IPA

Sabine Kespohl, Jorg Griiner, Rasmus Enderle,
Janett Riebesehl, Monika Raulf

Klimatische Verdnderungen fiihrten in den letzten Jahren in Deutschland zu einem ver-
stdrkten Befall von Ahornbdumen mit der sogenannten RufSrindenkrankheit. Die Sporen
dieses Pilzes kénnen bei Beschdiftigten, die mit befallenem Holz in Kontakt kommen, zu einer
exogen allergischen Alveolitis fiihren. In Zusammenarbeit mit verschiedenen Unfallversiche-
rungstrdgern und Forschungsinstituten hat das IPA diagnostische Tools zum Nachweis von
Cryptostroma corticale Sporen- und Myzelantigenen entwickelt.

Seit etwa 2017 wird vermehrt das Auftreten der Rufirin- vermehrten und beschleunigten Absterben geschwach-
denkrankheit bei Ahornbaumen in Deutschland nachge- ter Ahornbdaume. In Deutschland ist der Bergahorn die
wiesen. Diese Baumkrankheit wird durch den Pilz Cryp- hauptsachlich von der Krankheit betroffene Baumart,
tostroma corticale (C. corticale) ausgelost (Griiner et al. daneben dienen aber Spitz-, Feld- oder auch Silberahorn
2020, Enderle et al. 2020). Durch eine Infektion des Pilzes als potentielle Wirte fiir den Pilz. Urspriinglich aus Nord-
in der Rinde und im Holz kommt es letztendlich zu einem amerika stammend, verbreitet sich C. corticale in Europa
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seit Mitte der 1940er Jahre. Bei geschwachten Baumen
zeigt der Pilz seine verheerende Wirkung: flachig unter
der Rinde hervorbrechende schwarze Sporenlager wer-
den sichtbar (Abb. 1). Der Trockenstress in den letzten
Jahren, gepaart mit grof3er Hitze, verursachten in vielen
Ahorn-Bestdanden derartige Schadigungen und verdn-
derten so das Waldbild. Eine durch den Pilz verursachte
Weifdfaule, zusammen mit auffilligen, griinlich-grauen
Verfarbungen im Stamm, machen das Holz fiir die Weiter-
verarbeitung unbrauchbar.

Rufrindenkrankheit fiir exponierte Beschiftigte
ein gesundheitliches Risiko

Befallene Ahornbdaume kénnen unter ihrer Rinde grof3-
flachig angelegte Sporenmengen von bis zu 170 Mio. Spo-
ren/cm? aufweisen. Werden sie gefillt, so kann es durch
Einatmen der Sporen bei Beschiftigten zu schweren Ent-
ziindungsreaktionen, begleitet von Lungen- und Atem-
wegssymptomen, kommen. Aber auch in holzverarbei-
tenden Betrieben wie Papierfabriken und Sagewerken
wurde die durch C. corticale induzierte Erkrankung als
JWood pulp workers disease‘ beschrieben (Wenzel & Ema-
nuel 1967). Eine hiufige und intensive Exposition gegen
C. corticale kann bei exponierten Beschaftigten eine exo-
gen allergische Alveolitis (EAA) verursachen. Hierzu exis-
tieren verschiedene klinische Fallbeschreibungen (Ema-
nuel et al. 1966; Tewksbury et al. 1968, Shepherd et al.
1989) und die zunehmende Bedeutung dieser Thematik
wurde in einem aktuellen Ubersichtsartikel (Braun et al.
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Kurz gefasst

In Deutschland kommt es zu einem vermehrten Befall
der Ahornbdume durch den Pilz der Ru3rindenkrank-
heit Cryptostroma corticale.

Die Sporen von C. corticale kénnen bei exponierten
Beschaéftigten eine exogen allergische Alveolitis (EAA),
eine seltene interstitielle Lungenerkrankung, auslésen.

Die am IPA entwickelten validierten Antigen-Testtools
zur serologischen Bestimmung von spezifischen I1gG-
Antikorpern gegen C. corticale und die Etablierung von
Referenzwerten konnen zukiinftig die Diagnostik bei
Verdachtsfédllen auf EAA durch C. corticale verbessern.

2021) zusammengestellt. Bei der EAA handelt es sich um
eine seltene interstitielle Lungenerkrankung, die auch als
Berufskrankheit anerkannt werden kann (BK-Nr. 4201).

Ende 2019 beschiftigte sich auch der Arbeitskreis Ab-
fallwirtschaft im Ausschuss fiir Biologische Arbeitsstoffe
(ABAS-UA2) angesichts der massiven Fallungen und Be-
seitigungen der durch C. corticale geschadigten Ahorn-
bdume in stddtischen Bereichen mit den potenziellen
gesundheitlichen Risiken fiir exponierte Beschiftigte.
Betroffen sind unter anderem versicherte Personen der
BG Verkehr beim Transport und der separaten Zerklei-
nerung des Holzes. Da diese Thematik und insbesondere

Abb. 1

Jeweils im Uhrzeigersinn: A) Schimmelpilz C. corticale unter der Rinde des Ahorn, Probennahme an befallenem
Ahorn-Stamm und Aufarbeitung der Pilzproben unter der Sterilbank; B) schwarze freiliegende Sporenlager von

C. corticale in der Rinde, mikroskopische Aufnahme (Querschnitt) der sporenbildenden Schicht von C. corticale in
der duBeren Rinde von Bergahorn, pigmentierte ovale Sporen von C. corticale (5 x 4 pm).



die Aufklarung der gesundheit-
lichen Risiken inklusive einer
spezifischen Diagnostik bei Erkran-
kungsverdachtsfillen auch fiir weitere
Unfallversicherungstrager von Interesse ist,
wurde C. corticale als Forschungsthema in das laufende
,»IPA-Projekt 145-Bioaerosole” aufgenommen.

Spezifischer IgG-Nachweis als ein Baustein
der EAA-Diagnostik

Die EAA ist eine seltene interstitielle Lungenerkrankung,
die auf einer verzégerten allergischen Reaktion (Typ III/IV)
in der Lunge basiert und haufig durch wiederholte, hohe
Expositionen gegeniiber mikrobiellen Antigenen in Stau-
ben oder Aerosolen induziert werden kann (Eisenhawer &
Raulf, 2020). Obwohl C. corticale als potenzieller Ausloser
einer EAA bei exponierten Beschiftigten in der Forstwirt-
schaft sowie in holzverarbeitenden Betrieben, Papierfa-
briken und Sagewerken bekannt ist, stehen bisher keine
validierten Testmoglichkeiten zur Verfiigung. Somit fehlt
der serologische IgG-Antikdrpernachweis gegen C. corticale
als ein wichtiger Baustein in der Diagnostik der EAA. Um
diese diagnostische Liicke zu schlief3en, wurden am IPA
Tools zum Nachweis von spezifischen IgG-Antikérpern bei
Verdacht auf eine EAA durch C. corticale entwickelt und eta-
bliert. Fiir eine Bewertung der spezifischen IgG-Daten sind
Referenzwerte (sogenannte Cut-off-Werte) erforderlich. Nur
so kann abgeschétzt werden, was dem ,,Normalbereich“ bei
gesunden Probanden entspricht und ab welcher Konzentra-
tion die spezifischen IgG-Antikorper einen weiteren Hinweis
auf eine EAA darstellen (Raulf et al. 2019).

Im Gegensatz zum spezifischen IgE sind die Referenzwerte
(Cut-off) fiir verschiedene IgG-Antigene nicht einheitlich,
sondern variieren je nach Antigen. Um diesen Referenz-
wert fiir C. corticale festlegen zu kénnen, sollten Seren
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Ahornbdaume

Ahornbdume sind sehr haufig anzutreffende Laubge-
holze in Wéaldern und im urbanen Griin.

Bergahorn ist eine Mischbaumart mit wichtigen
okologischen Funktionen.

Ahornholz hat wertvolle Holzeigenschaften, die sich
nicht zuletzt auch in den Holzpreisen widerspiegeln.

Probleme, die sich fiir die Baumart ergeben, stellen
also auch die Waldwirtschaft vor eine grofie Heraus-
forderung.

von gesunden, nicht-exponierten und auch Seren von ge-
sunden, exponierten Probanden untersucht werden. Um
insbesondere Seren von exponierten Personen gewinnen
zu kénnen, wurde das Votum der Ethik-Kommission der
Medizinischen Fakultédt der Ruhr-Universitét eingeholt (Re-
gistrier-Nr.: 20-7129). Mit Unterstiitzung der Sozialversiche-
rung fiir Landwirtschaft, Forsten und Gartenbau (SVLFG)
und weiterer Unfallversicherungstrdager wurden gesunde,
exponierte Beschéftigten rekrutiert, wobei zusdtzlich zum
Serum Daten zur Exposition und moglichen Beschwerden
durch C. corticale mittels Fragebogen erhoben wurden.

Herstellung von Testantigenen

Im Rahmen einer wissenschaftlichen Kooperation mit
dem Julius Kiihn-Institut (JKI) in Braunschweig sowie der
Forstlichen Versuchs- und Forschungsanstalt Baden-
Wiirttemberg (FVA) konnte Ausgangsmaterial fiir die Her-
stellung valider Antigen-Testtools zur Verfiigung gestellt

Cryptostroma corticale

Aufgrund des gehduften Auftretens von C. corticale wurde
im Rahmen der Aktualisierung (04/2020) der Techni-
schen Regeln fiir Biologische Arbeitsstoffe (TRBA) 460 der
Pilz C. corticale in die Risikogruppe I fiir Pilze eingestuft.
Weiterhin erhielt C. corticale die Zusatze ,A’, fiir mogliche

allergene Wirkung beim Menschen (eine Typ llI/IV allergi-
sche Reaktion als immunologische Basis der EAA) und ,p°
fiir pathogene Wirkung bei Pflanzen.

- https://www.baua.de/DE/Angebote/Rechtstexte-und-

Technische-Regeln/Regelwerk/TRBA/TRBA-460.html
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Alle Sporenextrakte (n=15) zu gleichen Teilen gemischt fir
ImmunoCAP (bg508)
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Alle Myzelextrakte (n=15) zu gleichen Teilen gemischt fir
ImmunoCAP (bg515)

Abb. 2 SDS-Silbergele der einzelnen Sporenextrakte (A) und Myzelextrakte (B) von C. corticale fiir die Herstellung von I1gG-Testtools.

werden (Abb. 1 A/B). Dabei handelte es sich um insgesamt
15 verschiedene C. corticale Stamme aus Proben, die in
unterschiedlichen Regionen Deutschlands gesammelt
wurden. Die Pilzmaterialproben (Abb. 1A) wurden von
den Kooperationspartnern kultiviert, Myzel und Sporen
nachfolgend prapariert, mikroskopisch identifiziert (Abb.
1B) und genetisch sequenziert. Das gepriifte Sporen- und
Myzelmaterial von C. corticale wurde anschlieflend im IPA
aufgearbeitet und extrahiert. Die Qualitatspriifung der Ex-
trakte erfolgte durch biochemische Analysen, die fiir eine
validierte Entwicklung von Testtools notig sind. Die extra-
hierten Proteine aus Pilzsporen und Pilzmyzel wurden
mittels Silberfarbung im SDS-Gel analysiert (Abb. 2). Die
Proteinbanden der Sporen- beziehungsweise Myzelextrak-
te lagen im Molekulargewichtsbereich von 5 bis 100 kDa.
Die qualitativen Proteinmuster sind innerhalb der Sporen
bzw. Myzelien in den verschiedenen Stimmen vergleich-
bar. Von den 15 verschiedenen Stammen von C. corticale
wurden jeweils die Sporen- (Abb. 2A) und Myzelextrakte

Alter: Median [Min-Max]

(n=20)

Referenzkollektiv OHNE Exposition

44)[22)-62]]

(Abb. 2B) gepoolt. Die enthaltenen Proteine/Antigene wur-
den nachfolgend biotinyliert und an Streptavidin-
ImmunoCAPs gekoppelt.

Bedeutung von Referenzwerten

Um die spezifische IgG-Antikdrperkonzentration in einem
nicht exponierten Kollektiv als Referenzwertbereich von
unbelasteten Personen zu bestimmen, wurden 20 Seren
aus der Referenzwertstudie randomisiert ausgewahlt und
getestet (Raulf et al. 2019). Ebenso standen durch die Un-
terstiitzung der SVLFG und anderer Unfallversicherungs-
trager 17 Seren von exponierten, aber nicht erkrankten
Beschiftigten zur Verfiigung. Die Charakteristika der
beiden Untersuchungskollektive sind in Tab. 1 darge-
stellt. Beide Referenzkollektive, mit und ohne Exposition
gegen C. corticale, waren hinsichtlich Alter, Geschlecht
und Raucherstatus vergleichbar. In diesen insgesamt 37

Referenzkollektiv MIT Exposition
(n=17)

47)[23)-62]]

Geschlecht: 40% 9,60% & 35% 2,65% 3
Raucherstatus: 65 % Nie-Raucher 59 % Nie-Raucher
Berufsgruppen: Beschaftigungen ohne Schimmel- Baumpfleger, Beschaftigte in der

exposition

Forstwirtschaft/forstwirtschaftlichen
Forschung

Spezifisches IgE gegen Cryptostroma corticale
Sporen (bg508) (mga/L): Median [Min-Max;
90 %-Quantil]

7,44[1,0-115,31;17,31]

8,17 [2,55-17,92; 13,04]

Spezifisches IgG gegen Cryptostroma cortica-
le Mycel (bg515) (mga/L): Median [Min-Max;
90 %-Quantil]

6,65 (0,88 - 95,02; 17,37]

5,79[2,26 - 17,27; 11,65]

Tab.1 Charakteristika der Referenzkollektive
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Seren wurden jeweils die spezifische IgG-Konzentration
gegen die hergestellten C. corticale-Sporen- bzw. Myzelex-
trakte im ImmunoCAP-System gemessen. Die sIgG-Kon-
zentrationen (Median und 90 %-Quantil) auf Sporen- und
Myzel-Antigene waren in beiden Kollektiven vergleichbar.

Fazit

Die vom IPA entwickelten diagnostischen Tools zur spezi-
fischen IgG-Messung auf Antigene von C. corticale Sporen-
und Myzelantigenen erméglichen es, EAA-Verdachtsfille
von Beschiftigten mit klinischen Symptomen, bei denen
eine Exposition gegen C. corticale vermutet wird, quantita-
tiv zu analysieren. Der Vergleich der spezifischen IgG-Kon-
zentration im Serum des jeweiligen Patienten mit denen
der Referenzkollektive macht es moglich, die serologische
IgG-Konzentration einzuordnen. Erhéhte spezifische IgG-
Antikorperwerte im Serum von Patienten stellen einen
wichtigen Baustein in der Diagnose einer EAA dar und
leisten damit einen Beitrag zur komplexen Diagnosestel-
lung. Wie wertvoll diese diagnostischen Tools sind, konnte
in der Vergangenheit bereits unter anderem fiir EAA-Ver-
dachtsfalle, verursacht durch Kiihlschmierstoffe, gezeigt
werden (Kespohl et al. 2020). Diese am IPA entwickelten
spezifischen Testungen kénnen bei entsprechenden Ver-
dachtsfillen angefordert werden (Formular unter -
ipa-dguv.de/ipa/forschung/baproj/index.jsp). Die beiden
Testtools C. corticale Sporen (bg508) und C. corticale Myzel
(bg515) befinden sich ebenfalls in der Anforderungsliste.
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