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Einleitung 1

1. Einleitung

Afrika ist, besonders in den Lindern siidlich der Sahara, schwer von der HIV
Epidemie betroffen. Die Infektion verringert in einigen Regionen die
durchschnittliche Lebenserwartung ihrer Bewohner um mehr als 20 Jahre [82].

Das hat auch weit reichende Auswirkungen auf die 6konomische Situation des
gesamten Kontinents. Das wirtschaftliche Wachstum verlangsamt sich stark und

die ohnehin weit verbreitete Armut wird in diesen Gegenden noch grofer.

Wihrend in Europa und Nordamerika der Verlauf der HIV Infektion schon relativ
gut erforscht wurde, existieren bisher nur wenige grofle Studien, die sich mit dem
Verlauf der Infektion in Afrika siidlich der Sahara beschiftigen. Um die
verheerenden AusmalBle dieser Krankheit dort jedoch einddmmen zu koénnen, muss

man gerade dort, im Zentrum der Epidemie, die Dynamik der Infektion erforschen.

Bei unbehandelten infizierten Personen verlduft eine HIV-Erkrankung klinisch
extrem heterogen. Diese Unterschiede treten sowohl zwischen Populationen, als
auch zwischen einzelnen Individuen auf. Um das HI-Virus von allen Seiten
angreifen und bekdmpfen zu konnen, ist es wichtig, die Ursachen dieser
Heterogenitdt verstehen zu lernen. Auch fiir die individuelle Prognose und den
richtigen Zeitpunkt des Beginns einer antiretroviralen Therapie ist dieses Wissen

von grofler Bedeutung.

Ziel dieser Dissertation ist die Ermittlung der Viruslast HIV-positiver Erwachsener
aus der Region Mbeya in Tansania und die Untersuchung moglicher

Einflussfaktoren. Im Folgenden mochte ich kurz den Stand der heutigen
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Wissenschaft zu verschiedenen Aspekten der HIV-Forschung darstellen, die fiir das

Verstandnis meiner Arbeit von Relevanz sind.



Einleitung 3

1.1. Das Human Immunodeficiency Virus (HIV)

Im Laufe des Jahres 1980 beobachtete man in verschiedenen nordamerikanischen
Grofstddten eine Haufung von Pneumocystis-jirovecii-Pneumonien (PCP) und
Kaposi-Sarkomen bei relativ jungen Patienten [39]. Blutuntersuchungen ergaben
eine verminderte Konzentration der T-Helferzellen, was auf eine Beeintriachtigung
der zelluldren Immunitdt hinweist. Da die meisten dieser ersten Patienten ménnlich
und homosexuell waren, gab man gegen Ende 1981 diesem Krankheitsbild den
Namen GRID (Gay Related Immune Deficiency) [3]. 1982 trat die Erkrankung
dann allerdings auch bei Drogenkonsumenten und heterosexuellen Frauen auf,
weshalb im August dieses Jahres der bis heute bestindige Name Acquired
Immunodeficiency Syndrome, oder kurz AIDS, eingefiihrt wurde. Im Jahre 1987
sprach man den beiden Wissenschaftlern L. Montagnier und R. Gallo die
Entdeckung des Human Immunodeficiency Virus (HIV), dem Erreger von AIDS,
zu [58].

Adult prevalence (%)
B 15.0% - 28.0%
[ 5.0% - <15.0%

[ ]1.0%-<5.0%
[ ]0.5%-<1.0%
[ 101%-<0.5%
[ ]<0.1%

I No data available

Abbildung 1: Weltweite HIV-Pravalenz 2007. Abbildung aus [82].
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Seit seiner Entdeckung breitete sich HIV/AIDS pandemisch aus und verdnderte
unsere Welt. Einige Regionen der Erde sind besonders hart betroffen (sieche Abb.
1). Alleine in Afrika siidlich der Sahara lebten im Jahr 2008 iiber 12 Millionen

Waisenkinder, deren Eltern an AIDS verstorben waren [82].

1.1.1. Klassifizierung von HIV

Das HI-Virus wird in Typen, Gruppen, Subtypen und Subsubtypen klassifiziert
(siche Tab. 1). HIV-1 und HIV-2 flihren beim Menschen zu einer dhnlichen
Symptomatik.

Tabelle 1: Die Einteilung des Human Immunodeficiency Virus. Modifiziert nach

[28].

9 Subtypen: A (Al, A2),B,C, D, F (F1,F2),G, H, ], K

HIV-1 keine Subtypen
frither als Subtyp O bezeichnet
frither als Subtypen bezeichnet
HIV-2 im September 2001 offiziell in Gruppen umbenannt

Q| = = 9| Q| = »| © 2| 2
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Die einzelnen HIV-Typen sind morphologisch nicht differenzierbar, weisen jedoch
verschiedene virologische und molekulare Eigenschaften auf. Dadurch besitzen sie
unterschiedliche Virulenz. HIV-1 besitzt beispielsweise im Vergleich zu HIV-2
eine hohere Infektiositit und Pathogenitit [23, 60]. Zudem hat HIV-1 eine deutlich

hohere Mutationsrate, was in einer groen genetischen Variabilitit resultiert.

1.1.2. Circulating (CRFs) und Unique Recombinant Forms (URFs)

Mit circulating recombinant forms (CRFs) beschreibt man Rekombinanten
zwischen Subtypen der M-Gruppe von HIV-1. Die Entwicklung der CRFs wird
zum einen durch Rekombination des Genoms von mindestens zwei
unterschiedlichen “reinen” Subtypen oder aber durch die Rekombination von
einem oder mehreren unterschiedlichen Subtypen mit einem anderen
rekombinanten Isolat ausgeldst. Eine Rekombinante aus mehr als zwei Subtypen

bzw. CRFs wird als CRF_cpx (complex) bezeichnet.

Rekombinante Isolate werden als CRFs klassifiziert, wenn sie eine wichtige
epidemiologische Rolle beziiglich der HIV-1-Pandemie spielen, sowie bei
mindestens drei verschiedenen Individuen gesichert sind, welche in keiner

epidemiologischen Verbindung zueinander stehen diirfen [53].

Zirkuliert zur gleichen Zeit mehr als ein Subtyp in einer Epidemie, werden
fortlaufend neue rekombinante Viren gebildet. Der bei weitem grofBte Teil davon
weist ein einzigartiges Mosaik auf (unique recombinant forms, URFs) und der
Nachweis von CRFs ist kaum moglich. Daraus kann man schlieen, dass der
groBte Teil dieser URFs regelméBig neu entsteht und keine dieser Formen einen

Selektionsvorteil besitzt, andernfalls wiirde sich eine schneller verbreiten als alle
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anderen [17, 27, 30, 31, 33]. Eine URF, die in eine noch HIV-naive Population
eingebracht wird, konnte sich dort ungehindert vermehren. Dann entstlinde eine

CREF. Dieses Phanomen bezeichnet man als den so genannten Griindereffekt.

1.1.3. Doppel-, Mehrfach- und Superinfektionen von HI'V

Die simultane oder sehr zeitnahe Ubertragung zweier Virusvarianten (die noch vor
der Immunantwort stattfindet), kann eine Doppelinfektion auslosen. Falls sich ein
bereits HIV-infiziertes Individuum mit einer weiteren HIV-Variante ansteckt,
bezeichnet man dies als eine HIV-Superinfektion. In diesem Fall ist zudem eine

Doppelinfektion die Konsequenz.

Doppelinfektionen sind moglich zwischen HIV-1 und HIV-2 [4, 5, 59, 61, 74],
zwischen den Gruppen M und O [29, 78], zwischen verschiedenen Subtypen der
Gruppe M [7, 9, 40-42, 51, 64, 72, 80, 86] und den gleichen Subtypen der Gruppe
M [13, 15, 38, 71, 87]. Es ist auftillig, dass trotz berichteter Doppelinfektionen mit
HIV-1 und HIV-2 bisher keine Rekombinationen zwischen den beiden Virustypen
beschrieben wurde [34], zwischen den Gruppen M und O dagegen schon [17, 35].

1.2. Epidemiologie von HIV

Man geht davon aus, dass das Simian Immunodeficiency Virus (SIV) wéhrend der
ersten Hilfte des 20. Jahrhunderts in West- und/oder Zentralafrika vom Affen auf
den Menschen iibertragen und zu HIV wurde. Die Kolonialisierung sowie die
Unabhingigkeitskriege der 50er- und 60er-Jahre mit sich oft anschlieBenden
Biirgerkriegen forderten dann die Ausbreitung der HIV-Epidemie. Es wird
vermutet, dass HIV bereits bis 1975 fast alle Lander Afrikas sidlich der Sahara
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erreicht hatte. Fiir die weltweite Verbreitung sind von Afrika ausgehend mehrere
Wege beschrieben. Im Jahre 2007 wurde laut ,,The Joint United Nations
Programme on HIV/AIDS (UNAIDS)*“ die weltweite Pridvalenz an HIV-
Infektionen auf 30 bis 36 Millionen geschitzt. Subsahara-Afrika stellt mit 67% der

Infizierten und 75% der jdhrlichen AIDS-Toten den am schwersten betroffenen

Erdteil dar (siche Abb. 2).
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Abbildung 2: HIV-Pravalenz und Anzahl der Infizierten. Die tatsdchliche Zahl der

Infizierten wéchst weiterhin wegen Neuinfektionen und der geringeren Mortalitit
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Uber 99% aller weltweit diagnostizierten HIV-Infektionen werden durch HIV-1
hervorgerufen. HIV-2-Infektionen kommen vor allem in Westafrika vor und nicht

importierte HIV-2-Infektionen sind aullerhalb Afrikas sehr selten.

1.2.1. Weltweite Verteilung der Subtypen und CRFs

CRF03-AB

CRF04-cpx

B \B\A CRF08-BC
'\ B,C

CRF09-CPX ~a A C CRF07:BC
S CRF01-AE
CRF02-AG p
O, N
B A,C,D/F, CRF11-cpx
- GHJLK  cgrpio-cp

CRF05-DF

C B

Abbildung 3: Globale Verteilung der Subtypen. Abbildung aus [62].

Der am haufigsten auftretende HIV-1-Subtyp weltweit ist mit mehr als 50% Subtyp
C. Er tritt vor allem im siidlichen Afrika, Athiopien/Somalia sowie Indien auf. Als
zweithaufigster Typ folgt darauf Subtyp A (>20%) mit der weitesten Verbreitung in
den Léndern Zentral- und Westafrikas sowie Osteuropas (siche Abb. 3). Subtyp B
ist der Dritthdufigste und verursacht die Mehrzahl der HIV-Infektionen der
westlichen Welt. Robertson et al. vermuteten 1995, dass insgesamt fast 10 - 20%
der HIV-Infektionen durch Rekombinante verursacht werden [70]. In einigen
Liandern liegt der Anteil bei iiber 30% [27, 33, 57]. Die genaue weltweite

Verteilung ist jedoch nur anndhernd bekannt.
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Nachgewiesen ist ein héufigeres Vorkommen von Rekombinanten zwischen
Subtypen in Landern mit zwei oder mehreren dominanten Subtypen (z. B. Tansania
mit Subtyp A, C und D) im Vergleich zu Léndern in denen nur ein Subtyp
vorherrscht (z. B. Nordamerika und Westeuropa mit Subtyp B).

1.2.2. HIV-1-Subtypen in Tansania

Die HIV-Epidemie in Tansania begann wahrscheinlich Ende der 70er Jahre [10, 11,
36, 52, 55, 65, 69, 75]. Seit spitestens 1989 sind dort die drei Subtypen A, C und D
dominant, wie Holscher et al. nachgewiesen haben [32]. Die Verteilungen der
Subtypen in den verschiedenen Regionen Tansanias weichen stark voneinander ab:
Im Norden Tansanias bilden die Subtypen A und D den groBten Anteil [88], in der
Kilimanjaro Region wurde auch Subtyp B bestdtigt [47] und in der Stadt Moshi
wurde der in Kenia entdeckte Subtyp A2 bei Barfrauen gefunden [48]. Hingegen
tiberwiegt im Nordwesten Subtyp D, im Nordosten Subtyp A und im Siiden Subtyp
C.

1.3. Verlauf der priméiren HIV-Infektion

Wihrend der akuten primdren HIV-Infektion findet eine hohe und schnelle
Virusvermehrung statt, die dabei in 40 — 90 % symptomatisch verlduft. Haufigste
Symptome stellen dabei Fieber, Lymphadenopathie, Pharyngitis und Exanthem,
sowie unspezifische Allgemeinsymptome dar. Danach stellt sich das Immunsystem
auf die Infektion ein und es folgt die unterschiedlich lange Latenzphase. Wihrend
dieser meist asymptomatischen Phase verringert sich langsam die Zahl der CD4+-
Zellen und die Viruslast steigt an. Dies resultiert in einer schwerwiegenden

Immunschwéche, so dass lebensbedrohliche opportunistische Infektionen auftreten.



Einleitung 10

Diese definieren das Endstadium AIDS. Ohne Behandlung zeigen HIV-1-Infizierte
grofle Unterschiede im klinischen Verlauf. Unter anderem kann die akute HIV-
Infektion asymptomatisch oder symptomatisch verlaufen, auch die Linge der

Latenzphase variiert betrachtlich.

1.3.1. Viral load setpoint (VLS)

Am Anfang der akuten HIV-Infektion erreicht die Viruslast im Blut Spitzenwerte,
die sich nach einer Weile auf einen mehr oder weniger konstanten Viruslevel
(chronische Phase), den viral load setpoint (VLS) einpendeln (siche Abb. 4) [34].
Man erklirt dieses stabilere Plateau der Viruslast durch die Balance zwischen der
Virulenz des Virus und der Fdhigkeit des Immunsystems, die Infektion zu

kontrollieren [66].

& Akute Phase
£ 1200 , Infektion Tod 107 L
g 1100 \ / \ __I
QD 1000 f 1 opportunistische o i:f
p— . 1 > -
ﬁ 900 Latenzzeit IiStensn o
— I 1 "
c 8oo \ -
O .-
; 700 10° ©
N
O 600 o
5
500 . ©
10 .
£ 3
S\ 400 -
— W
|_' 300 7 E
+ 200 10° o]
3 )
QO 100 0N
%) -
4] ,I,' 102 .
0o 3 6 9 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
Wochen Jahre

Abbildung 4: Beispiel des iiblichen Verlaufes der Viruslast und CD4+-Zellen bei
der HIV-Infektion. Abbildung aus [85].
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In der chronischen Phase der Erkrankung steigt die Viruslast dann nach und nach
langsam an und die CD4+-Zellzahlen fallen ab, bis die Kontrolle komplett verloren

geht und es zum Vollbild von AIDS kommt.

Da es keine standardisierte Methode zur Berechnung des VLS gibt, werden in
verschiedenen Studien unterschiedliche Ansdtze verwendet [54]. Trotz dieser
methodischen Unterschiede ist die Assoziation zwischen einem erhéhten VLS und
einer schnelleren Krankheitsprogression zu AIDS allgemein anerkannt [22, 26, 77].
So kann der VLS als prognostischer Marker verwendet werden, um Infizierte mit
hohem Risiko fiir eine schnelle Krankheitsprogression zu finden.

Solche prognostischen Marker konnten zu einem besseren Verstindnis der HIV-1-
Infektion, einer verbesserten klinischen Uberwachung und vielleicht zu einem
besseren Timing des Therapiebeginns mit antiretroviralen Medikamenten fiihren.
Individuen und Populationen unterscheiden sich betrdchtlich im VLS, wobei

sowohl Virus- als auch Wirtsfaktoren fiir diese Unterschiede in Frage kommen.

1.3.2. Mit dem VLS assoziierte Faktoren

Die HIV-1-Pandemie ist durch eine hohe wvirale Diversitit mit multiplen
genetischen Subtypen, sowie circulating (CRFs) und unique inter-subtype
recombinant forms (URFs) in verschiedenen geografischen Gegenden der Welt
charakterisiert [31, 46]. Mehrere Studien zeigen Hinweise darauf, dass der HIV-1-
Subtyp sowie multiple HIV-1-Infektionen wichtige virale Faktoren sind, die den

VLS und die Krankheitsprogression beeinflussen konnten [25, 44, 46].

Wirtsfaktoren, die den VLS moglicherweise beeinflussen, sind Geschlecht, Alter,

ethnische Abstammung, weitere Erkrankungen und humangenetische Variationen
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[16, 18, 63]. Der Einfluss von HLA-Klasse-I-Allelen (humanes Leukozytenantigen)
auf die Viruslast wihrend der chronischen Phase der HIV-Infektion ist in zwei
Studien in Sudafrika untersucht worden, wobei unterschiedliche Allele entweder
als protektiv oder als schiadlich im Bezug auf ihren Effekt auf den VLS klassifiziert
wurden [19, 45]. Die Expression von protektiven HLA-Klasse-I-Allelen wird zur
Zeit durch eine HIV-spezifische CDS8-T-Zell-Immunantwort mit potentem

antiviralem Effekt erklart [2, 20].
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2. Problemstellung und Zielsetzung

In Nordamerika und Europa existieren mehrere Studien {iber den viral load setpoint
(VLS) und die mit ihm einhergehende Viruslast. Da der klinische Verlauf der
akuten HIV-1-Infektion zusammen mit den Viruslasten und dem VLS groflen
interindividuellen und interpopulativen Schwankungen unterliegt, sind diese
amerikanischen und europdischen Daten nur bedingt auf Populationen aus
Subsahara-Afrika anwendbar.

Leider ist die Datenlage beziiglich des VLS fiir Populationen aus den afrikanischen
Landern siidlich der Sahara sehr limitiert [50]. Hauptziel dieser Dissertation ist es
deshalb, valide Daten zur Viruslast und dem VLS HIV-1-infizierter Erwachsener
aus der Region Mbeya in Tansania zu erarbeiten. Dabei wurde folgenden

Fragestellungen nachgegangen:

a) Bestimmung des viral load setpoints HIV-1-infizierter Erwachsener aus

Mbeya in Tansania und Vergleich mit anderen Populationen aus Subsahara-

Afrika.

b) Welche viralen Faktoren beeinflussen den VLS?

¢) Welche humangenetischen und soziookonomischen Faktoren beeinflussen

den VLS?
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3. Patienten, Materialien und Methoden
3.1. Studienbedingungen
3.1.1. Studienort Mbeya Region in Tansania

Mit 945.000 km? ist Tansania (siche Abb. 5) das groBte ostafrikanische Land (zum
Vergleich: Deutschland hat 357.000 km?).

% KENYA Tanzania

3. 3grengeti

tional ‘ keon Kifim n'!:ro

Park 19,34

S ae 395

¢ ol o shi
by 1

’ Eai Tarangire
ional

Abbildung 5: Tansania, die Region Mbeya ist rot umrandet. Abbildung aus [37].

Eine Volkszdhlung der tansanischen Regierung im Jahr 2002 ergab die

Einwohnerzahl von 33,6 Millionen. Die offizielle Hauptstadt ist Dodoma, das
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eigentliche wirtschaftliche und kulturelle Zentrum jedoch ist Dar es Salaam, eine

an der Kiiste gelegene 3-Millionen-Metropole.

Von Dar es Salaam aus filihrt je eine wichtige Fernstrasse nordlich nach Tanga
sowie Arusha und siidwestlich nach Mbeya. In Mbeya gabelt sich die siidwestliche
Fernstrasse in Richtung Sambia (Copper Belt, Lusaka) und in Richtung Malawi
(Lilongwe). Zwischen Dar es Salaam und Lusaka verlduft eine Eisenbahnlinie, die
auch in Mbeya hilt und, wie die Fernstrassen, einen wichtigen Handelsweg

darstellt.

Abbildung 6: Die Region Mbeya mit ihren acht Distrikten Mbeya Urban
(Einwohner 265.000), Mbeya Rural (254.000), Rungwe (306.000), Kyela
(174.000), Ileje (110.000), Mbozi (513.000), Chunya (206.000) und Mbarali
(234.000). Abbildung aus [83].

Die Region Mbeya liegt im siidwestlichen Hochland von Tansania in einer Hohe

von ca. 400 bis 1800 m nahe der Grenzen zu Malawi und Sambia, wobei unsere
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Probanden alle aus Orten kommen, die iiber 1000m Hohe liegen. Die Region ist in

8 Distrikte unterteilt (siche Abb. 6).

Mbeya Town ist die fiinftgrofite Stadt Tansanias und besitzt eines der drei

Lehrkrankenhduser landesweit, das Mbeya Referral Hospital.

3.1.2. Studienpopulation

Die Daten fiir diese Untersuchung wurden von HIV-1-neuinfizierten Erwachsenen
aus der Region Mbeya in Tansania gesammelt. Diese sogenannten seroconverter
wurden im Rahmen von zwei unterschiedlichen Studien identifiziert, die
nachfolgend néher beschrieben werden. Beide Studien wurden von den zustéindigen
Ethikkommissionen aller beteiligten Partner genehmigt, und alle Studienteilnehmer

gaben ihre schriftliche Einverstindniserkldrung (written informed consent).

3.1.2.1. HIV Superinfection Study (HISIS-Studie)

Ein Teil der seroconverter dieser Dissertation kommen aus einer gut
charakterisierten und offenen Hochrisikokohorte. Die prospektive Kohortenstudie
HISIS bestand aus Barfrauen der Region Mbeya, Tansania [35]. Ab September
2000 wurden insgesamt 753 weibliche Freiwillige zwischen 18 und 35 Jahren aus
17 Gebieten mit hohem HIV-1-Ubertragungsrisiko entlang der FernstraBe nach
Malawi rekrutiert. Von den Teilnehmerinnen wurden bei Einschluss in die Studie
sowie alle drei Monate Blutproben genommen. Die HIV-Privalenz bei Aufnahme
in die Kohorte betrug 67% [6, 67]. Der Studienzeitraum fiir die Teilnehmerinnen
betrug bis zu vier Jahre. Wéhrend der Studie erhielten sie kostenlose

Gesundheitsversorgung, die die Behandlung von akuten Infektionskrankheiten,
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Screening und, falls notwendig, auch die Behandlung von Sexualkrankheiten mit
einschloss. Seit 2003 beinhaltete dieser Service auch Cotrimoxazol-Prophylaxe
gegen opportunistische Infektionen fiir Frauen mit CD4+-Zellzahl unter 200/pl.
Seit 2005 war antiretrovirale Medikation dann fiir alle Teilnehmerinnen mit AIDS-
definierenden Symptomen oder CD4+-Zellzahlen unter 200/ul verfiigbar. In dem
Zeitraum jedoch, in welchem die Daten fiir diese Studie gesammelt wurden, erhielt

keine Teilnehmerin eine antiretrovirale Behandlung.

3.1.2.2. Cohort-development (CODE-Studie)

Fir diese Studie wurden zwischen September 2002 und April 2003 3.096
Freiwillige (1.778 Frauen und 1.318 Mainner) aus der Normalbevdilkerung
rekrutiert. Sie stammten aus einer ldndlichen und zwei stadtischen Gegenden in und
um Mbeya Town herum. Die CODE-Teilnehmer wurden dann iiber einen Zeitraum
von 3,5 Jahren ungefdhr alle sechs Monate untersucht [6]. . Die HIV-Privalenz bei
Aufnahme in die Kohorten betrug 19% bei den CODE-Frauen und 14% bei den
CODE Minnern [6, 67].

3.1.2.3. Einschlusskriterien und Charakterisierung

CODE- und HISIS-Teilnehmer wurden nur in die dieser Dissertation zugrunde
liegende Untersuchung eingeschlossen, wenn sie zu Beginn der jeweiligen Studie
HIV-negativ waren (das waren 247 HISIS Barfrauen, 1440 CODE Frauen und
1138 CODE Minner) und sich im weiteren Verlauf der Kohortenstudien mit HIV-1
infizierten (das waren 49 HISIS Barfrauen, 63 CODE Frauen und 38 CODE
Minner). Um in diese Untersuchung eingeschlossen zu werden, durfte auBBerdem

der letzte HIV-negative Studienbesuch nicht ldnger als neun Monate vor dem ersten
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HIV-positiven liegen, um den Infektionszeitpunkt mit der notwendigen
Genauigkeit schitzen zu konnen. Voraussetzung war auch mindestens ein weiterer
Studienbesuch nach dem ersten positiven Studienbesuch, der 5 — 12 Monate nach
dem geschitzten Infektionszeitpunkt lag. Dies war notwendig um den VLS zu
berechnen. 46 HISIS Barfrauen, 41 CODE Frauen und 21 CODE Miénnern erfiillten

alle obigen Kriterien.

Im Folgenden werden die drei eingeschlossenen Gruppen der serokonvertierten

Erwachsenen durchgingig als Barfrauen, CODE Frauen und CODE Minner

bezeichnet.
3.2. Datensammlung
3.2.1. Interviews, klinische Untersuchungen und Probenahmen

Mithilfe standardisierter Fragebogen befragten geschulte Mitarbeiter alle
Studienteilnehmer zum sozialen und demographischen Hintergrund sowie zum
Verhalten, und zwar in der Landessprache Kiswabhili.

Alle Interviews, klinische Untersuchungen und Probenahmen fiir CODE und HISIS

fanden an dafiir geeigneten Ortlichkeiten statt.

3.2.2. Labormethoden

Fiir die vendsen Blutentnahmen wurde folgendes Material benutzt:
(1) Butterfly, winged infusion set (Firma Diagonal)
(2) Multiadapter (Firma Diagonal)
(3) S-Monovette, Vacutainer, gelb, 8,5 ml, Stabilisator CPDA (Firma Sarstedt)
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(4) S-Monovette, Vacutainer, rot, 2,7 ml, Stabilisator EDTA (Firma Sarstedt)

Der HIV-Serostatus wurde mithilfe zweier diagnostischen ELISAs (enzyme-linked
immunosorbent assays) bestimmt (Enzygnost Anti HIV 1/2 Plus, Dade Behring,
Liederbach, Deutschland; Determine HIV 1/2, Abbott, Wiesbaden, Deutschland).
Abweichende Ergebnisse wurden mithilfe eines HIV-1 Western Blot verifiziert
(HIVblot 2.2 Genelabs/Abbott, Wiesbaden, Deutschland). Die RNA-Viruslast
wurde mit dem Roche Amplicor Viral load assay 1.5 (Roche Diagnostics, Basel,
Schweiz) mit einer Sensitivitdit von > 400 Viruskopien/ml bestimmt. Der erste
Studienbesuch mit positiver Viruslast und/oder Seropositivitit mit vorangehendem
fiir Viruslast und Serologie negativem Studienbesuch wurde als der erste HIV-

positive Studienbesuch festgelegt.

Die CD4+-Zellzahl wurde mit einem FACSCalibur MultiSET System mit Trucount
Rohrchen bestimmt (Becton; Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA).
Der HIV-1-Subtyp und multiple Infektionen wurde zum VLS-Zeitpunkt mithilfe
des Multi-region Hybridisation Assay (MHA) untersucht, indem Subtyp A, C und
D spezifische fluoreszierende Proben in fiinf Genomregionen in real-time PCR
format verwendet wurden [20, 31]. Das Vorliegen einer multiplen Infektion wurde
angenommen, wenn mehr als eine Subtyp-spezifische Probe an die gleiche
Genomregion hybridisierte. Die HLA-Klasse-I ~ Genotypisierung  wurde
durchgefiihrt wie bei Turner et al. [81] beschrieben. HLA-Klasse-I-Allele sind in
Ubereinstimmung mit vorherigen Studien [19, 45] als “protektiv” (A0205, B5801,
B8101, B4201 und B5703), “schadlich” (B5802, B4501, B1801, und B1503 in der
Subtyp-C-Epidemie) oder “neutral” (alle anderen) klassifiziert worden. Aus

logistischen Griinden konnten CD4+-Zellzahl, HLA-Klasse-I-Allele und
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Virustypen nicht fiir alle Teilnehmer bestimmt werden, weshalb fiir diese

Untersuchungen niedrigere Teilnehmerzahlen resultierten.

Die Syphilis-Serologie wurde mit dem Serodia Treponema pallidum particle assay
(TPPA) (Fujirebio Inc., Japan) und dem rapid plasma reagin (RPR) test (VD25;
Murex Diagnostics, UK) bestimmt [67, 68]. Bei Einschluss in die Studie wurden
alle Teilnehmer durch ELISA (MONOLISA HbsAg ULTRA, Bio-Rad, Hercules,
CA) auf Hepatitis B getestet, positive Ergebnisse wurden mithilfe der
Neutralisationsmethode von HbsAg (MONOLISA HbsAg Confirmation test, Bio-
Rad, Hercules, CA) bestitigt.

3.3. Statistische Analysemethoden

Die Daten wurden doppelt in Microsoft Access (Microsoft Corp., Redmond, WA)
eingegeben, verglichen und Eingabefehler korrigiert. Fiir die statistische Analyse
wurde das Statistikprogramm Stata (Version 10) (Stata Corp., College Station, TX)
verwendet. Weil weder VLS noch CD4+-Zellzahl normalverteilt waren und der
VLS auch nicht durch log-Transformation normalisiert werden konnte, wurden die
Unterschiede dieser drei Parameter zwischen den drei Gruppen mithilfe des nicht
parametrischen Wilcoxon ranksum Test auf Signifikanz getestet. Der viral load
setpoint (VLS) wurde in Ubereinstimmung mit Mei, Wang & Holte [54] als der
Median der Viruslastmessungen des Teilnehmers zwischen 5 und 12 Monaten nach

dem geschitzten Infektionszeitpunkt definiert.

Unterschiede zwischen den Gruppen beziiglich bindrer Charakteristika (z.B. An-
oder Abwesenheit von multiplen Infektionen) wurden mithilfe des “equality of

proportions test” auf Signifikanz getestet. Assoziationen zwischen verschiedenen
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Risikofaktoren und einem bindren Ergebnis, das anzeigt ob der VLS unter oder
iiber dem Median der Viruslast aller Teilnehmer liegt, wurden mithilfe von

univariaten und multivariaten Poisson Regressionsmodellen analysiert [8, 76].

Um den Infektionszeitpunkt zu schétzen, wurde die durchschnittliche Zeitdauer von
der Infektion bis zur Seropositivitit auf 33 Tage und die bis zum RNA-
Virusnachweis auf 11 Tage festgelegt [12, 43]. Als Infektionszeitpunkt wurde dann
der Mittelpunkt des entstandenen Zeitfensters festgelegt. Beispielsweise wird bei
Teilnehmern, deren erster positiver Studienbesuch sowohl viruspositiv als auch
seropositiv war, der Infektionszeitpunkt in der Mitte zwischen 11 Tage vor dem
letzten negativen und 33 Tage vor dem ersten positiven Studienbesuch angegeben.
Bei Teilnehmern, die zunichst nur viruspositiv aber nicht seropositiv waren, wird
der geschitzte Infektionszeitpunkt als 22 Tage vor diesem Studienbesuch

festgelegt.
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4. Ergebnisse

Insgesamt erfiillten 108 Teilnehmer alle im Methodenteil erwihnten

Einschlusskriterien (siche Diagr. 1).

46 Barfrauen

41 CODE Frauen
21 CODE Minner

Diagramm 1: Verteilung der insgesamt 108 serokonvertierten Studienteilnehmer,

die alle im Methodenteil genannten Einschlusskriterien erfiillten.

4.1. Generelle Charakteristika der Studienpopulation

Das mittlere Alter beim enrollment (Aufnahme in die Kohorte) betrug bei den
CODE-Frauen 22 Jahre (IQR 20 bis 28) und bei den Barfrauen 25 Jahre (IQR 22
bis 28). Die CODE-Minner besallen das mittlere Alter von 24 Jahren (IQR 20 bis
28). Die Priavalenz von Hepatitis B und Syphilis TPPA Positivitit war bei den
Barfrauen (17,4% und 41,3%) deutlich hoher als bei den CODE Teilnehmern
(7,1% und 12,5% fiir Frauen, 0% und 4,8% fiir Méanner). Weitere ausgewéhlte
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Charakteristika der drei seroconverter Gruppen beim enrollment sind in Tabelle 2

gezeigt.

Tabelle 2: Ausgewdhlte soziale Charakteristika der Studienpopulation beim

enrollment.
Barfrauen CODE Frauen CODE Manner  Alle zusammen
n % n % n % n %
Bildung
Keine 1 2,2 5 12,2 4 19,0 10 9,3
Primary 42 91,3 32 780 16 76,2 90 83,3
Secondary 3 6,5 4 9,8 1 4.8 8 7,4
Konfession
katholisch 14 30,4 7 17,1 2 9,5 23 21,3
protestantisch 30 652 26 63,4 13 61,9 69 63,9
muslimisch 2 4.3 3 7,3 0 0,0 5 4.6
Keine Religion 0 0,0 5 12,2 6 28,6 11 10,2
Familienstand
Single 5 10,9 13 31,7 13 61,9 31 28,7
Ein Ehepartner 41 89,1 27 65,9 7 33,3 75 69,4
= 2 Ehepartner 0 0,0 1 2,4 1 4.8 2 1,9

n = Zahl der Teilnehmer
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4.2. HIV-1-Virimie und CD4-Zellzahlen am viral load setpoint (VLS)

Im Durchschnitt betrug der Zeitraum zwischen geschitztem Infektionszeitpunkt
und den viral load setpoint (VLS) — Messungen 8,4 Monate (Schwankungsbereich
5,4 bis 10,1) fiir die Barfrauen, 9,1 Monate (5,7 bis 11,9) fiir die CODE Frauen und
8,7 Monate (6,1 bis 9,7) fiir die CODE Minner.

Tabelle 3: HIV-1 viral load und CD4-Zellzahlen am viral load setpoint

Barfrauen P®  CODE Frauen P° CODE Ménner P° Alle zusammen
HIV-1 Viruskopien pro ml®
n untersucht 46 41 21 108
Median 69.850 0,133 28.600 0,011 158.000 0,109 69.850
Median log,o 4,84 4,46 5,2 4,84
IQR fur logy, (4.04 to 5.33) (3.05t0 5.29) (4.37 to 5.58) (4.06 to 5.45)
Mean logy, (SD)  4.67 (0.85) 4.27 (1.15) 4.99 (0.88) 4.58 (1.01)
VLS controller® 8,7% 0,025 26,8% 0,113 9,5% 0,912 15,7%
CD4+ Zellen/pl
n untersucht 20 32 21 73
Median 516 0,792 491 0,028 381 0,050 478
IQR fur den Median (391 to 623) (395 to 761) (250 to 499) (362 to 644)
Mean (SD) 553 (237) 594 (289) 421 (224) 533 (265)

n = Anzahl der Teilnehmer; IQR = interquartile range; SD = Standardabweichung; “ ™ ¢ p-Werte fiir den
Unterschied zwischen * Barfrauen und CODE Frauen, ® CODE Frauen und CODE Minnern und ©
Barfrauen und CODE Mainnern; fiir Unterschiede in der Viruslast und CD4+ Zellzahlen wurde der
Wilcoxon-ranksum-Test verwendet; ¢ den Median, den Median logip und den Mean aufzufiihren, mag
iiberfliissig erscheinen, aber es erleichtert den Vergleich mit anderen Studien, in denen mit diesen Werten
gearbeitet wird, um den VLS zu charakterisieren; es soll jedoch angemerkt werden, dass der Mean nicht
wirklich geeignet ist, Daten zu charakterisieren, die nicht der GauB’schen Normalverteilung folgen; © VLS

<2000 Kopien/ml
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Der Median der Viruslast am VLS fiir alle drei Gruppen zusammengenommen war
69.850 Kopien/ml, was auch dem Median des VLS der Barfrauen entsprach (siche
Tab. 3). Im Vergleich dazu war der Median der Viruslast am VLS der CODE
Frauen mit 28.600 Kopien/ml niedriger, sowie der der CODE Ménner mit 158.000
Kopien/ml hoher. Der Unterschied des VLS zwischen CODE Frauen und CODE
Minnern war signifikant (p=0,011). Damit iibereinstimmend war der Median der
CD4+-Zellzahl am VLS der CODE Minner signifikant geringer als der der beiden

Frauengruppen.

Die drei Gruppen unterschieden sich auch in ihrem Anteil an Teilnehmern mit
einem VLS unter 2000 Kopien/ml (nachfolgend wird diese Gruppe als “VLS

controller” oder nur ,,controller” bezeichnet).

Die Entwicklung der Viruslast iiber einen Zeitraum von bis zu 24 Monaten wurde
fiir die drei Gruppen unter Ausschluss der VLS controller einzeln analysiert. Die
VLS controller wurden dabei separat untersucht. Die Auswertung zeigt, dass die
Viruslast trotz kleiner Teilnehmerzahlen bei Zeitintervallen {iber zwei Jahre nach

Infektionszeitpunkt in allen Gruppen relativ stabil bleibt (sieche Diagr. 2, Seite 26).

Wihrend 26,8% der CODE Frauen VLS controller waren, entfielen bei den
Barfrauen nur 8,7% (p=0,025) und bei den CODE Miénnern nur 9,5% (p=0.113)
auf diese Gruppe (siche Tab. 3 und Diagr. 2). Wenn man die Viruslasten der VLS
controller nicht berticksichtigt, ist der VLS-Median bei CODE Frauen 2,8-mal
hoher (81.100 anstatt 28.600 Kopien/ml), bei Barfrauen jedoch nur 1,7-mal héher
(116.825 anstatt 69.850 Kopien/ml) als der Vergleichswert bei Einschluss der VLS

controller.
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Diagramm 2: Die Viruslast 1im Zeitverlauf innerhalb verschiedener
Studiengruppen. 95% Konfidezintervalle sowie Anzahl der Teilnehmer sind fiir
alle Gruppen und Zeitpunkte eingetragen. Teilnehmer mit einem VLS < 2000
Kopien/ml (VLS controller) sind separat eingetragen und ihre Daten in den

entsprechenden Gruppen nicht eingeschlossen.

Da die Gruppenunterschiede des VLS nach Ausschluss der VLS controller nicht
mehr signifikant waren, deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass die beobachteten
Gruppenunterschiede im VLS weitgehend durch die unterschiedliche Héufigkeit

von VLS controllern erklart werden konnten.
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4.3. HLA-Klasse-I-Allele

Die nachfolgende Analyse der Verteilung von HLA-Klasse-I-Allelen zeigte eine
ungleiche, aber nicht signifikant unterschiedliche Aufteilung unter den drei

Kohorten (siehe Diagr. 3 und Tab. 4).

100 %
protektiv &
75 % A schidlich
B schidlich
50 % 1
[] protektiv
25 % _ [ ] nur neutral
0%
Barfrauen CODE CODE
Frauen Manner

Diagramm 3: Verteilung der HLA-Klasse-I-Allele in den drei Kohorten,
klassifiziert als protektiv (A0205, B5801, B8101, B4201, B5703), schidlich
(B5802, B4501, B1801 und B1503 in der Subtyp C Epidemie) sowie neutral (alle
anderen).

CODE Mainner hatten den niedrigsten Anteil an “protektiven” (A0205, B5801,
B8101, B4201 und B5703) und den hdchsten Anteil an “schidlichen” Allelen
(B5802, B4501, B1801, und B1503 in Subtype C Epidemien) im Vergleich zu
CODE Frauen und Barfrauen.
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Tabelle 4: Verteilung der HLA Klasse I in den drei Gruppen
Barfrauen P?  CODE Frauen P* CODE Ménner P° Alle
HLA-Klasse-I-Allele
n untersucht 32 40 21 93
Nur "neutrale"” HLA-Allele  28,1% 0,094 47,5% 0,730 42,9% 0,268 39,8%
"Protektive" HLA-Allele  28,1% 0,281 17,5% 0,747 14,3% 0,239 20,4%
"Protektive" und "Schadliche" 12,5% 0,737 10,0% 0,479 4,8% 0,346 9,7%
"Schadliche" HLA-Allele  31,3% 0,556 25,0% 0,287 38,1% 0,607 30,1%

n = Anzahl der Teilnehmer; * ¢ p-Werte fiir den Unterschied zwischen * Barfrauen und CODE Frauen, b

CODE Frauen und CODE Minnern und ¢ Barfrauen und CODE Minnern wurden mit dem equality-of-

proportions-Test berechnet

4.4 HIV-1-Subtypen und multiple Infektionen

Tabelle 5: Verteilung der Subtypen und multiplen Infektionen in den drei Gruppen

Barfrauen P®  CODE Frauen P°  CODE Mé&nner P° Alle
Infizierende Subtypen
n untersucht 33 16 9 58
Nur A 9,1% 0,712 12,5% 0,269 0,0% 0,348 8,6%
Nur C 24,2% 0,027 56,3% 0,973 55,6% 0,072  37,9%
Nur D 0,0% 0,147 6,3% 0,667 11,1% 0,053 3,5%
Rekombinierte 30,3% 0,390 18,8% 0,835 22,2% 0,634 25,9%
Multiple Infektionen 36,4% 0,025 6,3% 0,667 11,1% 0,146 24.1%

n = Anzahl der Teilnehmer; * ¢ p-Werte fiir den Unterschied zwischen * Barfrauen und CODE Frauen, b

CODE Frauen und CODE Minnern und ¢ Barfrauen und CODE Minnern wurden mit dem equality-of-

proportions-Test berechnet



Ergebnisse 29

Bei der Subtypenverteilung gab es keine groBeren Unterschiede zwischen CODE
Frauen und Minnern, wobei mehr als 50% der Neuinfektionen durch Subtyp C
bedingt waren und nur wenige multiple Infektionen auftraten (8%). Im Vergleich
dazu stellten bei den Barfrauen Teilnehmerinnen mit multiplen Infektionen die

grofite Gruppe (36,4%), Subtyp C verursachte hier nur 24% der Neuinfektionen.

Die grofe Anzahl an multiplen HIV-Infektionen am VLS bei Barfrauen ist
besonders auffillig, wenn man bedenkt dass der VLS nur 5 bis 12 Monate nach
dem geschitzten Infektionszeitpunkt gemessen wurde (siche Tab. 5 auf Seite 28

und Diagramm 4).

CODE Frauen
und Minner

Barfrauen

B Einfachinfektion

[ multiple Infektionen

Diagramm 4: Vergleich der Anzahl von multiplen Infektionen der
Hochrisikokohorte der Barfrauen mit Frauen und Ménnern der Normalbevolkerung
(CODE).
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4.5. Risikofaktoren fiir einen erhohten VLS

Um potentielle Risikofaktoren fiir einen erhéhten VLS zu identifizieren, wurde
zuerst eine univariate Poisson Regressionsanalyse mit einer bindren
Ergebnisvariable durchgefiihrt. Diese zeigte an, ob die individuelle Viruslast am
VLS iiber oder unter dem Median aller Teilnehmer (= 69.850 Kopien/ml) lag. Falls
der univariate p-Wert fiir mindestens ein Stratum der Risikofaktorvariablen < 0,1
war, dann wurde sie in ein multivariates Modell eingeschlossen, um ihre

Assoziation mit dem VLS auf gegenseitige Abhéngigkeit zu testen.

Potentielle Risikofaktoren, die sich nicht fiir den initialen Einschluss in die
multivariate Regression qualifizierten, wurden nochmals untersucht, indem sie
einzeln in das Modell eingefithrt wurden. So konnte man sehen, ob ihre
Assoziation zum VLS sich nach Adjustierung fiir andere wichtige Variable
verdndern wiirde. Faktoren, wie der infizierende Subtyp (A, C, D oder
rekombinante Viren), Syphilis und Hepatitis B Infektion bei Studieneinschluss,
waren nur schwach und nicht-signifikant mit dem VLS assoziiert. Weder Alter,
noch die anderen sozio-Okonomischen Faktoren und Verhaltensweisen, die
untersucht wurden (Konfession, Bildungsstand, Haushaltsgrof8e, Familienstand,
Zahl der Kinder, Gebrauch von Kontrazeptiva, vorhergehende HIV-Testung)
zeigten eine Assoziation mit dem VLS nahe am Signifikanzniveau oder zeigten
einen starken Einfluss auf andere Variablen, wenn sie dem multivariaten Modell
hinzugefiigt wurden. Alle diese Variablen sind in Tabelle 6 (siche Seite 31)
aufgefiihrt.
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Tabelle 6: Ergebnisse der univariaten Poisson Regression. Aufgefiihrt sind alle
Faktoren, die aufgrund zu geringer univariater Signifikanz (p>0,1) bei der

multivariaten Regression in Tabelle 7 nicht berticksichtigt wurden.

Covariate _n RR 95% ClI P Covariate n RR 95% ClI P
Subtypen am VLS Konfession
A 5 1 (0,30 bis 3,23) 0,97 Katholisch 23 0,81 (0,48 bis1,36) 0,43
Cc 22 1 Protestantisch 69 1
D 2 122 (0,28bis541) 0,790 Muslimisch 5 0,75 (0,25bis2,24) 0,6
Rekombinante 15 1,4 (0,54 bis2,40) 0,73 Keine Religion 11 0,85 (0,43 bis1,68) 0,64

Multiple Infektionen 14 1,8 (0,95 bis 3,20) 0,072 | Bildungsstand

Hepatitis B Kein Schulbesuch 10 0,56 (0,21 bis 1,49) 0,245
Positv. 10 0,58 (0,22 bis1,53) 0,271 Primary 90 1
Negativ 79 1 Secondary 8 0,70 (0,28 bis1,76) 0,453
Syphilis Haushaltsgrole
Positiv 25 1 (0,60 bis 1,53) 0,86 0-1 33 1,29 (0,81bis2,04) 0,28
Negativ 82 1 2-3 38 1
Alter >3 35 1,09 (0,66 bis1,78) 0,74
18 bis20 23 1 Familienstand
21bis23 21 0,8 (0,47 bis1,50) 0,56 ledig 31 1,24 (0,85bis1,83) 0,27
24bis30 45 0,90 (0,57bis1,43) 0,67 1 Ehepartner 75 1
31 oder élter 19 0,75 (0,39bis1,41) 0,37 > 1 Ehepartner 2 1,07 (0,26 bis4,40) 0,92
Kontrazeption Zahl der Kinder
Keine 44 1 0 35 099 (0,65 bis 1,51) 0,959
Pile 12 1,05 (0,55bis2,00) 0,888 1-2 50 1
Injektionen 19 0,77  (0,40bis1,51) 0,448 >2 23 0,84 (0,49bis1,43) 0,515

Andere 2 1,05 (0,25bis4,37) 0,949 | Vorherige HIV-Testung

Kondom fiir Manner 7 0,9 (0,36 bis2,24) 0,818 Nein 90 1

Ja 18 0,87 (0,50bis1,52) 0,62

FuBinoten wie bei Tabelle 7
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Tabelle 7: Assoziation von multiplen HIV-Infektionen und “protektiven” und
“schiadlichen” HLA-Klasse-I-Allelen mit erhohtem viral load setpoint. Ergebnisse

der univariaten und multivariaten Analyse.

Univariate Modelle Multivariate Modelle ®
VLS- % erhoh-
Covariate n_ RR 95% Cl P n RR 95% Cl P Median ° ter VLS °
Studiengruppe
CODE Frauen 41 1 40 1 26000 37,5

CODE Méanner 21 1,83 (1.14 t0 2.93) 0,012 21 1,76 (1.09 to 2.85) 0,021 158000 71,4
Barfrauen 46 1,28 (0.79 to 2.07) 0,313 32 1,35 (0.73 to 2.51) 0,341 104900 53,1
Anwesende HLA Allele

Nur "Neutrale" 37 1 37 1 35400 43,2

"Protektive" 19 0,61 (0.26 to 1.41) 0,248 19 0,60 (0.28 to 1.29) 0,192 23400 26,3

"Prot. & Schadliche” 9 1,29 (0.64 to 2.57) 0,480 9 1,38 (0.70 to 2.69) 0,352 72500 55,6

"Schadliche" 28 1,73 (1.131t02.66) 0,012 28 1,70 (1.11to 2.59) 0,014 195000 75,0
Multiple HIV Infektionen °

Nein 44 1 43 1 58650 44,2

Ja 14 165 (1.03t0266) 0,038 14 1,65 (1.03to 2.63) 0,036 183475 714

Nicht bestimmt 36 1,16 (0.72 to 1.86) 0,544 36 1,29 (0.78 to 2.13) 0,316 77400 50,0

n = Anzahl der Teilnehmer im Stratum; RR = risk ratio fiir einen VLS iiber dem Gesamtmedian von
69.850 Kopien/ml; VLS-Median = VLS-Median im Stratum; * Beinhaltet alle in das Modell
eingeschlossenen Variablen; ° Multiple HIV-Infektionen entsprechend dem MHA, MHA-Daten waren
nur fiir 58 Teilnehmer verfigbar; ¢ VLS-Median und % mit erhohtem VLS fiir Teilnehmer die in das

multivariate Modell eingeschlossen worden sind;
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Mainnliches Geschlecht, die Anwesenheit “schidlicher” HLA-Klasse-I-Allele und
multiple HIV-1-Infektionen waren stark und signifikant assoziiert mit einem
erhohten VLS (siehe Tab. 7 auf Seite 32 und Diagramm 5 auf Seite 34). Barfrauen
hatten ein deutlich erhdhtes Risiko fiir einen erhohten VLS gegeniiber CODE
Frauen, auch wenn dieser Zusammenhang nicht signifikant war. Die Anwesenheit
von “protektiven” HLA-Klasse-I-Allelen hatte eine starke, aber nicht signifikante
negative Assoziation mit der Viruslast. Die Stirke und Signifikanz der
Assoziationen dieser Faktoren mit dem VLS sind in der univariaten und
multivariaten Analyse dhnlich. Dies zeigt einen jeweils von den anderen Faktoren

nahezu unabhingigen Einfluss auf die Viruslast, wie aus Tabelle 7 ersichtlich.

In Diagramm 5 sind die VLS —Unterschiede in den drei Gruppen gut ersichtlich. Es
sind nur die Teilnehmer mit vollstindigem Datensatz zu Einfach- oder
Mehrfachinfektionen, sowie HLA Klasse I Allelen gezeigt. Die rote Linie markiert
2000 Viruskopien pro ml, also sind alle Teilnehmer darunter controller. Die
Teilnehmer mit Mehrfachinfektionen und ,,schadlichen HLA Allelen sind mit
einem gelben Dreieck reprisentiert. Es ist ersichtlich, dass sie alle einen hoheren
VLS als der Median in ihrer Gruppe besitzen. Die Teilnehmer mit
Mehrfachinfektionen (weisses Dreieck) oder ,,schiddlichen* HLA Allelen (gelber

Kreis) hdufen sich in der oberen Gegend des Diagramms.
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Diagramm 5: VLS, multiple Infektionen und Gegenwart von “schiadlichen” HLA-

Klasse-I-Allelen (es wurden nur Teilnehmer mit vollstindigem Datensatz

eingeschlossen).
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5. Diskussion

Bei HIV-Infektionen stellt der viral load setpoint (VLS) einen wichtigen und
allgemein anerkannten Préadiktor fiir die Progression zu AIDS dar. Zudem ist der
VLS ein wichtiger Marker fiir die Evaluierung von Impfstoffen und
Mikrobioziden, welche nicht die Infektion verhindern, sondern die Viruslast

vermindern sollen.

5.1. Einordnung der VLS Ergebnisse

Ein Vergleich dieser hier vorliegenden VLS-Ergebnisse mit denen aus anderen
Teilen Subsahara-Afrikas zeigt, dass die CODE Frauen am unteren Ende des
Spektrums von 4.45 bis 4.61 log;y RNA Kopien/ml liegen, welches bei drei
anderen Studien mit Frauen aus ostafrikanischer Normalbevolkerung gefunden
wurde [46, 49, 66]. Im Gegensatz dazu hatten die Barfrauen in unserer Studie
einen VLS-Median der deutlich iiber dem Bereich (3.71 bis 4.33 log;y Kopien/ml)
lag, der in anderen Studien mit Frauen aus Hochrisikogruppen in Afrika gefunden
wurde [24, 25, 50, 73]. Auch der VLS der CODE Minner lag betriachtlich iiber
dem zweier vergleichbarer Studien (4.74 und 4.76 log;y Kopien/ml), die Manner
aus der ostafrikanischer Normalbevilkerung betrafen [46, 66]. Die Feststellung,
dass Minner der Normalbevolkerung einen hdéheren VLS als Frauen der
Normalbevolkerung haben, stimmt mit den Erkenntnissen zweier weiterer Studien
aus Ostafrika {iberein. Forschungsergebnisse aus anderen Teilen der Welt
bestitigen dies, wenngleich der zwischengeschlechtliche VLS-Unterschied nicht
mit einem Unterschied in der HIV-Progression zu AIDS einherzugehen scheint

[46, 56, 66].
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In der vorliegenden Studie hatten Barfrauen ein groferes Risiko, einen erhohten
VLS zu haben, als CODE Frauen, auch nach Einbeziehung von multiplen
Infektionen und HLA-Klasse-I-Allelen im multivariaten Modell. Die anderen
evaluierten biologischen, sozio-demographischen und Verhaltensvariablen
erklarten diese Unterschiede nicht. Es ist daher wahrscheinlich, dass zusétzliche

Faktoren eine Rolle spielten, die nicht in der Studie beriicksichtigt wurden.

5.2. Multiple HIV-1-Infektionen

Teilnehmer mit multiplen HIV-1 Infektionen hatten ein groBeres Risiko einen
erhohten VLS zu haben, als jene mit einfacher Infektion. Dies stimmt mit den
Ergebnissen einer fritheren, kleineren Untersuchung iiberein [25] und wird auch
dadurch bestitigt, dass multiple HIV-Infektionen die Krankheitsprogression

beschleunigen konnen [84].

Die extrem hohe Privalenz von multiplen HIV-Infektionen unter Barfrauen relativ
frith nach der Serokonversion ist erstaunlich. Eine mogliche Erklarung ist ihre
haufigere Exposition gegeniiber unterschiedlichen HIV-Stimmen, die auch bei
thren Sexualpartnern (z. B. Lastwagenfahrer) hiufig sind, weil diese selbst einer
Hochrisikogruppe fiir multiple HIV-Infektionen angehoren. Unsere Daten zeigen
gerade innerhalb solcher Subpopulationen ein hohes Risiko fiir simultane
Koinfektionen mit multiplen Virusstimmen. Hohe Viruslasten gehen auch mit
einem erhohten Ubertragungsrisiko einher, und folglich steigt durch eine multiple

HIV-Infektion das Risiko der HIV-Ubertragung.
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Der Anteil an multiplen Infektionen in den beiden Kohorten ist nicht vollkommen
vergleichbar, da Kohorten-spezifische Unterschiede bei den
Studienbesuchsintervallen (dreimonatlich in HISIS und sechsmonatlich in CODE)
zu einer unterschiedlichen Anzahl an MHA-Tests fiihrten. Dies wiederum konnte
eine niedrigere Sensitivitit fiir die Ermittlung von multiplen HIV-Infektionen unter
CODE-Teilnehmern zur Folge gehabt haben. Allerdings wire, auch wenn fiir jede
HISIS-Teilnehmerin nur eines der MHA Ergebnisse verwendet worden wiére, der

Anteil an multiplen Infektionen in dieser Gruppe immer noch dreimal so hoch wie

unter CODE-Teilnehmern gewesen (24% vs. 8%, p=0,105).

5.3. HLA-Klasse-I-Allele

Der Einfluss genetischer Polymorphismen innerhalb des HLA-Klasse-I-Allel-
Genloki auf die HIV-Viruslast und die Krankheitsprogression wéhrend der
chronischen Infektion ist gut dokumentiert [1, 2, 14, 19, 21, 45, 79]. Besonders die
Exprimierung von Allel B57 korreliert mit der Abwesenheit der symptomatischen
HIV-1 Serokonversionskrankheit [1]. Dies ist wichtig, denn Patienten mit
schwereren Symptomen und ldngerer Dauer der akuten HIV-1-Infektion tendieren
dazu, schneller AIDS zu entwickeln [1]. Weiterhin ist zwischen HLA-B57 und
giinstigen klinischen, virologischen und immunologischen Ereignissen wéhrend
der akuten HIV-Infektion eine Assoziation gefunden worden [2]. Die hier
durchgefiihrten Analysen zeigen, dass die Exprimierung von “schéadlichen” HLA-
Klasse-I-Allelen, die mit schlechter Viruslastkontrolle in der chronischen Phase
von HIV assoziiert ist, auch schon frith nach der HIV-Infektion signifikant mit

schlechter Viruskontrolle einhergeht. Dies legt nahe, dass die Viruskontrolle nicht
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langsam iiber einen ldngeren Zeitraum verloren geht, sondern vielmehr in diesen

Personen niemals effizient vorhanden war.

5.4. Schlussfolgerungen

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass Frauen mit Hochrisikoverhalten und
Minner aus der Normalbevolkerung einen hoheren VLS hatten als vergleichbare
Populationen aus anderen Teilen Afrikas siidlich der Sahara - wéhrend Frauen aus
der Normalbevolkerung einen deutlich niedrigeren VLS aufwiesen. Frauen mit
Hochrisikoverhalten hatten einen deutlich héheren Anteil an multiplen Infektionen
als Teilnehmer aus der Normalbevolkerung. Minnliches Geschlecht und die
Anwesenheit von “schidlichen” HLA-Allelen und multiplen HIV-Infektionen
waren signifikant mit einem hoheren VLS assoziiert. Hingegen war die
Anwesenheit von “protektiven” HLA-Allelen zwar mit einem niedrigeren VLS
assoziiert, diese Assoziation war jedoch nicht signifikant. Der infizierende HIV-1-
Subtyp (A, C oder D), Hepatitis B und Syphilis Infektionen beim Studienbeginn
und die sozio-demographischen und Verhaltensfaktoren, die untersucht wurden,
waren nur schwach und nicht-signifikant mit dem VLS der Studienteilnehmer

assoziiert.
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6. Zusammenfassung

Der viral load setpoint (VLS) weist sowohl interindividuell, als auch interpopulativ
grofle Schwankungen auf. Aus diesem Grund sind in Europa und Nordamerika
gewonnene Daten zur HIV-1-Viruslast nicht direkt auf Subsahara-Afrika, die am
schwersten von dieser Infektion betroffene Region der Erde, iibertragbar. Der VLS
gehort jedoch zu den wichtigsten Markern des Verlaufs der primédren HIV-
Infektion.

Das Hauptziel der vorliegenden Dissertation war deshalb die Feststellung des HIV-
1 viral load setpoints bei serokonvertierten Erwachsenen der Region Mbeya in
Tansania. Weiterhin wurde nach Virus- und Wirtsfaktoren gesucht, welche die

Viruslast am VLS beeinflussen.

Urspriinglich HIV-negative Teilnehmer aus zwei unterschiedlichen Kohorten
wurden in diese Studie eingeschlossen und bis zu vier Jahre lang beobachtet: (1)
Barfrauen aus einer Hochrisikokohorte, sowie (2) Frauen und Ménner aus der
Normalbevoélkerung. Sie wurden regelméfig besucht, um Proben zu sammeln und
Informationen iiber den sozio-6konomischen Hintergrund sowie den allgemeinen

Gesundheitszustand zu erhalten.

Der VLS wurde fiir insgesamt 108 Studienteilnehmer berechnet. Mit
verschiedenen Laboranalysen sollten virale und Wirtsfaktoren identifiziert werden,
die einen Einfluss auf den VLS haben konnten. Um die Assoziationen zu
evaluieren, sind univariate sowie multivariate Poisson Regressionsmodelle zum

Einsatz gekommen.
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Der VLS-Median betrug 69.850 RNA Kopien/ml fiir die Barfrauen, 28.600 fiir die
Frauen und 158.000 fiir die Ménner der Normalbevilkerung. Der VLS war damit
in Mbeya fiir Frauen aus Hochrisikogruppen sowie Mainner aus der

Normalbevolkerung hoher als bei vergleichbaren Populationen aus anderen

Landern Afrikas siidlich der Sahara.

Als signifikante Einflussfaktoren auf den VLS ergaben sich die multiple Infektion
mit mehreren Subtypen (RR=1,65, 95%CI=1,03-2,66), minnliches Geschlecht
(RR=1,83, 95%CI=1,14-2,93) und die Expression von “schidlichen” HLA-Klasse-
I-Allelen (RR=1,73, 95%CI=1,13-2,66). Die Analyse anderer potentieller

Einflussfaktoren ergab keine weiteren signifikanten Assoziationen mit dem VLS.

Insgesamt gesehen legen die Ergebnisse nahe, dass mehrere Virus- und
Wirtsfaktoren den natiirlichen Verlauf der HIV-1-Infektion beeinflussen. Der
antagonistische und synergistische Effekt dieser Faktoren untereinander konnte fiir
die VLS-Unterschiede in dieser Untersuchung und die anderer dhnlicher Kohorten

in Subsahara-Afrika ursachlich sein.
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Abkiirzungen

8. Abkiirzungen

AIDS acquired immune deficiency syndrome
CI confidence interval

CODE cohort development study

cpx complex

CRFs circulating recombinant forms
ELISA enzyme linked immunosorbent assay
GRID gay related immune deficiency
HbsAg Hepatitis B surface antigen

HISIS HIV superinfection study

HIV human immunodeficiency virus
HLA human leukocyte antigen

IQR interquartile range

log Logarithmus

MHA multi-region hybridisation assay

n Anzahl

p p-value

PCR polymerase chain reaction

RNA Ribonukleinsédure

RPR rapid plasma reagin

RR risk ratio

SD standard deviation

SIV simian immunodeficiency syndrome
TPPA Treponema pallidum particle-immunoassay

UNAIDS The Joint United Nations Programme on HIV/AIDS
URFs unique recombinant forms

VLS viral load setpoint
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