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Einleitung und Hintergrund

1 Einleitung

1.1 Helminthosen - Hintergrund dieser Untersuchung

Etwa ein Viertel der Weltbevdlkerung ist mit Wirmern infiziert [1].

Vor allem in tropischen und subtropischen Entwicklungsléandern, in denen ein
feucht-warmes Klima und schlechte hygienische Bedingungen vorherrschen,
sind Infektionen mit Helminthen (griech.: Wirmer) haufig und folgenreich.
Betroffen ist vor allem die landliche und sozial benachteiligte, stadtische
Bevdlkerung, die unter der Armutsgrenze lebt [1].

Der oft chronische und schleichende Krankheitsverlauf kann durch
Mangelerndhrung und damit einhergehender mentaler und physischer
Unterentwicklung in Erscheinung treten [2].

Wurmerkrankungen stellen so neben dem personlichen Leid der Betroffenen
eine groRe Belastung fir das offentliche Gesundheitswesen dar und haben
weitreichende Auswirkungen auf die 6konomische Entwicklung endemischer
Lander. Helminthosen kdénnen zu einem Teufelskreis aus Infektion,
Produktivitatsminderung, Armut und inadaquater  soziokonomischer

Entwicklung fuhren [1, 3].

Immer mehr Studien legen nahe, dass Helminthen eine tiefgreifende Wirkung
auf das menschliche Immunsystem haben und so unter anderem Erkrankungen
wie Malaria, Tuberkulose und HIV/AIDS beeinflussen und die Wirkung
verschiedener Impfstoffe herabsetzen [4, 5].

Gleichzeitig gibt es zunehmend Hinweise auf einen protektiven Effekt der
Wirmer und einen therapeutischen Nutzen bei allergischen Erkrankungen wie
Asthma und einigen Autoimmunerkrankungen, da die Wurmer das menschliche
Immunsystem supprimieren und herunterregulieren, um selbst nicht

abgestol3en zu werden [6, 7].

Um derartige Zusammenhénge in Zukunft weiter zu erforschen, bedarf es einer

Methode, die Wurminfizierte sicher identifiziert.

Die mikroskopische Stuhluntersuchung ist der derzeitige Goldstandard bei der
Suche nach gastrointestinalen Wurminfektionen. Da die Mikroskopie jedoch
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nicht ausreichend sensitiv ist, kommt es gehauft zu Fehldiagnosen, die eine
inadéaquate oder verspatete Behandlung der Betroffenen zur Folge haben [8].

Eine sensitivere Diagnostik ist dringend notwendig, um die Wirksamkeit der
verfugbaren Medikamente gegen Helminthen zu Uberprifen und um das
Aufkommen und die Verbreitung von Arzneimittelresistenzen aufzudecken [3].
Da es bisher keine Impfstoffe gibt, die eine Immunitat gegentber Wirmern
erzeugen, ist die derzeitige globale Strategie zur Kontrolle und Eindammung
der Helminthosen eine wiederholte, praventive, medikamentdse Behandlung
von Hochrisikogruppen in Endemiegebieten [9, 10]. In Gegenden, in denen
solche Kontrollprogramme durchgefiihrt werden, verandert sich die Intensitat
der Wurminfektionen. Verbleiben nach der Behandlung nur wenige Wirmer im
Darm, so kénnen diese mit der klassischen Mikroskopie oft nicht mehr detektiert
werden [11]. Um die wirkliche Pravalenz an Helminthosen in solchen Gebieten
zu bestimmen und die Starke einer Infektion zu ermitteln, bedarf es einer

sensitiveren Diagnostik.

Eine Gruppe von Wissenschaftlern um den Mikrobiologen Dr. Jaco Verweij von
der Universitat Leiden in den Niederlanden entwickelte aufgrund dieser
diagnostischen Missstdnde ein molekulares Untersuchungsverfahren, eine
Multiplex-Real-Time-PCR, die der jahrzehntelang angewandten klassischen

Stuhimikroskopie in vielerlei Hinsicht Gberlegen sein soll [8, 12-14].

Ziel der im Rahmen dieser Dissertation durchgefihrten Studie war es, dieses
neue, zum Zeitpunkt unserer Untersuchung nicht an anderen Laboren validierte
Verfahren, am NIMR-MMRC-Labor (National Institute for Medical Research —
Mbeya Medical Research Center) in Mbeya, Tansania zu etablieren und
anhand eines Methodenvergleiches zu Uberprifen. Bei nachweislich besserer
Sensitivitat sollte es anschlieend im Rahmen weiterfiihrender Studien wie der
weiter unten aufgefuhrten Wurm-HIV-Interaktionsstudie (WHIS) am MMRC-
Labor angewandt werden.

Die Untersuchung hinsichtlich der Sensitivitat des neuen Verfahrens (Anteil der
echt-Wurmpositiven, die auch als wurmpositiv erkannt wurden) erfolgte anhand
gesammelter Stuhlproben aus der Region Mbeya in einem direkten Vergleich
mit der klassischen Stuhlmikroskopie.
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Da auch nicht bekannt war, ob die neue Diagnostikmethode im Rahmen von
Medikamentenwirksamkeitsstudien Vorteile bringen konnte, testeten wir im
weiteren Verlauf unserer Untersuchung mit Hilfe der RT-PCR die Wirksamkeit
zweier gangiger Medikamente zur Behandlung von Wurminfektionen und

achteten dabei vor allem auf Besonderheiten bei HIV-positiven Probanden.

Um weiter in die Thematik dieser Arbeit einzufiihren, méchte ich im Folgenden
auf verschiedene Aspekte des Untersuchungsgebietes und der aktuellen
Helminthenforschung eingehen, die fir das Verstandnis meiner Arbeit von
Bedeutung sind.

1.2 Untersuchungsgebiet

Die Vereinigte Republik Tansania ist mit einer Flache von 947.300 km?2
(Deutschland: 357.120 km?) das grof3te Land Ostafrikas.
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Abbildung 1: Tansania in Ostafrika. Die offizielle Hauptstadt ist mit etwa
800.000 Einwohnern Dodoma. Das wirtschaftliche und kulturelle Zentrum Dar
es Salaam hat etwa 4,5 Millionen Einwohner und liegt am Indischen Ozean.

Das Untersuchungsgebiet dieser Studie, Mbeya, ist rot umrandet [15].
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Die im Folgenden genannten landesspezifischen Daten zu Tansania wurden

den Datenbanken der Weltbank entnommen [16].

Eine Volkszahlung der tansanischen Regierung im Jahr 2011 ergab eine
Einwohnerzahl von 46.218.486. Das Bevdlkerungswachstum betrug im selben
Jahr 3,03 % (Deutschland: -0,06%). Die Lebenserwartung liegt bei etwa 60
Jahren. Mehr als zwei Drittel der Bevoélkerung lebt in landlichen Gebieten. Fast
die Halfte der Bevdlkerung ist unter 15 Jahre alt. Nur etwa 3% sind 65 Jahre

oder alter.

Zwei Drittel der Tansanier leben in extremer Armut und missen mit weniger als
1,25 US-Dollar pro Tag auskommen. Das Bruttonationaleinkommen pro Kopf
pro Jahr in US-Dollar belief sich im Jahr 2011 auf nur 540 US-$ (Deutschland:
43.980 US-$).

34 % (2008) der Bevdlkerung ist unterernéhrt.

Die Kindersterblichkeit vor dem 5. Geburtstag liegt bei 67,6 (2011) von 1000
Lebendgeburten (Deutschland: 4/1000) und die Muttersterblichkeit bei 460
(2010) von 1000 Muttern. (Deutschland: 7/1000 Mittern). Die HIV-AIDS-Quote
(Erwachsene zwischen 15 und 49 Jahren) lag 2009 in Tansania bei 5,6%,

wahrend sie in Deutschland bei 0,1% lag.

Nur etwa die Halfte der Bevolkerung besitzt einen angemessenen Anschluss an
die Trinkwasserversorgung und nur 10% sind an eine angemessene

Abwasserversorgung angeschlossen [16].

In zahlreichen Studien stellten sich mangelnde Schulbildung, Armut, ein
fehlender Zugang zu sauberen Sanitareinrichtungen und unzureichende
Hygiene (kein Handewaschen nach dem Toilettengang und vor dem Essen und
Barfull gehen) als wichtige Risikofaktoren beim Erwerb intestinaler

Helminthosen heraus [17, 18].
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1.3 Epidemiologie von Helminthosen

Durch  Fluchtlingsbewegungen, rural-urbane  Migrationsstrome und
Okotourismus in abgelegene Gegenden erhalten humanpathogene Wirmer
Einzug in immer neue Gebiete [19]. Am haufigsten kommen Infektionen mit
dem Spulwurm Ascaris lumbricoides, dem Peitschenwurm Trichuris trichuria
und den Hakenwirmern Necator americanus und Ancylostoma duodenale vor.
Diese Gruppe wird auch als Soil-transmitted Helminths (STHS)
zusammengefasst. Aullerdem sind Infektionen mit den Parchenegeln
Schistosoma mansoni und haematobium, dem Zwergfadenwurm Strongyloides
stercoralis sowie den Verursachern der Onchozerkose (Flussblindheit) und der
lymphatischen Filariose (Elephantiasis) sehr haufig [20]. In Tabelle 1 sind die
weltweite Krankheitslast durch Helminthosen und die Verbreitung der

verschiedenen Wurmspezies dargestellt.

Tabelle 1. Weltweite Krankheitslast durch Helminthosen und deren Verbreitung

Region mit Zahl Todesfille
Infektion Erreger hochster Infizierter im Jahr
Pravalenz (Millionen) (Tausend)
Askariasis Ascaris Asien, Afrika, - go7 1201 3.60
lumbricoides Lateinamerika
Trichuriasis Trichuris — Asien, Afrika, g 795 3-10
trichuria Lateinamerika
Necator
He}kenvyurm- americanus; A3|§n, Afrlk.a, 576-740 3-65
infektion Ancylostoma Lateinamerika
duodenale
S. mansoni; Subsaharisches
Schistosomiasis S. Afrika, 207 15-280
haematobium Lateinamerika
- Strongyloides Tropen, :
Strongyloidiasis stercoralis Subtropen 30-100
Onchozerkose Onchozerka  Subsaharisches 37 005
(Flussblindheit) volvulus Afrika ’
Indien,
Lymphatische Wucheria Sudostasien,
Filariose bancrofti; Subsaharisches 120 0,4
(Elephantiasis)  Brugia malayi Afrika

Modifiziert aus den Quellen:[1, 20-22]
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Die Auspragung der Erkrankung ist von der Infektionsschwere und dem
Immunstatus des Einzelnen abhangig [23] .

Wurminfektionen werden haufig unterschéatzt, da sich klassische pathologische
Veranderungen oft erst verspatet zeigen.

Die meisten Infektionen persistieren lange und zeigen wenig Kklinische
Symptome, mindern aber Lebensqualitdt und Produktivitat der Betroffenen,
auch wenn der Verlauf nur selten zum Tode fuhrt [19, 24]. Wahrend
Erwachsene haufiger an leichten Infektionen leiden, kommen bei Kindern
gehauft schwere Infektionen mit hohem Wurmbefall vor [25].

Folgen wie Anamien, Wachstumsverzogerungen, eine geringere korperliche
Belastbarkeit und  Gedéachtniseinschrankungen  kénnen  schlechtere
Schulleistungen und ein Verbleiben in Armut bedingen [21].

Bei Schwangeren kann eine Wurminfektion zu Friihgeburten, einem geringeren
Geburtsgewicht des Feten und zu erhohter mitterlicher Morbiditdt und
Mortalitat fuhren [26].

Wurminfektionen in Entwicklungslandern sind eine der bedeutendsten
Ursachen dafur, dass arme Menschen in einer Abwartsspirale verbleiben [27].
Koinfektionen mit HIV/AIDS, Malaria und Tuberkulose sind haufig [28].

Oftmals liegt ein Polyparasitismus vor, bei dem der Betroffene zu einem
bestimmten Zeitpunkt mit mehr als nur einer Wurmspezies infiziert ist [29, 30].
In Studien stellte sich heraus, dass Personen mit multiplen Infektionen haufig
schwerere Infektionen hatten [31] als Personen, die nur von einer Wurmart
befallen waren. Durch einen synergistischen Effekt kann es zu einer
vermehrten Schwachung des Immunsystems kommen und eine Andmie kann

verstarkt werden [32].

Trotz der Vielzahl an Betroffenen, zahlen Wurmerkrankungen noch immer zu
den vernachlassigten Erkrankungen, den sogenannten Neglected Tropical
Diseases (NTDs). Dies hat zur Folge, dass viele Teilaspekte der Helminthosen
bisher nur wenig erforscht sind und noch immer viel zu wenig finanzielle Mittel
zur Bekampfung und Pravention bereitgestellt werden. Weniger als 1% der
weltweiten Forschungsgelder flieBen in die Helminthenforschung und es gibt
derzeitig nur sechs Medikamente auf dem Markt, um die haufigsten Erreger in
Entwicklungsl&ndern zu bekdmpfen [2].
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Die NTDs stehen im Kontrast zu den drei gro3en Erkrankungen AIDS, Malaria
und Tuberkulose, denen eine grél3ere Aufmerksamkeit und mehr

Forschungsgelder gewidmet werden, da sie auch in Industrielandern
vorkommen, in denen es kaufkraftige Kunden gibt, die teure Forschungs- und

Entwicklungskosten bezahlen kdnnen [24, 33].

1.4 Erreger: Ubertragung und Pathogenese

Im Folgenden sind einige Grundlagen zu den Organismen aufgefiihrt, die mit
dem von uns neu etablierten Verfahren, der Multiplex-Real-Time-PCR,
detektiert wurden (Tabelle 2). Die Entwicklungszyklen der Askariden,
Hakenwirmer und Schistosomen sind in den Abbildungen 2, 3 und 4
dargestellt. Symptome und klinische Manifestationen der verschiedenen

Helmintheninfektionen sind in Tabelle 3 aufgelistet.

Tabelle 2: Allgemeine Informationen zu den von uns gesuchten Helminthen

Ascaris Haken- Strongyloides  Schistosomen
lumbricoides wirmer stercoralis

Infektionsweg Fakal-oral Perkutan Perkutan Perkutan

Vorkommen im V.a. V.a. V.a. Dinndarm Kolon, GI-
Menschen Dinndarm Dunndarm h Venen

Lungenpassage ja ja ja nein

_Derzelt_lger Mikroskopie Mlkrpsk_ople Mlkroskople Mikroskopie
diagnostischer (Eier im Stuhl) (Eier im (Larven im (Eier im Stuhl)
Goldstandard Stuhl) Stuhl)

Zwischenwirt nein nein nein ja

1.4.1 Ascaris lumbricoides

Mit dem Spulwurm sind weltweit etwa 1,2 Milliarden Menschen infiziert, also
mehr als 17% der Weltbevilkerung [21]. Betroffen sind vor allem Kinder im
schulfdhigen Alter. Jahrlich sterben schatzungsweise 60.000 Menschen an der

Infektion, weitaus  mehr leiden an den Komplikationen [34]. Die im
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menschlichen Dunndarm lebenden ausgewachsenen weiblichen Wuarmer
konnen eine betrachtliche GrofRe von 20-25 cm x 3-6 mm, die ménnlichen eine

GroRRe von 15-31 cm x 2-4 mm erreichen [35].

Die Infektion mit Spulwirmern (Askariasis) erfolgt Uber die orale Aufnahme
larvenhaltiger Eier. Diese befinden sich in der Erde, im Wasser oder auf
Lebensmitteln, die mit infizierten Fakalien kontaminiert sind. Die Erkrankung
kommt weltweit, vor allem jedoch in den Tropen und Subtropen vor, da die
Spulwirmer nur in warmfeuchter Erde optimal heranreifen kdnnen. Eine hohe
Pravalenz liegt in Gegenden mit schlechter Abwasserversorgung, mangelnder
Hygiene und an Orten vor, an denen menschlicher Stuhl als Dingemittel

verwendet wird [30] .

Der Entwicklungszyklus des Spulwurms ist in Abbildung 2 dargestellt und wird
im Folgenden naher erlautert. Das ausgewachsene Spulwurmweibchen legt im
menschlichen Dinndarm taglich bis zu 200.000 unreife, befruchtete Eier, die
mit dem Stuhl ausgeschieden werden [36]. Sie sind nicht infektios. In feuchter
Erde wachst bei optimalen 25 Grad Celsius in ihnen in etwa drei Wochen ein
Embryo heran. Nach dem unabsichtlichen Verschlucken der Eier schlupfen im
Dunndarm infektiose Larven, die die Darmwand durchdringen und so in den
Blutkreislauf gelangen. Uber die Blutbahn erreichen sie die Lunge, wo sie die
Lungenblaschen durchbrechen, da sie die feinen Lungenkapillaren nicht mehr
passieren konnen. Nachdem sie Uber die Trachea in den Larynx aufgehustet
und dann tber den Osophagus und den Magen wieder in den Darm verschluckt
werden, sind sie zu erwachsenen Wirmern herangereift. Selten dringen auf
dieser Wanderung Larven in die Augen oder das Gehirn ein, wo sie zu

schweren Gewebsschéaden fihren kdnnen.

Die Prapatenz, der Zeitraum zwischen Infektion und nachweisbarer
Eiausscheidung im menschlichen Stuhl, betragt etwa 60-70 Tage. Die

Lebensdauer erwachsener Spulwtrmer betragt 1-1,5 Jahre [35] .
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Abbildung 2: Lebenszyklus des Spulwurms Ascaris lumbricoides [37]
1.4.2 Hakenwurmer

Mit den Hakenwirmern Necator americanus und Ancylostoma duodenale sind
weltweit etwa 740 Millionen Menschen infiziert [21]. Die ausgewachsenen
Wirmer haften mit ihrem Zahnapparat an den Wanden des Dunndarms und
ernahren sich vom menschlichen Blut und Proteinen. Haufig kommt es
hierdurch zu Eisenmangelanamien und Mangelernahrung. Wahrend stark
ausgepréagte Askaritiden vor allem bei Kindern im schulfahigen Alter auftreten,

kommen schwere Hakenwurminfektionen auch im Erwachsenenalter vor.

Hakenwirmer sind in allen tropischen und subtropischen Landern endemisch.
Wahrend Ancylostoma duodenale in Stdeuropa, Nordafrika und dem Mittleren
Osten vorherrschend ist, findet man Necator americanus vorwiegend im
subsaharischen Afrika, Stidasien, Ozeanien, im Suden der USA und in Zentral-
und Sudamerika [38].

A. duodenale-Mannchen sind 0,8-1,1 cm x 0,5 cm und Weibchen 1-1,3 cm x 0,6
cm grof3. N. americanus ist mit 0,9-1,1 cm x 0,5 cm etwas schmaler und krzer.
N. americanus lebt durchschnittlich drei bis zehn Jahre. Die Weibchen legen

etwa 10.000 Eier am Tag. Ancylostoma duodenale Uberlebt nur etwa ein bis
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drei Jahre, die Weibchen legen ca. 30.000 Eier am Tag. Die Prapatenzzeit

betragt etwa 42 Tage.

Der Entwicklungszyklus der Hakenwimer ist in Abbildung 3 dargestellt und wird
im Folgenden erlautert. Der Mensch infiziert sich hauptsachlich beim
Barful3gehen auf abwasserbelasteten Boden, indem infektiose, etwa 0,6 mm
kleine Hakenwurmlarven die menschliche Haut penetrieren. Uber das
Gefalisystem erreichen sie am dritten Tag die Lungen und nehmen fortan den
gleichen Weg wie Ascaris lumbricoides (siehe oben). Eine Infektion mit
Ancylostoma duodenale ist auch Uber die Nahrungsaufnahme ohne
Kdrperwanderung moglich [38]. Selten wird A. duodenale sogar Uber die

Muttermilch Gbertragen [29].

Der Blutverlust wird bei einer Infektion mit Hakenwirmern auf bis zu 30
Mikroliter pro Wurm am Tag geschatzt. In Eisenmangelgebieten reicht eine

Infektion mit 40-160 Wirmern aus, um eine Anadmie hervorzurufen [39].

Adults in intestine
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> -

Eggs in feces T~ - !:lavelop
'--'-_'.U.~ ”'_'_:,.‘-.."-'_. lﬂtO
@ DO e  § filariform
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Abbildung 3: Lebenszyklus der Hakenwirmer Necator americanus und

Ancylostoma duodenale [37]
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1.4.3 Strongyloides stercoralis

Geschatzte 30-100 Millionen Menschen sind weltweit mit Strongyloides
stercoralis infiziert. Genaue Daten aus den Endemiegebieten liegen nicht vor,
da viele der Infektionen symptomlos verlaufen und ausreichend sensitive
Methoden zur Diagnostik fehlen [40].

Infektionen haufen sich in tropischen und subtropischen Gegenden, kommen
aber auch in gemafigten Klimazonen vor [41].

Zur Infektion kommt es wie bei den Hakenwirmern Uber einen direkten
Hautkontakt mit infektiosen Larven in der Erde und einer anschliel3enden
Wanderung dieser durch den Korper bis ins Intestinum. Dort reifen sie zu
ausgewachsenen, eierlegenden Wirmern heran. Aus diesen schlipfen noch
im Darmlumen Larven, die Uber den Stuhl ausgeschieden werden. Die

Prapatenzzeit betragt etwa einen Monat [29].

Eine Besonderheit ist die Autoinfektion. Nicht alle Larven werden
ausgeschieden, sondern invadieren die Darmwand oder die Haut der
Perianalregion, sodass sich der Erreger im Korper anhauft und die Infektion
bestehen bleibt. Infektionen kénnen so ein Leben lang andauern, ohne dass es

zu einem erneuten aulReren Kontakt mit dem Erreger kommt [42].

Derzeit gibt es auf globaler Ebene keine etablierten Programme, um die

Strongyloidiasis zu kontrollieren und einzudammen [40, 43].
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1.4.4 Schistosoma mansoni/haematobium

Die Schistosomiasis, nach ihrem Entdecker Theodor Bilharz auch Bilharziose
genannt, ist eine chronische Erkrankung, die durch Parchenegel, die der Klasse
der Saugwurmer angehoren, hervorgerufen wird. Sie kommt vor allem in armen
tropischen und subtropischen Gegenden vor, in denen sauberes Trinkwasser
und adaquate Sanitareinrichtungen fehlen. Weltweit sind etwa 240 Millionen

Menschen infiziert, von denen laut WHO geschatzte 90% in Afrika leben [44].

Schistosoma mansoni ist der wichtigste humanpathogene Erreger einer
intestinalen Bilharziose und Uberall dort vertreten, wo die Posthornschnecke als
Zwischenwirt in stehenden und langsam flieRenden Gewassern vorkommt. Eine
weitere wichtige humanpathogene Art ist Schistosoma haematobium, die
urogenitale Bilharziosen verursacht. Aus Schistosomeneiern geschlipfte
Wimpernlarven (Miracidien) dringen im Wasser in einen Zwischenwirt (i.d.R. die
Posthornschnecke Biomphalaria pfeifferi) ein. Diese setzt nach einigen
Zwischenentwicklungsstufen ca. 1 mm lange Gabelschwanzzerkarien frei, die
frei im Gewasser zirkulieren. Finden sie einen geeigneten Endwirt wie den
Menschen, penetrieren sie die Haut und gelangen in die Blutbahn. Hier wird der
Gabelschwanz abgeworfen und die Larve entwickelt sich in der Lunge zum

etwa 1 cm langen Schistosomulum weiter.

Spater kommt es in der Pfortader zur Paarung, bei der das Weibchen in die
Bauchfalte des Mannchens aufgenommen wird. Die Parchenegel bleiben ein
Leben lang miteinander verbunden, was ihnen ihren Namen einbrachte.
Schistosomen parasitieren je nach Art vorrangig im Mesenterialvenensystem
(S. mansoni) oder in den Harnblasenvenen (S. haematobium). Die dort
freigesetzten Eier fuhren in den Venen zu lokalen Entzindungsreaktionen.
Durch die daraus resultierende gesteigerte GefaRwandpermeabilitdt gelangen
etwa 50% der Eier in den Darm oder die Harnblase, wo sie mit den
Exkrementen den Korper verlassen, um den parasitdren Lebenszyklus

aufrechtzuerhalten (Abbildung 4).
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Abbildung 4. Lebenszyklus der Parchenegel Schistosoma mansoni und

Schistosoma haematobium [37]

Die andere Halfte der Eier gelangt Uber den Blutstrom in andere Kdrperorgane
wie Niere, Darm, Leber und Gehirn, wo sie eine Immunreaktion des Korpers
induzieren und durch Granulombildung zu progressiven Organschaden fuhren.
Die Prapatenzzeit von S. mansoni betragt etwa 7-8 Wochen, die von S.
haematobium 10-12 Wochen. Wahrend S. haematobium taglich etwa 20-200
Eier mit endstadndigem Stachel ausscheidet, sezerniert S. mansoni etwa 100-
300 Eier, die einen Stachel an der Seite tragen, der unterm Mikroskop die
Unterscheidung der beiden Arten erlaubt [45].
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1.5 Klinik von Helminthosen

Tabelle 3: Symptome und Kklinische Manifestation verschiedener

Helmintheninfektionen

Parasit Symptome
Ascaris Leichte Infektion: Ubelkeit, Erbrechen, Diarrho,
lumbricoides Schwachegefuhl, Bauchschmerzen

Schwere Infektion: Koliken, massige
Wurmansammlungen mit Gefahr des Darmverschlusses
und der Perforation

Umherwandernde Askariden: Darmentziindung,

Appendizitis, Gallenwegsverschlisse, Leberabszesse,
Pankreasinsuffizienz, Ulcera und Perforationen ( Magen,

Duodenum, Osophagus, Genitaltrakt)

Migration der Larven durch die Lunge: Loffler Syndrom:

Fieber, Husten, Auswurf, Asthma, Hautausschlag,

Eosinophilie, radiologisch sichtbare pulmonare Infiltration

[35]
Necator Hauteintrittsstelle: Juckreiz, R6tung und Blaschenbildung
americanus und
Ancylostoma Migration der Larven durch die Lunge: Wakana
duodenale Erkrankung: Dyspnoe, trockener Husten, Nausea,

Emesis, ausgepragte Eosinophilie [46]

Etablierte Infektion: Eisenmangelanédmie,
gastrointestinale Beschwerden, Hypoproteindmie mit
Odemen, Unterernahrung [47], Geschmacksverirrungen
(Geophagie-Verlangen Erde zu essen) [48]

Bei Kindern: Verzogerung der kdrperlichen und geistigen
Entwicklung (Abnahme der Schulbesuche und -
leistungen) [1]

Bei Schwangeren: Anamie kann zu niedrigerem
Geburtsgewicht, verminderter Milchproduktion, erhdhter
Mutter-Kind-Sterblichkeit fihren [26]
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Parasit Symptome
Hauteintrittsstelle: petechiale Einblutung, Odem,
Strongyloides juckender Hautausschlag (Larva currens), oder Urtikaria
stercoralis

Migration der Larven durch die Lunge: Husten, Dyspnoe,
Bronchopneumonie

Etablierte Infektion: abdominelle Beschwerden, Diarrho
und Gewichtsverlust, Bildung von Abszessen und
Gewebsnekrosen in Leber, Lungen, Nieren und
Gallenblase bei Darmwandperforation

Immunsupprimierte: Hyperinfektionen mit hoher
Wurmlast: starke abdominelle Schmerzen, sprueéhnliche
Durchfélle, paralytischer lleus, Fieber, Hypertension,
EiweiRverlustenteropathie, generalisierte Odeme,
neurologische Auffalligkeiten; septischer Schock oder
Ateminsuffizienz bei Wurmbefall der Lunge [49]

Schistosoma
mansoni und
Schistosoma
haematobium

Hauteintrittsstelle: Zerkariendermatitis mit Pruritus

Katayamasyndrom: in einigen Fallen
Immunkomplexbildung durch die im Korper
heranreifenden Schistosomen 14-84 Tage nach
Primarinfektion: nachtliches Fieber, Myalgien, Husten und
abdominelle Schmerzen; ZNS Beteiligung mdglich [50].

Leichte Infektion: subklinisch bis symptomlos

Darmbilharziose: rezidivierende abdominellen
Beschwerden, Diarrh6, okkultes Blut im Stuhl, ulzerés
hamorrhagische Kolitis, Polyposis; Spatstadium:
Hepatosplenomegalie, portaler Hypertonie,
Kolonkarzinom (chronische Schistosomeninfektion
Prakanzerose) [51]

Urogenitale Bilharziose: Hamaturie, Hdmospermie,
Dysurie, Zystitis, Urethritis, Salpingitis, Prostatitis,
Epididymitis, Papillome und polypoide Veranderungen
von Blase, Vulva, Vagina oder Zervix, Sterilitat,
Ureterstenose, Hydronephrose, Plattenepithelkarzinom
der Harnblase; gesteigertes Risiko einer HIV-Infektion
[52]

Komplikationen: Lungenfibrose, Cor pulmonale,
Meningoenzephalitis, Radikulitis
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1.6 Diagnostik von Helminthosen

Eine Ubersichtsarbeit von Moran et al. von 2009 zeigte, dass nur etwa 1,8%

der

globalen Ausgaben im Bereich der Helminthenforschung fur die

Erforschung und Entwicklung (Research&Development Funding) diagnostischer

Tests verwendet werden [53].

Die bisher verfigbaren Diagnostikmethoden (Tabelle 4) kdnnen eingeteilt

werden in:

1)

2)

3)

4)

5)

Parasitologische Tests, bei denen der Erreger mit Hilfe des Mikroskops
in Korperflissigkeiten oder Geweben dargestellt wird

Serologische  Untersuchungen, bei denen parasitenspezifische
Antikérper im Patientenserum nachgewiesen werden
Antigendetektionstests, bei denen parasitare Biomarker detektiert
werden

Molekulardiagnostische  Verfahren, die parasitaire Nukleinsauren
nachweisen

Andere sehr spezifische Verfahren, die Parasiten in Schnecken oder

anderen Zwischenwirten nachweisen

Die verschiedenen Methoden kommen in den unterschiedlichen Stadien einer

Wurmerkrankung (Tabelle 5) und je nach Verfugbarkeit und finanziellen

Moglichkeiten zum Einsatz.
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Tabelle 4: Zur Verfigung stehende Diagnostikverfahren

Diagnostisches

Soil-Transmitted

Strongyloides

S. mansoni und

Verfahren und Helminths stercoralis S. haematobium
Ziel
Mikroskopie Methode der Wahl  Nicht optimal Methode der
Wahl
Koprokultur Harada Modi zur Methode der Keine
Differenzierung der  Wahl
Hakenwurmspezies
Antikdrpersuchtest Keine Maglich Maglich
PCR und In Erprobung In Erprobung Moglich
Antigensuchtest
Bestimmung der Quantitative PCR in Quantitative
Infektionsstarke Eizahlung im Stuhl;  Erprobung Eiz&hlung im
PCR in Erprobung Stuhl bzw. Urin;
PCRin
Erprobung
Bestimmung der Reduktion der Negative Reduktion der

Medikamenten-

wirksamkeit

Eizahl im Stuhl

Koprokultur;
Abnahme des
Ak-Titers

Eizahl im Stuhl
bzw. Urin,

Abnahme des
Ak-Titers

Modifiziert nach McCarthy et al. [54]
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Tabelle 5: Bisherige Diagnostikverfahren fur die verschiedenen Stadien einer

Wurmerkrankung
Infektion Frihstadium Fortgeschritten Spatstadium  Ref.
STHs Semiquantitative Eikonzentrations- Hochsensitive [56]
Eizahlung mit techniken wie Verfahren
validierten FLOTAC [55] notwendig
Methoden wie
Kato-Katz oder
MIF
Intestinale Siehe oben Notwendigkeit einer Eliminierung [57]
Schisto- Validierung PCR- des Reservoirs
somiasis basierter Verfahren in  (Schnecken)
Niedrigendemie-
gebieten
Strongy- Anfarben der Filtermethoden wie Hochsensitive
loides Larven im Stuhl  Baermann- oder Verfahren [58]
stercoralis mit Lugolscher-  Agarplatten-Methode notwendig

Ldsung

Modifiziert nach McCarthy et al

. [54]
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1.6.1 Mikroskopische Verfahren

Der derzeitige WHO-Goldstandard zur Detektion von STH- und
Schistosomeneiern im  Stuhl ist das Kato-Katz-Verfahren [23, 59].
Mikroskopische Verfahren sind in der Regel ausreichend empfindlich, sofern
geeignete  Methoden angewandt werden. Das Hinzufigen eines
Konzentrationsschrittes, wie bei der Kato-Katz- oder der Merthiolat-Jod-
Formalin-Methode, verbessert die Sensitivitat, allerdings auf Kosten der
Aussagekraft Uber die Infektionsstarke. Vor allem die Verarbeitung von
Hakenwirmern und Strongyloides stercoralis ist anspruchsvoll. Kommt es zu
Verzdgerungen bei der Prozessierung von Stuhlproben, z.B. wenn die Proben
erst nach mehr als drei Stunden gekihlt bzw. anders praserviert werden oder
die Weiterverarbeitung im Labor nach Entnahme aus der Kiihlung mehr als eine
Stunde in Anspruch nimmt, vermindert sich die Eizahl um etwa 50%. Aul3erdem
konnen Hakenwurmeier lysieren, wenn Kato-Katz-Objekttrager nicht innerhalb
von 30 Minuten mikroskopisch untersucht werden [60].

Fir eine relativ sensitive Detektion von Strongyloides stercoralis Larven
(Abbildung 5) sind die Kultivierung der Stuhlprobe auf Koga-Agarplatten und

die mikroskopische Untersuchung mehrerer Stuhlproben notwendig [61] .

et

Abbildung 5: Filariforme (L3) Larve von Strongyloides stercoralis [62].

Mit dem KK-Verfahren lassen sich die Hakenwirmer Necator americanus und
Ancylostoma duodenale nicht voneinander unterscheiden (Abbildung 6). Um
sie dennoch differenzieren zu kénnen, ist eine Koprokultur nach der Harada

Modi-Technik zu erstellen. Die Wiirmer sind dann anhand der unterschiedlichen
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Mundwerkzeuge der Larven voneinander zu unterscheiden [35]. Die
Unterscheidung ist von Relevanz, da A. duodenale zu einem bis zu fiinfmal
groReren Blutverlust und somit zu einer ausgepragteren Eisenmangelanamie
als N. americanus fuhren kann [63]. AufRerdem sind unterschiedliche
Medikamente gegen die beiden Spezies wirksamer. Wahrend gegen A.
duodenale Bephenium am wirksamsten scheint, ist es Tetrachlorethylen bei N.

americanus [64].

Abbildung 6: Hakenwurmei bei 400-facher Vergrof3erung. Die Eier der
Hakenwirmer N. americanus und A. duodenale kdnnen mikroskopisch nicht

unterschieden werden [65].

Abbildung 7: Befruchtetes Ei von A. lumbricoides in einem ungefarbten

Stuhlpraparat bei 200-facher Vergrol3erung [66].
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Intestinale Infektionen mit Schistosoma mansoni und japonicum werden wie die
STHs meist mit der KK-Methode im Stuhl nachgewiesen. Die bei der Methode
gewonnenen Eizahlen koénnen zur semiquantitativen Bestimmung der

Infektionsstarke herangezogen werden [35].

Die Berechnung der Eizahl pro Gramm Stuhl geht davon aus, dass die Dichte
des Stuhls gleich 1 ist, wonach Proben ein bestimmtes Volumen anstelle eines
bestimmten Gewichts haben. Variationen in der Stuhlkonsistenz beeinflussen
daher die Ergebnisse. Bei einer trockenen Stuhlprobe kann die Eizahl sieben
Mal so hoch sein wie bei einer feuchten Probe derselben Person [67]. Sehr
wassrige, sowie zu dunkle Stihle kénnen nicht untersucht werden und auch
trockene, faserige Stihle fihren zu Problemen [68]. Im heil3en, trockenen Klima
der Endemiegebiete trocknen Proben oft ein und sind dann schwieriger zu
beurteilen [69].

Abbildung 8: S. mansoni Ei in einer ungefarbten Stuhimikroskopie. Mit einem

prominenten lateralen Stachel [70].

Infektionen mit Schistosoma haematobium werden mit Hilfe der Urinfiltration
untersucht. Die Gewinnung des Urins sollte idealerweise nach korperlicher
Betéatigung und zwischen 10 Uhr und 14 Uhr erfolgen, da die Eiexkretion einem
zirkadianem Rhythmus unterliegt. Fur die Detektion von Schistosoma
haematobium hat sich auch die Suche nach Zeichen einer Mikro- bzw.
Makrohamaturie als sinnvoll bewiesen. Hierzu kbnnen Urinuntersuchungen mit
Hilfe eines Urinteststreifens oder auch die Anamneseerhebung Aufschluss
geben [68].
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Abbildung 9: S. haematobium Ei in einer mikroskopierten Urinprobe mit einem

charaktersitischen terminalen Stachel [71].

Wird nur ein Objekttrager aus einer einzigen Stuhlprobe angefertigt, nimmt die
Sensitivitat drastisch ab; vor allem bei leichten Infektionen. Dies kann zu falsch
niedrigen Préavalenzzahlen in Endemiegebieten fuhren. Um die Sensitivitat von
Urinfiltration und Kato-Katz zu steigern, missen idealerweise mehrere Proben
eines Probanden untersucht werden, was jedoch héhere Kosten und eine

geringere Compliance auf Probandenseite nach sich ziehen kénnte [72, 73].

Nachteile des KK-Verfahrens sind, dass sich Mitarbeiter beim Bearbeiten der
Stuhlproben infizieren kénnen und es leicht zu Kontaminationen der
Stuhlproben untereinander kommt. AufRerdem ist es nicht besonders geeignet,
um Zysten, Larven, Trematoden (Saugwirmer) oder dinnwandige Eier wie die
der Hakenwiurmer zu untersuchen, da diese schnell lysieren, falls die Probe
nicht sofort untersucht wird [60, 74]. Die Bestimmung der Infektionsstarke ist
nur semiquantitativ moglich. Bei abnehmender Infektionsstarke, also geringeren
EPG (eggs per gram stool), ist die Sensitivitat der KK-Methode nicht mehr
ausreichend [75]. Vorteile der KK-Methode sind die leichte Erlernbarkeit, die
geringen Kosten und die gute Durchfiihrbarkeit mit wenigen Mitteln auch unter

Feldbedingungen [76].
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1.6.2 Serologische Verfahren

Antikdrper-Tests

Fur die Strongyloidiasis sind sowohl Antikérper-ELISA-Diagnosetests fur
Larvenantigene als auch fur rekombinante Proteine vorhanden [77].

Zur Detektion von Schistosomen kann mit Hilfe eines ELISA-Tests l6sliches Ei-
Antigen (Soluble egg antigen) nachgewiesen werden. Dieses Verfahren
unterscheidet jedoch nicht zwischen einer akuten und einer durchgemachten
Infektion, da die Antikorper noch lange nach der Heilung im Blut zirkulieren.
Eine Bestimmung der Infektionsstarke ist nicht moglich [78].

Antigen-Detektion

Schistosomenantigene sind im Serum und im Urin des Patienten zu finden.
Aufgrund ihres Wanderungsverhaltens in der Immunelektrophorese werden sie
als CAA (circulating anodic antigens) und CCA (circulating cathodic antigens)
bezeichnet [79]. Der ELISA-Test scheint spezifischer und sensitiver als die
Eizdhlung zu sein, brachte jedoch in Feldstudien nur fir intestinale
Schistosomeninfektionen verlassliche Ergebnisse. Zurzeit sind die Kosten fur
dieses Verfahren noch mehr als US$ 2 pro Test [80].

1.6.3 Molekulare Diagnostik
1.6.3.1 Begriffsklarung

PCR und Real-Time-PCR

1993 erhielt der US-amerikanische Biochemiker Kary Banks Mullis den Chemie-
Nobelpreis fur die Polymerase-Kettenreaktion (PCR), die er bereits im Jahr
1983 entwickelte [81]. Das Verfahren ist heutzutage unentbehrlich und gewinnt
weiterhin zunehmend an Bedeutung bei der Detektion diverser Infektions- und
Erbkrankheiten, beim Generieren und Prifen genetischer Fingerabdricke und

der Klonierung von DNA.

Die PCR basiert auf der sich in Zyklen wiederholenden kinstlichen
Verdoppelung und damit exponentiellen Vervielfaltigung eines Teilabschnittes
der Erbsubstanz DNA (Desoxyribonukleinsduren) mit Hilfe von thermostabilen

Enzymen, den DNA-Polymerasen [82, 83].
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Fur einen PCR-Lauf werden ben6étigt:

- DNA, die den gewunschten zu vervielfaltigenden Teilabschnitt enthalt

- Zwei Oligonukleotid-Primer (Forward und Reverse), die sich an die DNA

anlegen, den zu vervielfaltigenden Teilabschnitt seitlich begrenzen und

den Startpunkt der Elongation festlegen

- Thermostabile DNA-Polymerase, sowie Mg2+-lonen und Pufferldsungen

fur deren Funktion

- Vier verschiedene Desoxyribonucleosidtriphosphate (Bausteine fur den

von der DNA-Polymerase synthetisierten DNA-Strang)

Der Reaktionsablauf findet in einem Thermocyclergerat statt, das die einzelnen

Reagenzien wahrend der einzelnen Teilschritte (Denaturierung: Trennung der

DNA-Strange in Einzelstrange; Primerhybridisierung: Anlagerung der Primer an

die DNA und Elongation: DNA-Polymerasen synthetisieren die komplementaren
Strange) richtig temperiert [84] (Abbildung 10).

Polymerasekettenreaktion - PCR
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Abbildung 10:
Thermocycler [85]
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Im Anschluss wird das entstandene PCR-Produkt mit Hilfe der sogenannten
Gelelektrophorese und UV-Licht sichtbar gemacht. Da die DNA hierbei in ein

Gel pipettiert werden muss, besteht groRe Kontaminationsgefahr.

Mit der Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (Real-Time-PCR) kann die
Vervielfaltigung (Amplifikation) spezifischer Nukleinsdureabschnitte in Echtzeit
wahrend des RT-PCR-Laufs, also ohne nachfolgende Untersuchungen und
Arbeitsschritte und damit einhergehender Kontaminationsgefahr, visualisiert
werden. Zudem erlaubt sie teilweise eine quantitative Aussage Uber die Menge
an Desoxynukleinsauren (DNA) in einer Probe, also indirekt z.B. Uber die
Starke einer Infektion.

Einem Reaktionsgemisch, welches die vermeintliche DNA eines gesuchten
Organismus enthalt, werden neben den Primern auch DNA-Sonden
(Oligonukleotide) beigemischt, die mit einem Fluoreszenzfarbstoff und einem
sogenannten Quencher (I6scht die Fluoreszenz zunachst) markiert sind und
sich an Teilstrange heften. Legt sich ein korrekt basenpaarender Gegenstrang
an diesen Teilstrang, wird der Quencher vom Fluoreszenzfarbstoff getrennt und
die Fluoreszenzloschung wird aufgehoben. Ein fur das menschliche Auge nicht
sichtbares Leuchtsignal entsteht, welches vom Real-Time-PCR-Geréat detektiert

wird.

Hierbei gibt der Schwellenwertzyklus (engl.: Cycle Threshold/CT) den PCR-
Zyklus an, bei dem das exponentiell zunehmende Fluoreszenzsignal der
amplifizierten DNA erstmals so stark ist, dass es einen zuvor festgelegten
Schwellenwert Uberschreitet. Je mehr DNA in einer Probe vorhanden ist, desto
mehr Kopien entstehen in den RT-PCR-Zyklen und umso schneller kommt es

zu Fluoreszenzsignalen und einer Ubersteigung des Schwellenwertes.

Die Menge an Fluoreszenzsignal korreliert also mit der Menge an DNA, sodass
hohere DNA-Mengen in niedrigeren CT-Werten resultieren, der Schwellenwert
also fruher erreicht wird und umgekehrt. Durch die Verwendung von

Standardkurven kann mit dem Verfahren DNA quantifiziert werden.
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1.6.3.2 Aktueller Forschungsstand

Ein Multiplex-Real-Time-PCR-Ansatz zur gleichzeitigen Detektion von Ascaris
lumbricoides, Ancylostoma duodenale, Necator americanus und Strongyloides
stercoralis wurde entwickelt und in einer Pilotstudie erprobt [14]. Aul3erdem
wurde eine Real-Time-PCR zur Detektion von Schistosoma mansoni und
haematobium entwickelt und getestet [13]. Derartige Tests versprechen die

Mdoglichkeit, in Zukunft die Intensitat einer Infektion quantifizieren zu kénnen.

Das Verfahren scheint weitaus spezifischer und sensitiver als die
herkdbmmlichen mikroskopischen Diagnostikmethoden zu sein, ist jedoch
aufgrund des hohen Kostenaufwandes, der benétigten Infrastruktur und der
aufwendigen Schulung von Personal bisher nicht als Standardverfahren

etabliert.

Ziel unserer Untersuchung war es, die oben beschriebenen PCR-Ansatze am
Mbeya Medical Research Center in Tansania zu etablieren und anhand eines
eigenen Studienkollektivs auf ihre Reproduzierbarkeit und Validitat hin zu

prufen.

1.7 Therapie von Helminthosen

Es stehen nur wenige Medikamente zur Behandlung von Helminthosen zur
Verfigung. Viele der eingesetzten Praparate wurden urspringlich in
einkommensstarken Landern fur die Tiermedizin und nicht fir menschliche
Wurminfektionen entwickelt. Die Entwicklung und Verbreitung von Resistenzen

gegen diese wenigen Arzneien ist wahrscheinlich [1, 19, 86].

Die wirksamste Medikamentendosis und der beste Zeitpunkt zur Behandlung
unterscheiden sich bei den einzelnen Wurmspezies [87]. Wahrend die breit
angewandten und von der WHO empfohlenen Anthelmintika Albendazol und
Mebendazol aus der Wirkstoffgruppe der Benzimidazol-Carbamate besonders
gut gegen Ascaris lumbricoides und Necator americanus wirken, kommt es bei

Strongyloides stercoralis gehauft zu Therapieversagen [87].
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Gegen Ancylostoma duodenale scheint Bephenium noch wirksamer zu sein,
Tetrachlorethylen gegen Necator americanus [64].

Fur Strongyloideninfektionen empfiehlt die WHO eine Einmaldosis von

200 ug/kg Ivermectin, die nach einer Woche wiederholt wird. Das Medikament
ist jedoch nicht in allen Endemiegebieten erhaltlich [88, 89]. Praziquantel ist das
einzige Medikament gegen die Schistosomiasis auf dem Markt [50]. Als in den
90er Jahren das Patent fir das Medikament Praziquantel auslief, kamen

erschwingliche Generika auf den Markt.

Mebendazol und Albendazol werden bei der Bekampfung von STHs am
verbreitetsten praventiv eingesetzt. Sie haben kaum Nebenwirkungen und

werden meist gut toleriert [90].

In Mbeya untersuchten wir unser Probandenkollektiv vor und nach Gabe einer
Einmaldosis Albendazol und Praziquantel, um die Wirksamkeit dieser haufig

und im groRRen Stil eingesetzten Medikamente zu Uberprifen.

Die Human Hookworm Vaccine Initiative arbeitet zurzeit an einem Impfstoff
gegen Hakenwirmer, da es insbesondere bei dieser Wurmspezies gehauft zu
Therapieversagen nach einer Einmaldosis Mebendazol und rascher Reinfektion
kommt [91].
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1.8 Pravention von Helminthosen

In Anbetracht der grol3en Krankheitslast, der soziobkonomischen sowie
bildungspolitischen Folgen der Helminthosen, wird seit Jahren versucht, im
Rahmen groRer weltweiter Interventionsprogramme Hochrisikogruppen
regelmafRig und praventiv zu behandeln. Hierzu zahlen vor allem Kinder im
Schulalter und Frauen im gebarfahigen Alter, aber auch Erwachsene, die im
Berufsleben mit den Wirmern in Kontakt kommen [19].

Im Rahmen von MDA (mass drug administration)-Programmen werden in
einkommensschwachen Landern ganze Bevdlkerungsgruppen praventiv mit
Anthelmintika behandelt [74]. Die Verteilung der Chemoprophylaxe findet dabei
hauptsachlich Uber gemeinschaftsbasierte Verteilungssysteme und uber
Schulen statt. So kdnnen bestimmte Alters- und Berufsgruppen, aber auch
ganze Gemeinden kosteneffektiv behandelt werden.

MDA umgeht aufwendige und kostspielige Diagnostik und Massenscreenings.
Die WHO empfiehlt eine jahrliche Behandlung von Kindern zwischen 1-15
Jahren in STH-endemischen Landern mit einer Einmaldosis Albendazol (oder
Mebendazol). Die Wurmkur fihrt normalerweise zu einer direkten Verbesserung
der kérperlichen und geistigen Entwicklung der Kinder. Mehr Schulbesuche und
verbesserte schulische Leistungen kdnnen erreicht werden. Zusatzlich findet
durch die MDA eine Entlastung der ohnehin schon beanspruchten

Gesundheitssysteme in Entwicklungslandern statt [19].

Die am haufigsten eingesetzten Wirkstoffe Albendazol und Mebendazol sind flr
Schwangere im ersten Trimester sowie Kinder unter einem Jahr nicht geeignet
[74]. Unlangst werden sie von der WHO auch mit anderen Medikamenten wie
Praziquantel gegen Schistosomiasis und Ivermectin gegen lymphatische
Filariose kombiniert, da Koinfektionen haufig sind [3].

Dies hat vielerorts zu einer deutlichen Abnahme der Prévalenz, Infektionsstéarke
und Morbiditat gefthrt. Durch die wiederholte Exposition der Helminthen
gegeniber subkurativen Dosen besteht jedoch die Gefahr von
Resistenzentwicklungen oder einem relativen Anstieg von Wurmspezies, die mit
den gewohnlichen Anthelmintika nur unzureichend oder gar nicht behandelt
werden  konnen [2, 56]. Da trotz bisheriger Kontroll- und

Interventionsprogramme noch immer zwei Drittel der in Riskiogebieten
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lebenden Schulkinder keinen Zugang zu Anthelmintika haben, verfolgt die WHO
derzeit das ambitionierte Ziel, bis 2020 mindestens 75% aller Vorschul- und
Schulkinder in endemischen Landern regelmaliig praventiv zu behandeln [10].

Um diese Interventionen besser koordinieren und tiberwachen zu kdénnen, sind

sensitivere und quantitative Diagnostikmethoden von Noten [11].

Langfristig muiussen neben der medikamentésen Therapie vor allem
Verbesserungen der Grund- und Abwasserversorgung, der Bereitstellung von
hygienischen Sanitaranlagen und der sozio6konomischen Entwicklung der

betroffenen Lander vorangetrieben werden [92].

Proportion of children (1-14 years of age) in the country requiring
preventive chemotherapy (PC) for soil-transmitted helminthiases, worldwide, 2011
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Abbildung 11: Anteil an Kindern (1-14 Jahre), die eine praventive
Chemotherapie gegen Soil-transmitted Helminths (Ascaris lumbricoides,

Hakenwdirmer, Trichuris trichuria) benétigen [93]
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1.9 Helminthosen und HIV

Von den weltweit mehr als zwei Milliarden [94] wurminfizierten Menschen sind
allein im subsaharischen Afrika tber 22 Millionen gleichzeitig mit HIV koinfiziert
[95].

Studien zeigten, dass bei HIV-positiven Patienten haufig ausgepréagte
Infektionen sowie ein Polyparasitismus vorliegen [96-98].

In einigen Studien wurde aul3erdem beschrieben, dass HIV-Schistosomen-
koinfizierte Patienten weniger Schistosomeneier am Tag ausscheiden als HIV-
negative Probanden. Dem liegt die Hypothese zu Grunde, dass ein
funktionierendes Immunsystem die Eiausscheidung beglnstigt. Bei HIV-
Infizierten ist die Zahl der peripheren CD4-Zellen erniedrigt und es liegt eine
Immunschwache vor [99-101]. Wenn eine anthelmintische Therapie eine
antiretrovirale Therapie bei HIV-positiven Patienten hinauszégern oder sogar
die Morbiditat und Mortalitat senken wirde, ware die Entwurmung HIV-positiver
Patienten fur das offentliche Gesundheitswesen von groRer Bedeutung [102].
Mit Hilfe eines sehr sensitiven Diagnostikverfahrens kénnten derartige

Zusammenhange naher untersucht werden.
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2 Problemstellung und Zielsetzung

Obwohl ein grol3er Teil der Weltbevolkerung mit Wirmern infiziert ist und
Betroffene durch einen meist chronischen  Krankheitsverlauf — mit
einhergehender  Produktivitdts- und Leistungsminderung oft in eine
Abwartsspirale geraten, flielRen wenig Gelder in Studien und in die Erforschung
sensitiver Diagnostikmethoden zur sicheren und frihzeitigen Detektion von
Wurminfektionen. Mit der Real-Time-PCR, einem molekulardiagnostischen
Untersuchungsverfahren, welches spezifische Nukleinsauresequenzen der
Wiarmer nachweist, konnten, laut einer Gruppe niederlandischer und
malaysischer Wissenschatftler, selbst leichte Wurminfektionen zuverlassig
nachgewiesen werden. Dieses neue Verfahren wurde bis zum Zeitpunkt
unserer Untersuchung jedoch nur an einem Labor mit einem begrenzten

Probandenkollektiv getestet [14].

Unser Bestreben war es daher, die Methode erstmals in einem anderen
Endemiegebiet zu Uberprifen und zu validieren. Vor diesem Hintergrund, waren

Ziele der hier vorgestellten Untersuchung:

1) Etablierung molekulardiagnostischer Untersuchungsmethoden zur

Detektion von Helminthen am MMRC-Labor in Mbeya, Tansania

2) Direkter Vergleich der Real-Time-PCR mit der herkdmmlich zur
Diagnostik von Wurminfektionen eingesetzten parasitologischen
Mikroskopie anhand gesammelter Stuhlproben aus der Region
Mbeya. Bestimmung der Sensitivitat und Ermittlung von Vor- und
Nachteilen, Problemen und Fehlerquellen der beiden Methoden

3) Ermittlung der Wirksamkeit einer Einmaldosis Albendazol und
Praziquantel, zwei von der WHO empfohlenen Wurmtherapeutika, mit

Hilfe des neuen Diagnostikverfahrens

4) Beschreibung von Auffalligkeiten und Besonderheiten bei der

Diagnostik HIV-Helminthen-koinfizierter Probanden
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Die Studie sollte eine Methode identifizieren, die eine sehr hohe Spezifitat und
Sensitivitat aufweist, robust funktioniert und bei aktuellen und zukunftigen

Studien am MMRC-Labor in Mbeya angewandt werden kann.

Die Ergebnisse dieser Studie sollen Wissenschaftler und Gesundheitspolitiker
bei der Planung des zuklnftigen Vorgehens in der Individualdiagnostik, bei
grof3en Interventionsprogrammen, Studien zur Medikamentenwirksamkeit und
Resistenzentwicklung sowie Studien zur Erforschung von Interaktionen
zwischen Wuirmern und anderen immunmodulierenden Erkankungen wie

HIV/AIDS, Tuberkulose und Malaria u.v.m. unterstitzen.
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3.1 Material

Gerate
Pipetten:
Hitzeblocke:

Tischzentrifuge:

Waage:

Schittler:

PCR-Gerat:

PCR-Software:

Plastikwaren
Pipettenspitzen:

Einfrierrhrchen:
Mikrorohrchen:

PCR-Reaktionsgefalle:

Chemikalien
DNA-Extraktionskit:
PVPP:;:

Ethanol:
PBS:

Magnesium:
Hzo:

BSA:

Enzyme
Tag-Polymerase:

Proteinase K:

Nukleotide
Primer und Sonden:

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Rotilabo-Block Heater H250, Carl Roth, Hamburg,
Deutschland

Mikro 200R Hettich Zentrifuge, Andreas Hettich
GmbH & Co.KG, Tuttlingen, Deutschland

Kernwaage min 0,5 g max. 2000 g

Vortex Mixer neo lab,
Laborbedarf-Vertriebs
Deutschland

Rotor-Gene 6000 Multiplexing System, Corbett Life
Science, Mortlake, New South Wales, Australien

1-2020,
GmbH,

neoLab Migge
Heidelberg,

Rotor-Gene 6000 Series Software Version 1.7.75,
Corbett Life Science, Cambridge, UK

Kisker Pipettenspitzen (10 ul, 20 ul, 200 ul), Kisker
Biotech GmbH & Co. KG, Steinfurt, Deutschland
Kryoréhrchen, Nunc, Danemark

0,5 ml aus Kunststoff (Polypropylen) mit
Klappdeckel, Eppendorf, Hamburg, Deutschland
72-Well Loading Block mit 0,1 ml Strip Tubes und
Caps, Qiagen, Hilden, Deutschland

QIAamp DNA minikit, Qiagen, Hilden, Deutschland
Polyvinylpolypyrolidone, Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland

96-100%

Phosphate buffered
Steinheim, Deutschland
MgCI2, Roche Diagnostics, Almere, Niederlande
Molekularbiologisches Wasser, Sigma-Aldrich,
Steinheim, Deutschland

Bovines Serum Albumin, Roche Diagnostics, Almere,
Niederlande

saline, Sigma-Aldrich,

HotStarTaq Master Mix Kit (1000 U), Qiagen, Hilden,
Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

Thermofischer, UIm, Deutschland bis auf
N. americanus- und S. stercoralis-Sonden (Biolegio,
Niederlande); siehe Tabelle 6
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Tabelle 6: Verwendete Primer und Sonden fir die Real-Time-PCR

Zielorga- Oligo- Oligonukleotidsequenz GroRe der Zielgen Genbank

nismus nukleotid Zielsequenz Zugangscode
in der
Basenpaaren Zielorganismen

NA158R 5’-ATAACAGCGTGCACATGTTGC-3’

A. duodenale Ad125F 5-GAATGACAGCAAACTCGTTGTTG-3' 71b ITS2 AJ001594

Ad155MG  5-ATCGTTTACCGACTTTAG-3-XS

|

Alum183R  5- GCCCAACATGCCACCTATTC -3’

S. mansoni + Ssp48F 5- 77 bp ITS2 AF503487;

S. haem. GGTCTAGATGACTTGATTGAGATGCT- DQ677661

|

Ssp78T FAM-5'-
TGGGTTGTGCTCGAGTCGTGGC-3*

Stro18S- 5-TGCCTCTGGATATTGCTCAGTTC-3
1630R

PhHV-1 FPhHV- 5-GGGCGAATCACAGATTGAATC-3' 69 bp gB
267s

PhHV- Tex.Red-5'-
305tq TTTTTATGTGTCCGCCACCATCTGGAT
C-3'-BHQ2

Oligonukleotidname: F: Forward primer, R: Reverse Primer; MGB: Minor Groove
Binder-Sonde; T: TagMan-Sonde; Oligonukleotidsequenzen: A: Adenin, G: Guanin, C:
Cytosin und T: Thymin; Genbank: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/genbank, [13, 14]
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3.2 Methoden
3.2.1 Untersuchungsgebiet und -population

Mbeya
Die Region Mbeya, aus der wir unsere Probanden rekrutierten, liegt im

Sudwesten Tansanias und ist Uber eine wichtige FernstraBe und eine
Eisenbahnlinie mit Dar es Salaam verbunden. Im Siden grenzt sie an die
Nachbarlander Sambia und Malawi. In der Region, die mit ihren 63420 m? etwa
6,4% der Gesamtflache Tansanias ausmacht, leben mehr als 2 Millionen
Menschen. Die Region Mbeya wird in acht Distrikte unterteilt (siehe Abbildung
12). Hauptstadt der Region ist die gleichnamige Stadt Mbeya.

Die Region ist tUberwiegend landlich und bis zu 80% der Einwohner leben von
der Landwirtschaft. Haufige Anbauprodukte sind Bohnen, Erdnisse, Weizen,
Kartoffeln, Kaffee, Bananen, Tee und Kakao. Der Ubrige Anteil der Bevolkerung
lebt von Viehbesitz, Fischerei, Imkerei, Minenarbeit, der Kleinindustrie oder

besitzt Kleinunternehmen [103].

Abbildung 12: Die Region Mbeya ist in acht Distrikte unterteilt. Mbeya Urban
(Einwohnerzahl 2002: 265.000), Mbeya Rural (254.000), Rungwe (306.000),
Kyela (174.000), lleje (110.000), Mbozi (513.000), Chunya (206.000) und
Mbarali (234.000). Unsere Probanden rekrutierten wir aus Gebieten in Mbeya
Rural, Mbeya Urban, Rungwe, Kyela, Mbozi und Mbarali [104]



Material und Methoden

43

Das Klima in der Region Mbeya ist stark héhenabhangig. Wéahrend Mbeya
Urban etwa 475 m Uber dem Meeresspiegel liegt, gibt es in Rungwe Berge, die
bis zu 2981 m hoch sind. Auch die Niederschlagstarke variiert regional und fuhrt
zu Trocken- und Regenzeiten. Die Temperaturen liegen zwischen 25 Grad im
Flach- und 16 Grad im Hochland.

Die Regenzeit liegt zwischen den Monaten Oktober und Mai. Im Rest des
Jahres ist es trocken. In Kyela, dem Hochland von Rungwe und dem sudlichen
lleje, fallen bis zu 2600 mm Regen. Es herrschen optimale klimatische
Bedingungen fur das Heranreifen von Helmintheneiern in feuchtwarmer Erde
vor [105].

Prevalence of Geohelminth Infections and HIV-1 by Site
(in descending order of median altitude, Santylia=2020m, Kyela=480m)
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Santylia Isongole Ruanda lyunga Mlowo ltaka Utengule lgurusi Kyela
- Hookworm - A. lumbricoides - T. trichiura
- S. mansoni S. haematobium Hiv-1

Abbildung 13: Pravalenz von Helminthosen und HIV-Infektionen nach Region
in Mbeya (in absteigender Reihenfolge nach mittlerer Ho6henlage,
Santylia=2020 m, Kyela=480 m); Bestimmung des Wurminfektionsstatus mittels
Kato-Katz-Mikroskopie im Rahmen der EMINI-Studie



Material und Methoden

44

3.2.2 Studiendesign und Einschlusskriterien

Die vorliegende Untersuchung wurde am Mbeya Medical Research Center
durchgefuihrt. Das MMRC (Abbildung 15) ist ein seit dem Jahre 2000
bestehendes Partnerschaftsprojekt zwischen dem National Institute for Medical
Research (NIMR), dem Mbeya Referal Hospital, dem Mbeya Regional Medical
Office, dem U.S. Military HIV Research Program und der Abteilung fur
Infektions- und Tropenmedizin der Universitat Minchen. Das Labor nimmt in
Tansania eine Pionierstellung bei der Erforschung verschiedener

Erkrankungen wie Malaria, Tuberkulose und HIV/AIDS ein.

Die Probensammlung und Datenerhebung fir unsere Untersuchung erfolgte im
Rahmen der von Herrn Dr. Elmar Saathoff initiilerten und geleiteten Wurm-HIV-
Interaktionsstudie  WHIS, die von Juni 2009 bis April 2013 in Mbeya
durchgefiihrt wurde. Die Studie ist ein Kooperationsprojekt zwischen der
Abteilung fur Infektions- und Tropenkrankheiten der LMU Miunchen und dem
NIMR-MMRC und untersucht den Einfluss von Helmintheninfektionen auf die
HIV-Epidemiologie und -Immunologie. Geldgeber war die Deutsche

Forschungsgesellschaft (DFG).

Die Studienpopulation der WHIS-Studie (Worm infection and HIV Interaction
Study) ging aus der schon zuvor bestehenden Kohortenstudie EMINI
(Establishment of the infrastructure for the Evaluation and Monitoring of the
Impact of New Interventions) hervor, die von der Europaischen Union im

Rahmen von EuropAid finanziert wurde.

Die beiden Studien, aus denen unsere Untersuchungskohorte hervorging,

sollen im Folgenden naher beschrieben werden.

Das Studiendesign und die Einschlusskriterien bei der Probandenrekrutierung

sind zudem grafisch in Abbildung 14 dargestellt.
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Studiendesign
Erfassung aller Haushalte (ca. 42.000) in 9 ausgewahlten

Auswahlvon 10%
Gebieten in der Region Mbeya mittels GPS der Haushalte aus
allen neun Gehieten
Seit 2006: Besuch von 4283 Haushalten ~ 9urchgeographisch
L stratifizierte
1x jahrlich: Sammlung von Zufallsauswah!
Blut/Urin/Sputum und Erhebungdes Probanden-
Gesundheits- und soziodkonomischen ~ kollektiv der
Status l Durch Randomisierung in EM'N"
zwei Gruppen verteilt Studie
In 50% der Haushalte seit 2008 In den anderen 50% Fortfiihrung des
zusétzlich Sammlung von bisherigen Prozederes
Stuhlproben zur Untersuchung auf
Helminthen 1
Einschluss von 379 Probanden (2009-2013) fir die WHIS-Studie nach Probanden.
HIV- und Helmintheninfektionsstatus L kollektiv der
1 " 1 | WHIS-Studie
Einfrieren und Untersuchungvon Einfrieren und Untersuchungvon
179 Stuhlproben (V0) mittels RT-PCR 118 Stuhlproben (V1-nach Probanden-
und Ergebnisvergleich mit der Wurmbehandlung) mittels RT-PCR kollektiv
Mikroskopie und Ergebnisvergleich mit der " dieser
(4 weitere Proben ausgeschlossen - zu dunkel Mikroskopie Doktorarbeit

oder fliissig fiir Mikroskopie)

Abbildung 14: Studiendesign. Rekrutierung unseres, mit Hilfe der RT-PCR und

Mikroskopie auf Helminthen untersuchten Kollektivs

EMINI (Establishment of the infrastructure for the Evaluation and Monitoring of

the Impact of New Interventions)

Hauptziel der EMINI-Studie war es, die in der Region Mbeya bestehende
gesundheitliche Infrastruktur zu starken und die Auswirkungen neuer
Interventionen zu beobachten und zu evaluieren. Aulerdem galt es mit der
Studie  epidemiologische Daten zu verschiedenen infektiologischen

Erkrankungen, unter anderem Wurminfektionen, zu generieren.

Vor dem Start wurden mit Hilfe von GPS-Geraten 42000 Haushalte ausfindig
gemacht. Diese verteilten sich auf insgesamt neun unterschiedliche Gebiete der
Region Mbeya, sodass das Kollektiv eine Vielfalt an infrastrukturellen und
umgebungsbedingten Merkmalen abdeckte (z.B. stadtische und landliche
Standorte, unterschiedlicher Abstand zu Hauptverkehrsstral3en und Hohe Uber

dem Meeresspiegel).
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Fur die EMINI-Kohorte wurden 10% (4283) aller Haushalte durch geschichtete
Zufallsauswahl aus den neun Gebieten ausgewahlt. Seit 2006 wurden diese
Haushalte einmal jahrlich besucht, um biologische Proben (Blut, Urin und
Sputum) zu sammeln, sozio-demographische Daten und den

Gesundheitsstatus aller Hausbewohner zu erheben.

Im dritten Studienjahr, 2008, wurde zusatzlich mit dem Sammeln von Stuhl
begonnen, der mit Hilfe des Kato-Katz-Mikroskopieverfahrens auf Helminthen
untersucht wurde. Aufgrund logistischer Schwierigkeiten konnte dies nur bei
50% der Probanden durchgefuhrt werden, die hierfur randomisiert in zwei
Gruppen eingeteilt wurden.

Abbildung 15: Die Verarbeitung der Stuhlproben und die Durchfiihrung der RT-
PCR wurden am MMRC-Labor in Tansania durchgefiihrt

WHIS (Worm-HIV-Intervention-Study)

Ziel der WHIS-Studie war es, mehr Gber den mdglichen Einfluss verschiedener
Helminthen (Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, Hakenwirmer,
Schistosoma mansoni und Schistosoma haematobium) auf die Pravalenz,
Inzidenz und Progression einer HIV-Infektion herauszufinden. Hierzu wurden
viele der bereits in EMINI generierten epidemiologischen Daten verwendet.



Material und Methoden

47

Zusatzlich  wurden in  einer Subpopulation von EMINI detaillierte
immunologische Daten erhoben, um den mdéglichen Einfluss von Helminthen-
Infektionen auf die Immunologie von HIV-Infizierten und Nicht-Infizierten néher

zu beleuchten.

Die WHIS-Partizipanten wurden in Bezugnahme auf ihren Kato-Katz-
Wurminfektionsstatus und ihren HIV-Status aus den EMINI-Teilnehmern
ausgewahlt. Hierbei wurden fir jede der untersuchten Helmintheninfektionen
HIV-positive und HIV-negative Teilnehmer eingeschlossen. Als Kontrollgruppen
wurden zudem Helminthen-freie Teilnehmer mit und ohne HIV-Infektion

eingeschlossen.

Es wurde versucht, die WHIS-Teilnehmer gleichméRig aus allen neun Gebieten
zu rekrutieren, was aber aufgrund der ungleichen Verteilung von HIV- und
Helmintheninfektionen im Studiengebiet nur bedingt moglich war. Zum
Zeitpunkt meines Aufenthaltes in Tansania waren 289 der EMINI-Probanden fir

die WHIS-Immunologie registriert (Tabelle 7).

Tabelle 7: WHIS-Probandenregistrierung nach HIV- und Wurmstatus

zum Zeitpunkt unserer Untersuchung

Fallzahl HIV-Status Wurmstatus
44 Negativ (-) Negativ (-)
154 Negativ (-) Positiv (+)
49 Positiv (+) Negativ (-)
51 Positiv (+) Positiv (+)
Total 298

Der zeitliche Ablauf der WHIS-Studie ist in Abbildung 16 grafisch dargestellt.
Bei jedem Teilnehmer waren drei Besuche vorgesehen, bei denen je 40 ml Blut,
eine Urinprobe und eine Stuhlprobe gesammelt wurden. Beim Baseline-Besuch
(Visit 0) wurden Blut, Stuhl und Urinproben von jedem Teilnehmer gesammelt.
Zudem wurden ein kurzes Interview und eine kurze medizinische Untersuchung

vorgenommen, die beide auf einem Fragebogen dokumentiert wurden.



Material und Methoden

48

Danach wurden alle Teilnehmer mit 400 mg Albendazol gegen intestinale
Nematoden und mit 40 mg/kg Praziquantel gegen Schistosomeninfektionen
behandelt. Weitere Besuche erfolgten etwa sechs Wochen (Visit 1) und ca. ein
Jahr (Visit 2) nach dem Erstbesuch. Bei diesen beiden Besuchen wurden
erneut Proben und Daten gesammelt wie beim Erstbesuch (V0). Die HI-
Viruslast und CD4- Zellzahl konnten im NIMR-MMRC-Labor bestimmt werden.
Alle diagnostischen Laboruntersuchungen wurden am NIMR-MMRC

durchgefuhrt.

Ein Teil der Stuhlproben wurde eingefroren und bildete die Grundlage meiner

spateren molekulardiagnostischen Untersuchungen.

¢ Sammlung von

Blut, Urin und . .
stuhl. Interview * 6 Wochen spater * 1 Jahr spater
korperliche * Vorgehen wie in '}r’orge_hen wie
Untersuchung, CD4 Visit 0 in YISI‘E 0.
Zahl * Behandlungserfolg? » Reinfektion?

* Wurmbehandlung

Abbildung 16: Zeitlicher Ablauf der WHIS-Studie und Vorgehen bei den

einzelnen Besuchen

Ethik

Die EMINI-Studie wurde von der lokalen (Mbeya), nationalen (Tansania) und
der deutschen Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der LMU Minchen

begutachtet.

Alle Teilnehmer der WHIS-Studie wurden vorher ausfihrlich Gber die WHIS-
Studie und die Studienprozeduren informiert und haben vor Studieneintritt

schriftlich ihre Einwilligung (informed consent) erteilt.
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3.2.3 Labormethoden
3.2.3.1 Gewinnung des Probenmaterials

Jeder Proband erhielt einen Stuhlbehdlter mit Schraubverschluss, der mit
Personenidentifikationsnummer und Namen gekennzeichnet war. Am Folgetag
wurden die Probanden erneut aufgesucht, um den Stuhlbehélter einzusammeln.
Konnte zu diesem Zeitpunkt von dem Studienteilnehmer noch keine Probe
abgegeben werden, wurde der Teilnehmer erneut am dritten und siebten Tag
nach der Verteilung der Behalter aufgesucht. Fir den Transport zuriick zum
Labor wurden die Behélter in einer Styroporkiste bei ca. 4°C Grad gelagert. Bis
zur mikroskopischen Untersuchung in den diagnostischen Labors vergingen 4-
24 Stunden Zeit. Etwa ein Gramm jeder Probe wurde in einem Einfrierrdhrchen
bei -20°Celsius fur die spater durchgefiihrte DNA-Extraktion und Untersuchung
mittels Real-Time-PCR eingefroren.

3.2.3.2 Mikroskopische Stuhluntersuchung

Die mikroskopischen Untersuchungen der WHIS-Stuhlproben wurden zwischen
Juni 2009 und Juni 2011 im parasitologischen EMINI-Labor des NIMR-MMRC
durchgefuhrt. Die Aufarbeitung der Stuhlproben und die Mikroskopie erfolgten

durch ein geschultes Team aus zwei Labormitarbeitern.

Kato-Katz-Methode: Die im Rahmen der EMINI-Studie gesammelten
Stuhlproben wurden mit der Kato-Katz-Methode [59] auf Wurmeier untersucht.
Hierzu wurden von jedem Probandenstuhl zwei Teilproben (je 41.7 mg) erstellt,
auf die die Methode angewandt wurde (Abbildungen 17-20).

Merthiolat-Jod-Formalin (MIF)- Konzentrationsmethode:. Die im Rahmen
der WHIS-Studie gesammelten Stuhlproben wurden zunéchst mit der MIF-
Losung konzentriert, bevor sie mikroskopisch nach Parasiten untersucht
wurden. Durch die Konzentrierung sollte die Sensitivitdt und damit die

Wahrscheinlichkeit, vorhandene Parasiten zu detektieren, gesteigert werden.

1 Liter MIF-Lésung enthielt: Ethanolamin 1000 mg, Ethylendiamin 280 mg,
Natriumchlorid 8000 mg, Natriumtetraborat Decahydrat 2650 mg, destilliertes
Wasser 1000 ml (Department of Infectious Diseases and Tropical Medicine.
Dispensary Handbook. Ludwig-Maximilians-Universitat, Munich)
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Abbildungen 17 und 18: Einzelne Teilschritte der Kato-Katz-Methode. Die
parasitologischen Verfahren und die Mikroskopie wurden von geschulten,
erfahrenen Mitarbeitern des NIMR-MMRC durchgefihrt
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Abbildungen 19 und 20: Beim KK-Verfahren wird der Stuhl zun&chst auf einen
Objekttrager aufgetragen und mit einem quadratischen Zellglas, welches mit
Glycerin durchtrankt ist, abgedeckt. Im Anschluss an diese Aufbereitung
werden die Wurmeier und Larven unter dem Mikroskop gezahlt. Die
durchschnittlich gezahlte Eizahl beider Teilproben wird mit 24 multipliziert, um

die Eizahl pro Gramm Stuhl zu erhalten
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Vor Beginn der WHIS-Studie wurde entschieden, dass am MMRC fortan die
MIF-Mikroskopie  anstelle  der  KK-Mikroskopie  (EMINI-Studie)  zur
Helminthendetektion zum Einsatz kommen sollte, um ein zweites
Mikroskopieverfahren zu validieren. Diese Entscheidung stellte sich als Fehlgriff
heraus, da die Labormitarbeiter mit dem neuen Verfahren weniger vertraut
waren und die Sensitivitat dadurch geringer ausfiel. Daher verglichen wir die
RT-PCR-Ergebnisse im Ergebnisteil nicht nur mit der MIF-Mikroskopie, die an
denselben Stuhlproben angewandt wurde, aus denen wir auch die DNA fur die
Molekulardiagnostik extrahierten, sondern zuséatzlich mit den EMINI-KK-
Ergebnissen von Stuhlproben, die im Durchschnitt 75 Tage vor den WHIS-

Stuhlproben gesammelt wurden.
3.2.3.3 Molekulardiagnostische Stuhluntersuchung

Seit 2009 wurde ein Teil der Stuhlproben der WHIS-Probanden eingefroren,
um ihn zu einem spateren Zeitpunkt mit der RT-PCR nachuntersuchen zu
kénnen. Die Etablierung der RT-PCR und die Prozessierung der Proben fanden

im Rahmen dieser Doktorarbeit von Mérz bis Juni 2011 statt.

Die Nematoden Necator americanus, Ancylostoma duodenale, Ascaris
lumbricoides und Strongyloides stercoralis konnten gleichzeitig in einer
Multiplex RT-PCR detektiert werden und die Trematoden Schistosoma mansoni
und haematobium in einer separaten Singleplex-RT-PCR. Unsere
Vorgehensweise bei der DNA-Extraktion aus Stuhl und bei der Durchfiihrung
der RT-PCR-Methode basierte auf publizierten Protokollen von Dr. Jaco J.

Verweij et al. von der Universitat Leiden in den Niederlanden [13, 14].

Bevor wir das Verfahren am MMRC etablierten, fihrten wir erste
Versuchsreihen am Tropeninstitut der LMU in Minchen durch, um uns mit der

Methodik und den Protokollen vertraut zu machen.

Des Weiteren konnte ich mit dem EMINI-Laborleiter Dr. Nsojo einen
einwdchigen Trainingsworkshop zum Thema ,Molecular diagnosis of intestinal
parasites® in Entebbe Uganda besuchen, der personlich von Dr. Jaco J. Verweij
geleitet wurde und uns tiefergehend in die Materie einflhrte, bevor wir im
Anschluss die DNA-Extraktion aus Stuhlproben und die Helminthen-PCR in

Mbeya etablierten.
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Set-up des Labors

Um Kontaminationen zu vermeiden, richteten wir uns in drei voneinander
getrennten Raumen im Labor ein (Abbildung 21): Einem zur Vorbereitung des
PCR-Mastermix (mit UV-Lampen, um mdogliche DNA- und RNA-Spuren auf
Pipetten und Pipettenspitzen zu eliminieren), einem, in dem die aus den
gesammelten, gefrorenen Stuhlproben extrahierte DNA hinzugefiigt wurde und
einem, in dem der Real-Time-Cycler stand und die PCR-Laufe durchgefthrt und

ausgewertet wurden (siehe Abbildungen 22 und 23).

Zudem entwickelten wir einen detaillierten Reinigungsplan der Bdden und
Arbeitsmaterialien, um keine Nukleinsduren von einem Raum in den nachsten

Zu transferieren.

Raum 2
Raum 1 Hinzufi der DNA
Praparation des PCR- ) inzUtugen der o

. die aus Stuhl extrahiert
Mastermix
wurde
Raum 3
PCR-Lauf im

Thermocycler

Abbildung 21: Raumschema mit Wegrichtung, um Kontaminationen zu

vermeiden
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Abbildung 22: Raumlichkeit zur Préaparation des Mastermix (Raum 1). Zur
Gewadhrleistung von Kontaminationsfreiheit kommen UV-Lampen zur

Zerstorung von Nukleinsduren zum Einsatz

Abbildung 23: Raum 3 - Rotorgene 6000 Thermocycler der Firma Corbett Life
Science. Durchfihrung des Real-Time-PCR-Laufs und anschlieBende
Auswertung am Computer
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DNA-Isolierung

Die gereinigte DNA wurde aus den fur WHIS eingefrorenen Stuhlproben mit
Hilfe des ,QlAamp DNA minikits“ von Qiagen gewonnen. Hierbei folgten wir
den Anweisungen eines Protokolls, das uns freundlicherweise Herr Dr. Jaco J.
Verweij von der Universitat Leiden in den Niederlanden zur Verfiigung stellte.

Wir nahmen nur geringe Modifizierungen vor.

PhHV-1-DNA wurde der AL-Pufferlésung beigefigt und diente als interne
Kontrolle des Extraktionsprozesses. Die PhHV-DNA wurde uns von Herrn Dr.

Jaco J. Verweij bereitgestellt.

Abbildung 24: Extraktionsraum. Isolierung der DNA aus Stuhlproben unter der

Abzugshaube
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Tag1l

Etwa 0,25 g Stuhl in einem 0,5 ml Mikroréhrchen in PBS mit 2% PVPP
l6sen (z.B. 0,25 g in 500 pl; 0,28 g in 560 pl). Im Anschluss mit dem

Vortex-Mixer gut vermischen.

Gemisch uUber Nacht bei -20 °C einfrieren.

Tag 2

Gemisch auftauen, vortexen, kurz zentrifugieren, Spitze der Pipette
abschneiden, 200 pl der Suspension mit der Pipette aufnehmen.

Stuhlsuspension fir 10 Minuten im Hitzeblock bei 100 °C erhitzen.

Zur Probe 180 pl Tissue Lysis Puffer (ATL) + 20 ul Proteinase K
hinzufligen, vortexen, 2 Stunden oder Gber Nacht bei 55 °C im Hitzeblock
inkubieren (nach einer Stunde kurz vortexen).

400 pl AL Puffer (enthalt interne Kontrolle PhHV-1) zu 400 pl der Probe
hinzufligen, gut vortexen, fur 10 Minuten bei 70 °C inkubieren.
Eppendorf-Mikroréhrchen mit 400 ul Ethanol (96-100%) vorbereiten.

30 Sekunden bei HoOchstgeschwindigkeit zentrifugieren und den
Uberstand anschlieRend in 400 pl Ethanol (96-100%) enthaltendes
Eppendorf-Réhrchen  pipettieren. Durch  vortexen und kurzes
Zentrifugieren (5-10 Sekunden) gut mischen.

Eine nummerierte QIAamp-Spinsaule in eine saubere 2 ml Qiamp
Collection-Tube platzieren. Vorsichtig 600 ul der Mixtur aus Schritt 7 in
Spinsaule pipettieren ohne den Rand zu befeuchten. Den Deckel
schlie3en und bei 10000 r.p.m. eine Minute lang zentrifugieren.

Spinsaule in neue saubere Collection Tube platzieren und mit dem Rest
der Mixtur aus Schritt 7 wie in Schritt 8 verfahren.

Spinsaule in neue, saubere 2 ml Collection Tube platzieren.

Die Spinsaule vorsichtig 6ffnen und 500 pl des AW1 Puffers hinzufligen.
Bei 10000 r.p.m. eine Minute lang zentrifugieren.

Die Collection Tube ausleeren und 500 yl des AW2 Puffers in Spinséaule
pipettieren. Eine Minute bei 10.000 r.p.m. und 2 Minuten bei
Hochstgeschwindigkeit zentrifugieren (die Geschwindigkeit nach einer
Minute hochstellen, wahrend Zentrifuge noch lauft).

Die Spinsaule in nummeriertes 1,5 ml Mikroréhrchen mit Klappdeckel
platzieren. Spinsdule vorsichtig 6ffnen, die DNA mit 200 yl AE Puffer
auswaschen und den Puffer etwa 1 Minute auf dem Filter belassen bevor
fur eine Minute bei 8000 r.p.m zentrifugiert wird.
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Abbildung 26: Die extrahierte DNA wurde bis zur Durchfihrung der RT-PCR
bei -20°Celsius gelagert
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Real-Time-PCR-Methode und Primer

Primer und Sonden

Die Sequenzen fur die spezifischen Primer und Sonden der einzelnen

Helminthen entnahmen wir Verweijs et al. Protokollen (Tabelle 6).

Die verwendeten Primer und Sonden zeigten eine Spezifitdt von 100%, als sie
von Mikrobiologen der Universitat Leiden gegen DNA-Kontrollen einer Vielzahl

von parasitaren Mikroorganismen getestet wurden [8, 12].

Optimierung der RT-PCR-Methode:

Fir jeden einzelnen Organismus bestimmten wir mit Hilfe von
Verdinnungsreinen die optimalen Primerkonzentrationen. Dies geschah,
sowohl in Singleplex- als auch in Multiplex-Reaktionsansatzen, um eine
potenzielle Hemmung durch eventuell konkurrierenden Primerpaare oder
Sonden aufdecken zu koénnen. Aufl3erdem wurden Tests mit und ohne die
interne Kontrolle PhHV-1 durchgefiihrt, um einen moglichen Einfluss auf das

Ergebnis zu detektieren.

Es wurde zudem getestet, ob mit der Methode auch gemischte Infektionen mit
mehreren Helminthen gleichzeitig detektiert werden kdnnen, ohne dass sich die

Reagenzien gegenseitig hemmen und damit die Detektion beeinflussen.

Durchfiihrung der Real-Time-PCR

Reaktionsansétze (Mastermix)

Grundsazlich enthielt die PCR-Mixtur (Gesamtvolumen 25 pL) PCR-Puffer
(HotStar Tag master mix), 5 mM MgCl,, 0,1 mg/mL bovines Serumalbumin und

5 pL extrahierte DNA aus der zu untersuchenden Stuhlprobe.

Je nach Organismus wurden die zuvor als optimal ermittelten Mengen an

Primern und Sonden beigefugt.
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Amplifikation, Detektion und Datenauswertung wurden mit Hilfe des ,Rotor

Gene 6000 real-time Analyzers® durchgefuhrt.

Reaktionsablauf

15 Minuten 95 °C 1x

15 Sekunden 95 °C
30 Sekunden 60 °C Haufigkeit 50x
30 Sekunden 72 °C

Die erste 15-minttige Phase bei 95°C diente der Denaturierung (Trennung der
DNA-Strange, bis nur noch Einzelstrange vorlagen). Es folgten 50 Zyklen der
Primerhybridisierung (Anlagerung der Primer an die DNA) und der Elongation,
wahrend der die DNA-Polymerasen die fehlenden Strange synthetisierten.

Die Fluoreszenz wurde jeweils wahrend der Phase gemessen, in der sich die

Primer an den komplementaren DNA-Strang legten.

War keine Amplifikationskurve am Bildschirm zu sehen oder zeichnete sie sich
erst nach tber 40 Zyklen (CT>40) ab, wurde das Ergebnis der RT-PCR wie bei

der malaysisch-niederlandischen Forschungsgruppe als negativ gewertet.

Um die Kontaminationsfreiheit zu kontrollieren, flgten wir zu jedem
Reaktionsansatz als Negativkontrolle Wasser hinzu. Der Durchgang galt als
kontaminationsfrei, wenn in dieser Kontrolle keine Amplifikation stattfand.

Im menschlichen Stuhl und vor allem bei Kindern sind abhangig von der
Nahrungsaufnahme haufig hemmende Substanzen enthalten, die den DNA-
Extraktionsprozess inhibieren kénnen. Um dies zu uberwachen, fligten wir
wahrend des DNA-Extraktionsvorganges zu jeder Probandenprobe eine interne
Inhibitionskontrolle, ein DNA-Fragment des Phocinen Herpesvirus (PhHV-1)
hinzu. Wurde diese im spateren PCR-Lauf amplifiziert, konnten wir davon
ausgehen, dass es wahrend der DNA-Extraktion zu keiner Inhibition gekommen

war.

Um auch eine Inhibition des PCR-Laufs an sich zu kontrollieren, lieRen wir in
jedem Durchgang Positivkontrollen der einzelnen Organsimen mitlaufen.

Erzeugten diese das fur sie zuvor bei einem bestimmten Schwellenwert
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ermittelte typische Fluoreszenzsignal, war anzunehmen, dass sich unsere

einzelnen Reagenzien wahrend des Laufs nicht gegenseitig gehemmt hatten.
3.2.4 Statistische Analysemethoden

Die generierten Daten wurden zweimal in Microsoft Excel, Version
14.0.6129.5003 (2010, Microsoft Corporation), eingegeben. Unstimmigkeiten
wurden nach Abstimmung mit den Originaldatenbanken korrigiert. Die einzelnen
Untersuchungsergebnisse jedes Probanden wurden unter einer eigenen ID-

Kennnummer zusammengefasst.

Die statistischen Analysen wurden mit Prism 6 fur Mac OS X, Version 6.0a,
durchgefuhrt. Fur den Methodenvergleich wurden nur Probanden
eingeschlossen, von denen je ein MIF-, ein KK- und ein RT-PCR-Ergebnis
vorhanden war. War das Ergebnis eines der drei Verfahren positiv, galt der
Proband als echt-positiv. Hieraus ergaben sich auch die Pravalenzzahlen der
einzelnen Diagnostikmethoden. Wir gingen von einer Spezifitdt von 100% der

drei Verfahren aus, also einem vollstandigen Fehlen falsch-positiver Diagnosen.

Die Sensitivitat wurde fur die RT-PCR, KK und MIF jeweils in Relation zu den
anderen Verfahren sowie in Relation zum einem Pseudogoldstandard, der aus
der Kombination aller drei Verfahren gebildet wurde, berechnet. Hierbei konnten
nur Infektionen mit den Erregern Schistosomen, Hakenwirmer und Askariden
verglichen werden. Strongyloideninfektionen kénnen weder mit MIF, noch mit
KK detektiert werden. Eine Differenzierung der genauen Hakenwurmspezies ist
mit der Mikroskopie nicht mdglich. Mit der RT-PCR ist eine Unterscheidung
grundsatzlich mdglich, in unserer Untersuchung wurde jedoch ausschlie3lich N.
americanus und nie A. duodenale als Hakenwurmspezies nachgewiesen. Im
Folgenden ist also mit einem Probanden, der mit der RT-PCR fur
,Hakenwirmer® positiv getestet wurde, ein Proband gemeint, der mit der

Spezies N. americanus infiziert ist.

Die Ubereinstimmung zwischen den Ergebnissen wurde mit Hilfe der Cohen-
Kappa-Statistik nach Landis und Koch von 1977 untersucht und zusétzlich in
Prozent angegeben. Werte von # zwischen 0 und 0,20 sprachen fir eine
geringe (poor) Ubereinstimmung, Werte von 0,21-0,40 fiir eine ausreichende
(fair), 0,41-0,60 fur eine mittelmaRige (moderate), 0,61-0,80 fur eine beachtliche
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(substantial) und Werte von 0,81-1,00 fur eine fast vollkommene (almost
perfect) Ubereinstimmung [106] .

Die Detektionsraten der Verfahren wurden zudem mittels des Chi-Quadrattests

auf signifikante Unterschiede (p-Wert<0,05) analysiert.

Bei Nichtubereinstimmung der Ergebnisse wurden Unterschiede zwischen den
einzelnen Diagnostikverfahren in Bezug auf den PCR-Cycle Threshold und die
EPG mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests, einem ungepaarten, nicht-
parametrischem T-Test, ndher untersucht. Statistische Signifikanz war bei p-

Werten <0,05 gegeben.

Die Eizahlen jedes Probanden wurden als Eier pro Gramm Stuhl (EPG)
angegeben. Die Eizahlen der zwei Kato-Katz-Objekttrager wurden dafir
summiert und mit dem Faktor 24 multipliziert. Mit Hilfe der errechneten Eizahlen
lieBen sich semiquantitative Aussagen uber die Infektionsstarke treffen.
Infektionen mit Hakenwirmern und A. lumbricoides werden nach den WHO-
Richtlinien fir STHs in leichte (light), maRige (moderate) und schwere (heavy)
Infektionen eingeteilt [10]. FUr Hakenwirmer liegt die Grenze zu einer mafiigen
Infektion bei 2000 und zu einer schweren bei Uber 4000 EPG. Bei Askariden
liegt ab 5000 EPG eine méaRige und ab >50.000 EPG eine schwere Infektion
vor. Bei einer Schistosomeninfektion liegt laut WHO ab 101 Eiern eine mafige

und bei mehr als 400 EPG eine schwere Infektion vor [107].

Bei 118 Studienteilnehmern, von denen uns sowohl der Wurmstatus des
Baseline-Besuchs (V0) als auch das Ergebnis nach der Wurmbehandlung (V1)
vorlagen, berechneten wir die Heilungsrate (CR=Cure Rate) und den Rickgang
der Eizahl (ERR=Egg reduction rate).

Die Heilungsrate gab die Prozentzahl der Probanden wieder, die vor der
Behandlung mit Anthelmintika laut unseres Pseudogoldstandards wurmpositiv

waren und nach Behandlung im MIF bzw. RT-PCR-Verfahren negativ waren.
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4 Ergebnisse

4.1 Etablierung der Real-Time-PCR

4.1.1 Optimierung

Damit die Real-Time-PCR unter optimalen Bedingungen ablaufen konnte,
wurde das verwendete Protokoll zunéachst an die verwendeten Reagenzien und
das von uns verwendete PCR-Gerét, die Rotor-Gene 6000 von Corbett Life

Science, angepasst.

Hierzu wurden Verdunnungsreihen erstellt, um die optimalen Primer- und
Sondenkonzentrationen zu bestimmen (Abbildung 27). Dabei wurde die
kleinstmdgliche Konzentrationsmenge angestrebt (kosten- und

materialsparend), die noch konsistente Ergebnisse hervorbrachte (Tabelle 8).

Tabelle 8: Einzelne Organismen mit dazugehoériger, als optimal ermittelter,

Primerpaar- und Sondenkonzentration

Zielorganismus Optimale Konzentrationen

200 nM PhHV-1 F/R Primer,

50 nM Cy5-markierte Sonde

80 nM Na F/R Primer,

100 nM FAM-markierte Sonde

80 nM AD F/R Primer,

A. duodenale 100 nM Texas Red-markierte Sonde,
(Keine deutliche Amplifikationskurve)
80 nM AL F/R Primer,

100nM YakimaYellow-markierte Sonde
200 nM Stro F/R Primer,

100nM Quasar 105-markierte Sonde
40 nM SSp F/R Primer,

60nM FAM-markierte Sonde

PhHV-1

N. americanus

A. lumbricoides

S. stercoralis

Schistosomen

Bei Cy5, FAM, Texas Red, Yakima Yellow und Quasar 105 handelt es sich um

die Fluoreszenzfarbstoffe, mit denen die Sonden markiert waren.
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Abbildung 27: Optimierung der Primerkonzentration am Beispiel der
Schistosomenprimerpaare. Zu sehen ist das Ausgabefenster im Rotor-Gene
6000 Softwareprogramm: Werden dem Mastermix 40 nM (pinke Linie) des
Schistosomenprimerpaares beigeflgt, werden Nukleinséuren von
Schistosomen (falls in der Stuhlprobe vorhanden) bei einem
Schwellenwertzyklus (Cycle Threshold) von Anfang 20 frih und optimal
amplifiziert. Die 40 nm Konzentration ist material- und kostensparend. Hohere
Konzentrationen bedeuten mehr Material- und Kostenaufwand bei sehr

ahnlichen Ergebnissen.
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4.1.2 Qualitatskontrolle durch externes Labor

Um die Qualitat unserer Arbeit zu tUberprifen, Uberreichten wir Herrn Dr. Jaco
J. Verweij beim IDEA-Workshop ,Molecular diagnosis of intestinal parasites® in
Uganda 19 von uns extrahierte DNA-Proben, die er im niederlandischen
Mikrobiologielabor der Universitat Leiden nachuntersuchte, ohne unsere

Ergebnisse zu kennen.

Seine Ergebnisse stimmten bei einer CT-Obergrenze von 36 Zyklen zu 100%

mit den unseren Uberein (siehe Tabelle 9).

Tabelle 9: Externe Qualitatssicherung am mikrobiologischen Labor der

Universitat Leiden

Wurmspezies NIMR-MMRC und Universitat Leiden
Schistosoma 89% Ubereinstimmung (11 vs. 13 Positive)
mansoni/haematobium An der Universitat Leiden wurden in zwei

weiteren Proben Schistosomen mit einem
sehr hohen CT>36 nachgewiesen

Ancylostoma duodenale 100% Ubereinstimmung (je O Positive)
Aber: AD Positivkontrolle gab am NIMR-
MMRC keine klare Amplifikationskurve (nur

Rauschen)
Ascaris lumbricoides 100% Ubereinstimmung (je 3 Positive)
Necator americanus 100% Ubereinstimmung (je 6 Positive)

Strongyloides stercoralis 100% Ubereinstimmung (je 2 Positive)

Negative Proben 100% Ubereinstimmung (je 4 Negative)

Einige Stuhlproben untersuchten wir im Rahmen des Optimierungsprozesses
der Real-Time-PCR mit der konventionellen PCR mit anschlieRender
Gelelektrophorese nach. Die Ergebnisse der beiden molekulardiagnostischen

Verfahren stimmten ausnahmslos tberein.



Ergebnisse

65

4.2 Evaluierung der Real-Time-PCR

4.2.1 Untersuchtes Studienkollektiv

Von den urspriinglich zum Zeitpunkt unserer Untersuchung 289 registrierten
WHIS-Teilnehmern untersuchten wir zundchst 179 kryopreservierte Baseline-
Stuhlproben mit der RT-PCR und verglichen die Ergebnisse anschlieRend mit
denen der MIF-Mikroskopie.

Da die Ergebnisse der MIF-Mikroskopie nicht ausreichend aussagekraftig
waren, verglichen wir die RT-PCR-Ergebnisse zusatzlich mit den im Rahmen
von EMINI mit der Kato-Katz-Methode erhobenen Ergebnissen aus ein bis vier

Monate alteren Stuhlproben derselben 179 Probanden.

Bei 50 der 179 untersuchten WHIS-Stuhlproben lag zudem ein KK-Ergebnis
aus derselben Stuhlprobe vor, welches wir ebenfalls mit dem RT-PCR-Ergebnis

verglichen.

Tabelle 10: Anzahl der fur die RT-PCR eingefrorenen Stuhlproben der 298

WHIS-Teilnehmer und Infektionsstatus dieser

Fallzahl HIV-Status Wurmstatus

36/44 Negativ (-) Negativ (-)

96/154 Negativ (-) Positiv (+)

14/49 Positiv (+) Negativ (-)

33/51 Positiv (+) Positiv (+)
Total 179/298

Wurmstatus nach Pseudogoldstandard. Diesen legten wir als Kombination der
Ergebnisse von KK, MIF und RT-PCR fest. Ein Proband galt als negativ, wenn
keine Infektion mit Hakenwirmern, Schistosomen oder Askariden vorlag, da
diese Erreger von allen Verfahren detektiert werden konnten und somit ein

Verfahrensvergleich moglich war.
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Bei 118 der 179 Probanden untersuchten wir auflerdem eine zweite
eingefrorene Stuhlprobe aus dem Nachbehandlungsbesuch V1, die etwa sechs
Wochen nach der ersten Stuhlprobe gesammelt wurde. Da alle Probanden
nach dem ersten Besuch mit einer Einmaldosis Albendazol gegen intestinale
Nematoden und einer Einmaldosis Praziquantel gegen Schistosomen behandelt
wurden, spiegeln die Ergebnisse dieser untersuchten Stuhlproben die

Wirksamkeit der eingesetzten Medikamente wieder.

Vier weitere eingefrorene Proben konnten nicht in die Studie einbezogen
werden, da die Stuhlproben zu dunkel oder zu flissig waren, um eine

mikroskopische Untersuchung durchzufuhren.

Unter den 179 Probanden befanden sich 103 Frauen und 76 Manner, die
jeweils zwischen 18 und 61 Jahren alt waren. Laut WHO-Richtlinien lag bei fast
allen Teilnehmern eine leichte Infektion vor. Sechs Probanden wiesen mafige
Askarideninfektionen mit mehr als 5000 EPG auf. Es wurde keine ausgepragte
STH-Infektion gefunden (siehe Tabelle 11).

Tabelle 11: Vorliegende Infektionsstarke bei unseren Probanden nach WHO-

Kriterien

Wurmspezies Eier pro Gramm Eier pro Gramm Infektionsstarke

Stuhl Stuhl (Median) laut WHO

(Mittelwert)
Hakenwurmer 2426 108 Leicht (low)
Askariden 2687,8 1367 Leicht (low)
Schistosomen 120,4 48 Leicht (low)

4.2.2 Vergleich von Mikroskopie und Real-Time-PCR

Die in den PCR-L&ufen eingesetzten Kontrollen verhielten sich bis auf die
Positivkontrolle flr Ancylostoma duodenale normgerecht. Diese zeigte keine
deutliche Amplifikationskurve. Die anderen Positivkontrollen zeigten die
erwarteten Amplifikationskurven. In der Negativkontrolle H,O wurde keine DNA

amplifiziert. Eine Probe wurde als positiv gewertet, wenn eine der
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Diagnostikmethoden einen der gesuchten Organismen nachweisen konnte.
Hierzu zahlten: Schistosomen, Ascaris lumbricoides und Hakenwirmer.

140

ERT-PCR ®mKK @ MIF

118
120

100

Anzahl der Probanden

Hakenwirmer Askariden Schistosomen Negativ*

Detektierte Wurmspezies

Abbildung 28: Mit den drei angewandten Verfahren detektierte

Wurmspezies im Vergleich

Die Abbildung zeigt wie viele Probanden (y-Achse) fur die in der x-Achse
dargestellten Wurmspezies positiv getestet wurden. Hierbei wird zwischen den
drei Untersuchungsverfahren (siehe Legende) unterschieden. Die MIF- und RT-
PCR-Ergebnisse stammen aus derselben Stuhlprobe. Das KK-Ergebnis von
durchschnittlich 74 Tage alteren Stuhlproben derselben Probanden. * Wurde

keine der drei Spezies detektiert, galt der Proband als negativ.

4.2.2.1 Diagnostische Sensitivitat und Ubereinstimmung der Verfahren

Die RT-PCR detektierte bei den 179 untersuchten Probanden in 31,8%
Hakenwirmer (N. americanus), in 10,6% Askariden und in 31,3%
Schistosomen. 43,6% der Stuhlproben wurden negativ getestet (keine der drei
zuvor genannten Erreger wurde gefunden). Zusatzlich wies die RT-PCR in
3,4%  Strongyloideninfektionen nach, die mit den angewandten
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Mikroskopietechniken technisch nicht nachzuweisen waren. Die MIF-
Mikroskopie fand in 13,9% der Proben Hakenwirmer, in 11,1% Askariden, in
8,9 % Schistosomen und in 65,9% keinen der drei genannten Erreger; die KK-
Mikroskopie in 20,1%, 14%, 18,4% und 48,6%.

Die Ergebnisse der Abbildungen 28 und 29 zeigen, dass die RT-PCR
Hakenwirmer und Schistosomen mit einer hoheren Sensitivitdt als das MIF-
und das KK-Verfahren detektierte. Die Sensitivitat bei der Detektion von
Askarideninfektionen fiel bei der RT-PCR hingegen geringer aus. Die
Sensitivitat der RT-PCR betrug bei den 179 auf Hakenwirmer, Askariden und
Schistosomen untersuchten Probanden gemessen am Pseudogoldstandard
83,6%, 51,4% und 82,6%. Die Sensitivitat der MIF-Mikroskopie betrug 37,3%,
54,1%, 23,2% und die Sensitivitdit der KK-Mikroskopie 53,7%, 67,6% und
47,8% (Abbildung 29).

B RT-PCR mKK m MIF
100%

90%

83,6% 82,6%

80%

70%

60%

50%

40%

Ubereinstimmung mit dem
Pseudogoldstandard ( %)

30%

20%

10%

0%
Hakenwiirmer Askariden Schistosomen

Abbildung 29: Ubereinstimmung der verschiedenen Verfahren mit dem
Pseudogoldstandard

Gezeigt wird die jeweilige Ubereinstimmung von RT-PCR, KK und MIF fir die
einzelnen Wurmspezies (x-Achse) mit dem Pseudogoldstandard (y-Achse).
Dieser wurde als Kombination der Ergebnisse aller drei Verfahren festgelegt.
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Das MIF-Mikroskopieverfahren detektierte insgesamt 61 Wurminfektionen. In 46
Fallen konnten diese mit der RT-PCR bestatigt werden. In 15 Fallen nicht. Das
KK-Mikroskopieverfahren, was an ein bis vier Monate alteren Stuhlproben
derselben Probanden angewandt wurde, detektierte 94 Wurminfektionen. Die
RT-PCR konnte davon 62 bestatigen, 32 nicht.

Die Ubereinstimmung zwischen den Methoden unterschied sich demnach
deutlich fur alle Wurmspezies (Abbildungen 28 u. 29, Tabellen 15-17).

Die RT-PCR wies im Vergleich mit der MIF-Mikroskopie 86 zusatzliche
Infektionen und im Vergleich mit den KK-Ergebnissen 70 zusatzliche
Wurminfektionen nach. Also 2,2 mal mehr Infektionen als MIF und 1,4 mal mehr
als KK.

Die RT-PCR bestatigte ca. 70% der durch die Mikroskopie als echt-positiv

deklarierten Proben.

Die mit Hilfe der Cohen-Kappa-Statistik ermittelte Ubereinstimmung zwischen
der RT-PCR und MIF war sehr gering bei der Hakenwurm- (k=0,02) Askariden-
und Schistosomendetektion (k-Werte von je 0,01). Die Ubereinstimmung
zwischen RT-PCR und KK war hingegen bei der Hakenwurmdetektion immerhin
mittelmaldig (k=0,53), bei der Schistosomendetektion (k=0,39) und bei der

Askaridendetektion jedoch nur ausreichend (fair) mit (k=0,33).

Tabelle 12: Ubereinstimmung der einzelnen Testverfahren mit Hilfe der Cohen-
Kappa-Statistik (%)

RT-PCR und MIF  RT-PCR und KK KK und MIF

Hakenwlrmer k=0,02 (76,5%) k=0,53 (81,6%) k=0,44 (83,8%)
Askariden k=0,01 (93,9%) k=0,33 (85,5%) «=0,41 (87,2%)

Schistosomen k=0,01 (73,2%) k=0,39 (76,0%) k=0,33 (83,8%)

* Wurden keine der drei obigen Spezies detektiert, galt der Proband als
negativ, auch wenn er zusatzlich mit Trichuris oder Strongyloides infiziert

war.
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Die Detektionsraten von MIF und RT-PCR unterschieden sich signifikant
(p<0,001). Die von KK und RT-PCR nicht (Tabellen 13 und 14).

Tabelle 13: Chi-Quadrattest: Statistische Analyse der unterschiedlichen
Detektionsraten  von  Real-Time-PCR und dem  parasitologischen

Mikroskopieverfahren KK fur N. americanus, A .lumbricoides und Schistosomen

Angewandtes N Positivfrequenz Negativfrequenz x2- p-Wert
Verfahren (%) (%) Wert
KK-Mikroskopie 179 92 (51,4) 87 (48,6) 0,911 0,340
RT-PCR 101 (56,4) 78 (43,6)

Tabelle 14: Chi-Quadrattest: Statistische Analyse der unterschiedlichen
Detektionsraten von  Real-Time-PCR und dem  parasitologischen
Mikroskopieverfahren MIF far N. americanus, A. Ilumbricoides und

Schistosomen

Angewandtes N Positivfrequenz Negativfrequenz x2- p-Wert
Verfahren (%) (%) Wert
MIF-Mikroskopie 179 61 (34,1) 118 (65,9) 18,040 <0,001

RT-PCR 101 (56,4) 78 (43,6)
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Tabelle 15: Ubereinstimmung zwischen KK und RT-PCR

RT-PCR

Pos. Neg. Total

KK Hakenwlrmer Pos. 30 6 36
Neg. 27 116 143

Total 57 122 179

Askariden Pos. 9 16 25

Neg. 10 144 154

Total 19 160 179

Schistosomen  Pos 23 10 33

Neg. 33 113 146

Total 56 123 179

Die Kontingenztabelle zeigt die Ubereinstimmung zwischen dem KK-
Mikroskopieverfahren und der RT-PCR bei der Diagnostik von Hakenwirmern,
Askariden und Schistosomeninfektionen in 179 Stuhlproben aus der Region
Mbeya in Tansania, 2010/11. In der RT-PCR wurde immer die
Hakenwurmspezies N. americanus nachgewiesen. Mit den
Mikroskopieverfahren ist keine Differenzierung der Hakenwurmspezies

moglich.
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Tabelle 16: Ubereinstimmung zwischen MIF und RT-PCR

RT-PCR

Pos. Neg. Total

MIF  Hakenwurmer Pos. 20 5 25
Neg. 37 117 154

Total 57 122 179

Askariden Pos. 14 6 20

Neg. 5 154 159

Total 19 160 179

Schistosomen Pos. 12 4 16

Neg. 44 119 163

Total 56 123 179

Die Kontingenztabelle zeigt die Ubereinstimmung zwischen dem MIF-
Mikroskopieverfahren und der RT-PCR bei der Diagnostik von
Hakenwirmern, Askariden und Schistosomeninfektionen in 179
Stuhlproben aus der Region Mbeya in Tansania, 2010/11. In der RT-
PCR wurde immer die Hakenwurmspezies N. americanus
nachgewiesen. Mit den Mikroskopieverfahren ist keine Differenzierung

der Hakenwurmspezies moglich.
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Tabelle 17: Ubereinstimmung von MIF und KK

KK
Pos. Neg. Total
MIF Hakenwlrmer Pos. 16 9 25
Neg. 20 134 154
Total 36 143 179
Askariden Pos. 11 9 20
Neg. 14 145 159
Total 25 154 179
Schistosomen  Pos. 10 6 16
Neg. 23 140 163
Total 33 146 179

Die Kontingenztabelle zeigt die Ubereinstimmung zwischen dem MIF- und dem
KK- Mikroskopieverfahren bei der Diagnostik von Hakenwirmern, Askariden

und Schistosomeninfektionen in 179 Stuhlproben aus der Region Mbeya in

Tansania, 2010/11. Mit den Mikroskopieverfahren

Differenzierung der Hakenwurmspezies méglich.

keine weitere
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Die folgende Tabelle 18 gibt Infektionsfalle wider, die wir ohne die einzelnen

Verfahren nicht detektiert hatten.

Tabelle 18: Infektionen, die ohne bestimmte Verfahren libersehen worden

waéren

ohne RT-PCR ohne MIF ohne KK

Hakenwiirmer 22 4 6
Ascaris lumbricoides 4 3 13
Schistosomen 30 3 9
Strongyloides 6 0 0
Gesamt 66 10 28

Anzahl an Infektionen, die uns ohne die einzelnen Verfahren entgangen wéren.
Die Zahlen beziehen sich auf den Vergleich zwischen den WHIS-RT-PCR,
WHIS-MIF und EMINI-KK-Ergebnissen (Pseudogoldstandard).
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Vergleich von WHIS RT-PCR und WHIS-KK anhand von 50 Stuhlproben

50 der 179 untersuchten WHIS-Stuhlproben wurden sowohl mit MIF, als auch

mit KK untersucht.

In der folgenden Abbildung 30 sind die KK- und RT-PCR-Ergebnisse aus
derselben WHIS-Stuhlprobe gegenubergestellit.
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Abbildung 30: Von 50 WHIS-Baseline-Stuhlproben ausgehender Vergleich der
RT-PCR- und KK-Ergebnisse. Auf der x-Achse ist die Wurmspezies, auf der y-

Achse die Anzahl infizierter Proben dargestellt.

Eine Ubereinstimmung der Diagnostikverfahren lag im Falle einer
Schistosomeninfektion bei 80%, bei einer Hakenwurminfektion bei 76% und bei

einer Askarideninfektion bei 100%.

Die RT-PCR detektierte acht zuséatzliche Schistosomen- und zehn zusatzliche
Hakenwurminfektionen mit N. americanus. Die KK-Methode 4 weitere
Schistosomeninfektionen und eine zusatzliche Hakenwurminfektion (Tabelle
19).
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Tabelle 19: Zusatzlich detektierte Infektionen

Hakenwirmer Askariden Schistosomen Negative

RT-PCR 10 0 8 4

KK 1 0 4 11

Dargestellt ist die Anzahl an zusatzlich detektierten Wurminfektionen bei 50
WHIS-Probanden, die entweder nur von der RT-PCR oder nur mit Hilfe des KK-
Verfahrens detektiert wurden.

4.2.2.2 Einfluss der Eizahl auf die Detektierbarkeit

In Stuhlproben, in denen nur die KK-Mikroskopie, nicht aber die RT-PCR,
Schistosomen nachweisen konnte, waren die gezahlten EPG signifikant
(p=0,0072) niedriger als in Proben, in denen beide Verfahren den Erreger
detektieren  konnten  (Abbildung 31). Auch fir Askariden- und
Hakenwurminfektionen zeigte sich diese Tendenz deutlich, war jedoch nicht

signifikant. Dasselbe traf fur die MIF-Mikroskopie zu.

Askarideninfektionen, die nur von der MIF-Mikroskopie, nicht aber von der RT-
PCR detektiert wurden hatten im Durchschnitt 368 EPG. Die in beiden
Verfahren detektierten Infektionen hingegen 1542 EPG (p-Wert: 0,3411). Allein
in der  MIF-Mikroskopie  detektierte  Hakenwurminfektionen  hatten
durchschnittlich 84 EPGs, im Gegensatz zu 288 EPGs in gemeinsam
detektierten Proben (p-Wert: 0,0846). Nur in der MIF-Mikroskopie detektierte
Schistosomeninfektionen hatten durchschnittlich 42 EPGs, im Gegensatz zu 74
EPGs in gemeinsam detektierten Proben (p-Wert: 0,2978).

Ausschlie3lich in der KK-Mikroskopie detektierte Schistosomen-, Hakenwurm-
und Askarideninfektionen hatten durchschnittlich 54 EPGs, 98 EPGs und 1964
EPGs, im Gegensatz zu 145 EPGs, 445 EPGs und 5787 EPGs in gemeinsam
detektierten Proben (p-Werte: 0,0072; 0,0683 und 0,0816).



Ergebnisse

77

600- p-Wert: 0.0072
_ ]
e ™
5 400- =
£
g »
(L)
o @ u ||
o
= 200- -
N |
w
=
®
| -
T T
-'-o-o-.;.-o-o—'— Spunn®
0 T
RT-PCR- RT-PCR*

Abbildung 31: Die Detektion von Schistosomen-DNA in der RT-PCR geht

mit hdheren Schistosomeneizahlen in der KK-Mikroskopie einher

Gezeigt ist ein Vergleich der Eizahl pro Gramm Stuhl (y- Achse) von Proben,
die nur mit der KK-Mikroskopie positiv getestet wurden (RT-PCR ; Median: 24),
mit Proben, die sowohl mit KK als auch mit der RT-PCR positiv getestet
wurden (RT-PCR"; Median: 72). Die statistische Auswertung erfolgte mit dem
Mann-Whitney-U-Test.

4.2.2.3 Korrelation zwischen CT-Wert und Mikroskopieergebnis

Wie zuvor bei Verweij et al. beschrieben [8], ging ein niedriger PCR-Cycle
Threshold (CT) tendenziell mit einer hoéheren Eizahl und damit grél3eren
Mengen parasitarer DNA einher und umgekehrt. Die CT-Werte korrelierten
teilweise signifikant mit der Eizahl pro Gramm Stuhl und zeigten in den anderen
Fallen zumindest eine Tendenz in diese Richtung. Die nur in der RT-PCR
positiven Hakenwurminfektionen wiesen einen signifikant héheren CT-Wert
(i.e. niedrige DNA Menge) auf (p-Wert: 0,0082), was die hohe Sensitivitat der
RT-PCR bei leichten Infektionen unterstreicht, die mit der MIF- und Kato-Katz-
Methode Ubersehen wurden (siehe Abbildungen 32 und 33).
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Auch im Falle der allein in der RT-PCR Schistosomen-positiven Proben lag der
CT signifikant hoher (p-Wert: 0,0003) als bei den von der KK-Mikroskopie
detektieren Proben (Abbildung 35) oder zeigte eine Tendenz in diese Richtung
wie bei der MIF-Mikroskopie (Abbildung 34). Bei den Askarideninfektionen
verhielt es sich entgegengesetzt. Infektionen, die lediglich von der RT-PCR
detektiert wurden, wiesen einen niedrigeren CT-Wert (i.e. hohe DNA-Menge)
als die MIF-Mikroskopie mit einem Median von 29,43 vs. 30,97 und der KK-

Mikroskopie mit einem Median von 30,29 vs. 30,8 auf.
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Abbildung 32: Die Detektion von Hakenwurmeiern mit der MIF-

Mikroskopie geht mit einem niedrigeren CT-Wert in der RT-PCR einher

Gezeigt ist ein Vergleich der CT-Werte (y-Achse) von Proben, die nur mit der
RT-PCR positiv getestet wurden (MIF_; Median: 31,27), mit Proben, die sowohl

mit MIF als auch mit der RT-PCR positiv getestet wurden (MIF+; Median: 29,15).
Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Mann-Whitney-U-Test.
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Abbildung 33: Die Detektion von Hakenwurmeiern mit der KK-Mikroskopie
geht mit einem niedrigeren CT-Wert in der RT-PCR einher

Gezeigt ist ein Vergleich der CT-Werte (y-Achse) von Proben, die nur mit der
RT-PCR positiv getestet wurden (KK ; Median: ), mit Proben, die sowohl mit KK

als auch mit der RT-PCR positiv getestet wurden (KK ; Median: ). Die
statistische Auswertung erfolgte mit dem Mann-Whitney-U-Test.
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Abbildung 34: Die Detektion von Schistosomeneiern mit der MIF-
Mikroskopie geht mit einem niedrigeren CT-Wert in der RT-PCR einher

Gezeigt ist ein Vergleich der CT-Werte (y-Achse) von Proben, die nur mit der
RT-PCR positiv getestet wurden (MIF ; Median: 26,54) mit Proben, die sowohl

mit MIF als auch mit der RT-PCR positiv getestet wurden (MIF+; Median:
25,83). Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Mann-Whitney-U-Test.
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Abbildung 35: Die Detektion von Schistosomeneiern mit der KK-
Mikroskopie geht mit einem niedrigeren CT-Wert in der RT-PCR einher

Gezeigt ist ein Vergleich der CT-Werte (y-Achse) von Proben, die nur mit der
RT-PCR positiv getestet wurden (KK-; Median: 27,89) mit Proben, die sowohl
mit KK als auch mit der RT-PCR positiv getestet wurden (KK+; Median: 22,57).

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Mann-Whitney-U-Test.
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4.3 Mehrfachinfektionen

Die Real-Time-PCR war in 56,4% der 179 untersuchten Stuhlproben positiv fur
einen der gesuchten Helminthen. In 30 Fallen wurden Mehrfachinfektionen mit

mindestens zwei Erregern detektiert.

Die Mikroskopie nach dem MIF-Verfahren aus denselben Stuhlproben war nur
in 34,1% von 179 untersuchten Stuhlproben positiv. Es wurden keine

Mehrfachinfektionen detektiert.

Die Mikroskopie nach dem Kato-Katz-Verfahren aus im Durchschnitt bis zu 74
Tage éalteren Stuhlproben derselben Probanden war in 51,4% von 179
untersuchten Stuhlproben positiv. In zwei Fallen wurden Mehrfachinfektionen

mit zwei Erregern detektiert. In Abbildung 36 ist dies grafisch dargestellt.

Real-Time-PCR Mikroskopische Verfahren

2

m Einfachinfektionen

Mehrfachinfektionen

Abbildung 36: Haufigkeit von Mono- und Polyparasitismus in RT-PCR und
Mikroskopie ohne Beriicksichtigung von Trichuris trichuria (drei weitere

Koinfektionen in Mikroskopie).
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Tabelle 20: Héufigkeit von Mono- und Polyparasitismus bei den Probanden

nach RT-PCR-Ergebnis (n=179)

Anzahl der Absolute Anzahl Anteil der
Wurmspezies nach RT- an Probanden Probanden in
PCR-Ergebnis (n) Prozent (%)

0 Wurmspezies 76 42,5

1 Wurmspezies 73 40,8

2 Wurmspezies 26 14,5

3 Wurmspezies 4 2,2

Bei etwa 17% der untersuchten Probanden lag ein Polyparasitismus vor. Dabei

waren Infektionen mit zwei Wurmspezies zur selben Zeit am héaufigsten. Bei 20

von 30 Mehrfachinfektionen lag die Kombination Necator americanus +

Schistosomen vor. Bezog man auch die Kato-Katz- sowie MIF-Mikroskopie-

Ergebnisse ein, die zusatzlich Infektionen mit Trichuris trichuria anzeigten, so

ergaben sich folgende Mehrfachinfektionen bei unseren Probanden:

Tabelle 21: Hé&ufigkeit von Mono- und Polyparasitismus bei den Probanden

(n=179) nach Pseudogoldstandardergebnis (inklusive Trichuris trichuria)

Anzahl der Absolute Anzahl Anteil der
Wurmspezies an Probanden Probanden in
nach (n) Prozent (%)
Pseudogoldstandard-
ergebnis
0 Wurmspezies 41 22,9
1 Wurmspezies 82 45,8
2 Wurmspezies 42 23,5
3 Wurmspezies 14 7,8

Aufgliederung der Mehrfachinfektionen

Bei 21% der Mehrfachinfizierten wurde zusatzlich eine HIV-Infektion detektiert.
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4.4 Behandlungserfolge

Zur Bestimmung der Medikamentenwirksamkeit wurden 118  der 179
Probandenstuhle, von denen jeweils das MIF-Mikroskopieergebnis vor und
nach Behandlung bekannt war, mit der RT-PCR-Methode nachuntersucht. Eine
Probe galt als wurmpositiv, wenn eines der beiden Verfahren einen Erreger

nachweisen konnte.

15 Probanden waren nach der Behandlung mit einer Einmaldosis Albendazol

und einer Einmaldosis Praziquantel noch immer wurmpositiv (Tabelle 22).

Die Heilungsraten (Cure Rates) betrugen 75,61% fur Hakenwurminfektionen,
100% fur Askarideninfektionen, 75% fur Strongyloideninfektionen und 90,5% fur
Schistosomeninfektionen. Die Behandlungserfolge samt Cure Rate und
vergleichenden Werten aus der Literatur werden in Tabelle 23 dargestellt. Wie

erwartet waren die EPG im Vergleich zum Vorbesuch gesunken.

Tabelle 22: Persistierende Infektionsfalle nach Behandlung

Hakenwlrmer 10 persistierende Infektionen
(davon ein Proband HIV-pos.)
Schistosomen 4 persistierende Infektionen
(davon ein Proband HIV-pos.)
Strongyloides stercoralis eine persistierende Infektion
Ascaris lumbricoides eine neu aufgetretene Infektion

(Pat. HIV-pos.)

Bei 103 Probanden war die medizinische Therapie demnach erfolgreich.

Mit dem MIF-Verfahren wurden nur vier der flnfzehn persistierenden
Infektionen detektiert. Acht Hakenwurminfektionen blieben mikroskopisch
unerkannt, davon vier, die auch schon vor der Behandlung nicht detektiert
wurden und vier, die vor der Behandlung eine sehr niedrige Eizahl aufwiesen
(2-15 EPG). AulRerdem konnte die Mikroskopie zwei Schistosomeninfektionen

nicht nachweisen, die auch vor der Behandlung nicht entdeckt wurden.
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Tabelle 23: Behandlungserfolge nach einer Einmaldosis Albendazol
Praziquantel

Pravalenz Préavalenz

Wurmspezies vor nach Heilungsraten Heilungsraten in der
Behandlung Behandlung Literatur
(V0) (V1)
72%
. 0
Hakenwirmer 41 10 75,61% (95% CI, 59%-81%)[108]
. 88%
0,
A. lumbricoides 16 0 100% (95% Cl, 79%-93%)[108]
S. stercoralis 4 1 75% 78.7% [109]
Schistosomen 42 4 90,50% 92,90% [110]

Abklrzungen: VO: 1. Besuch im Rahmen der WHIS-Studie (Stuhluntersuchung
und Gabe von Albendazol + Praziquantel); V1: 2. Besuch im Rahmen der

WHIS-Studie (erneute Stuhluntersuchung ca. 6 Wochen nach Behandlung)
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4.5 Helminthen-HIV-Koinfektion

Unter den 179 untersuchten Probanden befanden sich 47 HIV-positive
Personen zwischen 19 und 61 Jahren, darunter 18 Manner und 29 Frauen. 33
dieser Probanden waren gleichzeitig mit einer oder mehreren Wurmspezies
koinfiziert (Tabelle 10 u. Abbildung 37). Bei allen Koinfizierten lagen laut WHO-
Richtwerten leichte Infektionen vor. Polyparasitismus trat bei HIV-Positiven
(37% Mischinfektionen) nicht haufiger als bei HIV-Negativen (43%
Mischinfektionen) auf.
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Abbildung 37: Erregerspektrum der 47 HIV-positiven Probanden

Die y-Achse gibt die Zahl der Probanden wieder, die neben einer HIV-Infektion
mit  einem oder mehreren Erregern (x-Achse)  koinfiziert  sind.
HW=Hakenwiirmer, = Schisto=Schistosomen,  Trichuris=Trichuris  trichuria,
Ascaris=Ascaris lumbricoides, Negative: mit keinem der vorher genannten
Erreger infiziert; Infektionsstatus nach Pseudogoldstandard (Kombination der
RT-PCR, KK- und MIF- Ergebnisse)
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Der mittlere CT-Wert der HIV-Schistosomen-Koinfizierten lag mit 25,8 etwas
niedriger als bei den Schistosomen-Positiven, aber HIV-Negativen (CT: 26,4)
(Abbildung 38). Der Unterschied ist statistisch nicht signifikant (p-Wert: 0,682).
Die durchschnittliche Eizahl pro Gramm Stuhl bei den 13 HIV-Schistosomen-
koinfizierten betrug 107,5, wahrend sie bei den 39 HIV-negativen, aber

Schistosomen-positiven Probanden bei 102,3 lag.
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Abbildung 38: Bei Schistosomeninfektionen korreliert der CT-Wert nicht
mit dem HIV-Infektionsstatus
Gezeigt ist ein Vergleich der CT-Werte HIV-positiver (HIV+; Median: 25,78) und

HIV-negativer (HIV_; Median: 26,39) Probanden. Die statistische Auswertung
erfolgte mit dem Mann-Whitney-U-Test.
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4.6 Zusammenfassung der Ergebnisse und Schlussfolgerungen

- Die RT-PCR sowie die DNA-Extraktion aus Stuhlproben konnten erfolgreich
am MMRC-Labor in Mbeya etabliert werden und erbrachten laut interner und
externer Qualitatskontrollen valide Ergebnisse.

- Im direkten Vergleich zeigte die RT-PCR eine deutlich héhere Sensitivitat
gegenuber den mikroskopischen Verfahren bei der Detektion von
Hakenwirmern und Schistosomen. Die Sensitivitdt bei der Detektion von
Askariden fiel fir die RT-PCR im Vergleich etwas geringer aus (Abb. 28 u. 29).

- Die Ubereinstimmung zwischen den einzelnen Untersuchungsverfahren fiel je

nach Spezies nur gering bis mittelmafiig aus (Tbl. 12).

- Mit der RT-PCR wurden zahlreiche Mischinfektionen nachgewiesen, die in der
Mikroskopie unentdeckt blieben (Abb. 36). Haufig lag ein Polyparasitismus mit

Hakenwirmern und Schistosomen vor.

- Bei Hakenwurminfektionen war in der Region Mbeya ausschliel3lich Necator

americanus als Erreger nachweisbar.

- Ein niedriger CT ging tendenziell mit einer hoheren Eizahl (=groReren
parasitaren DNA-Menge) einher und vice versa (Abb. 32-35).

- Bei falsch-negativen RT-PCR-Proben waren die EPG geringer und bei falsch-

negativen Mikroskopieproben der CT hoher (siehe 4.2.2.2).

- Bei 87% der Probanden war laut RT-PCR die Therapie mit einer Einmaldosis
Albendazol + Praziguantel erfolgreich (Thl. 22 u. 23). Die MIF-Mikroskopie

konnte nur etwa ein Viertel der Therapieversager identifizieren.

- Polyparasitismus trat bei HIV-Positiven (37% Mischinfektionen) nicht haufiger
als bei HIV-Negativen (43% Mischinfektionen) auf und es konnte kein starkerer
Wurmbefall bei HIV-Positiven nachgewiesen werden (siehe 4.5).

- HIV-Positive schieden im Durchschnitt minimal mehr Schistosomeneier pro

Gramm Stuhl aus, als Nichtinfizierte (siehe 4.5).
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5 Diskussion

Die bisherigen Diagnostikverfahren zur Detektion von Helmintheninfektionen
sind fur die Bestimmung des tatséachlichen Infektionsstatus und der Wurmlast
nicht adaquat geeignet [19]. Sensitive und quantitative Methoden werden
jedoch auf Grund zahlreicher, grof3angelegter Interventionsprogramme zur
Kontrolle und Einddmmung von Helminthosen und damit sinkenden
Pravalenzen und Infektionsintensitaten dringend bendétigt [11]. Auch zur
Uberprifung der Wirksamkeit verfligbarer Medikamente und zum Aufdecken

aufkommender Medikamentenresistenzen sind sie unerlasslich [3].

Ein Ansatz hierzu ist eine an der Universitat Leiden entwickelte Multiplex-Real-
Time-PCR zur gleichzeitigen Detektion verschiedener Soil-Transmitted-
Helminths und Schistosomen in Stuhlproben [13, 14]. Bisher ist unklar, ob diese
RT-PCR in der Praxis wirklich das sensitivere Verfahren gegentber der
klassischen Mikroskopie darstellt; insbesondere bei den immer haufiger

werdenden, leichten Infektionen.

Es erscheint daher notwendig, diese neuen PCR-Protokolle in verschiedenen
endemischen  Gegenden unter unterschiedlichen  epidemiologischen
Fragestellungen zu validieren, bevor sie grof3flachig und eventuell als neuer

Goldstandard zur Anwendung kommen kénnten.

Daher war das Ziel dieser Untersuchung, die publizierten PCR-Protokolle im
eigenen Labor zu etablieren und anhand eigener Versuchsreihen zu evaluieren.
Neben den anderen Laborbedingungen in Mbeya, waren auch das
Endemiegebiet und das Probandenkollektiv ein anderes als das niederlandisch-

malaysische und somit auch die Pravalenz und Verteilung der Wurmspezies.

Zur Bestimmung der Sensitivitat testeten wir die RT-PCR im direkten Vergleich
mit der Mikroskopie. Zudem ermittelten wir erstmals mit Hilfe der RT-PCR die
Wirksamkeit einer Einmaldosis der, von der WHO empfohlenen und breit
angewandten Wurmtherapeutika Albendazol gegen STHs und Praziguantel
gegen Schistosomen und untersuchten zuletzt auch Besonderheiten bei HIV-

Helminthen-koinfizierten Probanden.
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5.1 Diskussion der Untersuchungsmethoden und -materialien

Die Probensammlung und Datenerhebung fur unsere Untersuchung erfolgte im
Rahmen der Studie WHIS, die von Juni 2009 bis April 2013 in Mbeya,
Tansania durchgefuhrt wurde. 2011 untersuchten wir von den zu diesem
Zeitpunkt 289 registrierten WHIS-Teilnehmern 179 kryopreservierte Baseline-
Stuhlproben mit der RT-PCR und verglichen die Ergebnisse anschlieZend mit
denen der MIF-Mikroskopie. Da die Ergebnisse der MIF-Mikroskopie allein nicht
aussagekréaftig waren, verglichen wir die Real-Time-Ergebnisse aul3erdem mit
den im Rahmen von EMINI mit der Kato-Katz-Methode erhobenen Ergebnissen

aus ein bis vier Monate alteren Stuhlproben derselben 179 Probanden.
5.1.1 Studienpopulation

Die Probanden fur die WHIS-Studie wurden nach ihren Kato-Katz-
Mikroskopieergebnissen und ihrem HIV-Status aus der vorangegangenen
EMINI-Studie ausgewahlt. Diese Vorgehensweise verlieh der Kato-Katz-
Methode eine vermeintliche Starke im Sensitivitatsvergleich mit der Real-Time-
PCR. Uber die Pravalenz der einzelnen Wurmspezies, deren Verteilung in den
neun Untersuchungsgebieten sowie deren Geschlechterspezifitdt und
Altersabhangigkeit lassen sich auf Grund der Vorselektion keine Aussagen

treffen.

Unser Probandenkollektiv war gro3er (179 vs. 77 Probanden) als das
malaysische Kollektiv von Verweij et al., an dem die Multiplex-RT-PCR zur
gleichzeitigen Detektion von N. americanus, A. duodenale, S. stercoralis und A.
lumbricoides im Jahr 2011 erstmals getestet wurde [14]. Allerdings hatte
Verweij bereits im Jahr 2007 in Ghana 339 Probanden mit einer &hnlichen
Multiplex-RT-PCR fur die zwei Hakenwurmspezies und Oesophagostomum
bifurcum untersucht und die Ergebnisse mit denen der Stuhlmikroskopie

verglichen [8].

Es wurde versucht, die WHIS-Teilnehmer gleichmaRig aus allen neun Gebieten
zu rekrutieren, was aber aufgrund der ungleichen Verteilung von HIV- und
Helmintheninfektionen im Studiengebiet nur bedingt mdglich war. Obwohl die

Zahl an HIV-Helminthen-Koinfektionen geringer ausfiel als erwartet, unterschied
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sich unser Kollektiv von anderen Helminthenstudien durch den grol3en Anteil
HIV-positiver Probanden von 26,3%.

Korperliche Untersuchung, Laboruntersuchungen

Zusatzlich zum HIV-Status und den gesammelten Stuhlproben, wurde von allen
Probanden auch ein koérperlicher Untersuchungsbefund erhoben und im Blut
nach einem IgE-Anstieg sowie einer Eosinophilie, einer h&aufigen klinischen
Begleiterscheinung, gefahndet. Es ware interessant, diese Parameter in
weiteren Arbeiten zu den Mikroskopie und RT-PCR-Ergebnissen in Bezug zu

setzen.
5.1.2 Probenqualitat

Die Qualitat und Beschaffenheit der untersuchten Proben fiel sehr divers aus,
hatte aber nur in wenigen Féallen Einfluss auf die Beurteilbarkeit und das
Ergebnis. Teilweise wurde weniger als 1 g Stuhl eingefroren, sodass die
Wabhrscheinlichkeit, dass Wurmeier oder -larven in der Probe enthalten waren,

sank, da diese inhomogen im Stuhl verteilt sind.

Stuhlproben von Probanden mit Diarrhd waren teilweise zu wassrig, um mit
dem Mikroskop untersucht zu werden. Auch sehr dunkler Stuhl, der durch Blut
oder Nahrungsbestandteile verfarbt war, konnte mikroskopisch nicht beurteilt
werden. Dies traf jedoch nur in insgesamt vier Féllen zu, die im Ergebnisteil
nicht bewertet wurden, da auf Grund der fehlenden Ergebnisse kein

Verfahrensvergleich moglich war.
5.1.3 Mikroskopie
Tagesabhangige Eiausscheidung

Problematisch ist die stark variierende Anzahl an ausgeschiedenen Eiern am
Tag [72-74]. So kénnen trotz vorliegender Infektion an manchen Tagen keine
bzw. nur sehr wenige Wurmeier im Stuhl nachzuweisen sein. Mdoglicherweise
ist so die ausgepragte Diskordanz zwischen EMINI- und WHIS-Stuhlproben zu
erklaren, da die Proben an zwei verschiedenen Tagen mit einem Abstand von
1-4 Monaten gesammelt wurden. Verweij et al. postulieren, dass die Wurm-

DNA wesentlich konstanter im Stuhl nachweisbar sei [8].
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Es ist moglich, dass wir einen Teil der Stuhlprobe untersucht haben, der nicht
mit Eiern inkubiert war, obwohl beim Probanden eine Wurminfektion vorlag, da

Wurmeier nicht homogen in der Stuhlprobe verteilt sein missen.

Eine Schwache unserer Studie war, dass wir nur eine Stuhlprobe pro Proband
untersuchten. Um validere Aussagen treffen zu kbnnen, wéare die Untersuchung
mehrerer Stuhlproben eines Probanden, die an verschiedenen Tagen

gesammelt wurden, sinnvoll gewesen.

Knopp et al. zeigten deutlich, dass die Untersuchung mehrerer Stuhlproben pro
Proband sinnvoll ist: Bei drei untersuchten Stuhlproben desselben Probanden
stieg die Sensitivitat fur die Detektion von Hakenwirmern, T. trichuris und S.
stercoralis schon auf Uber 90%. Berechnungen zufolge, missten in Gegenden
mit vorrangig leichten Infektionen fur A. lumbricoides mindestens drei
Stuhlproben, fir Hakenwirmer, S. stercoralis und T. trichuris sogar bis zu 20
Stuhlproben untersucht werden, um weniger als 1% falsch-negative Diagnosen
zu erhalten [111]. Diese hohe Zahl ist aufgrund des hohen Kosten- und
Zeitaufwandes vor allem im Rahmen Klinischer Studien nicht praktikabel. Laut
Kongs et al. sei die Variation zwischen den einzelnen Objekttragern einer
Stuhlprobe, verglichen zur Tagesvariabilitat und  wurmspezifischen

Unterschieden, eher gering [74].

Einfluss der Labormitarbeiter auf die Ergebnisse

Da unsere Labormitarbeiter meist bis spat am Abend mikroskopierten, um die
Proben, die tagstber in den Untersuchungsgebieten gesammelt wurden,
mdoglichst frisch zu untersuchen, konnte Ubermidung eine Fehlerquelle
darstellen. Teilweise wurden an einem Abend fir die Studien WHIS und EMINI
bis zu 100 Stuhlproben von zwei Labormitarbeitern mit der Kato-Katz- oder
MIF-Methode vorbereitet, mikroskopiert und ausgewertet. Durch Mudigkeit der
Untersucher konnte es zum Ubersehen von Wurmeiern oder —larven,
Fehlinterpretationen des Gesehenen oder zur Verwechslung von Proben
gekommen sein. Teilweise waren mehrere Beschriftungsschritte auf

unterschiedlichen Aufbewahrungs- und Untersuchungsmaterialien notwendig
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und kénnen Verwechslungen provoziert haben. Dennoch gingen wir statistisch

von einer angenommenen Spezifitat von 100% aus.
Faktor Zeit bei der Mikroskopie von Hakenwirmern

Dacombe et al. zeigten, dass die Sensitivitat der KK-Methode bei der Detektion
von Hakenwurmeiern um 50% abnahm, sobald Praservierung und Kuhlung der
Proben mit einer Verzogerung von mehr als drei Stunden durchgefihrt wurden.
Da viele der Proben, zwar gekiihlt aber nicht weiter konserviert, erst nach vier
bis 24 Stunden vom Feld ins Labor gebracht wurden, darf angenommen
werden, dass die Sensitivitat bei der mikroskopischen Detektion von
Hakenwurminfektionen hierdurch geringer ausfiel. Zudem lysieren die fragilen
Hakenwurmeier, wenn Proben nicht innerhalb von 30 Minuten nach der

Erstellung eines Kato-Katz-Objekttragers untersucht werden [60].
5.1.4 Real-Time-PCR
DNA-Isolation mittels des Qiagen Mini Kits

Die DNA-Isolation aus eingefrorenem Stuhl mittels des Qiagen Mini Kits erwies
sich fur unsere eingefrorenen Proben als sehr gut geeignet. Deswegen wurde

bei allen weiteren Untersuchungen dieses Verfahren angewandt.

Im Rahmen einer externen Qualitatskontrolle an der Universitat Leiden wurden
sogar 100% der mit dem Qiagen Mini Kit extrahierten DNA detektiert.

Primer- und Sondenauswahl

Die verwendeten Primer wurden Publikationen Jaco J. Verweijs et al.
entnommen, da sie eine sehr hohe Spezifitat fir die einzelnen Erreger

aufweisen [13, 14].

Eine Ausnahme stellen hierbei die Primer und Sonden des Hakenwurmes
Ancylostoma duodenale fur die IT2 Sequenz dar, da diese nicht nur
Ancylostoma duodenale amplifizieren und detektieren, sondern auch
Ancylostoma ceylanicum, der normalerweise Hamster, Hunde oder Katzen
beféllt, jedoch potenziell humanpathogen ist. Bei Vorliegen einer Infektion mit
Ancylostoma ceylanicum kann es so zu Amplifikationen und falsch-positiven

Ergebnissen kommen [14].
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In der Region Mbeya scheint A. duodenale jedoch nicht endemisch zu sein. Bei
allen mit Hilfe der RT-PCR detektierten Hakenwurminfektionen war
ausschlie8lich Necator americanus als Erreger nachweisbar. Auch in der
normalen PCR mit anschlieRender Gelelektrophorese konnte A. duodenale nie
nachgewiesen werden. Die von Dr. Jaco Verweij in Leiden nachuntersuchten

Proben enthielten ebenfalls nur DNA des Hakenwurms N. americanus.

Die A. duodenale Positivkontrolle zeigte keine deutliche Amplifikationskurve.
Eventuell war die Sonde defekt. Seit meiner Abreise aus Mbeya sucht die
Multiplex-RT-PCR nun anstelle von A. duodenale nach Schistosomen, die zuvor

mit einer Singleplex-RT-PCR detektiert wurden.

In Ostafrika konnten mit den herkémmlichen Verfahren bisher beide
Hakenwurmspezies nachgewiesen werden. N. americanus trat dabei

zahlenmalig vorherrschend auf [112].

Alle Real-Time-PCR-Durchlaufe wurden mit der Rotorgene 6000 durchgefihrt.
Die Ergebnisse sind daher zunéchst nur auf diesen Thermocycler anzuwenden,
obwohl es wahrscheinlich erscheint, dass sie sich auch auf andere Systeme
Ubertragen lassen. Die Reliabilitat des Real-Time-PCR-Algorithmus wurde auf
Grund finanzieller und zeitlicher Limitationen in dieser Arbeit nicht Uberpruft.
Jede isolierte DNA-Probe wurde nur einmal mit Hilfe der Rotorgene 6000

analysiert und im Anschluss mit der Mikroskopie verglichen.
Kontamination und Inhibition

Aufgrund der hohen Sensitivitdt der RT-PCR besteht eine ausgepragte
Anfalligkeit fir DNA-Kontaminationen, die falsch-positive Ergebnisse bedingen

koénnen.

Um Kontaminationsfreiheit zu garantieren, fugten wir zu jedem Reaktionsansatz
als Negativkontrolle Wasser hinzu. Bei allen untersuchten Proben fand keine
Amplifikation in der H,O-Kontrolle statt. Dass unsere Ergebnisse nicht auf
Kontaminationen zurlckzufihren waren, bestatigte zudem die Tatsache, dass
wir die gleiche Wurmspezies nach etwa sechs Wochen in einer zweiten

Stuhlprobe des Probanden bei Therapieversagen erneut detektierten.



Diskussion

94

Hemmende Substanzen koénnen den DNA-Extraktionsprozess oder den
Amplifizierungsprozess behindern und so zu falsch negativen Ergebnissen
fuhren. Da PhHV-1 als Kontrolle flr den DNA-Extraktionsprozess aus
Stuhlproben eingesetzt wurde, kénnen wir mit relativer Sicherheit ausschliel3en,
dass hemmende Substanzen vorhanden waren und falsch-negative Ergebnisse

bedingten.

Um auch eine Inhibition des PCR-Laufs an sich zu kontrollieren, lieBen wir in
jedem Durchgang Positivkontrollen der einzelnen Organsimen mitlaufen. Mit
Ausnahme von A. duodenale waren die Positivkontrollen in allen Laufen positiv,

sodass wir eine Inhibition wéahrend der Amplifikation ausschliel3en kénnen.

Die Kontrolle fur Ancylostoma duodenale zeigte ein Rauschen anstelle einer
deutlichen Amplifikationskurve. Es ist nicht auszuschliel3en, dass die Sonde

defekt war.
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5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Externe Validierung

19 am MMRC aus Stuhl extrahierte DNA-Proben wurden bei Raumtemperatur
zur Universitat Leiden transportiert und dort nachuntersucht. Die Ergebnisse
entsprachen zu 98% den unseren. Die Universitéat Leiden konnte lediglich zwei
zusatzliche Schistosomeninfektionen mit einem hohen CT > 36 nachweisen. Es
konnte sich dabei um sehr leichte Infektionen gehandelt haben, da ein hoher
CT mit einer niedrigen Menge parasitarer DNA einhergeht und umgekehrt [14].

Die externe Qualitatskontrolle zeigt, dass das neu etablierte Verfahren

vergleichbare, reproduzierbare Ergebnisse hervorbringt.
5.2.2 Interne Validierung anhand eines Methodenvergleiches

Zunachst verglichen wir die drei Verfahren MIF, KK und RT-PCR mit einem
Pseudogoldstandard aus der Kombination aller drei Verfahren. Detektierte eines
der Verfahren Askariden, Schistosomen oder Hakenwirmer, galt die Stuhlprobe

als echt-positiv.

Danach verglichen wir die einzelnen Verfahren direkt miteinander und

berechneten die jeweilige Sensitivitat in %.

Auch Verweij et al., Khieu et al. und Knopp et al. untersuchten die Sensitivitat
der RT-PCR anhand eines direkten Vergleiches mit der Mikroskopie und
anhand eines Pseudogoldstandards, der aus einer Kombination der einzelnen
Verfahren, der PCR eingeschlossen, hervorging. Khieu et al. suchten in einer
2013 in Kambodia durchgefiihrten Studie mit der RT-PCR jedoch nur nach
Hakenwirmern  und  Strongyloides  stercoralis und  nicht  nach
Askarideninfektionen [89]. Auch Knopp et al. suchten 2012 bei einer nur
geringen Zahl Infizierter lediglich nach Hakenwirmern und Strongyloides

stercoralis [113].

Eine grol3e Schwache unserer Studie ist, dass wir die RT-PCR mit dem
mikroskopischen  MIF-Verfahren verglichen, welches erst kurz vor
Studienbeginn am Labor eingefihrt worden war. Vermutlich waren die

Mitarbeiter noch nicht ausreichend vertraut mit der Methode, sodass ihre
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Sensitivitéat sehr gering ausfiel und die RT-PCR zugleich stéarker erschienen
liel3.

5.2.2.1 Verfahrensvergleich mit und ohne Goldstandard

Die Sensitivitat der RT-PCR betrug bei den 179 auf Hakenwirmer, Askariden
und Schistosomen untersuchten Probanden gemessen am
Pseudogoldstandard 83,6%, 51,4% und 82,6% (Abbildung 29).

Die Sensitivitat fir Hakenwirmer lag damit etwas héher als bei einer spéter von
Knopp et al. am MMRC durchgefuhrten Studie mit 219 analysierten Stuhlproben
und einer RT-PCR-Sensitivitat fur Hakenwtrmer von 73,6% [113]. Schér et al.
ermittelten in einer 2013 publizierten Studie mit 218 Schulkindern eine
Sensitivitat von 79% [114].

Insgesamt wies die RT-PCR in unserer Untersuchung 2,2 mal mehr Infektionen

als MIF und 1,4 mal mehr Infektionen als die KK-Mikroskopie nach.

Verweij et al. beziffern die Sensitivitat ihrer RT-PCR im direkten Vergleich mit
der Mikroskopie auf bemerkenswerte 100% fur Hakenwirmer, Askariden,
Schistosomen und Strongyloiden und postulieren eine achtmal so hohe
Detektionsrate gegeniber der KK-Mikroskopie. Diese Ergebnisse erbrachte
eine 2007 in Ghana durchgefiihrte Studie mit 339 Probanden. Die ghanaischen
Studienteilnehmer wiesen mit einem Median von 720 EPG hohere
Hakenwurmeizahlen und damit starkere Infektionen auf als unsere Probanden,
mit einem Median von nur 144 EPG [8].

Eine prinzipielle Starke unserer Studie gegenuber der von Verweij et. al ist die
hohe Anzahl an leichten Infektionen und an asymptomatischen, Mikroskopie-
negativen Probanden. In seine Studie wurden nur symptomatische Probanden
eingeschlossen, bei denen schwerere Infektionen vorlagen. Dies kdnnte die von

ihm ermittelte sehr hohe Sensitivitat erklaren.

Die Kato-Katz-Mikroskopie wies in unserem Verfahrensvergleich eine
Sensitivitat fur Hakenwurminfektionen von 57,1% auf. Verweij et al. ermittelten
2007 eine Sensitivitat von 81% fur das KK-Verfahren [8] und Glinz et al. 2008
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eine sehr geringe von nur 22,6% [56] bei 112 untersuchten Stuhlproben von
Schulkindern aus Azaguié-IRFA an der Elfenbeinkiiste. Eine 2009 von Becker
et al. durchgefuhrte Untersuchung mit 292 Probanden aus Lélébé an der

Elfenbeinklste ergab eine Sensitivitat der KK-Mikroskopie von 69,1% [18].

Die Sensitivitdt des KK-Verfahrens fir die Detektion von Askarideninfektionen
lag in unserer Untersuchung bei 71,4% und die von Schistosomen bei nur
47,8%. Glinz et al. ermittelten an der Elfenbeinkiste fur die KK- Methode eine
ahnliche Sensitivitat fir Askariden von 68,8%, aber eine hohere fir

Schistosomeninfektionen von etwa 77,4% [56].

Da wir keine spezifische mikroskopische Methode zur Detektion von S.
stercoralis anwandten und somit auch kein Verfahrensvergleich mdglich war,
kann die Eignung der RT-PCR fir diesen Erreger in dieser Studie nicht ermittelt

werden.
5.2.2.2 Ubereinstimmung der Verfahren und einflussnehmende Faktoren

Die Ubereinstimmung der Verfahren untereinander wurde zum einen in Prozent
und zum anderen mit Hilfe des Cohen Kappa Quotienten nach Landis
angegeben (siehe 3.2.4). Die Ubereinstimmung fiel dabei nur gering bis
mittelmafig aus.

Wahrend die Konkordanz zwischen RT-PCR und KK-Methode in der 2007 von
Basuni und Verweij et al. in Ghana durchgefiihrten Studie fur Hakenwirmer noch
bei 99,5% lag [8], ergab eine zwei Jahre spater durchgefuhrte Studie in Malaysia
eine Konkordanz von nur noch 3%. Basuni et. al erwahnen, dass diese
Diskrepanz durch eine zwischenzeitliche Behandlung zustande gekommen sein
konnte, die sie nicht sicher ausschlieRen kénnten oder durch falsch-positive
Proben in der RT-PCR, die ohne einen wirklichen Goldstandard nicht

auszumachen seien [14].

Im Folgenden sind einige Erklarungsansatze fur die ausgepragte Diskordanz

zwischen unseren angewandten Verfahren aufgefthrt.

Mogliche Ursachen fiir falsch negative Ergebnisse auf Seiten der Mikroskopie,
sowie der RT-PCR konnten gewesen sein: geringe Eiausscheidung und damit

erschwerte Detektierbarkeit bei Immunschwéche, Autoinfektion, tagesvariable
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Eiausscheidung oder vorliegende leichte Infektion oder eine schlechte

Sensitivitat der angewandten diagnostischen Verfahren.

Da die Kato-Katz-Ergebnisse teilweise aus mehrere Monaten é&lteren
Stuhlproben erhoben wurden, kénnte es sich bei den wurmpositiven RT-PCR-,
aber wurmnegativen KK-Ergebnissen selbstverstandlich um Neuinfektionen
gehandelt haben. Bei Ascaris lumbricoides erscheinen 60-70 Tage nach
Neuinfektion die ersten Eier im Stuhl. Bei den Hakenwirmern geschieht dies 5-
7 Wochen nach der Infektion und ist stark abhéngig von der Zahl an Parasiten,
mit der der Mensch infiziert ist. Bei Strongyloides stercoralis zeigen sich nach
einem Monat die ersten Larven im Stuhl. Bei den Schistosomen betragt die
Inkubationszeit im Durchschnitt einen Monat, variiert aber stark zwischen 23 bis
zu 73 Tagen [35]. AuBerdem konnten Probanden in der Zwischenzeit
eigenstandig Wurmtherapeutika eingenommen haben und dies im Fragebogen
nicht angegeben haben. Die RT-PCR konnte dann folglich in der im Rahmen

von WHIS kollektierten Stuhlprobe keine Erreger mehr nachweisen.

Da die EMINI- und WHIS-Stuhlproben an verschiedenen Tagen gesammelt
wurden, konnte auch die tagesvariable Eiausscheidung die ausgepragte
Diskordanz zwischen KK und RT-PCR im Verfahrensvergleich erklaren.

Die geringe Sensitivitat der RT-PCR fur Askarisinfektionen von nur 54,3% deckt
sich mit Resultaten einer 2012 von Basuni et al. publizierten Studie, in der drei
Askarisinfektionen nur von der Mikroskopie, nicht aber von der RT-PCR
detektiert werden konnten. In zwei Fallen war die RT-PCR hier negativ, in
einem detektierte sie anstelle der Askarisinfektion einen Befall mit N.
americanus [115]. In unserer Untersuchung wurden sogar in fast der Halfte der
16 nur von der KK-Mikroskopie detektierten Askaridenfélle von der RT-PCR
andere Erreger nachgewiesen. Teilweise lagen sogar Mehrfachinfektionen mit
N. americanus und Schistosomen vor. Die Ubrigen RT-PCR-Negativproben
konnten auf eine beschadigte DNA (Transport, Lagerung) oder die
tageseabhéngig variierende Eiausscheidung zurlckzufihren sein. Die
Detektion anderer Erreger auf Verwechslungen durch Ubermidung der
Mikroskopisten oder die hdhere Sensitivitdt der RT-PCR fur Schistosomen und

N. americanus.
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5.2.2.3 Zusammenhang zwischen Eizahl/CT und Detektierbarkeit

Obwohl in Fallen von Diskordanz haufiger die RT-PCR mit ihrer Diagnose
richtig lag, kam es auch vor, dass nur die Mikroskopie einen Erreger detektierte,

der in der RT-PCR nicht nachweisbar war.

In Stuhlproben, in denen nur die KK-Mikroskopie, nicht aber die RT-PCR
Schistosomen nachweisen konnte, waren die gezahlten EPG signifikant
(p=0,0072) niedriger als in Proben, in denen beide Verfahren den Erreger
detektieren  konnten  (Abbildung 31). Auch fir Askariden- und
Hakenwurminfektionen zeigte sich diese Tendenz deutlich, war jedoch nicht

signifikant.

Bei Basuni und Verweij et al. wurde 2011 keine Infektion ausschlief3lich in der

Mikroskopie nachgewiesen [14].

Verweij et al. beschrieben, dass mit der Real-Time-PCR die Starke einer
Infektion bestimmt werden kénne, da die Fluoreszenz proportional zur Menge
der PCR-Produkte zunehme. Dass also groRere Mengen an parasitarer DNA
(i.e. starkere Infektionen) zu niedrigeren CT-Werten fihren als kleinere Mengen
Nukleinséduren bei leichteren Infektionen [8]. Diese Tendenz bestatigte sich bei
uns, allerdings nicht immer signifikant. Dies kann auf die geringe
Probandenzahl zuriickzufiihren sein. Teesdale et al. schrieb 1985, dass die
mikroskopische Detektionsgrenze bei 50-100 EPG lage [67].

Bei falsch negativen RT-PCR-Proben waren die EPG geringer und bei falsch
negativen Mikroskopieproben der PCR-Cycle Threshold hoher.

Die nur in der RT-PCR positiven Hakenwurminfektionen wiesen einen
signifikant hoheren CT-Wert (i.e. niedrige DNA-Menge) auf (p-Wert: 0,0082),
was die hohe Sensitivitat der RT-PCR bei leichten Infektionen unterstreicht, die
mit der MIF- und KK-Methode tbersehen wurden (siehe Abbildungen 32 und
33).

Mit der RT-PCR wurden aber auch einige leichte Infektionen Gbersehen. In
diesen falsch-negativen Proben waren die mittleren EPG deutlich; aber nicht
signifikant niedriger als mit der PCR als echt-positiv deklarierten Stuhlproben.
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Falsch-negative PCR-Ergebnisse koénnten durch die geringe untersuchte
Stuhlmenge und die inhomogene Verteilung von Eiern im Stuhl erklart werden.
Die Tatsache, dass bei fast allen Probanden leichte Infektionen mit geringen
EPG im Stuhl vorlagen unterstreicht diese Uberlegung. Bei der KK-Methode
wurden 41,7 mg, bei MIF 1 g und bei der RT-PCR nur 2,5 mg Stuhl untersucht.
Aufgrund der groBeren Stuhlmenge, hatte das MIF-Verfahren sensitiver sein
missen. Eine weiterfihrende Untersuchung zur Bestimmung der optimalen
Stuhlmenge fur die DNA-Extraktion ware sehr sinnvoll. Wahrend KK und MIF an
den relativ frischen Stuhlproben durchgefuhrt wurden, wurden die Stuhlproben
fur die PCR 2-3 Jahre lang eingefroren, wodurch es zum DNA-Verfall

gekommen sein kbénnte.

Die PCR detektierte viele Falle, die die Mikroskopie nicht identifizierte. In denen
war auffallig, dass sie einen hohen CT und viele Mehrfachinfektionen

aufwiesen.

Die falsch-negativen Falle in der PCR scheinen nicht auf eine Inhibition
wahrend der Extraktion oder des PCR-Laufes zurlckzugehen, da alle
Kontrollen normgerecht amplifiziert und detektiert wurden. Es ist nicht
auszuschlieen, dass in der Mikroskopie Stuhlbestandteile mit Eiern

verwechselt wurden oder es zu Probenverwechslungen gekommen ist.

In Anbetracht der Ergebnisse ist anzunehmen, dass KK, MIF und RT-PCR bei
leichten Infektionen (geringe Eizahl und DNA-Menge im Stuhl) an Sensitivitat
verlieren. Fur die KK-Methode wurde das bei Knopp et al. schon 2009
beschrieben [75].
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5.2.3 Mehrfachinfektionen

Oftmals liegt bei Wurminfizierten ein Polyparasitismus vor, bei dem der
Betroffene  zu einem bestimmten Zeitpunkt mit mehr als nur einer
Wurmspezies infiziert ist [29]. In Studien stellte sich heraus, dass Personen mit
multiplen Infektionen haufig schwerere Infektionen mit h6heren EPG aufwiesen
[31]. In unserer Untersuchung ergaben sich hierauf keine Hinweise. Es lagen
nur leichte Infektionen vor und Probanden mit Polyparasitismus wiesen keine
hoheren Eizahlen auf als Probanden mit Einzelinfektionen. Vermutlich zeichnen
sich solche Tendenzen eher bei gréReren Probandenzahlen und in Gebieten
mit schweren Infektionen ab, in denen nicht regelmallig mit Anthelmintika
behandelt wird, wie es in der Region Mbeya der Fall ist.

Mit der RT-PCR wurden zahlreiche Mischinfektionen nachgewiesen, die in der
Mikroskopie unentdeckt blieben. Bei etwa 17% der untersuchten Probanden lag
ein Polyparasitismus vor. Die RT-PCR detektierte 30 Falle, die KK-Mikroskopie
nur 2, MIF keine. Dabei waren Infektionen mit zwei Wurmspezies zur selben
Zeit am haufigsten. Bei 20 von 30 Mehrfachinfektionen lag die Kombination

Necator americanus + Schistosomen vor.

Khieu et al. fanden in einer 2013 durchgefuhrten Studie in Kambodia zum
Vergleich bei 12,8% von 218 untersuchten Schulkindern Mehrfachinfektionen

mit Hakenwirmern und Strongyloides stercoralis [89].

Ein Problem der RT-PCR ist das eingeschrankte Erregerspektrum, sodass
Koinfektionen mit weiteren Helminthen oder anderen Erregern bei unseren
Probanden nicht auszuschlielen sind. So konnten mit der Mikroskopie in 26

Fallen zuséatzliche Infektionen mit Trichuris trichuria nachgewiesen werden.

Borkow et al. zu Folge sollen multiple Infektionen durch ihren
immunmodulierenden Effekt den Menschen anfélliger fur andere Infektionen wie
Malaria und HIV machen [4]. Bei 21% unserer Mehrfachinfizierten wurde
zusatzlich eine HIV-Infektion detektiert. Zur wahren Pravalenz von HIV bei
Mehrfachinfizierten kann diese Studie jedoch aufgrund der Vorselektion der
Probanden nach ihrem HIV-Status und ihrem KK-Mikroskopieergebnis keinen

Aufschluss geben.
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5.2.4 Behandlungserfolge

Ein Ziel unserer Studie war es, die Wirksamkeit einer Einmaldosis Albendazol
bzw. Praziquantel zu testen, da diese von der WHO breit gegen STH und
Schistosomen angewendet werden und bisher Studien fehlen, bei denen die
Wirksamkeit mit Hilfe der RT-PCR ermittelt wurde.

Bei 87% der 118 nachuntersuchten Probanden war die Therapie mit einer
Einmaldosis Albendazol + Praziquantel laut RT-PCR erfolgreich. Die MIF-

Mikroskopie konnte nur etwa ein Viertel der Therapieversager identifizieren.

Die Heilungsraten (Cure Rate) betrugen 75,6% fur Hakenwurminfektionen,
100% fur Askarideninfektionen, 75% fur Strongyloideninfektionen und 90,5%
fur Schistosomeninfektionen. Bis auf die Heilungsrate fir Askariden decken
sich diese Werte mit Heilungsraten aus der Literatur, die mit Hilfe des Kato-

Katz-Verfahrens ermittelt wurden:

Nach einer Einmaldosis Albendazol ermittelten Keiser et al. eine CR bei
Hakenwirmern von ca. 72% und eine CR bei Askarideninfektionen von 88%
[108]. Knopp et al. hingegen von 61,2% und 91,3% [116]. Laut einer Studie von
Nontasut et al. liegt die CR bei Strongyloideninfektionen bei etwa 78% [109].
Stete et al. berichtete nach einer Einmaldosis Praziquantel bei vorliegender
Schistosomeninfektion von einer CR von 92,9% [110].

In den genannten Studien wurde die CR mit mikroskopischen Verfahren, meist
der KK-Methode, ermittelt. Dabei wurden teilweise mehrere Stuhlproben von
verschiedenen Tagen oder zumindest eine grol3ere Menge Stuhl eines Tages

untersucht.

In diesem Zusammenhang konnten wir zeigen, dass die Real-Time-PCR ein
zuverlassiges Mittel ist, um leichte Infektionen, die nach einer Einmaldosis
Albendazol und Praziquantel bestehen bleiben kénnen, zu detektieren. Auch
die Tatsache, dass wir bei Therapieversagen den gleichen Wurm in einer
zweiten Stuhlprobe des Probanden erneut detektierten, veranschaulicht die
hohe Sensitivitat der RT-PCR.

Es sollte erwdhnt werden, dass das Probandenkollektiv zu klein war, um

verallgemeinernde Schliisse zu ziehen. Es kodnnte sein, dass jemand die



Diskussion

103

Tablette nicht schlucken konnte oder aus anderen Griinden nicht eingenommen
hat. Auch aufkommende Resistenzen bei Helminthen gegen die wenig
verfigbaren Medikamente sind eine Mdglichkeit [86]. Bei negativer RT-PCR
trotz hohen EPG in der Mikroskopie sollte an andere Wurmsubspezies und
Variationen in der Sequenz gedacht werden (genetischer Polymorphismus). Die
nach Behandlung noch positiven Proben sollten unbedingt aufbewahrt und auf

resistente Gene gegen Anthelmintika untersucht werden.

Vielleicht hatten einige Probanden auch eine dreitdgige Wurmkur benétigt. Bei
Dreitage-Kuren (400 mg Albendazol fur drei Tage) anstelle einer Einmaldosis
von 400 mg Albendazol wurde von besseren Heilungsraten und einer starkeren
Eireduktion berichtet [117]. Derartige Behandlungsschemata sind allerdings im
groRen Stil logistisch und finanziell schlechter umsetzbar und kénnten eine

sinkende Compliance auf Seiten der Behandelten mit sich bringen.

Auch Koinfektionen mit anderen Erkrankungen konnten Einfluss auf die
Medikamentenwirksamkeit gehabt haben. Mit Hilfe von Fragebdgen wurde bei
jedem WHIS-Besuch erhoben, ob die Studienteilnehmer mit Anthelmintika
behandelt wurden. Dennoch ist nicht sicher auszuschlieen, dass die
Probanden in Eigenregie oder im Rahmen eines internationalen
Interventionsprogrammes zwischen den Besuchen therapiert wurden. Dies
konnte Differenzen zwischen den Ergebnissen der Kato-Katz-Mikroskopie und
der Real-Time-PCR, die an ca. 75 Tage spater gesammelten Proben erfolgte,
erklaren. Auch eine Reinfektion mit dem gleichen Wurm konnte eine Erklarung

fur wurmpositive Proben nach Behandlung darstellen.
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5.2.5 HIV-Helminthen-Koinfektion

47 Probanden unseres Kollektivs waren HIV-positiv und 69% davon zeitgleich
mit Wdarmern infiziert. Diese relativ kleine Probandenzahl erschwert die
Verallgemeinerbarkeit unserer Schlussfolgerungen. Studien zeigten, dass bei
HIV-positiven  Patienten haufig ausgepragte Infektionen, sowie ein
Polyparasitismus vorliegen [96-98]. In unserer Studie lagen jedoch bei allen 33
HIV-Helminthen-Koinfizierten nach WHO-Grenzen nur leichte Infektionen vor.
Die Infektionsstarke bei HIV-Wurm-koinfizierten Probanden unterschied sich
demnach nicht von HIV-negativen Probanden. Auch ein Polyparasitismus trat
nicht signifikant haufiger auf als bei HIV-negativen Probanden.
Mehrfachinfektionen waren mit 43% bei HIV-Negativen sogar tendenziell etwas
haufiger als bei HIV-Positiven mit vorliegendem Polyparasitismus in 37% der

Falle.

Karanja, D.M., et al. beschrieben, dass HIV-Schistosomen-koinfizierte
Probanden auf Grund ihres geschwachten Immunsystems weniger
Schistosomeneier am Tag ausscheiden wirden als HIV-negative Probanden
[99]. Diesen Untersuchungsbefund konnten wir nicht bestatigen. Die
koinfizierten Probanden schieden im Gegensatz zu den HIV-negativen mit 102
EPG im Durchschnitt 108 EPG aus. Dieses Ergebnis deckt sich mit einer Studie
von 2005, die befand, dass sich die Zahl sezernierter Schistosomeneier pro

Gramm Stuhl bei HIV-Positiven und -Negativen nicht unterscheidet [118].



Diskussion

105

5.3 Konsequenzen der Arbeit und Ausblick

Unsere Untersuchungsergebnisse zeigen, dass die alleinige Anwendung nur
eines Nachweisverfahrens nicht in Géanze uberzeugen kann. Vor allem bei
leichten Infektionen, die in Gebieten mit laufenden Kontrollprogrammen immer

haufiger werden, ist ihre Eignung diskussionsbedurftig.

Die Entwicklung und Weiterentwicklung diagnostischer Verfahren zur sicheren
Detektion von Helminthen wird somit weiterhin eine Herausforderung bleiben.

Bestenfalls sollten mehrere Stuhlproben verschiedener Tage mit verschiedenen
Diagnostikmethoden untersucht werden, um die hochstmdgliche Sensitivitat zu

erreichen.

Da das KK-Verfahren nach den Ergebnissen unserer Untersuchung validere
Ergebnisse als die MIF-Mikroskopie erzielte, wurden nach meiner Abreise aus

Mbeya alle prozessierten Stuhlproben wieder mit dieser Methode untersucht.

Durch die Kombination der zwei nun etablierten Verfahren Kato-Katz und RT-
PCR kann am MMRC in zuklnftigen Studien eine hohere Sensitivitat erreicht
werden, womit der tatsachliche Infektionsstatus recht sicher bestimmt werden
kann. In weiterfihrenden immunoepidemiologischen Studien am NIMR-MMRC
sollen so zukinftig Interaktionen bei HIV-Helminthen-koinfizierten Probanden

untersucht werden.

Die PCR-Technik und die bendétigten Reagenzien sind derzeit noch
kostenintensiver. Andererseits steigen auch die Kosten und der logistische
Aufwand fir Feldforschungsprojekte, wenn man fir jeden Erreger die optimale
Mikroskopietechnik anwenden und mehrere Proben eines jeden Probanden
untersuchen mochte, um eine ausreichende Sensitivitdt zu erreichen. Die
Verfligbarkeit der RT-PCR scheint rasant zu wachsen.

Verweij et al. errechneten Kosten von US$ 2.61 fir die Untersuchung einer
Stuhlprobe per RT-PCR bei einem Zeitaufwand von etwa 120 Minuten. Eine
Mikroskopie mit sechs untersuchten Objekttrdgern und vorrangegangener
Konzentrierungsmethode schlage mit etwa US$ 2.60 und 170 min Zeitaufwand
zu Buche und unterscheide sich demnach kaum [13].
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Geeignete rdumliche Gegebenheiten, Personalschulungen und die Validierung
des Verfahrens vor Ort sind bei der Etablierung und Anwendung der RT-PCR

essenziell.

Ein groRBer Nachteil der RT-PCR ist das eingeschrankte Erregerspektrum.
Erreger-DNA kann nur nachgewiesen werden, wenn die erregerzugehorigen
Primer und Sonden in den Mastermix gegeben wurden. Die Mikroskopie kann
hingegen bei der Betrachtung der Objekttrager auch andere Helminthen,
Protozoen oder Bakterien ausfindig machen, die ebenso fur die unspezifischen
klinischen Symptome verantwortlich sein konnen. Da Koinfektionen bei
Wurmerkrankten héaufig sind, ist dieses Kriterium von hohem Stellenwert.

Ein groRBer Vorteil der RT-PCR ist die Mdglichkeit, zahlreiche Stuhlproben aus
entlegenen Gegenden zu sammeln und an einem gut ausgestatteten
Zentrallabor zu verarbeiten. So wird ein hoher Durchsatz an Stuhlproben von
gro3en Bevolkerungsgruppen in kurzer Zeit mdoglich. Dies kdnnte Kosten
sparen und umginge die direkte Untersuchung des frischen Stuhls, die zum
Beispiel bei der Detektion von Hakenwirmern von Néten ist, um deren Lyse
zuvorzukommen. Eine Kihlkette ware hierbei nicht erforderlich, da die DNA der
lysierten Hakenwurmeier noch immer im Stuhl nachweisbar ware, wenn die

Stuhlprobe in einem Ethanolgemisch bei Raumtemperatur aufbewahrt wirde.

Insbesondere fiir den Nachweis von Schistosomen- und Hakenwurminfektionen
besitzt die RT-PCR eine hohe Sensitivitat und scheint im Rahmen klinischer
Studien besonders geeignet bei guter Praktikabilitat.

Bei der Eradikation und Einddmmung der Helminthosen spielen neben einer
sensitiveren Diagnostik viele weitere Faktoren eine grof3e Rolle. So wird eine
Verbesserung der Abwassersysteme, des Hygieneverstandnisses, der
Bildungssysteme und der Umweltbedingungen notwendig sein, um nachhaltig

und langfristig Veranderungen herbeizufihren.
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6 Zusammenfassung

Hintergrund:

Von den weltweit mehr als zwei Milliarden mit Wirmern (griech. Helminthen)
infizierten Menschen sind schatzungsweise etwa 22 Millionen zuséatzlich mit HIV
koinfiziert und verbleiben durch die krankheitsbedingte Produktivitats- und
Leistungsminderung in einer Abwartsspirale. Trotz grol3angelegter globaler
Versuche, Helminthosen mit praventiven Massenbehandlungen einzudammen,
gibt es weiterhin grof3en Forschungs- und Handlungsbedarf.

Eine sensitivere und zuverlassigere Diagnostikmethode als die klassische
Stuhlmikroskopie ist dringend erforderlich.

Problemstellung und Zielsetzung:

Etablierung eines molekularen Wurmdiagnostikverfahrens (Multiplex-Real-
Time-Polymerase Chain Reaction) am Mbeya Medical Research Center
(MMRC)-Labor im einkommensschwachen Tansania zur Detektion
verschiedener Helminthen im Stuhl und direkter Vergleich mit der Merthiolat-
Jod-Formalin (MIF)-Mikroskopie sowie dem derzeitigen Diagnostikgoldstandard
der Kato-Katz (KK)-Mikroskopie. Klarung der Frage, ob das neue Verfahren
wirklich sensitiver und fir weitere Untersuchungen einsetzbar ist. Prifung der
Wirksamkeit von zur Massenbehandlung eingesetzten Medikamenten und
Untersuchung von Besonderheiten bei HIV-Helminthen-koinfizierten Probanden
mit Hilfe des neuen Verfahrens.

Material und Methoden:

Zwischen 2008 und 2011 Probensammlung, Erhebung der HI-Viruslast und
CD4-Zellzahl, Stuhlmikroskopie nach der MIF- und KK-Methode, sowie
Etablierung, Validierung, Durchfilhrung und Evaluierung der Real-Time-PCR
(RT-PCR) fiur 179 Probanden in Mbeya, Tansania. 118 Studienteilnehmer
wurden nach einer Einmalgabe von 400 mg Albendazol gegen intestinale
Nematoden und 40 mg/kg Praziquantel gegen Schistosomeninfektionen mit der

Mikroskopie sowie der RT-PCR nachuntersucht.
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Ergebnisse:
Bei fast allen Probanden lagen laut WHO-KIlassifikation leichte Infektionen vor.

Eine externe sowie interne Qualitatskontrolle bestatigte die Validitat unserer
RT-PCR. Der Methodenvergleich ergab eine hohe Diskordanz zwischen den
einzelnen Verfahren. Die RT-PCR wies 2,2 mal mehr Infektionen als MIF und
1,4 mal mehr Infektionen als KK nach. Bei etwa 17% der untersuchten
Probanden lag ein Polyparasitismus vor. Mit der RT-PCR wurden mehr
Mischinfektionen nachgewiesen. Ein niedriger Cycle Threshold (CT) korrelierte
mit einer hohen Eizahl und umgekehrt. Die Infektionsstarke bei HIV-Wurm-
koinfizierten Probanden unterschied sich nicht von der HIV-negativer
Probanden. HIV-Positive schieden trotz ihrer Immunschwache nicht weniger
Schistosomeneier am Tag aus als Nichtinfizierte. Ein Polyparasitismus lag bei
HIV-Positiven (37% Mischinfektionen) nicht héaufiger als bei HIV-Negativen
(43% Mischinfektionen) vor.

Schlussfolgerung und Ausblick:

Die RT-PCR erwies sich als wesentlich sensitiver als die Mikroskopie bei der
Detektion von Hakenwirmern und Schistosomeninfektionen; nicht aber bei
Askarideninfektionen. Als alleinig eingesetztes Diagnostikverfahren am MMRC
hat sie daher keinen Bestand. Sie wird flr zuklnftige Studien als sensitives
Zweitverfahren, das Hakenwurm-, Schistosomen- und Mischinfektionen besser
nachweisen kann, neben der klassischen Kato-Katz-Mikroskopie Anwendung
finden.

Durch diese Arbeit konnte der Grundstein fur die Diagnostik zukinftiger Studien
am MMRC gelegt werden, die im Rahmen des IDEA-Projektes, einer grof3en
afrikanisch-européischen Forschungsinitiative, die unter anderem
wurminduzierte Immunantworten in Bezug auf Koinfektionen mit HIV, Malaria
und Tuberkulose und den Einfluss von Wirmern auf Impfstoff-induzierte

Immunantworten untersucht, durchgefuhrt werden.

Es sollten weitere Studien zur Sensitivitat der verwendeten RT-PCR-Protokolle
an anderen Standorten durchgefiihrt werden.

In Mbeya wurde das Verfahren nach meiner Abreise erfolgreich weitergefihrt,
sodass inzwischen fast 1000 Stiihle mit der RT-PCR untersucht worden sind.
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7.4 Abklrzungen

A. duodenale
Ak

A. lumbricoides

AIDS

BSA
CD4

CR
CT
DFG
DNA
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EMINI

EPG
ERR
FLOTAC®

Gl
HIV
IDEA

KK

MDA

MIF

MMRC

MRC/UVRI

N. americanus
NIMR

Ancylostoma duodenale
Antikdrper
Ascaris lumbricoides

Acquired  immunodeficiency
Immundefektsyndrom)

syndrome  (Erworbenes

Bovines Serum Albumin

Cluster of Differentiation 4 (Glykoprotein an der Oberflache
von Zellen des Immunsystems)

Cure Rate (Heilungsrate)

Cycle Threshold

Deutsche Forschungsgesellschaft
Deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsaure)

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (antikbrperbasiertes
Nachweisverfahren)

Establishment of the infrastructure for the Evaluation and
Monitoring of the Impact of New Interventions

Eggs per gram (Eier pro Gramm Stuhl)
Egg Reduction Rate (Reduktion der mittleren Eizahl)

Patentiertes Gerat, das eine Flotation durch Zentrifugation
mit anschliel3ender Zahlung der Parasiten in zwei Kammern
ermoglicht

Gastrointestinal
Human Immunodeficiency Virus

Dissecting the Immunological Interplay between Poverty
Related Diseases and Helminth Infections: An African-
European Initiative

Immunglobulin E

Kato-Katz (spezifisches Laborverfahren zur Vorbereitung
von Stuhlproben auf die parasitologische Mikroskopie)

Mass Drug Administration (Massenbehandlung bestimmter
Bevdlkerungsgruppen mit Chemotherapeutika)

Merthiolat-Jod-Formalin (spezifisches Laborverfahren zur
Vorbereitung von Stuhlproben auf die parasitologische
Mikroskopie)

Mbeya Medical Research Center

Medical Research Council/ Uganda Virus Research Institute
Necator americanus

National Institute for Medical Research
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NTD Neglected Tropical Disease (Vernachlassigte Krankheiten)

PBS Phosphate buffered saline

PhHV-1 Phocines Herpesvirus, nicht-humane Virus-DNA zur
Inhibitonskontrolle des DNA-Extraktionsvorgangs

PVPP Polyvinylpolypyrolidone

p-Wert Signifikanzwert (engl. probability=Wahrscheinlichkeit)

Ref. Referenzen

RNA Ribonucleic acid (Ribonukleinsaure)

r.p.m. Revolutions per minute (Umdrehungen pro Minute)

RT-PCR Real-Time-Polymerase Chain Reaction (Echtzeit-
Polymerase-Kettenreaktion)

S. mansoni/

haematobium
STH

WHIS

WHO

ZNS

Schistosoma mansoni/haematobium

Soil-transmitted Helminth

Worm-HIV-Intervention-Study

World Health Organization (Weltgesundheitsorganisation)
Zentrales Nervensystem
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