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ZUSAMMENFASSUNG

Syphilis ist eine der &ltesten bekannten Geschlechtskrankheiten der Welt. Nach der
Endeckung des Erregers, Treponema pallidum (1905), und dem Einsatz des Antibiotikums
Penicillin in der Syphilis-Therapie (1943) schienen Diagnostik und Bekdmpfung der Syphilis
nur noch eine Routineaufgabe. Die vergangenen Jahrzehnte haben gezeigt, dass die Syphilis
eine sich immer noch verbreitende, oft epidemisch verlaufende Infektionskrankheit ist.
Ungeachtet der immunologischen und serologisch-diagnostischen Forschritte in der Syphilis-
Diagnostik ist diese Infektionskrankheit besonders in ihrer latenten Form manchmal schwer
zu diagnostizieren. Besonders im Falle einer Koinfektion mit human immunodeficiency virus
(HIV) oder bei systemischen Autoimmunerkrankungen kann die etablierte Routinediagnostik

der Syphilis fehlschlagen.

Die traditionelle mikrobiologische kulturelle Diagnostik ldsst den Erreger auf Grund seiner
sehr empfindlichen Struktur nicht wachsen. Dank der Endeckung der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR, 1985) ist es mdglich geworden, den Krankheitserreger anhand seiner
spezifischen DNS-Struktur sicher zu identifizieren. Seit 1990 wurde die PCR fiir die
Diagnostik der Syphilis bei Genital-Ulzera, bei angeborener Syphilis und Neurosyphilis
eingesetzt. Fiir den klinischen Alltag war die PCR-Diagnostik der Syphilis bis jetzt nicht
verfiigbar.

Das Ziel dieser Arbeit war die FEtablierung und Uberpriifung der PCR fiir die
Molekulardiagnostik der Syphilis unter Verwendung von Patientenproben. Ein sensitives und
spezifisches nested (verschachteltes)-PCR-Verfahren wurde fiir den Nachweis des 47 kDa
treponema pallidum protein (tpp47)-Gen eingesetzt. Fiir dieses Gen ist bis jetzt keine
Polymorphismus bekannt. Spezifische DNS-Hybridisierung nach Southern-Blot des

Amplikons mit einer internen DNS-Sonde sollte die PCR-Spezifitit zusitzlich kontrollieren.

Die tpp47-PCR wurde mit verschiedenen Patientenproben getestet, unter anderem zum ersten
Mal mit aufgereinigten peripheren Blut-mononukleiren Zellen (PBMC), Granulozyten,
Lymphknoten-Punktat und Ejakulat. Es stellte sich heraus, dass die Untersuchung der PBMC-
Fraktion, gewonnen durch Ficollierung und anschliefend
Hochgeschwindigkeitszentrifugation die hochste diagnostische PCR-Sensitivdt von 85,7 %
auch bei latenter Infektion aufweist, wihrend andere Studien, basierend auf Serum- und

Vollblut-PCR, nur eine Sensitivitit von 61 - 66 % hatten.



Die Lymphknoten-Punktion nach Schaudinn und Hoffmann (1905) in Kombination mit einer
PCR erlaubte den Nachweis von T. pallidum-DNS auch bei Patienten ohne klinische Zeichen
einer Syphilis (sog. latente Syphilis), was in der Differenzialdiagnostik bei einer

Polylymphadenopatie im Rahmen der HIV-Infektion sehr wichtig ist.

Zum ersten Mal wurde mittels molekularbiologischer Methoden festgestellt, dass Ejakulat bei

Syphilis infektids ist, da es Treponemen enthilt.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Hautbiopsate syphilitischer Léasionen nach der
Gewinnung nicht in Paraffin eingebettet, sondern schockgefrohren sein sollten, um dann die

T. pallidum-DNS mit hoherer Sensitivitit nachweisen zu konnen.

Es wurde auch gezeigt, dass bei Angina syphilitica, welche bei sekundérer Syphilis auftritt,

keine Treponemen an der Oberfldche der Rachenschleimhaut nachweisbar sind.

Bei Patienten ohne Symptome einer Syphilis und mit unklarem serologischem Befund, unter
anderem wegen einer HIV-Koinfektion, wurde mittels PCR-Analyse der PBMC eine latente

Syphilis diagnostiziert und so eine addquate antisyphilitsche Therapie ermoglicht.

In der hier vorgelegten Doktorarbeit wurde gezeigt, dass die PCR-Diagnostik ein sensitives
und klinisch wichtiges Verfahren in der Diagnostik der Syphilisinfektion darstellt. Der PCR-
Einsatz kann in der Syphilis-Diagnostik besonders dann wichtig sein, wenn die Syphilis-

Serologie nicht aussagekriftig ist und serologisch keine Diagnosestellung moglich ist.



SUMMARY

Syphilis is one of the longest recognized sexually transmitted diseases of the world. After the discovery
of Treponema pallidum (1905), the causative agent of syphilis, and the effective use of the antibiotic
penicillin to treat the disease (1943), the diagnosis and elimination of syphilis appeared to be easy. The
intervening years have shown that the syphilis remains a widespread infectious disease, which may
occur in epidemics. Despite progress in the immunologic and serologic diagnosis, syphilis can still be
difficult to diagnose of, especially in its latent stage. Routine diagnosis of syphilis may also in patients

with co-infection by human immunodeficiency virus (HIV) or with concomitant autoimmune disorders.

Because of its sensitive biological structure, T. pallidum cannot be cultured. Once the polymerase chain
reaction (PCR) became available (1985), it became possible to identify T. pallidum with certainty on the
basis of it specific DNA. Since 1990 PCR was used for diagnosis of syphilis in patients with genital
ulcers, in congenital syphilis, and neurosyphilis. The PCR diagnosis of syphilis is not yet available for

routine use.

The goal in this work was to establish and evaluate PCR for the molecular diagnosis of syphilis on
patient samples. The sensitive and specific nested PCR method was used for detection of the 47 kDa
treponema pallidum protein (tpp47) gene. No gene polymorphisms were identified for tpp47 gene. After

Southern blotting of the amplicon, an internal DNA probe should be used as an additional control.

The tpp47 PCR was tested in various samples from patients. For the first time, PCR was used for
samples of isolated peripheral blood mononuclear cells (PBMC), granulocytes, lymph nodes aspiration
biopsy, and ejaculates. The PCR investigation of PBMC blood fraction had a highest sensitivity of 87.5
%, even in latent infection, if the PBMC was isolated by Ficoll following by high speed centrifugation.
The previously published studies of PCR with serum and whole blood samples had a sensitivity of 61 —
66 %.

The lymph nodes biopsy after Schaudinn and Hoffmann (1905) combined with PCR allowed the
detection of T. pallidum DNA in patients without clinical symptoms of syphilis (latent stage). This
approach is very important for the differential diagnosis of widespread lymphadenopathy which may also
be caused by HIV infection.

This work also showed for the first time by molecular biological methods that the ejaculate in syphilis is
infectious, being positive for T. pallidum. In addition, this work showed that skin biopsy specimens from
syphilitic lesions should not be embedded into paraffin before the DNA is extracted, but instead should
be shock frozen for more sensitive detection of T. pallidum DNA. In addition, swab PCR was used to
demonstrate that the pharyngeal mucosa in angina syphilitica of secondary syphilis does not contain T.

pallidum. In patients without signs of syphilis and with unclear serological test results, sometimes



because of HIV co-infection, latent syphilis was diagnosed by PCR analysis of PBMC, allowing
institution of therapy rather than waiting for traditional tests to become positive again. This doctor thesis
shows that syphilis diagnosis based on PCR is a sensitive and clinically important method, which can be

especially important, if the syphilis serology is inconclusive.
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|. EINLEITUNG INTRODUCTION

"Syphilis simulates every other disease. It is the only disease necessary to know.
One then becomes an expert dermatologist ... and an expert diagnostician”.
Sir Dr. William Osler, 1903-1905

Das Jahr 2005 ist das 100. Jubildumsjahr der Entdeckung von Treponema pallidum, des
Syphilis-Erregers. Syphilis war vor dieser Entdeckung und bis 35 Jahre danach eine

unheilbare, epidemische, invalidisierende oder todliche Erkrankung.

In dieser Arbeit wurde versucht, zwei der denkwiirdigsten Ereignisse der Medizin und
Naturwissenschaft des XX. Jahrhunderts - die Erregerentdeckung durch Friedrich Richard
Schaudinn und Erich Hoffmann, 1905, und die Entwicklung der Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) durch Kary Banks Mullis, 1985 (Nobelpreis fiir Chemie 1993) in den klinisch-

diagnostischen Bereich umzusetzen, um die Syphilis-Diagnostik weiter zu entwickeln.

1.1 Kurze Geschichte der Syphilologie Short history of syphilology

Die Syphilis ist eine weltweit verbreitete, durch Treponema pallidum subsp. pallidum
(Klassifikation 1984 [162]) ausgeloste chronische Infektionskrankheit, die iiberwiegend
sexuell {ibertragen wird, und ohne Behandlung zu multiplen und schweren Organ-

Beteiligungen fiihren und tédlich enden kann.

Die erste iiberlieferte medizinische Beschreibung der Syphilis stammt vom deutschen Arzt
Joseph Griinpeck (1496) [51, 42]. Der Terminus ,,Syphilis* kommt von Syphilus, dem Namen
der an dieser Krankheit leitenden Hauptperson des mittelalterlichen Gedichtes “Syphilis, sive
de morbo gallico” (1530) des italienischen Arztes, Philosophen, Astronomen, Mathematikers
und Dichters Girolamo Fracastoro. G. Fracastoro kreierte diesen Namen vermutlich in
Anlehnung an den mythischen Hirten Sypilus [150]. Der andere Begriff fiir Syphilis ist
»Lues“ von lateinischen Plaque oder Seuche und wurde von dem franzdsischen Arzt und Poet
Jean Francois Fernel 1546 erstmalig erwdhnt [111] und nach seinem Tod im Jahr 1579

veroffentlicht [42, 40].

Der Syphilis-Erreger entwickelte sich vermutlich aus den Frambdsie-Erregern (Treponema
pallidum subsp. pertenue) zwischen 15000 und 3000 v. C. [146]. Uber den geographischen

Ursprung der Krankheit existieren zwei Theorien: die ,,Neue Welt“ (Columbische)-Theorie
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und die ,,Alte Welt*“ (Pre-Comlumbische)-Theorie. Nach der ersten Theorie kam die

Krankheit aus Amerika nach Europa durch Matrosen der Kolumbus-Flotte. Geméal der Alten-

Welt-Theorie existierte die Syphilis schon vor der Endeckung Amerikas in Europa und Asien

[135, 145].

In der Geschichte der Syphilologie waren folgende Meilensteine von Bedeutung:

L.

II.

I1I.

IV.

Der franzosische Dermatologe Phillipe Ricord (Paris) beweist 1837 die Existenz
zweier unterschiedlicher Krankheiten — Syphilis und Gonorrhé [140, 72], die zuvor als
eine Krankheit galten. Er klassifizierte 1858 die Syphilis als dreiphasige Erkrankung -

Syphilis primaria, secundaria und tertiaria [139, 72].

Die deutschen Wissenschaftler, der Zoologe Friedrich Richard Schaudinn und der
Dermatologe Erich Hoffmann (Berlin) entdeckten, beschrieben und klassifizierten
1905 den Syphilis-Erreger - Spirochaeta pallida - in einem nach Giemsa geférbten
Abstrich-Praparat von ndssendem syphilitischen Papeln, und er6ffneten damit das

erste diagnostische Verfahren der Krankheit mittels Mikroskop [152].

Der deutsche Mediziner und Bakteriologe August Paul von Wassermann und die
Dermatologen Albert Ludwig Sigismund Neisser und Carl Bruck (Berlin) entdeckten
1906 die Reaktivitdt des Serums von infizierten syphilitischen Patienten mit dem
Lipidextrakt aus kongenital-syphilitisch verdnderten Lebergewebe (spiter aus
Rinderherz), dem sog. Kardiolipin. Sie etablierten auf Basis der
Komplementbindungsreaktion von Jules Jean Baptiste Vincent Bordet und Octave
Gengou (1901) die erste serologische Nachweismethode, die sog. Wassermann-

Reaktion [180].

Der US-amerikanische Arzt John Friend Mahoney und Kollegen (New York)
behandelten 1943 erfolgreich die Syphilis mit dem erstem Antibiotikum - Penizillin
[95], welches bis heute das Antibiotikum der ersten Wahl ist.

Der Syphilis-Erreger, T. pallidum Stamm Nichols, bekam seine Stammbezeichnung von den

Forschern H. A. Nichols und W. H. Hough, die 1913 den Erreger aus dem Liquor von

Patienten mit Neurosyphilis isolierten [115].
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1.2 Epidemiologie der Syphilis Epidemiology of syphilis

Der mit Abstand wichtigste epidemiologische Ubertragungsweg bei der Syphilis ist der
sexuelle Kontakt. In absteigender Héufigkeit wird die Syphilis diaplazentar oder in nicht-

sexuellem direkten Kontakt {ibertragen [119].

Nach der Einfiihrung des Penizillins in die Therapie der Syphilis sind die Morbilitdt und
Mortalitdt rasant gesunken [150]. Trotzdem ist Syphilis auch heute noch weltweit verbreitet
und zeigt in allen Populationen einen wellenférmigen durchschnittlich 10jdhrigen zyklischen
Inzidenzanstieg, welcher von medizinischen, sozialen und personlichen Faktoren der
jeweiligen Gesellschaft abhédngig ist. Diagnostische und therapeutische Ausstattung,
Gesundheitspolitik, ~ PrdventionsmaBnahmen  gegen  Geschlechtskrankheiten = und
Drogengebrauch, als auch das Sexualverhalten spielen dabei eine wichtige Rolle. Die
Inzidenz fordernde epidemiologische Aspekte sind: Homosexualitidt, Prostitution,
Promiskuitdt, intravendser Drogenkonsum, Benutzung von nicht oder schwach
treponemaziden Antibiotika fiir die Selbstpravention der Geschlechtskrankheiten, niedriges

Sozial- und Ausbildungsniveau [188].

Mit In-Kraft-Treten des Infektionsschutzgesetzes im Jahr 2001 wurde in Deutschland ein
deutlicher Anstieg der gemeldeten Syphilisinfektionen beobachtet (Gesamtzahl in 2001-2004:
10.387 Fille) [156]. Fiir das Jahr 2004 liegen in Deutschland bei 72 % der Meldungen
aussagefihige Angaben zur klinischen Symptomatik bzw. zum Infektionsstadium vor. Dabei
handelt es sich in 27 % der Diagnosen um ein Primirstadium, in 44 % um ein
Sekundérstadium und in 24 % um eine Infektion im Stadium der Friih- oder Spétlatenz.
Erkrankungen im Tertidrstadium machen weniger als 5 % der Meldungen aus [156]. Im Jahr
2004 wurden mehr als drei Viertel der in Deutschland gemeldeten Fille der Syphilis iiber
Geschlechtsverkehr zwischen Miannern iibertragen. Die Syphilis-Inzidenz ist in dieser Gruppe

25-50 Mal hoéher, als in der gesamten ménnlichen Bevdlkerung [156].

Die Inzidenz der Neurosyphilis im Deutschland verlduft mit einer gewissen zeitlichen
Verzogerung parallel zu den in den letzten Jahren um etwa 20 % angestiegenen
Neuinfektionen der Syphilis insgesamt [78, 213]. Daten aus fritheren Jahrzehnten lassen sich
dahingehend interpretieren, dass die Inzidenz der Neurosyphilis um den Faktor 0,07 niedriger
liegt als die Inzidenz der Neuerkrankungen [156]. Man kann also die derzeitige Inzidenz
syphilitischer Komplikationen des zentralen Nervensystems (ZNS) auf etwa 0,21/100000

schétzen.



16

Rund 15 % der Patienten mit Syphilis in Deutschland haben gleichzeitig eine HIV-
Koinfektion, bis zu 80 % der HIV-Infizierten haben Syphilis-Antikorper. Ein regelméBiges
halbjéhrliches Screening (klinische Untersuchung, Syphilisserologie) auf weitere sexuell

tibertragene Erkrankungen sollte daher bei allen HIV-Infizierten durchgefiihrt werden [156].
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1.3 Atiopathogenese, Immunologie und Klinik der Syphilis
Aetiology, pathogenesis, immunology & clinic of syphilis

1.3.1 Morphologie von T. pallidum Morphology of T. pallidum

Der Syphilis-Erreger, Treponema pallidum Subspezies pallidum, gehort zur Ordnung der
Spirochaetales, der Familie Spirochaetaceae, dem Genus Treponema, und ist ein feines,
korkenzieherartig gewundenes, fakultativ anaerobes Bakterium von 5-20 pm Lénge, 0,1-0,18
um Breite, mit 6-14 reguldren Windungen mit 1 pm Abstand [119]. Der Syphilis-Erreger
unterscheidet sich morphologisch nicht von den anderen pathogenen Treponema-Arten, wie
T. pallidum subsp. pertenue (Erreger der Frambdésie), T. pallidum subsp. endemicum (Erreger
der Endemischen Syphilis, Bejel) und T. carateum (Erreger der Pinta). Alle drei Erreger
werden auch nicht mittels immunologisch-serologischer Nachweismethoden differenziert
[153, 92]. Die pathogenen Treponemen charakterisieren sich durch vier langsame
Bewegungsarten: Vorwirts- und Riickwirtsbewegung, Rotation, Knickbewegung und
Undulation (wellenartige Bewegung) [28]. Windungszahl und -abstand und die Mobilitdt sind
morphologische Unterscheidungskriterien der pathogenen Treponemen von Saprophyten der
Mund- (T. denticola, T. vincentii, T. scolodontum) und der Genitalflora (T. phagedenis, T.

refringers, T. minutum).

Elektronenmikroskopischen Untersuchungen zeigten drei wichtige Komponenten des

Bakteriums (Abbildung 1) [121]:

Abbildung 1. Schematische Darstellung von 7. pallidum (nach Norris et al, 1993 [121])

Protoplast mit Filamenten Flagellum Zellwand

Q Querschnitt

den protoplasmatischen Zylinder (Protoplast) mit Genom, Organellen, umfassend mit

zytoplasmatischen Filamenten (Endoflagellen),
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das axillire periplasmatische Filament (Flagellum) aus 6 - 8 elastischen
zusammengewundenen, den Protoplast umfassenden Fibrillen, die fiir die Form und

Bewegung verantwortlich sind,

die Zellwand aus heteropolymerischem Peptidoglykan, die den Protoplast schiitzt, die

bakterielle Form unterstiitzt und die Transfusion der Makromolekiile erlaubt.

1.3.2 Genom von T. pallidum Genome of T. pallidum

Das Genom der Treponema pallidum subsp. pallidum (T. pallidum) wurde 1998 mittels
Komplettgenom-Zufallsequenzierungsmethode (whole genome random sequencing method)
entschliisselt. Es stellt ein zirkuldres, aus 1138006 Basenpaaren (bp) mit 1041 kodierenden
Genloci (sog. open reading frames, ORFs) bestehendes Chromosom dar [47]. Eine
biologische Rolle wurde nach dem Klassifikationsschema von Riley (1993) fiir 577 ORFs (55
%) etabliert. 177 ORFs (17 %) besitzen Ahnlichkeit mit anderen Bakterien, 287 ORFs (28 %)
haben keine bekannte Identitdt und sind moglicherweise eigenstindige Gene [47, 161, 181].
Die DNS-Replikations-, -Transkriptions-, -Translations- und -Reparatur-Systeme des
Mikroorganismus sind funktionsfdhig, aber die biosynthetischen Kapazititen fiir Enzyme,
Fettsduren und Nukleotide sind begrenzt. Das Gen fiir die DNS-Replikation ist klein und
dhnelt dem Gen anderer obligaten Menschenpathogene, wie Mycoplasma genitalis und
Borrelia burgdorferi. Sie bestimmen die biochemische Abhéngigkeit des Erregers vom Wirt
und beeintrichtigen wesentlich die kontinuierliche Kultivierung des Bakteriums im
kiinstlichen Medium. T. pallidum besitzt auch Transportgene, die 5 % aller ORFs ausmachen
und 18 verschiedene Transportproteine kodieren, vermutlich um Aminosduren,
Kohlenhydrate und Kationen in die Zelle zu bringen [47]. Der Mangel an
Superoxiddysmutase, Katalase und Peroxydase kodierenden Genen ruft eine hohe Sauerstoff-
Empfindlichkeit hervor [136, 150], was das Uberleben des Bakteriums nur bei niedrigen (1,5

% optimal) Sauerstoff-Konzentrationen ermoglicht [75].

67 Gene des T. pallidum -Genoms sind fiir die Pathogenitét verantwortlich. Die 12 tpr-Gene
(tprA - L) kodieren fiir die major surface proteins (Msp) und erfiillen vermutlich die Porin-
und Adhésin-Funktion, und bestimmen damit am meisten die T. pallidum-Virulenz [47, 181].
T. pallidum besitzt moglicherweise nicht nur endotoxische, sondern auch exotoxische
Aktivititen. Die finf Gene, tlyC, hlyA - C, hlylll, regulieren die Produktion von

Lipopolysacchariden und Hamolysinen. Das gcp-Gen kodiert vermutlich eine neutrale
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Metalloproteinase (Sialoglycoproteinase) gegen die O-Sialoglykoproteine der Wirtsgewebe
und trégt zur Pathogenese bei [181].

1.3.3 Pathogenese und Immunologie der Syphilis
Pathogenesis & immunology of syphilis

Die Erforschung der Atiopathogenese der Syphilis begann noch vor Endeckung des Erregers.
So bewies Paul Haensell 1881 (Berlin) zum ersten Mal die Infektiositét der Syphilis durch die
Ubertragung pathogenen Materials von Menschen auf Kaninchen [54]. 1903 zeigten Ilya
Ilyich Mechnikov und Pierre Paul Emil Roux (Paris), dass sich Syphilis auch von Menschen
auf Affen iibertragen lieB [98]. Der Mensch ist aber der einzige natiirliche Wirt fiir T.
pallidum. Gewisse Tierarten (besonders Kaninchen und Hamster) entwickeln eine Syphilis,

die aber nicht stadiengemif3 ablduft und nicht kongenital auftritt [153].

Die intakte Epidermis ist fiir T. pallidum nach heutigem Wissensstand undurchldssig [53]. Der
Erreger ist aber fdhig, die Epithelzellen der Schleimhaut zu durchdringen [173]. Es wird
angenommen, dass die FEintrittspforte fiir die Infektion entweder die Schleimhaut oder
mikroskopische Verletzungen der Epidermis sind. Bei der Inokulation adheriert T. pallidum
durch eine Rezeptor-Ligand-Interaktion mit einem oder zwei ihrer Enden an der
Zelloberflache [53, 42]. Danach folgt die extrazelluldre (82 %) oder intrazelluldre (18 %)
Invasion [42], welche durch wellenartige bohrende Bewegungen, spirale Form und
Ausscheidung von Membran-lysierenden Toxinen begiinstigt wird [43]. Das Bakterium
besitzt eine zytotoxische Aktivitit gegen Neurofibroblasten und anderen Zellen [42, 25], als
auch eine Haemolysin-dnliche Aktivitit [161]. Die Generationsdauer von Treponemen betragt
ca. 30 Stunden [93, 110]. Mikroskopisch wurden Treponemen in zytoplasmatischen Vakuolen
der neutrophilen Granulozyten, Makrophagen, Plasmazellen, Endothelzellen, Fibroblasten [4],
im Zytoplasma und im Nukleus von Epithelzellen [169, 53], Leydig-Zellen (testikuldren
Zellen), Spermatozyten [170] und in Myozyten [43] nachgewiesen. 1913 beschrieb und
zeichnete Benjamin Lipschiitz (Wien) in seinem Atlas [87] intrazelluldr liegender
Treponemen (Abbildung 2). Fiir Infektion reichen im Kaninchen-Modell 1 - 5 Treponemen
aus [93, 71, 153].

T. pallidum verbreitet sich von der Innokulationsstelle durch die lymphatischen Kapillaren
und kann nach ca. 30 Minuten (bei intratestikuldrer Inokulation) in den regionalen

Lymphknoten nachgewiesen werden [153, 79]. Uber den Ductus lymphaticus gelangt T.
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pallidum ins Blut und in alle Gewebe und Organe als eine disseminierte Infektion. So wurde

T. pallidum-DNS im Serum von Patienten im Inkubationsstadium nachgewiesen [96].

Abbildung 2. Intrazellular liegende Treponemen (Lipschiitz, 1913 [87])

Abkiirzungen: 1, 2, 3, 4, ,Phagazytoseformen der Spirochaeta pallida in polymorphkernigen
Leukozyten®, 5, 6, 7, ,Phagozytoseformen in Bindegewebszellen aus der Initialsklerose"
(Lipschiitz, 1913)

Nach der T. pallidum-Infizierung wird eine infektiose Immunitét in Gang gesetzt, welche eine
Resistenz gegeniiber einer neuen Infizierung mit Syphilis- oder anderen Spirochitose-
Erregern (Frambdsie, Bejel) bedingt [185]. Der erste Schritt der Immunantwort lduft iiber
polymorphnukleére Leukozyten ab [53]. Treponemales 47 kDa-Antigen induziert die
Expression von Adhesionsmolekiilen (ICAM-1, VCAM-1, E-selectin) in den dermalen
mikrovaskuldren Endothelzellen, was die T-Zell-Adhésion begiinstigt [86]. Treponemale
Lipoproteide induzieren eine zellulire Thl-Immunantwort, welche durch aktivierte T-
Lymphozyten, Plasmazellen und antigenprdsentierende Zellen (Makrophagen und
dendritische Zellen), aktivierte Keratinozyten und Endothelzellen das morphologische Bild
der frithen syphilitischen Hauterscheinungen priagen [97, 176, 159]. So fiihren die
treponemalen Pathogenitédtsfaktoren und die Immunreaktion zur Entstehung einer

obliterierenden Endarteriitis, was klinisch als Priméraffekt imponiert [29].

Die zelluldre Immunitdt ist fiir die Elimination von T. pallidum aus den syphilitischen
Hauterscheinungen wichtiger als die humorale [89, 175]. Die Anzahl der T-Zellen und
Makrophagen, den wichtigsten Antigen-Prasentanten in primdren und sekunddren

Syphilisldsionen, ist zeitlich und direkt mit dem Verschwinden der Hauterscheinungen
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assoziiert [38, 175]. Die in die Haut, Schleimhaut, Muskeln, Knochen und das Nervensystem
bei primdrer Syphilis abgesiedelten Treponemen werden durch die zunehmende

Immunreaktion abgetdtet.

Die Abheilung der Hautldsionen bei Syphilis ist direkt abhingig davon, inwieweit die Th1-T-
Lymphozyten die Zytokine IL-2, Interferon (IFN), tumor necrosis factor (TNF) und
migration inhibitor factor (MIF) produzieren. Diese Produktion findet besonders bei primérer
seropositiver und sekunddrer Syphilis statt. Die Vernichtung von T. pallidum in den
Hautlésionen bei primérer und sekundédrer Syphilis bedeutet aber nicht die komplette
Eliminierung des Erregers aus dem Organismus. Die genauen Mechanismen der nicht

erfolgreichen Immunabwehr gegen T. pallidum sind unklar.

Bei der latenten Syphilis ist der Anteil von CD4-T-Lymphozyten hoher als der CD8-T-Zellen.
Eine prozentuale Abnahme der CD4-T-Zellen und ein Absinken der IL-2-Konzentration kann
durch eine zelluldare Immunitdtsschwéche oder Inaktivitdt gegeniiber T. pallidum entstehen
[132]. Die Funktion der CD8-T-Zellen in der Immunantwort gegen T. pallidum ist noch nicht
ganz geklart. Sie produzieren IFN-y und aktivieren dadurch Makrophagen und Phagozytose

der extrazelluldren und der intrazelluldren Treponemen [175].

Die Thl-Immunantwort ist aktiv bei primérer, eine Th2-Antwort bei sekundirer und spéterer
Syphilis. Die erhohte Produktion der Th2-Zytokine (IL-6, IL-10) in vitro assoziiert sich mit
der Reduktion der Synthese von Thl-Zytokinen (IL-2, IFN, TNF) (Abbildung 3). Periphere
mononukleédre Blutzellen (PBMC) produzieren IL-2, dessen maximale Konzentration bei der
manifesten Friihsyphilis beobachtet wird, und dann aber langsam im Latenz- und Spétstadium
absinkt. Je schwerer der Syphilisverlauf (Syphilis maligna, Tabes dorsalis) ist, desto niedriger

wird die IL-2-Konzentration im Blut (Abbildung 3).

Die Mechanismen der Syphilis-Pathogenese sind noch nicht vollstindig entschliisselt. So
basiert der aktuelle Wissensstand iiber die Syphilis-Pathogenese auf dem Zusammenhang der

Ergebnisse von humanen und experimentell-biologischen Forschungen.
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Abbildung 3. Die Relation der Konzentrationen des Th1- (IL-2) und Th2-Zytokins (IL-10) im
Uberstand einer PBMC-Zellkultur von Syphilis-Patienten nach der Stimulation mit 7. pallidum
zum durchschnittlichen Normwert (IL-2 ~ 350 U/ml, IL-10 ~ 7 pg/ml) (Podwinska et al, 2000
[131], modifiziert)
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friihe Lues; late, spatere Lues; asympt, asymptomatisch

1.3.4 Humorale Immunitat: diagnostische Bedeutung
Humoral immunity: diagnostical impact

Eine initiale humorale Immunantwort entsteht nach der T. pallidum-Infizierung in etwa zwei
Wochen: es werden spezifische Antikdrper — IgM und IgG — gegen treponemale
Oberflacheproteine gebildet, die sich durch ihre unterschiedliche
Sedimentationsgeschwindigkeit - 19S und 7S trennen lassen [158]. Die IgM-Antikorper sind
diagnostisch fiir die erworbene, als auch fiir die angeborene Syphilis sehr relevant, da sie nur
nach dem Kontakt mit bakteriellen Antigenen produziert werden [158]. Thr Nachweis spricht
fiir eine aktive Syphilis und den Therapiebedarf [149]. Ausnahmen sind dabei: (1) der
Zustand nach abgeschlossener Therapie, wobei IgM noch einige Zeit nachweisbar ist [45, 85],
(2) eine HIV-Koinfektion, wobei falsch-positive IgM-Tests beobachtet wurden [100], (3) die
Bildung von IgM gegen antitreponemale IgG-Antikorper (IgM-anti-IgG) bei lang bestehender
unbehandelter Syphilis [149]. IgM bleibt nach der Behandlung der friihen Syphilis im Laufe

von 3 - 9 Monate nachweisbar, bei der spéteren Syphilis — 12 - 18 Monate und manchmal
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sogar bis zu 24 Monate [45, 85] (Abbildung 4). Ein IgM-Nachweis spéter als 24 Monate
nach Therapie kann fiir eine behandlungsbediirftige Infektion sprechen (Rezidiv,
Reinfektion).

Die IgM-Tests kdnnen bei der Syphilis auch falsch negativ sein. Bei der manifesten Syphilis
findet oft eine IgG-Hyperproduktion statt, welche die treponemalen Antigene des IgM-
Testsystems iliberwiegend mit antitreponemalem IgG bedecken, was zu einer kompetitiven
Hemmung der IgM-Bindung und fehlendem IgM-Nachweis fiihrt (sog. Prozone-Phédnomen)
[172]. Durch die Abtrennung des 19S-IgM-Fraktion von der IgG-Fraktion kann das Prozone-
Phinomen beseitigt werden (z.B. im 19S-IgM-FTA-ABS-Test) [107, 101]. Bei spéteren
Syphilis-Formen (z.B. tertidre Syphilis) kann der ,,Erreger-Immunsystem-Kontakt wegen
kleiner T. pallidum-Mengen so gering sein, dass IgM nicht mehr oder nicht in ausreichender

Menge fiir den Nachweis produziert wird [150].
Die Bedeutung der 7S-IgM fiir die Syphilis-Diagnostik ist noch unklar [171].

Die treponemaspezifischen IgG (7S-IgG) sind ab der 4. - 5. Woche nach der Infizierung
nachweisbar [149] und bleiben unabhingig von der Behandlung lebenslang positiv
(,,Seronarbe®). Diese Antikorper werden auch passiv durch die Plazenta von der kranken

Mutter auf das Kind iibertragen [99].

Das treponemaspezifische IgE wird in der Diagnostik nicht benutzt. Es kann aber fiir die
Entstehung der toxindmischen Reaktion (Jahrisch-Herxheimer-Reaktion) [73, 61] bei dem
therapiebedingten Zerfall der Treponemen verantwortlich sein. IgE-Antikdrper konnen bei der
Bildung von Immunkomplexen und der Entstehung der sekundéren Hautldsionen mitwirken

[185].

Ab der 5. - 6. Woche nach der Infizierung (2 - 3 Wochen nach der Entstehung des Schankers)
werden nicht-treponemale IgM- und IgG-Antikdrper gegen Lipoid-Molekiile (Kardiolipin,
Cholesterol, Lipoproteide, Lecithin) synthesiert, die bei der Zerstorung der humanen Zellen
und Treponemen freigesetzt werden [185]. Nach der Bildung von nicht-treponemalen
(Kardiolipin)-Antikorpern wird die primédre Syphilis labormifBig auf die seronegative und
seropositive Phase geteilt. Im Laufe der Infektion sinkt der Titer der Kardiolipin-Antikérper
unabhingig von der Therapie ab, so dass bei der tertidren Syphilis die Kardiolipin-Tests in 30
% der Patienten negativ werden [150]. Der Titer der Kardiolipin-Antikdrper ist als indirekter
Marker des Therapie-Erfolges anzusehen: Senkung bedeutet Rekonvaleszenz, Anstieg

Reinfektion oder Therapieversagen. Die Lipoid-Antigene werden auch bei systemischen
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Erkrankungen (Infektionen, Autoimmunkrankheiten, Malignome), bei denen eine Zellkern-

Destruktion stattfindet, freigesetzt, was zu falscher Positivitit fithren kann [150].

Treponemen-spezifische IgA- und IgD-Antikérper sind auch bei der Syphilis nachzuweisen,

ihre pathogenische Relevanz ist aber noch unklar und sie werden bisher in der Syphilis-

Diagnostik nicht bestimmt [185, 52, 69].

Abbildung 4. Antikérper-Produktion vor (A) und nach der Therapie (B) der spateren Syphilis

(Petzoldt, 2005 [127], modifiziert)
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1.3.5 Klinik der Syphilis (natarlicher Verlauf) Clinics of syphilis (natural course)

Die Syphilis tritt als erworbene oder angeborene (kongenitale) Infektion auf. Der
Krankheitsverlauf der erworbenen Syphilis wird klinisch auf Grund der Hautsymptome in
fiinf Stadien gegliedert: Inkubation, primére, sekundére, latente, tertidare Syphilis (Abbildung
5).

Abbildung 5. Naturlicher Verlauf der Syphilis nach sexuellem Kontakt mit Syphilis-Infiziertem
(Sanchez, 1999 [150], modifiziert)

Kontakt
Infizierung (~ 2/3 Féllen) Nichtinfizierung (~ 1/3)
Inkubéfion
2 - 6 Wochen
Primare Syphilis
2-4 Wochen - seronegative primadre Syphilis (in RPR, VDRL)
l - seropositive primare Syphilis
3 - 12 Wochen
Sekundare Syphilis rezidivierede sekundare Syphilis

4 - 12 Wochen l
Latente Syphilis
< 12 Monate nach Infizierung - friihere latente*

> 12 Monate nach Infizierung - spatere latente*

Tertidre Syphilis (~2/3) Abheilung (~1/3)
*, deutsche Klassifikation™ (Braun-Falco et al, 2000 [11])

Fiir epidemiologische und therapeutische Zwecke wird die Syphilis in die Friihsyphilis
unterteilt, wenn die Infektion bis zu einem Jahr besteht (z.B. Deutschland [11], USA (CDC)
[19]); bis zu zwei Jahren — WHO, UK [188], Russland [104]), und in die Spétsyphilis, wenn
die Infektion mehr als ein Jahr dauert (mehr als zwei Jahre nach WHO). Die Behandlung der

Spatsyphilis muss ldnger und intensiver durchgefiihrt werden.

Die Inkubationszeit ist kiirzer, wenn der Patient mit vielen Treponemen gleichzeitig infiziert

wird, immunologisch gesund ist (bei immunschwachen Patienten verliangert sich die
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Inkubationszeit) und keine in den letzten Jahren durchgemachte Syphilis hatte (fehlende

Immunitat) [150].

1.3.5.1 Primare Syphilis (Lues I) Primary syphilis

Eine obliterierende Endarteriitis an der Eintrittspforte fithrt zu den klinischen Erscheinungen
der primédren Syphilis (Priméraffekt): Erythem (Makula), welches sich schnell in eine Papel,
dann in eine Erosion, und oft weiter in ein Geschwiir mit hartem schmerzlosem Grund
(syphilitisches Ulcus, harter Schanker) umwandelt. Nach 5 - 8 Tagen entstehen eine
Lymphangitis und regionale Lymphadenitis. Das Nervensystem kann bei HIV-positiven
Patienten bereits in diesem Stadium betroffen werden [150]. Die primére Syphilis dauert etwa

4 Wochen, ehe Symptome der sekundiren Syphilis auftreten.

1.3.5.2 Sekundare Syphilis (Lues 1) Secondary syphilis

Die zelluldre und humorale Antwort fiihrt zur Entstehung von Entziindungsreaktionen an den
Orten der treponemalen Absiedlungen, und vermittelt so die Symptome der sekundiren
Syphilis - disseminierte Hautldsionen - Syphilide der Haut (makuldse, papuldse,
papulosquamdsen, pustuldose) und/oder der Schleimhaut (makuldse, papuldse), Hypo-,
Depigmentierungen (syphilitisches Leukoderm) und Haarausfall (Alopecia specifica). Dieses
Stadium wird von Polyadenopathie und manchmal von allgemeinen (Fieber, Asthenie) und
spezifischen Symptomen einer Infektionskrankheit (Neuropathie, Ophtalmopathie, Parotitis,
Gastritis, Hepatitis, Cardiovaskulopathie, Myo- und Osteo- und Artrophatie, Nephropathie)
begleitet. Die Zahl der Syphilide und die Ausprigung nehmen im Verlauf ab [150].

1.3.5.3 Latente Syphilis (Lues latens) Latent syphilis

Im latenten Stadium der Syphilis ist das Immunsystem maximal aktiviert und die T. pallidum-
Konzentration im Organismus am niedrigsten. Die Hauterscheinungen heilen in diesem
Stadium narbenlos ab (Ausnahme Lues maligna), allerdings enthalten die inneren Organe und
das Nervensystem den Erreger und die Krankheit schreitet weiter fort. Der ,,Manifestation-
Latenz-Manifestation““-Verlauf wird mit der Zeit durch die steigende Sensibilisierung des
Immunsystems gegen den Erreger und seine Virulenzfaktoren gesteuert. Lisst die Aktivitat
des Abwehrmechanismen durch verminderten Kontakt mit dem Erreger nach, vermehrt sich
T. pallidum und fiihrt zu einem neuen Manifestationsschub an Haut/ Schleimhaut und anderen
Organen (rezidivierende Syphilis) [9]. Spontanheilungen oder fehlende klinische Symptome
der Syphilis bei positiver Serologie konnen bei bis zu 30 % der Patienten in diesem Stadium

vorkommen [185].
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1.3.5.4 Tertiare Syphilis (Lues I11) Tertiary syphilis

3-5 Jahren nach der Infektion kann das tertidre Stadium der Syphilis auftreten: kutane
tuberdse oder subkutane knotige (Gumma) Syphilide, granulomatdse nekrotisierende
ulzerierende Entziindungen [11]. Die Gummen konnen sich iiberall bilden, oft in der
Unterhaut, aber auch im Hirn und in parenchymatdsen Organen oder in den Knochen. Mit der
Zeit steigt die Sensibilisierung des Immunsystems gegen den Erreger, welcher aber immer
weniger vorhanden ist, was eine Art von Autoaggression verursacht. So sprechen die durch
Syphilis  verursachten Manifestationen der interstitiellen Keratitis, sensoneurale
Schwerhorigkeit oder der syphilitischen Arthritis (Clutton-Gelenk) auf die antibiotische
Therapie nicht an [185].

1.3.5.5 Neurosyphilis Neurosyphilis

Die Wahrscheinlichkeit einer treponemalen ZNS-Invasion steigt schon ab dem Stadium der
sekundéren Syphilis (ca. 6 Monate nach Infizierung) an und erreicht nach 12 - 18 Monaten
thren Hohepunkt [122]. Bei HIV-Koinfektion kann das aber schon bei der primédren Syphilis
geschehen [150]. Die Diagnostik der Neurosyphilis basiert auf den klinischen Symptomen
und neurologischen Zeichen und auch auf pathologischen und serologischen Liquor-
Befunden. Die pathologischen Liquor-Befunde, wie Erhoéhung der Zell-Konzentration —
Pleozytose (bei > 5 x 10° Zellen/l) und Protein-Konzentration (> 0,4 g/1), sind fiir Syphilis
unspezifisch und weisen nur auf den Entziindungsprozess im Nervensystem hin (u.a. bei
aseptischen Meningitis, Meningokokken-Meningitis, HIV-Infektion (40-60 %, [161]),
Malaria, Neoplasie u.s.w.) [150]. Anderseits konnen bei Neurosyphilis diese Befunde fehlen
[150]. Die eindeutige Diagnose einer Neurosyphilis wird beim Nachweis der

treponemaspezifischen [gM-Antikorper oder der T. pallidum-DNS im Liquor ausgestellt.

1.3.5.6 Kongenitale Syphilis Congenital syphilis

Eine infizierte Mutter kann T. pallidum diaplazentar oder seltener beim Geburtsakt
iibertragen, aber nicht durch die Muttermilch. Die Entwicklung der kongenitalen Syphilis ist
vom Syphilis-Stadium der Mutter abhdngig. Hat die Mutter eine primére Syphilis mit
Genitalulkus, wird das Kind bei der Geburt infiziert und entwickelt danach eine aquirierte
primdre Syphilis mit Primdraffekt. Wenn die Mutter eine sekundére Syphilis hat, wird das
Kind intrauterin infiziert und die Hélfte der Kinder entwickelt eine manifeste, die andere
Halfte eine latente Syphilis. 40 % der Miitter mit latenter Friithsyphilis bekommen Kinder mit
kongenitaler Syphilis, 20 % haben Friihgeburten, 10 % Totgeburten [150, 127].
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Die kongenitale Syphilis wird in friihe kongenitale (Syphilis connata praecox) bis zum 2.
Lebensjahr und spéte kongenitale Syphilis (Syphilis connata tarda) nach dem 2. Lebensjahr
eingeteilt [ 150].

1.3.5.7 Syphilis und HIV-Infektion Syphilis & HIV infection

Die Syphilis erhoht das Risiko einer Infizierung mit dem HI-Virus: erosive und ulzerierte
Hautlésionen sind eine Eintrittspforte fiir das HIV [123], die treponemalen Lipoproteine
stimulieren die Expression des Adhésions-Co-Rezeptors (Chemokin-Rezeptors CCRS) fiir
den M-tropischen HIV-1-Stamm auf Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen
[159]. Der Syphilis-Verlauf bei Menschen mit HIV-Koinfektion unterscheidet sich nicht
wesentlich von klassischem Verlauf. Es wurde vereinzelt berichtet, dass bei HIV-positiven
Patienten der Schanker lidnger besteht und noduldre, ulzerierende oder maligne
(nekrotisierende) Hauterscheinungen ofters auftreten [150]. Der Ablauf der HIV-Infektion
wird auch durch die Syphilis beeintrachtigt. So ist die HI-Viruslast bei den Syphilis-Patienten
hoher und die Zahl der CD4-Zellen niedriger, als bei HIV-positiven Patienten ohne Syphilis.
Im Laufe der Syphilis-Therapie sinkt die Viruslast und steigt die CD4-T-Zellzahl an [15].
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1.4 Diagnostik der Syphilis Diagnosis of syphilis

Die diagnostischen Verfahren in der Syphilologie kdnnen methodisch in mikroskopische,
serologische und molekulare Verfahren, nach Aufwandsgrad in routineméBige (einfache) und

wissenschaftliche (aufwendige) Verfahren unterschieden werden (Tabelle 1).

Tabelle 1. Diagnostischen Verfahren der Syphilis-Diagnostik

Routinverfahren

1. Mikroskopie - Dunkelfeldmikroskopie
- Histologie
- Direkter-Fluoreszenzantikorper-Test (DFA)

2. Nichttreponemale - Rapid-Plasma-Reagin-Test (RPR, RPR Card)

(nicht treponemaspezifische) Tests Venereal-Diseases-Research-Laboratory-Test (VDRL-Test)

3. Treponemale - Treponema pallidum-Immobilisationstest (TPI)

(treponemaspezifische) Tests - Treponema pallidum-Hamagglutinationstest (TPHA)/

Treponema pallidum-Partikelagglutinationstest (TPPA)/
Mikrohamagglutinationstest-Treponema pallidum (MHA-
TP)

- Fluoreszenz-Treponema-Antikérperabsorbtionstest (FTA-
ABS-Test, IgM-, 19S-IgM-, IgG-FTA-ABS-Test)

- Enzyme Linked Immunosorbend Assay (ELISA)
- IgM Solid Phase Haemadsorbtion-Test (IgM-SPHA)

- Immunoblot (Westernblot)*

Wissenschaftliche Verfahren

Elektronenmikroskopie
Rabbit Infectivity Test (RIT)

Immunoblot (Westernblot)*

- PCR
Serologische Verfahren entsprechend klinischem Einsatz
1. Suchtests (Screening) - RPR, RPRC, VDRL
- TPHA, TPPA, MHA-TP
- IgG-ELISA, IgM-ELISA (angeborene Syphilis)
2. Bestatigungstests - IgG-, IgM-, 19S-IgM-FTA-ABS-Test
- IgM-ELISA
3. Verlaufstests (Therapie- - VDRL
Kontrolle)

- IgM-, 19S-IgM-FTA-ABS-Test
- IgM-SPHA

*, Der Immunoblot wird je nach der Laborausstattung entweder als Routine-, oder als

wissenschaftliches Verfahren eingestuft
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1.4.1 Mikroskopische Diagnostik Microscopical diagnosis

1.4.1.1 Dunkelfeldmikroskopie Dark-field microscopy

Der Syphilis-Erreger ist eine in vitro schlecht kultivierbare und schlecht anfarbare Spirochaeta
[118]. Eine der ersten und routinemaBigen diagnostischen Methoden war die Mikroskopie des
Nativprdparates mit Treponemen bei geschlossenem Kondensor, frisch gewonnen aus einer
syphilitischen = ndssenden  Lésion,  Liquor, = Lymphknoten-Punktat, die  sog.
Dunkelfeldmikroskopie (DFM, Coles, 1909 [26]). Die DFM-Diagnostik basiert auf dem
Nachweis von Treponemen mit charakteristischen langsamen Bewegungen (Vorwérts- und
Riickwirtsbewegung, Rotation, Knickbewegung, Undulation) und auf der Zahl der
Windungen (6 bis 14) [119, 159]. DFM ist nicht spezifisch fiir den Syphilis-Erreger, da die
Mundschleimhaut-Treponemen eine dhnliche Morphologie besitzen [150, 46], und ist auch
sehr von der Erfahrung des Untersuchers und dem methodischen Ablauf abhéngig [149]. Die
DFM-Sensitivitit betrdgt ca. 75 - 80 % bei der Untersuchung des Primiraffektes [85].

DFM wurde durch den Rabbit Infectivity Test (RIT, Brown & Pearce, 1920 [13, 153])
verbessert. So wurde das Patientenmaterial mit DFM-negativem Befund in Kaninchenhoden
injiziert und nach der Entwicklung der frischen ndssenden Lésionen wieder in der DFM
untersucht [153]. Der RIT bleibt noch bis heute ein Goldstandard in der Sensitivitit, da er 1-5
lebende Treponemen nachweist. T. pallidum-PCR kann dabei mit dem RIT konkurrieren, da

sie auch DNS oder RNS von einzelnen Mikroorganismen nachweisen lésst [68].

1.4.1.2 Histologie Histology

Der Nachweis des Erregers im histologischen Priparat mittels der Haematoxilin-Eosin-
Féarbung ist kaum mdglich, da die treponemale Membran die Farbung nicht annimmt. Die
Histologie der syphilitischen Hautldsionen selbst ist auch nicht spezifisch [29]: die
Plasmazellen als ein Hinweis auf Syphilis kommen nur in 75 - 80 % der Fille der sekundéiren
Syphilis vor [1, 36]. Der Erreger kann mittels Silber-Farbung nach Levaditi (1906) [87],
Warthin-Starry (1920) [179] oder Steiner (1950) [166] im Gewebe nur in 33 % [74], 41 %
[168], 60 % [128], oder 71 % [36] nachgewiesen werden. Bei dieser Fiarbung sind die
Bakterien als spiralformige schwarze Strukturen in den gelblich gefarbten Geweben besser

erkennbar [29].
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1.4.1.3 Direkter Fluoreszenzantikorper-Test Direct Fluorescence Antibody test (DFA)

In den 60-er Jahren wurde fiir die spezifische Identifizierung des Syphilis-Erregers der
Direkte Fluoreszenzatikdrper-Test (DFA) fir T. pallidum (DFA-TP) [77] und spiter
monoklonale Antikorper fiir den Direct Fluorescence Antibody Tissue Test-Treponema
pallidum-Test (DFAT-TP-Test) [64, 70] entwickelt. Das Verfahren wird mit
Fluoreszenzmikroskopie und Dunkelfeld-Kondensor durchgefiihrt. Mittels DFA lassen sich
die Treponemen in ldsionalen Sekreten, Hautschnitten und Korperfliissigkeiten nachweisen.
Die Sensitivitdt des DFA-TP-Testes variiert mit dem Untersuchungsmaterial und betriagt 70 %
in Biopsaten der sekundéren Syphilis [62] und bis zu 100 % in frischen néssenden Lasionen
[70]. Der DFA-TP-Test ist bei der Untersuchung der Sekrete aus Genitalldsionen mit der T.
pallidum-PCR in 93,6 % der Féllen und mit der T. pallidum-PCR-Blot-Hybridisierung in 95,5

% der Fille tibereinstimmend [76].

1.4.2 Serologische Diagnostik Serological diagnosis

1.4.2.1 Nichttreponemale Tests Nontreponemal tests

Die nichttreponemalen serologischen Tests basieren auf dem Prézipitations-(Flokulation)-
Verfahren und weisen antilipoide Kardiolipin-(IgM/IgG)-Antikorper nach. Fiir diese Tests
werden verschiedene Blutkomponenten benutzt: fiir den VDRL-Test (Harris et al, 1946 [58])
inaktiviertes Serum, fiir den RPR-Test (Portnoy et al, 1957 [134]) Plasma, bzw. natives
Serum. Das Syphilis-Management orientiert sich am VDRL-Test, da dieses Verfahren
indirekt die Aktivitidt der Infektions-Immunitéts-Beziehung widerspiegelt und so Hinweise

auf den Infektionsablauf und die Therapiebediirftigkeit liefert (Tabelle 2).

VDRL- und RPR-Test werden 4-6 Wochen nach der Infizierung (1-2 Wochen nach der
Entstehung des Priméraffektes) positiv. Bei Spitsyphilis und besonders bei tertidrer Syphilis
kann der VDRL-Titer unabhéngig von der vorliegenden Infektion negativ werden (Tabelle 3)
[1]. Der VDRL-Titer fallt nach ausreichender Therapie, kann aber noch einige Zeit positiv (<
1:8 in 80 %) bleiben: nach der Therapie der priméren Syphilis 6 - 12 Monate lang, nach der
sekundéren Syphilis 12 - 24 Monate, nach der friihlatenten Syphilis bis zu 5 Jahren, nach der
spatlatenten Syphilis ldnger als 5 Jahre. Ein ldnger als zwei Jahre unverdndert positiver

VDRL-Test entspricht einer "Seronarbe" [1].
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Tabelle 2. Management der Syphilis nach VDRL-Titer (Sanchez & Luger, 1993 [1], modifiziert)

VDRL-Test anamnestische Procedere
(Titer) Daten
1:2-1:6  keine Angaben Kontrolle  in 2-4 Monaten, bei  Titeranstieg:
beziiglich Therapie Therapiebediirftigkeit + treponemale Tests
behandelte Syphilis Therapieerfolg, Kontrolle in 3-6 Monaten
>1:8 keine Angaben Therapiebediirftigkeit

beziiglich Therapie

behandelte Syphilis Kontrolle (Dauer abhéngig vom Syphilis-Stadium),
bei Titersenkung: Therapieerfolg,

bei Titeranstieg: Therapiebedirftigkeit + treponemale Tests

VDRL- und RPR-Test konnen bei HIV-Koinfektion (Tabelle 4) und bei Neurosyphilis
(Liquor) falsch negativ ausfallen [91]. Falsch positive Resultate sind mdoglich bei der
Produktion von anti-IgM-Autoantikoérpern (,,Rheuma-Faktor*) bei Autoimmunkrankheiten
(Lupus erythematodes [163, 2], Antiphospholipid-Syndrom [7], Overlap-Syndrom [2]), bei
Neurosyphilis [31], bei Koinfektion mit HIV (Tabelle 4), HCV [164], anderen
Spirochédtosen, wie z.B. Spirillum minus-Infektion (Rattenbisskrakheit) [138], bei
Plasmodien-Infektion [55], Mykoplasmen-Pneumonie [85]), Lymphosarkom [187], in der
Schwangerschaft [163], oder im hohen Alter [174]. Die Sensitivitdt und Spezifitdit von RPR
und VDRL sind in der Tabelle 3 dargestellt.

1.4.2.2 Treponemale Tests Treponemal tests

Die treponemalen (treponemaspezifischen) serologischen Tests basieren auf dem Nachweis
von Antikdrpern gegen treponemale Antigene und werden als Bestétigungstests bei positiven
Screeningstests, bei unklaren Testergebnissen, oder bei einer HIV-Koinfektion eingesetzt. Die

treponemalen Tests kann man in zwei Gruppen einteilen:

o Tests mit gleichzeitigem Nachweis der treponemaspezifischen IgM- und IgG-Antikorper,
wie TPI-, TPHA-Test, FTA-ABS-Test, ELISA;

o Tests mit getrenntem Nachweis der treponemaspezifischen IgM- oder IgG-Antikorper,
wie IgM-/ IgG-FTA-ABS-Test, 19S-IgM-FTA-ABS-Test, IgM-/ IgG-ELISA, IgM-SPHA,
IgM-Immunoblot.

Die Vorteile der Tests mit gleichzeitigem IgM/IgG-Nachweis sind ihre einfache Handhabung

und relative Preiswertigkeit. Diese Tests sind wenig spezifisch (s. unten) und sind fiir
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Therapie-Kontrolle und fiir Diagnostik der frithen kongenitalen Syphilis wegen der IgG-

Mitbestimmung ungeeignet.

Der erste treponemale Test, TPI-Test (Nelson & Mayer, 1949 [112]), lieB die aus Kaninchen
isolierten pathogenen Treponemen nach der Inkubation mit dem Patienten-Serum
immobilisieren und in DFM nachweisen. Der hohe technische Aufwand des Tests und die
Notwendigkeit eines Vivariums filihrte dazu, dass dieser Test nur zu wissenschaftlichen

Zwecken verwendet wird [85].

Der TPHA-Test (Rathlev, 1965 [137]) und seine Modifikationen, MHA-TP-Test, TPPA-Test,
basieren auf der Agglutination von mit T. pallidum-Antigen beschichteten Erythrozyten
(Gelatinepartikel in TPPA-Test) durch die Antikorper im syphilitischen Serum. Die
Sensitivitdt und Spezifitit sind vergleichbar zum FTA-ABS-Test, aber geringer als bei
primérer Syphilis (Tabelle 3).

Der FTA-Test (Deacon et al, 1957 [33]) wurde nach der Etablierung durch die Absorption der
IgM- und IgG-Antikorper des Patientenserums mittels abgetoteter saprophytischer
Treponemen (Treponema phagedensis, sog. Reiter-Stamm) (FTA-ABS-Test) wesentlich
verbessert. Nach der Absorption wird das Patientenserum auf einem Objekttriger mit
abgetoteten pathogenen T. pallidum aufgebracht, mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern
gegen T. pallidum-Antikérper behandelt und im Fluoreszenz-Mikroskop untersucht. Falsch
negative Reaktionen des FTA-ABS-Tests sind selten. Falsch positiv kann der Test bei
infektioser Mononukleose, lepromatdser Lepra, Leptospirose, Borreliose, Malaria, Riickfall-
Fieber, systemischem Lupus erythematodes [1], als auch bei der HIV-Koinfektion (Tabelle 4)
ausfallen. Die Abtrennung der IgG-Antikorper und der separate Nachweis der IgM-
Antikorper  (wie z.B. im  19S-IgM-FTA-ABS-Test) mittels  hochauflésender
Fliissigkeitschromatographie (HPLC) dient zur Therapie-Kontrolle und der Diagnostik der
kongenitaler Syphilis.

Im ELISA (Engvall & Perlman, 1971 [39]) reagieren die antitreponemalen Antikorper in zwei
Schritten mit dem auf die Mikrotiter-Platte fixierten Antigen und dann mit dem Enzym-
markierten antihumanen Immunoglobulinen im Medium, und werden dann mittels einer
Substrat-abhingigen Farbreaktion nachgewiesen. Der IgM-ELISA weist bei der Syphilis 19S-
IgM gegen treponemale Antigene (vor allem 37 kDa-Antigen) [155] nach, welche ab dem
Ende der zweiten Infektionswoche synthesiert werden. Die Produktion des anti-37-kDa-IgM
sinkt im Laufe der Infektion ab. Dadurch reduziert sich die Empfindlichkeit des Tests. Der
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IgM-ELISA besitzt aber 100 %ige Spezifitit und wird als Referenz-Test bei der kongenitalen
Syphilis mit 90 %iger Sensitivitét eingesetzt [1].

Der SPHA-Test (Schmidt, 1980 [155]) basiert auf der Solid-Phase-Immunosorbent-Technik
(Krech & Wilhelm, 1979 [82]) und wird als eine sensitive diagnostische Methode fiir den
Nachweis der antitreponemalen IgM-Antikorper (IgM-SPHA) eingesetzt. Die Reaktivitdt des
IgM-SPHA-Tests bleibt nach der Behandlung der frithen Syphilis 3 - 6 Monate, der spéteren
Syphilis 6 - 12 Monate vorhanden.

Beim Immunoblot (Westernblot) werden die mittels der Polyacrylamid-Elektrophorese
separierten T. pallidum-Antigene auf Membranen iibertragen und mit dem Patienten-Serum
inkubiert (Dettori et al, 1989) [34]. Die antitreponemale Antikdrper werden mit markierten
antihumanen IgG- oder IgM- Antikorpern visualisiert. Die Methode erlaubt den parallelen
Nachweis von Antikdrpern gegen mindestens drei verschiedene treponemale Antigene (15.5-,
17-, 44.5-, 47-kDa) und ist dadurch sehr spezifisch und sensitiv in jedem Stadium der
Syphilis. Die Sensitivitdt der verschiedenen serologischen Verfahren ist in der Tabelle 3
dargestellt. Der IgM-Immunoblot fiir Syphilis wurde aber noch nicht bei Patienten mit HIV-
Koinfektion getestet, so dass sich seine Spezifitit fiir diese Patientengruppe nicht beurteilen

lasst.

Tabelle 3. Sensitivitdat (%) und Spezifitdt (%) der serologischen Nachweismethoden bei Syphilis
(Larsen et al, 1995 [85], mit Nachtrag)

Test Sensitivitat (26) Spezifitat
(%0)

primare sekundédre | latente | spatere/ tertidre | kongenitale”

RPR 55% — 86 100 84%-98 73 - 98
VDRL 527 - 78 100 81%°-95 71 - 98
MHA-TP 76 100 97 94 - 99
FTA-ABS 84 - 95% 100 100 96 - 97
19S-IgM 1007 100 967°% - 77 99
IgM-ELISA 82 60 53 34 90 100
IgM-SPHA  40”7-50 50 - 697 73%5% 96 - 1007°
IgM-ImmB* 97 100 100 98 83 100

-, keine Daten; 19S-IgM, 19S-IgM-FTA-ABS-Test; IgM-ImmB, IgM-Immunoblot; *, 15.5-, 17-, 47-kDa-

Antige; *, kongenitale manifeste Syphilis; ?, friihe latente Syphilis
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1.4.2.3 Serologische Diagnostik der Neurosyphilis Serological diagnosis of neurosyphilis

Die serologische Diagnostik der Neurosyphilis ist ein wichtiges Verfahren, um die
treponemale Invasion des ZNS festzustellen. Der VDRL-Test ist leider fiir die Neurosyphilis-
Diagnostik nicht sensitiv genug und unspezifisch: in 30-70 % der Neurosyphilis-Patienten
bleibt der VDRL-Test negativ [161, 91], und ein positiver VDRL-Test bedeutet noch keine
ZNS-Infektion, weil IgG aus dem Blut die Blut-Hirn-Schranke passiv durchdringen kann
(falsche Positivitit). Aus demselben Grund kann auch ein positiver FTA-ABS-Test im Liquor
keine eindeutige Aussage geben. Hingegen schlieft ein negativer FTA-ABS-Test eine
Neurosyphilis aus. Nur der Nachweis von antitreponemalem 19S-IgM im Liquor beweist

eindeutig das Vorliegen einer Neurosyphilis. Dieser Test ist aber nicht sensitiv genug.

1.4.2.4 Serologische Diagnostik der Syphilis bei HIV-Koinfektion

Serological diagnosis of syphilis at HIV co-infection

Die serologische Diagnostik der Syphilis wird bei Patienten mit HIV-Koinfektion und bei
Patienten ohne HIV in gleicher Weise durchgefiihrt. Bei klinischem oder anamnestischem
Verdacht auf eine Syphilis werden die nichttreponemalen und treponemalen Tests
durchgefiihrt, um falsche Reaktionen auszuschlieen, welche auf Grund der polyklonalen B-
Zell-Aktivierung bei HIV-infizierten Patienten vorkommen konnen [65]. Es wurden falsch
negative und falsch positive nichttreponemale und treponemale Tests bei HIV-Koinfektion

beschrieben (Tabelle 4).

Deswegen sollte man sich schon beim Verdacht auf eine Syphilis (ohne sichere Angaben {iber
eine durchgefiihrte Therapie) und bei einem positiven serologischen Test auch ohne weitere
Bestétigung durch Mikroskopie, PCR oder RIT fiir eine behandlungsbediirftige Syphilis
entscheiden und prophylaktisch eine Syphilis-Therapie durchfiihren [83].

Tabelle 4. Falsche Syphilis-Serologie bei der Patienten mit HIV-Koinfektion (Kuznetsov et al, 2005
[83], madifiziert)

Syphilis-Serologie Nicht treponemale Tests Treponemale Tests
RPR VDRL TPHA FTA-ABS 19S-IgM
Falsch negativ, % FB FB 0,7 FB 10
Falsch positiv, % 1-15,3* 10-30 - 0,35 B

19S-IgM, 19S-IgM-FTA-ABS-Test; FB, Fallberichte; *, positiver RPR beim negativen FTA-ABS-Test; -,

wurde nicht berichtet; B, berichtet
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1.4.3 PCR-Diagnostik Diagnosis by PCR

1.4.3.1 PCR-Methode PCR methodology

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR; Saiki et al. 1985 [147]; Mullis et al. 1986 [108]) ist
eine Methode der enzymatischen Vervielfdltigung von bestimmten Desoxyribonukleinsdure-
(DNS)-Abschnitten. Mittels PCR ist es moglich geworden, bestimmte DNS-Fragmente in
biologischem Material zu identifizieren, was die diagnostischen und methodischen
Moglichkeiten der modernen Medizin und der Biowissenschaft wesentlich erweitert hat. In
Anerkennung der Bedeutung der PCR-Erfindung erhielt Kary Banks Mullis, USA, im Jahr
1993 den Nobelpreis fiir Chemie [12].

Urspriinglich bediente man sich zur Verlingerung eines DNS-Fragments des
temperaturempfindlichen Klenow-Fragmentes der DNS-Polymerase-I von Escherichia coli,
das beim Denaturierungsschritt inaktiviert wurde und so immer eine neue Zugabe von
Polymerase erforderte [113]. Dieses Verfahren liel die DNS-Synthese nicht automatisieren
und ermoglichte nur die Verldngerung kleiner DNS-Abschnitten (< 200 bp). Das zweite
urspriingliche DNS-Nachweisverfahren basierte auf der DNS-Hybridisierung, wobei die aus
dem Biomaterial isolierte DNS mittels markierter komplementdrer DNS-Sonden sichtbar

gemacht wurde [148].

Die automatisierte PCR wurde durch den Einsatz der hitzestabilen bakteriellen Tag-DNS-
Polymerase aus Thermus aquaticus und die Herstellung von Geréten fiir die Steuerung der
Temperaturabldufe ermdglicht [113]. Dieses Verfahren ermoglichte den automatisierten
Nachweis von Bakterien-, Viren-, Pilz-, Protozoen-, Eukarioten-DNS, als auch den Nachweis

von Gen-Mutationen und -Polymorphismen.

Die PCR ist eine enzymatische Synthese (Amplifikation) eines bestimmten DNS-Fragments
anhand einer vorhandenen DNS-Matrize (Template). Durch zyklische Verdnderungen der
Temperatur, initiieren gegenldufig orientierte Oligonukleotide (Primer) die Amplifikation.
Die Primer sind je einen Template-Strang komplementdr und definieren so das zu
amplifizierenden Fragment. Eine DNS-Polymerase synthetisiert anhand des Einzelstranges
der denaturierten DNS-Matrize in der Anwesenheit von Desoxynucleosidtriphosphaten
(ANTPs) und Primern einen neuen zur DNS-Matrize komplementiaren DNS-Strang. Da auch
der bereits synthesierte Strang als Matrize dient findet eine exponentielle Vermehrung des
DNS-Fragmentes statt. Am Ende der Amplifikation entstehen 10°-10" DNS-Kopien
(Amplikons), die sich mittels Gel-Elektrophorese auftrennen und durch Farbung oder DNS-



Hybridisierung identifizieren lassen. Die Kopienzahl der PCR-Fragmente in der PCR wird
durch folgende Formel berechnet [113]:

(2"-2n)x; n, Anzahl der Zyklen; 2n, Produkte des ersten und zweiten Zyklus, deren
Liange nicht definiert ist; x, Anzahl der Kopien der urspriinglichen DNS-

Matrize.

Jeder Zyklus besteht aus drei nacheinander folgenden Schritten (Abbildung 6) [113, 68]:

1. Denaturierung — durch Erhitzen der doppelstringigen Template-DNS (dsDNS) auf etwa 3
°C iiber den Schmelzpunkt der dsDNS (strand-separation temperature, Tss; gewohnlich: 95
- 97 °C) erfolgt die Aufspaltung in deren Einzellstrange.

2. Annealing — bei einer bestimmter Temperatur (ca. 5 °C unter der Schmelztemperatur (Tp,)
der Primer, gewohnlich 55 — 80 °C) erfolgt die Anlagerung der Primer an die jeweils
komplementdren Abschnitte der DNS-Matrize, wodurch der Startbereich fiir die DNS-

Polymerase definiert wird.
3. Elongation — ausgehend vom 3'-Ende des Primers synthesiert die DNS-Polymerase bei 72

°C anhand des Templates einen neuen komplementéren DNS-Strang.

Abbildung 6. Schematische Darstellung des PCR-Ablaufs (Bangsow et al, 2002 [5])

Template Zielsetzung

I |
| I .35 5 7 7S T S S S S 2 33T

Hitzedenaturierung
zu Einzelstrangen

chrit Hybridisierung mit strangspezifischen
Oligonucleotid-Primern (Annealing)

Polymerase-Reaktion
(Extension)

Es werden normalerweise 25 - 40 PCR-Zyklen abhédngig von der vermuteten Menge der

Template-DNS durchgefiihrt. Eine Zyklenzahl unter 25 Zyklen kann zu falsch negativen
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Resultaten fithren, da wenige amplifizierte DNS-Kopien bei der Visualisierung unter der
Nachweisgrenze bleiben konnen. Eine Zyklenzahl iiber 40 Zyklen kann dagegen durch
falsche Primer-Bindungen (Mispriming) zur Entstehung von nicht spezifischer Amplifikation
und somit zu falsch positiven Ergebnissen fithren. Durch Optimierung der PCR kann die

Spezifitdt und Sensitivitit der Methode wesentlich erhoht werden [113, 68].

1.4.3.2 PCR-Diagnostik der Syphilis PCR diagnosis of syphilis

Die PCR-Methode wird bei der Untersuchung des T. pallidum-Genoms (Amplifizierung,
Klonierung, Sequenzierung), der Pathogenese der Syphilis (Verteilung von T. pallidum in

Geweben, Uberleben von T. pallidum), sowie fiir die Diagnostik eingesetzt.

Das T. pallidum-Genom ist stabil und weist wenig Genpolymorphismen auf, unter anderem
einzelne Mutationen und Varianten im tpr- [133, 23] und arp-Gen [130]. Deshalb ist das
PCR-Nachweisverfahren geeignet zum Nachweis einer T. pallidum-Infektion. Auferdem
werden Punktmutationen mittels des routineméfig durchgefiihrten PCR-Nachweises nicht

detektiert.

Mit der PCR-Methode lassen sich Syphilis- (T. pallidum subsp. pallidum) und Frambdsie-
Erreger (T. pallidum subsp. pertenue) nicht differenzieren [119], da sie sich nur in einer
einzelnen Aminosdure-Sequenzen unterscheiden [116]. Es ist nicht bekannt, auf welche
Weise solche genetisch homologen Mikroorganismen zwei unterschiedliche Krankheiten
ausldosen [121]. Die Syphilis und Frambdsie unterscheiden sich epidemiologisch und klinisch,

deswegen ist die PCR fiir die Diagnostik beider Erkrankungen dennoch verwertbar.

In der ersten publizierten Studie iiber die PCR-Anwendung in der Syphilis-Diagnostik wurden
1990 von Philip E. Hay et al. [59, 60] zwei Gen-Fragmente von tmpA und tpfl mittels PCR,
nested-PCR und DNS-Hybridisierung in 52,6 % (10/19) Liquor-Proben von Patienten mit
positiver Syphilis-Serologie im Serum nachgewiesen. Die Spezifitidt der PCR-Diagnostik aus
Liquor betrug 96,7 % (29/30) und die Ursache der nicht hundertprozentigen Spezifitit der
PCR-Diagnostik wurde nicht erldutert.

Es wurden insgesamt acht unterschiedliche Gene von T. pallidum fiir den PCR-Nachweis
eingesetzt (Tabelle 5). Dabei lag die PCR-Sensitivitit zwischen 10° Treponema-Aquivalent/
Probe (gerechnet nach Amplikon-Molekularmasse) [20] und 800 Treponemen/ Probe [126], in
meisten Féllen 10 Treponemen/ Probe (Tabelle 6). T. pallidum-DNS wurde in verschiedenen

Patienten-Materialien nachgewiesen, sowohl in fliissigen Proben — Vollblut, Serum, Liquor,
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amniotischer Fliissigkeit, als auch in Geweben — Biopsaten von Hautldsionen (primaéres,

sekunddres, tertidres Stadium), Plazenta, Hirn, Aorta und Magenschleimhaut.

Tabelle 5. Zielgene fiir die PCR-Diagnostik der Syphilis

Gen Peptide Funktion
1. tmpA TpN44.53a; Membranassoziiertes Lipoprotein,
(treponema membrane protein AY”  TmpA Signalpeptid,
M, = 42 kDa’#
2. tpfl TpN19; 4D oberflachliches Polysaccharid und
(treponema pallidum f1)*¢ Lipopolysaccharid der Zellhiille,

Kationentransporter, Immunogen,
M, = 190 kDa’*

3. tpp47 TpN47 Hautpmembranprotein (major membrane
(47-kDa treponema pallidum protein, protein), Lipoprotein, hoch immunogen,
main membrane immunogen gene)”’ aktiviert Endotelzellen, M, = 47 kDa’*
4. bmp TpN39(b) Basisches Membranprotein, Signalpeptid,
(basic membrane protein)* M, = 38 kDa’#
5. 165 rRNA - Herstellung von 16S rRNA? fiir
Translation an Ribosomen
6. polA PolA DNA-Polymerase I fiir die DNS-Synthese,
(polymerase A}*# -Reparatur,
M, = 112 kDa’
7. armp Arp unbekannte Funktion

(acidic repeat protein)**

8. tpr* Tpr Membranassoziierte Proteine, Signal-,
(treponema pallidum repeat)” Transportproteine, Inmunogene’?

* es gibt 12 {pr-Gene (tprA — tprL), die 12 Tpr-Proteine kodieren

Die diagnostische PCR-Sensitivitit lag dabei mit 13 bis 95 % sehr unterschiedlich und war
vom Syphilis-Stadium, der Syphilis-Form (angeborene/ erworbene), dem verwendeten
Untersuchungsmaterial und von zusitzlicher Benutzung von DNS-Hybridisierung oder
Sequenzierung abhédngig. Die Spezifitit der PCR wurde selten ermittelt und lag bei 90 %
[102], 96,7 % [59], oder bei 100 % [14, 50, 151].



Tabelle 6. Publizierte Studien des 7. pallidum-Nachweises mittels PCR
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Chr

Lig

0(0/4)

Erstauthor, Jahr 7. pallidum | Material PCR- Diagnostische | PCR-
-Gen Sensitivitat, | PCR- Spezifitat,
7. pallidum | Sensitivitat, |%b (n/n)
/ Probe % (n/n)
Syphilis-Inkubation
Marfin, 2001% polA, arp, tor VB nd 42,9 (3/7) nd
Primare Syphilis
Jethwa, 19957 top47 Abstr 10, 100 89,7 (26/29) nd
Orle, 19967%* top47, bmp  Abstr 10 91,5 (75/82)* nd
Bruisten, 200177 bmp Abstr 1 75 (12/16) 100
(348/348)
Sutton, 200174 polA, arp, tor Abstr 7 nd 93,2 (41/44) nd
Liu, 2001% pOIA Abstr 104, 2% 81,5 (22/27) nd
Marfin, 2001% polA, arp, tor VB nd 14,3 (1/7) nd
Palmer, 20037% top47 Abstr 800° 94,7 (18/19) nd
Sekundéare Syphilis
Zoechling, 19977% top47 Haut ¢ nd 66,7 (4/6) nd
Palmer, 20037% top47 Abstr 800° 80 (8/10) nd
Wenhai, 200474 top47 Haut ¢ nd 41,7 (10/24) nd
Latente Syphilis
Marfin, 2001% polA, arp, tor VB nd 61,5 (8/13) nd
Tertiare Syphilis
Zoechling, 19977 top47 Haut ¢ nd 14,2 (1/7) nd
Neurosyphilis
Hay, 1990 ¢ tmpA, tof1 Lig 65 52,6 (10/19) 96,7 (29/30)
Noordhoek, 199177 pmp Lig 1,6° 25,9 (7/27) nd
Liq "™ 45,5 (5/11)
Liq taeh 12,5 (2/16)
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Tabelle 6. Fortsetzung

Erstauthor, Jahr 7. pallidum | Material PCR- Diagnostische | PCR-
-Gen Sensitivitat, | PCR- Spezifitat,
7. pallidum | Sensitivitat, % (n/n)
/ Probe % (n/n)
Neurosyphilis
Chung, 1994% top47 Liq 47 104 1° 25 (4/16) nd
Liq £ 40 (4/10)
Moskophidis, 1995'%  tpp47 Lig 10 60 (6/10) nd
Kongenitale Syphilis
Grimprel, 1991% top47 AF 10 81,8 (9/11) 100 (5/5)
Liq 25 (5/20) 100 (16/16)
Se 45 (9/20) nd
Sanchez, 19937/ top47 Lig 10 26,3 (5/19) 100 (12/12)
Se 42,1 (8/19) nd
Se MKS 85,7 (6/7)
Se Latks 16,7 (2/12)
#
Michelow, 200212 top47 Blut/Serum* 10 94 (16/17) 90 (53/59)
Liq 65 (11/17) 97 (57/59)
Parenchymatose Syphilis
Genest, 1996% top47 Plazenta nd 100 (4/4)* nd

Abstr, Abstrich; AF, amniotische Flissigkeit, Lig, Liquor; Haut, Hautbiopsie; Se, Serum; nd, nicht
durchgefiihrt; VB, Vollblut; Haut, Hautbiopsat; *, vermutlich (nicht kontrolliert); #, nicht differenziert;

& chronisch; Y, HIV-Koinfektion; 7, Inkubation; “, Lues I; ““, Lues II; “®, latente Lues; “***, latente
kongenitale Syphilis; ‘™, latente Neurosyphilis; "*°, manifeste kongenitale Syphilis; **, manifeste
Neurosyphilis;

2 nachgewiesen mittels Gel-Elektrophorese; 2,

c

nachgewiesen mittels Sequenzer; °, 7. pallidum-

Aquivalent, gerechnet nach der DNS-Masse; ¢, nachgewiesen mittels Hybridisierung; ¢, nachgewiesen

aus Paraffinblocken;

Die diagnostische PCR-Sensitivitdt kann sich verringern, wenn die Proben bei der
Raumtemperatur aufbewahrt werden, wie es z.B. in einer Studie mit Abstrichproben und 90-
tdgigem Aufbewahren belegt wurde [184]. Die im Tris/EDTA aufbewahrten Hautbiopsien

verlieren dagegen nicht die Nachweisbarkeit von T. pallidum-DNS [184]. In einer anderen
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Studie konnte gezeigt werden, dass das dreifache Auftauen von Liquor-Proben zur keinen
Sensitivitdtsminderung fiihrt [177]. Trotz allem ist bei dem Aufbewahren Proben fiir die PCR-

Diagnostik eine konsequente kiihle Lagerung geboten.

Um die PCR-Sensitivitdt zu erhhen schlugen Centurion-Lara et al. (1997) [20] ein Verfahren
mittels Reverse Transcriptase (RT)-PCR (RNS-PCR) vor. Dabei wurde 16S rRNS aus der
Zelle isoliert, in cDNS umgeschrieben und dann als PCR-Template eingesetzt. Das Amplikon
wurde weiter durch Southern blotting und DNS-Hybridisierung spezifiziert. Die Sensitivitét
der 16S rRNS-PCR wurde mit der tpp47-(DNS)-PCR verglichen. Sie zeigte eine hohere

Sensitivitét als die DNS-PCR, wie durch Grenzverdiinnungsversuche nachgewiesen wurde:

16S rRNS-PCR tpp47-PCR
T. pallidum/Probe

RNS/DNS-Isolierung, dann Verdiinnung: 10~ 10
T. pallidum-Verdiinnung, dann RNS/DNS- 1 10
Isolierung:

Die 16S rRNS-PCR weist nur lebendige Mikroorganismen nach, da die RNS nach dem
Zelltod nur eine kurze Zeit intakt ist und durch RNasen sehr schnell abgebaut wird [113]. Die
Autoren untersuchten auch Liquor-Proben von Neurosyphilis-Patienten und fanden heraus,

dass die Sensitivitit der RNS-PCR dabei 10 T. pallidum-Aquivalent/ Probe war.

Auf die Frage, wie lange T. pallidum-DNS im Gewebe persistieren kann, gaben Wicher et al.
(1998) [183] eine Antwort. Die zuvor abgetoteten, in Kaninchen injizierten Treponemen
waren mittels PCR im Gewebe bis zum 30. Tag nach Injektion nachweisbar. Durch diese
Studie wurde zum ersten Mal die Dauer der T. pallidum-DNS-Persistenz ermittelt, was
besonders bei der Interpretation des diagnostischen PCR-Einsatzes nach der Behandlung zur

Kontrolle des Therapieerfolges wichtig ist.

Die systematische Ubersicht der Ergebnisse von publizierten Studien beziiglich der PCR-
Diagnostik der Syphilis ist in der Tabelle 6 dargestellt. Aus dieser Ubersicht geht hervor, dass
es noch andere diagnostisch interessante Patienten-Materialien gibt, wie z.B. zelluldre
Blutfraktionen, Lymphknoten-Punktat und Samenfliissigkeit, die einfach zu gewinnen sind
und die mittels PCR noch nicht untersucht wurden. Welche Blutfraktionen besitzen die
hochste diagnostische Sensitivitidt? Beherbergt der entziindliche Rachen bei syphilitischer
Angina an der Schleimhautoberfliche die Treponemen? Die Antworten auf diese Fragen

sollte in dieser Arbeit erldutert werden.
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1.5 Problemstellung Aim of the study

In dieser Arbeit sollte ein Nachweisverfahren mittels nested-PCR und DNS-Hybridisierung
fiir das 47-kDa treponema pallidum protein gene (tpp47) des Syphilis-Erregers etabliert und
auf verschiedenen Proben von Patienten mit manifester und latenter Syphilis getestet sowie
serologisch kontrolliert werden. Die Proben von Patienten mit diagnostizierter Syphilis sollten
umfassen: Serum, ldsionale Hautbiosien (bei manifester Syphilis), Abstriche von ndssenden
Hautlésionen und vom Rachen, und zum ersten Mal die Fraktion der peripheren
mononukledre Blutzellen (PBMC), Granulozyten, Lymphknoten-Punktate und Ejakulate. Es
sollte festgestellt werden, welches Proben-Ausgangsmaterial die hochste diagnostische
Sensitivitit ermdglicht. Der Einfluss von unterschiedlichen Isolierungsverfahren
(Zentrifugationsgeschwindigkeiten) bei der Gewinnung von PBMC hinsichtlich der
diagnostischen Sensitivitdt der PCR sollte untersucht werden. Weiterhin sollte der Einfluss

der Probenmenge auf die diagnostische PCR-Sensitivitét getestet werden.

Die tpp47-PCR und DNS-Hybridisierung sollten fiir Patienten nach ausreichender Therapie
einer manifesten oder latenten Syphilis und Neurosyphilis mit noch positiven serologischen
Testsergebnissen im Blut und/oder in der zerebrospinalen Fliissigkeit eingesetzt werden, um

den Therapieerfolg zu liberpriifen.

Weiterhin sollte die tpp47-PCR fiir die Syphilis-Diagnostik bei Patienten mit Verdacht auf

eine Infektion bei nicht eindeutiger Syphilis-Serologie angewendet werden.

Diese Arbeit sollte ein molekularbiologisches diagnostisches Vorgehen etablieren, welches in
unklaren klinischen Syphilis-Féllen eine eindeutige diagnostische Aussage bei maximaler

diagnostischer Sensitivitdt ermdglicht.
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Il. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Elektrophorese Spannungsgerit 3000X1

Gelkammer grof3, Protean II XI 16/18 cm x 20

cm
Gelkammer klein, Mini Mighty small
Heizblock, Thermomixer 5436
Lichtmikroskop

Neubauer-Zellkamer

PCR-Gerit, GeneAmp 9700
Rotationsschiittler

Sterilwerkbank, LaminAir HB 2472
Tischzentrifuge, 5415C
UV-Transilluminator, Gel Doc 2000™
Vortex, Genie 2

Zentrifuge, Sorvall RC-5B Superspeed

2.1.2 Arbeitsmaterial

Einfrierrohrchen, 2 ml

Kaniile, 20 G, 2", Nr 1

3 MM-Filterpapier
Nylonmembranen (positiv geladen)
PCR-Reaktionsgefdf3, 0.2 ml
Pipetten, sterile

ReaktionsgefaBe 1.5 ml, 2.0 ml

EDTA-Blutréhrchen, 9 ml (S-Monovette)
Objekttragerschallen mit Vertiefungen (14 mm)

Rohrchen, Falcon 2070, 50 ml
Rohrchen, Falcon 2096, 15 ml
Rontgenfilm X-OMAT AR-5
Sephadex G50-Siulen

MATERIALS & METHODS

Materials
Technical devices

Biorad, Miinchen

Biorad, Miinchen

Hoefer, San Francisco, USA

Eppendorf Netheler, Hinz GmbH, Hamburg
Olympus, Hamburg

Assistent, Miinchen

Perkin Elmer, Norwalk, USA

Desaga, Wiesloch

Heraeus, Hanau

Eppendorf AG, Hamburg

Biorad, Miinchen

Bender & Hobein, Ziirich, Schweiz

Du Pont Instruments, Leipzig

Working materials

Nunc, Roskilde, Danemark

Becton Dickinson, Fraga, Spanien
Whatman Paper Ltd., Maidstone, UK
Boehringer, Mannheim

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf
Stone, Staffs, UK

Eppendorf, Hamburg

Sarstedt AG & Co, Niirnbrecht
Kartell, Noviglio, Italien

Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg
Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg
Kodak, Rochester, USA

Amersham-Pharmacia-Biotech, Freiburg



Arbeitsmaterial, Fortsetzung:

Serum-Rdohrchen, 4,7 ml (S-Monovette)
Spritzen, 20 ml, 0,9 x 40 mm

Tupfer, PS-Abstrichbesteck, steril, 16,0 / 110

mm

2.1.3 Chemikalien und Enzyme
[y->* P]-Adenosin-5'-triphosphat (3000
Ci/mmol)

Agarose ultrapure

Chlorwasserstoff (HCI)
Desoxyribonuclease I (DNase I)
Dithiothreat (DTT)

DNAzol BD Reagent

DNS-Marker (PhiX174 DNA-Hae III Digest)

Ethidiumbromid
Ficoll 400
FTA-ABS-Test

Glykogen, molecular biology grade
Isopropanol

Kinase-Puffer, 10x

Lachssperma DNA
Magnesiumchlorid, 25 mM
Natriumhydroxid

Orange G

phosphat buffered saline (PBS)

Polymorphprep
Polynucleotid-Kinase-Puffer
Polyvinylpyrolidon

Rinderserumalbumin (BSA)-Ldsung
Scandicain Losung, 1 %
Sodiumdodecylsulfat (SDS)
Sodiumchlorid/Sodiumcitrat-Losung (SSC)

Sarstedt AG & Co, Niirnbrecht
Becton Dickinson, Fraga, Spanien

Greiner bio-one, Frickenhaus

Chemicals & enzymes

Hartmann Analytic, Braunschweig

Gibco BRL/ Invitrogen, Karlsruhe
Merk, Darmstadt

Boehringer Mannheim, Mannheim
Boehringer Ingelheim, Buchs, Schweiz
Gibco BRL, Rockville, USA

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden

BAG, Biologische Analysesystem GmbH,
Lich
Boehringer, Mannheim

Sigma, Miinchen
Promega GmbH, Mannheim
Sigma, Miinchen
Promega GmbH, Mannheim
Merk, Darmstadt
Sigma, Miinchen

Apotheke, Klinikum Innenstadt, LMU
Miinchen

Axis-Shield AS, Oslo, Norwegen
Boehringer, Mannheim

Merk, Darmstadt

Sigma, Miinchen

AstraZeneca GmbH, Wedel
Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen
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Chemikalien und Enzyme, Fortsetzung:

Tag-DNA-Polymerase, 100 U (5 U/ul) Promega GmbH, Mannheim

Tag-DNA-Polymerase 10 x Buffer, Magnesium Promega GmbH, Mannheim
frei

Tag-DNA-Polymerase Puffer Promega GmbH, Mannheim

TPHA-Test BAG, Biologische Analysesystem GmbH,
Lich

Tris Sigma, Miinchen

Tris-Borat-EDTA (TBE)-Losung, 10 x Gibco BRL/ Invitrogen, Karlsruhe

Tris-HCI Sigma, Miinchen

Trypan blue Sigma, Miinchen

T4-Polynukleotid-Kinase Boehringer, Manheim

VDRL-Test Dade Behring Marburg GmbH, Marburg

2.1.4 Losungen Solutions

Orange G-Ansatzlosung: 0,05 g Orange G

1,5 g Ficoll 400
Wasser ad 10 ml

Kinase-Puffer: 0,5 M Tris-HCI (pH 9,5)
0,1 M MgCl,
50 mM DTT
Kinasierung-Losung (50 ul) auf Eis: 1,0 ul Oligonukleotid Trep-Hyb (10 pmol)

10,0 ul 10 x Kinase-Puffer

5,0 ul [y-*P]-ATP (40 pmol)

2,0 pl T4-Polynucleotid-Kinase (2 U)
32,0 ul Aqua destillata

Denhardt's Reagenz, 100 x: 2 % Ficoll 400
2 % Polyvinylpyrolidon
2 % Rinderserumalbumin (BSA)-Lsung



Losungen, Fortsetzung:

Hybridisierungslosung:

Waschlosung:

2.1.5 Nukleotide

Primer fiir T. pallidum (tpp47)-PCR:
Tp-336

Tp-714

Tp-370

Tp-563

Trep-Hyb

Primer fiir B-Actin-PCR:
Actin-1
Actin-2

Hersteller: MWG-Biotech, Ebersberg
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5x SSC
5 x Denhardt's Reagenz
0,1 % SDS

6 x SSC

Nucleotides

Sequenz (5’ - 3°):
CAGCAGGGGAAGAAAAAAGTGGG
AAGGTCGTGCGGGCTCTCCAT
GACCCAAGCGTTACTAAGATGG
ACCGCAACTGGGACAAACTTCAT
GCAGTAGCGTTGGCGGATC

Sequenz (5’ - 3°):
GAGCGGGAAATCGTGCGTGACATT
AGACAGTCTCCACTCACCCAGGAA
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2.2 Patientenkollektiv und -proben Patients & samples

2.2.1. Patienten Patients

Es wurde Proben von den 37 Patienten mit dem Verdacht auf manifeste oder latente Syphilis
vor Therapie, als auch nach Behandlung in die Untersuchung eingeschlossen. Es wurde drei

Patientengruppen gebildet:

e Gruppe A (n = 15), Patienten mit klinischem oder serologischem Verdacht auf manifeste

oder latente Syphilis;

e Gruppe B (n = 10), Patienten nach ausreichender Behandlung einer manifesten oder

latenten Syphilis vor 1 - 24 Monaten und mit positivem 19S-IgM-FTA-ABS-Test;

e Gruppe C (n = 12), Patienten nach Behandlung einer Neurosyphilis vor 3 - 7 Jahren und

mit positiver Syphilis-Serologie im Blut und Liquor.

2.2.2 Proben Samples

Bei allen Patienten erfolgte die Materialgewinnung im Rahmen der Untersuchung zum
Zweck einer besseren Diagnostik einer Syphilis-Infektion. Jeder Patient wurde {iber den

Zweck der Untersuchung aufgeklart und gab ein Einverstindnis hinzu.

Die Proben der Patienten aus der Gruppe A und B wurden in der Klinik und Poliklinik fiir
Dermatologie und Allergologie der LMU Miinchen gesammelt. Die Proben der Patienten der
Gruppe C stammen aus dem Max-von-Pettenkofer-Institut fiir Hygiene und Medizinische

Mikrobiologie (Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. med. Bettina Wilske) der LMU Miinchen.

Bei den Patienten, die in der Klinik und Poliklinik fiir Dermatologie und Allergologie
aufgenommen wurden, sind die klinisch-anamnestischen Daten ausfiihrlich erhoben worden.
Bei den Patienten, deren Proben aus dem Max von Pettenkofer-Institut erhalten wurden, sind

die klinisch-anamnestischen Daten begrenzt vorhanden.

Bei allen Patienten aufler der Gruppe C wurde das Serum gewonnen, um serologische
Untersuchungen fiir Syphilis-Diagnostik durchzufiihren. Die Ergebnisse der serologischen
Untersuchungen der Patienten der Gruppe C, als auch deren Seren wurden uns von dem Max

von Pettenkofer-Institut {ibergeben.

Die Proben, die bei den Patienten gewonnen wurden, um PCR-Diagnostik durchzufiihren sind

in die Tabelle 7 dargestellt.
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Tabelle 7. Patienten-Proben fiir 7. pallidum-PCR
Gruppe | Proben von allen Proben vom Teil der Verdacht auf Syphilis-
Patienten Patienten Stadium
A - Serum - Lymphknoten-Punktat sekundare (n = 2)
- Periphere (n=4) latente (n = 2)
mononukledre
Blutzellen (PBMC)
- Granulozyten - FEjakulat (n = 4) primére (n = 1)
- Rachenabstrich sekundare (n = 2)
latente (n = 1)
- Hautbiopsien (n = 4) sekundare
- Abstriche von fimare
nassenden Lesionen P
(n=2)
B - Serum
C - Serum

- Liquor
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2.3 Methoden Methods
2.3.1 Materialgewinnung Collection of samples
2.3.1.1 Blut Blood

Blutproben wurden durch Punktion der Antekubitalvene in einem 7,5-ml Serum-Roéhrchen fiir
serologische und PCR-Diagnostik der Syphilis und in zehn 5-ml EDTA-R6hrchen fiir PCR-
Untersuchungen gewonnen. Diese Proben wurden im Laufe einer Stunde nach der Gewinnung

bearbeitet.
Serum

Fiir serologischen und PCR-Untersuchungen des Blutserums wurden das Serumrdhrchen bei
Raumtemperatur (RT) gelassen, um Gerinnungsblut zu bekommen. Dann wurden die
Blutréhrchen mit Geschwindigkeit von 350 g, 15 min bei RT abzentrifugiert, in 0,5 ml
aliquotiert und untersucht. Wenn die Untersuchungen nicht am selben Tag stattfinden

konnten, wurde das Serum bei -20 °C eingefroren.

Serumproben aus dem Max von Pettenkofer-Institut wurden bei -20 °C bis zur Untersuchung

aufbewahrt.

PBMC

Fiir PCR-Untersuchungen wurden die Blutzellfraktionen, periphere mononukledre Blutzellen
(PBMC-Fraktion: Monozyten, Thrombozyten, Lymphozyten) und Granulozyten (Basophile,
Neutrophile und Eosinophile) im Laufe einer Stunde nach der Blutentnahme isoliert und bei -
20 °C eingefroren. Die Dichten der fliissigen und zelluldren Blutanteile und der separierenden

Losungen (Ficoll und Polymorphprep) sind in der Abbildung 7 dargestellt.

50 ml EDTA-Vollblut wurde mit PBS (10 mM, pH 7.4) 1:1 gemischt. Jeweils 30 ml EDTA-
Vollblut-PBS wurde in 50 ml Falconréhrchen tiber 15 ml Ficoll (p = 1,077 g/ ml) geschichtet
und dann fiir 30 min bei 800 g, RT, abzentrifugiert [27]. Durch die Zentrifugation bildeten
sich vier Schichten: die obere Phase war PBS-verdiinntes Plasma, die obere Interphase
bestand aus der PBMC-Fraktion (Monozyten, Thrombozyten, Lymphozyten) (Abbildung 8),
die untere Interphase aus Ficoll und untere Phase (Pellet) aus den sedimentierten
Granulozyten und Erythrozyten. Das PBS-verdiinnte Plasma wurde entfernt. Die untere Phase

(Granulozyten-Erythrozyten) wurde fiir die Gewinnung von Granulozyten benutzt.

Die obere Interphase (PBMC) wurde vorsichtig mit der 10 ml Pipette in anderes Rohrchen
tibertragen und die Zellen wurden gezihlt. Dafiir wurde die PBMC-Fraktion 1:10 mit PBS
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verdiinnt, 1:10 mit Trypan blue gemischt, in einer Neubauer-Zellkammer ausgezdhlt. Nach
der Zellzahlung wurden die PBMC-Fraktion fiir die weitere Verarbeitung auf die
Konzentration von 2 x 10’ PBMC pro ml eingestellt.

Abbildung 7. Schema der Dichten der humanen Blutzellen (www.axis-shield.com [225], modifiziert)

:I Plasma
- Monozyten

:I Thrombozyten \ PBMC
-Fraktion
- Lymphozyten
| basophile
neutrophile pGranulozyten

-Fraktion
eosinophile

| | | | | | Dichte (g/ml) . Erythozyten
1,050 1,060 1,070 1,080 1,090 1,100

1

Ficoll (1,077 g/ml)  Polymorphprep (1,113 g/ml)

Zellenmenge

Die aliquotierte PBMC-Fraktion wurde mit zwei Geschwindigkeiten,
Niedriggeschwindigkeitszentrifugation von 500 g (low speed centrifugation, LSC), 30 min bei
RT, und Hochgeschwindigkeitszentrifugation von 15000 g (high speed centrifugation, HSC),
30 min bei RT, abzentrifugiert. Bei der Niedriggeschwindigkeitszentrifugation (LSC)
entstehen der PBMC-Uberstand (low speed centrifugation-supernatant, LSC-S) und das
PBMC-Sediment (low speed centrifugation-pellet, LSC-P). Bei der
Hochgeschwindigkeitszentrifugation  (HSC)  entstehen  entsprechend high  speed
centrifugation-supernatant (HSC-S) und high speed centrifugation-pellet (HSC-P).

Die Treponemen koénnen sich sowohl frei im Blutplasma, als auch intrazelluldr oder
zelladhdsiv  befinden. Bei Niedriggeschwindigkeitszentrifugation (LSC) werden die
intrazelluldren/ zelladhdsiven Treponemen mit der Zellfraktion abzentrifugiert. Die
freiliegenden Treponemen bleiben im Uberstand. Die Hochgeschwindigkeitszentrifugation
(HSC) sedimentiert dagegen alle Treponemen, so das der Uberstand keine Treponemen

enthilt (Abbildung 7). Mit diesen zwei unterschiedlichen Zentrifugationen sollte untersucht



53

werden, ob die unterschiedliche Zentrifugationsgeschwindigkeiten die diagnostische PCR-

Sensitivitit bewirken konnen.

Granulozyten
Die Granulozyten wurden aus dem bei Ficoll-Separation gebildeten Pellet (Granulozyten-

Erythrozyten) mittels Polymorphprep (p = 1,113 g/ml) isoliert [41] (Abbildung 8).

Da T. pallidum sich bei einer Dichte von 1,051 g/ml konzentriert [56], ist zu erwarten, dass

das Plasma und die PBMC-Fraktion die freiliegende T. pallidum enthalten.

Abbildung 8. Schema der Gewinnung und Aufreinigung der Blutzellfraktionen (modifiziert
nach Coligan et al, 1984 [27], und Ferrante & Thong, 1980 [41])

Ficoll
)
N
U &7 W, PBS-Plasma
PBS-Plasma
—> T PBMC, Thrombgzyten
Ficoll % N—1

\ & HSC (15000 g)

>N | S

~AAN

= »
Granulozyten PBMC~—" LSC (SOOg)

v

Erythrozyten
EDTA-Vollblut
S =
N LSC-S HSC-S
LSC-P HSC-P
Granulozyten
Erythrozyten -
Granulozyten
Granulozyten ~ <
= = —
\

Erythrozyten
< Zentrifugation;
~~ T. pallidum;
HSC, high speed centrifugatioin (15000 g); HSC-P, PBMC-Pellet nach der Hoch-
geschwindigkeitszentrifugation; HSC-S, PBMC-Supernatant nach der Hochgeschwindikeits-
zentrifugation; LSC, low speed centrifugation (500 g); LSC-P, PBMC-Pellet nach der
Niedriggeschwindigkeitszentrifugation; LSC-S, PBMC-Supernatant  nach der  Niedrig-

geschwindigkeitszentrifugation; PBS-Plasma, mit PBS verdiinnte Plasma
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Das Granulozyten-Erythrozyten-Pellet (ca. 15 ml) wurde hierzu mit PBS 1:1 verdiinnt, {iber
Polymorphprep 1:1 geschichtet und abzentrifugiert (500 g, 30 min, RT). Hierbei bildeten sich
vier Schichten: obere Schicht - PBS-verdiinntes Plasma, zweite Schicht — Lymphozyten,
Granulozyten, dritte Schicht — Polymorphprep, Pellet - Erythrozyten. Die Granulozyten
wurden abgenommen, gezihlt und auf eine Konzentration von 5,0 x 10’ Zellen pro ml

eingestellt.

2.3.1.2 Liquor Cerebrospinal fluid

Die Liquorproben aus dem Max-von-Pettenkofer-Institut wurden bei -80 °C aufbewahrt.
Diese Proben waren allerdings einige Male noch vor der Ubergabe in unserer Labor fiir die
serologischen Untersuchungen des Institutes aufgetaut. Der Liquor wurde direkt vor der DNS-

Isolation aufgetaut und in 0,5 ml aliquotiert.

2.3.1.3 Rachenabstrich Swab from the throat

Es wurden jeweils drei Abstriche mit sterilem Wattestibchen vom Rachen von jedem

Patienten mit und ohne Symptome einer Angina specifica abgenommen.

2.3.1.4 Schanker-Abstrich Swab from the chancer

Die Lésionen wurden seitlich manuell komprimiert, und das gewonnene Reizserum wurde mit
drei feuchten Steriltupfern abgenommen und in der Reihenfolge der Abnahme markiert (Nr.

1, Nr. 2, Nr. 3).

2.3.1.5 Lymphknoten-Punktion Lymph-nodes aspiration byopsy

Die syphilitische Polyadenopathie wurde mittels Palpation der peripheren Lymphknoten und
7,5 MHz-Sonographie untersucht. Die Sonographie zeigte die Grofle und Position, die Form
und die Struktur der untersuchten Lymphknoten [18, 10]. Bei der Sonographie wurden die
oberflidchliche inguinale Lymphknoten und ihre Lage auf der Haut mit einem Hautstift

markiert.

Die Lymphknoten-Punktion fand nach der Einverstindniserkldrung der Patienten statt. Die
Punktion wurde mittels eines Feinnadel-Vakuum-Aspirators und einer 20-ml Spritze mit

Kaniile 20 G (Abbildung 9) nach Binder (1987) durchgefiihrt [8].

In die ausgewihlten Lymphknoten wurde 0,5 ml sterile Kochsalzlosung injiziert und dann mit
dem Vakuum-Aspirator asperiert (0,3 - 0,5 ml), in ein 1,5 ml Réhrchen {iberfiihrt und bei -20

°C eingefroren.
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Abbildung 9. Feinnadel-Vakuum-Aspirator mit der Spritze (Volkenandt et al, 1997 [178])

uah WNEH

1, Ventil fir den Druckausgleich; 2, Vakuum-Aspirator; 3, Nadel; 4, Spritze (20 ml); 5,

einstellbare Fixator fiir den Aufbau des Unterdruckes

Nach jeder Punktion wurde der Vakuum-Aspirator zur Reinigung mit Desoxyribonuklease I
(DNase I)-Losung und in 1 M HCI behandelt und anschlieBend mit sterilem Wasser
durchgespiilt und autoklaviert. Fiir die Kontaminationskontrolle des Vakuum-Aspirators nach
der durchgefiihrten Spiillung wurde das letzte Spiilwasser (ca. 1,0 ml) in der T. pallidum-PCR

zusammen mit der positiven Kontrolle getestet.

2.3.1.6 Ejakulat Ejaculate

Ejakulat wurde von Patienten ohne syphilitische Hautldsionen an Genitale und Héinden
gewonnen, um eine Kontamination auszuschlieen. Das Ejakulat wurde in sterilen 50 ml
Probenrdhrchen (Falcon) gesammelt und in 0,5 ml-Portion aliquotiert und bei -20 °C

aufbewahrt.

2.3.1.7 Hautbiopsien Skin biopsies

Die zwei Vollhaut-Stanz-Biopsien (0,5 x 0,5 cm) aus einem Syphilid und eine Biopsie aus
nicht betroffener Kontrollhaut wurde nach Infiltrationsanisthesie mit 1 % Scandicain Losung
(2-4 ml) entnommen. Eine Biopsie aus der Lasion wurde histologisch untersucht. Die anderen
Biopsien aus der Lasion und aus der gesunden Haut wurden sofort schockgefrohren und bei -

80 °C aufbewahrt.
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2.3.2 Serologischen Untersuchungen Serological assays
2.3.2.1 Treponema pallidum-Hamagglutinationstest (TPHA-Test) TPHA

Der TPHA-Test wurde entsprechend den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Hierzu
wurden Titrationsreihen 1:40 bis 1:81920 aus dem Patientenserum parallel mit gleichen

Titrationsreihen von Kaninchenserum hergestellt.

Die Hamagglutination wurde nach Kriterien der Firma BAG, Lich, interpretiert. Die
Erythrozytenansammlung in Knopfform in der Mitte der Schale mit glattem Auflenrand wurde
als keine Hadmagglutination bewertet. Die Erythrozytenansammlung in der Form eines
kompakten Ringes mit glattem runden AuBenrand wurde als unbestimmte Hdmagglutination
bewertet. Die Erythrozytensammlung in Form einer groflen Ringes mit rauem
unregelmédfBigem AuBenrand und peripherer Agglutination, oder bei der gleichmiBigen
Verteilung der agglutinierten Partikeln {iber den Schalenboden wurde als positive

Hamagglutination interpretiert.

2.3.2.2 Venereal-Disease-Research-Laboratory-Test (VDRL) VDRL

Fiir den VDRL-Test wurde zuerst eine Antigensuspension mit Kardiolipin hergestellt. Dafiir
wurde 0,4 ml Verdiinnungsfliissigkeit aus dem VDRL-Set in einer Glasflasche mit 0,5 ml
Kardiolipin-Antigen langsam unter Schiitteln zusammengemischt. Danach wurde zusétzlich
4,1 ml Verdinnungsfliissigkeit zugesetzt, stark geschiittelt und innerhalb eines Tages
verwendet. Das Patientenserum wurde bei 56 °C 30 min inaktiviert. Das inaktivierte
Patientenserum wurde mit Verdiinnungsfliissigkeit von 1:2 bis 1:128 verdiinnt. Als

Positivkontrolle wurde Serum von Syphilis-Patienten benutzt.

Auf einen Objekttrager mit Vertiefungen (14 mm) wurden 50 pl inaktiviertes Patientenserum
verteilt, dann 17 pl Antigensuspension zugegeben, auf einem Rotationsapparat 4 min bei RT
bewegt (ca. 150 UpM, 1,9 cm Kreisbewegung) und danach sofort unter dem Mikroskop mit
100x Vergroferung beurteilt.

Die positiven Seren wurden nach Vorschriften der Firma Dade Behring Marburg GmbH
bewertet: deutlich sichtbare Agglutination bedeutete positive Ergebnisse.
2.3.2.3 Fluoreszenz-Treponema-Antikdrperabsorbtionstest (FTA-ABS-Test) FTA-ABS

Der FTA-ABS-Test wurde in drei Varianten, IgM-, IgG- und 19S-IgM-FTA-ABS-Test
durchgefiihrt. Fiir den IgM-FTA-ABS-Test wurden die IgG-Antikérper aus dem

Patientenserum mittels hochauflosender Fliissigkeitschromotographie (HPLC) entfernt. Vor
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der Durchfiihrung des FTA-ABS-Testes wurden vier Kontrollen vorbereitet: (i) ein Teil des
positiven Kontroll-Serums von Syphilis-Patienten 1:5 mit FTA-Absorbtionsmedium aus der
abgetoteten saprophytischen Treponema phagedensis verdiinnen, ein Teil des Konroll-Serums
1:5 mit PBS verdiinnen; (ii) ein Teil des unspezifisch-positiven Kontroll-Serums (in FTA-
ABS-Test unspezifisch positiv) 1:5 mit FTA-Absorbtionsmedium, ein Teil 1:5 mit PBS
verdiinnen; (iii) FTA-Absorbtionsmedium-Kontrolle; (iv) PBS-Kontrolle.

Das Patientenserum wurde 1:5 mit FTA-Absorbtionsmedium verdiinnt, bei 37 °C 30 min
inkubiert, 10 pl davon wurde auf dem auf Raumtemperatur (RT) erwédrmten FTA-
Objekttrager mit ca. 20000 T. pallidum Nichols pro Reaktionsfeld aufgetragen und erneut bei
37 °C 30 min in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach der Inkubation wurde das verdiinnte
Serum vom Objekttrager mit PBS abgewaschen und anschlieBend mit Aqua destillata
vorsichtig nachgespiilt. Der Objekttrager wurde bei RT getrocknet und dann jedem Feld 10 pl
Anti-Humanglobulin-Losung (Anti-IgG- und -IgM-Antikorper) zugegeben, bei 37 °C, 30 min
in einer feuchten Kammer inkubiert und danach erneut mit PBS abgespiilt. Nach dem
Trocknen wurden auf dem Objekttriger 3 Tropfen Glycerin (1:10 verdiinnt mit PBS) gegeben,
der Objekttrager mit einem Deckglas abgedeckt und im Laufe von zwei Stunden im
Fluoreszenzmikroskop mit Quecksilber-Hochdrucklampe bei 400x VergroBerung untersucht.
Die Intensitit der Fluoreszenz wurde nach den Vorgaben der Firma BAG, Lich, beurteilt und

die Ergebnisse der Analyse semiquantitativ erfasst:

Fluoreszenzstarke Test-Ergebnis
sehr starke, ++++ positiv, +
starke, +++ positiv, +
mittlere, ++ schwach positiv, (+)
schwache, + grenzwertig positiv, +/-
sehr schwache, + negativ, -
fehlende, - negativ, -
2.3.3 DNS-Isolierung DNA isolation

Die DNS-Isolierung wurde mittels Genomic DNA Isolation Reagent, DNAzol BD Reagent®,
unter sterilen Bedingungen in der sterilen Werkbank durchgefiihrt. Mit dem DNAzol BD
Reagent lassen sich DNS-Fragmente der Gréfle von 100 bp bis 100 kbp isolieren. Serum,
HSC-S, LSC-S, HSC-P, LSC-P, Granulozyten und Ejakulat wurden direkt mit dem DNAzol

BD Reagent gemischt. Abstriche wurden zuerst mit 1,0 ml sterilem Wasser gevortext, und 0,5
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ml davon wurde fiir die DNS-Isolierung verwendet. Die DNS-Isolation aus dem Hautbiopsat

wurde sofort nach der Entnahme aus dem Stickstoff durchgefiihrt.

Aus jeder Patienten-Probe mit Ausnahme der Hautbiopsien wurde DNS in drei unabhidngigen
Ansitzen isoliert und jede DNS-Isolierung wurde separat mittels PCR analysiert. Die DNS-
Isolierung umfasste die Zelllysis, DNS-Prézipitation, DNS-Reinigung und Losung der

gewonnenen DNS.

1. Zelllysis: je 0,5 ml Serum, Plasma, HSC-S, LSC-S, Ejakulat, Lymphknoten-Punktat und
Abstrich-Spiilung, je 1,5 x 10° HSC-P-Zellen und LSC-P-Zellen, und 3,0 x 10° Granulozyten
wurden mit 1,0 ml DNAzol BD Reagent gemischt und 1 min gevortext. Die Hautproben
wurden mit einem Skalpell zerkleinert und in einem Gewebehomogenisator in 0,5 ml DNAzol
BD Reagent homogenisiert. Das Homogenisat wurde in 2 ml Rohrchen iberfiihrt, mit

weiterem 0,5 ml DNAzol BD Reagent gemischt und 1 min gevortext.

2. DNS-Prézipitation: 0,4 ml Isopropanol wurde zum Homogenisat gegeben, gevortext, 5 min
bei RT inkubiert und anschliefend abzentrifugiert (10000 g, 10 min, 4 °C).

3. DNS-Reinigung: der Uberstand wurde abgenommen, zum DNS-Pellet wurde 0,5 ml
DNAzol BD Reagent gegeben, das Gemisch 30 sec gevortext und abzentrifugiert (2000 g, 4
min, 4 °C). Der Uberstand wurde abgenommen und das DNS-Pellet mit 1,0 ml 95 % Ethanol
versetzt (nicht gevortext), 3 min bei RT inkubiert und abzentrifugiert (2000 g, 4 min, 4 °C).

4, Losung der DNS: der Ethanol-Uberstand wurde abgenommen, das DNS-Pellet wurde bei

Raumtemperatur ca. 1 Stunde getrocknet, in 20 pl Wasser gelost und bei - 20 °C aufbewahrt.

2.3.4 PCR PCR

Um ecine Kontamination der gewonnenen Proben durch T. pallidum-positive Patientenproben
oder durch das Amplifikat zu vermeiden, wurden die Vorbereitung zur PCR, die PCR selbst
und die Amplifikat-Analyse an getrennten Arbeitsplitzen durchgefiihrt:

- Raum I fiir die Bearbeitung von frisch gewonnen Proben, Zentrifugation und Aliquotieren

der Proben, DNS-Isolation;

- Raum II fiir die Vorbereitung des PCR-Ansatzes fiir 1. und 2. tpp47-PCR, B-Actin-PCR
und der Reagenzien fiir die DNS-Hybridisierung;

- Raum III fir die 1. und 2. tppd47-PCR, B-Actin-PCR mit jeweils getrennten
Arbeitspldtzen, DNS-Fillung, Gel-Elektrophorese;
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- Raum IV fiir die Vorbereitung von radioaktiven Reagenzien und DNS-Hybridisierung.

Die molekularbiologische Arbeit wurde in eine Richtung von Probenbearbeitung, DNS-
Isolation, Herstellung von PCR-Ansatzes, 1. tpp47-PCR, Amplikon-Féllung, B-Actin-PCR
und 2. tpp47-PCR, Gel-Elektrophorese, DNS-Hybridisierung bis zum Probenaufbewahren
durchgefiihrt, um die Kontamination durch Amplikon zu vermeiden. Es wurde an UV-

belichteten sterilen Werkbédnken gearbeitet.

B-Actin ist ein Strukturprotein, ein Bestandteil des Zytoskeletts und gleichzeitig eines der fiinf
haufigsten Proteine in eukaryotischen Zellen [114]. B-Actin wurde als ,,house keeping gene*
als Positivkontrolle fiir die Qualitdt der DNS-Isolierung (DNS-Qualitit und -Quantitit) [186]
aus dem zellhaltigen Patientenmaterial, wie Blutzellen (PBMC-Fraktionen (HSC-P, LSC-P),
Granulozyten), Ejakulat, Hautbiopsaten parallel unter gleichen PCR-Bedienungen und mit
gleicher Reagenzien-Konzentration, wie die tpp47-PCR durchgefiihrt. Um die Menge der
isolierten DNS einschétzen zu konnen, wurde die B-Actin-PCR mit zwei Ansitzen, in der

Verdiinnung 1:10 und ohne Verdiinnung durchgefiihrt.

2.3.4.1tpp47-PCR tpp47 PCR

Fiir den Nachweis vom Syphilis-Erregern wurde das tpp47-Gen [67] ausgesucht, da dieses
Gen in vielen Studien zur molekularen Syphilis-Diangostik mit anderen Humanpathogenen
und keine Posititvitidt in der PCR aufwies [88]. Der epidemiologische, anamnestische und
klinische Ausschlufl von nicht-syphilitischen Treponemen (Frambdsie- und Pinta-Erregern)

erlaubt die Zuordnung der positiven tpp47-PCR zur venerischen Syphilis.

tpp47-PCR mit Patienten-Proben

Die tpp47-PCR wurde im nested-PCR-Verfahren mit der "Hotstart"-Technik (Zugabe von
Tag-Polymerase nach der DNS-Denaturierung) mit je 35 Zyklen durchgefiihrt. Mit dem
externen Primer-Paar Tp-336 (Position: 336 - 358) und Tp-714 (Position: 693 - 714) wurde
das 379 bp-Fragment des tpp47-Gens amplifiziert (Abbildung 10). Mit den internen Primern
Tp-370 (Position: 370 - 392) und Tp-563 (Position: 540 - 563) wurde in der 2. PCR ein 199
bp-GroBes DNS-Fragment amplifiziert.

Fiir die erste und zweite tpp47-(nested)-PCR wurde ein Reagenzien-Gemisch aus Primer,
dNTPs, PCR-Puffer, MgCl, und Wasser auf Eis vorbereitet. Die Menge von Reagenzien
wurde so gerechnet, dass das Endvolumen in jedem Rohrchen, einschlieSlich der isolierten
DNS und der Tag-Polymerase, 25 pul betrug. Der Reaktionsansatz fiir die 1. und 2. tpp47-PCR

war identisch; die Konzentrationen und Mengen der Reagenzien fiir diese PCR sind in der
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Tabelle 8 dargestellt. Fiir die PCR wurde das Reagenzien-Gemisch in PCR-Rohrchen (0,2
ml) auf Eis aliquotiert, DNS-Probe (4,0 ul DNS-Isolat fiir 1. tpp47-PCR, 14,7 pl Amplikon
fiir 2. tpp47-PCR) in das jeweilige PCR-Rohrchen gegeben und im PCR-Gerdt (GenAmp
9700) denaturiert. Nach der DNS-Denaturation (Tabelle 9) wurde sofort die Tag-Polymerase
dazu gegeben (,,Hot-Start*-Technik), um die DNS zu amplifizieren. 0,25 ul Tag-Polymerase
wurde vor der Zugabe nach ,,Hot-Start“-Technik (2 pl) in 1,55 pl Aqua destillata und 0,2 pl
10 x Puffer gemischt.

Abbildung 10. {pp4/~Gen (Hsu et al, 1989 [67]); Primer-Positionen sind markiert

a0 &0
SUT TOT ATA COG AGO TAT AAT COT GAA AGT GAA ATA CGC ACT ACT TTC TOC COG AGC GCT GCA GTT GTT OGT TGT
Fro Ser Lle Arg Ard Cys Asn Arg Glu Ser Glu Ile Arg Thr Thr Phe Cye Arg Ser Ala Alm Val ¥Wal Gly Cysa

105 135
AGGH CTd TOO CTO OTC ToA TCA TCOA GAC GCOA OTa TOG CTA TOC GAC GCT AAD CTA TOC GAC TAD TGOS GOC GOGR OAO
Arg Lew Trp Leuw Val Ser Ser End Asp Ala Leu Trp Lew Cys Asp Ala Ly¥s Leu Cys Asp Tyr Trp Aln Giyx Glu

180 210
TTG GGG CAG AGT A0 0AC OTO CTT TTO GCOG OCT AAT GOC GAG OCO OAC 0OC GCO 000 OAT OTC GAC GCA OGC ATG
Lew Gly Gla Ser Arg Asp Val Leu Leu Ale Gly Asn Ala Olu Ala Asp Arg Ala Oly Asp Leu Asp Ala Oly Mot

F1-H b3 1.1
TTC GAT GUA GTT TCT CGC GCA ACC CAC OO0 CAT OGO GO0 TTEC CUT CAC CAA TTT CAO TAC OCG GTT GAG GTA TTG
Phe Asp Almn VYol Ser Arg Ala Thr ks Oly lHis Gly Alma Fhe Arg Gln Gln Phe Gln Tyr Ala VYal Glu VYol Leu

‘F____ Tp-336 ‘F—— Tp-370
330 JE0
ooC BAA AAG GTT CTC TCO AAG CAC GAG ACC GAA UAC AODC ACOD OOA AOGA AAA AAO TOO CGAGQ TAC OAO0 ACT CAC CCA
Cly Glw Lys Val Leu Ser Lys Gln Glu Thr Glu Asp Ser Arg GLly Arg Lys Lys Trp Qlu Tyr Glu Thr Aap Pro
4035 435
AOC OTT ACT AAG ATEG GTG COGT GCC TOT GOG ToA TTT CAQ GAT TTO GOA Oal GAC 000 GAG ATT AAG TTT GAA GCA
Ser Val Thr Lys Met Val Arg Alm Ser Alas Ser Phe Gln Asp Leu Gly Olu Asp Gly Olu Ile Lys Phe Glu Als

h Trep-Hyb
480 E10

GTC GalG GGT OCA OTA GOG TTG OCG GAT CGC GCG AGT TOC TTC ATG GT: CAC AGC OAD DAA TAT AAG ATT ACG AAC
¥al Glu Gly Ala Val Ala Leu Ala Asp Arg Als Ser Ser Phe Mat Vol Asp Ser Olu Glu Tyr Lys Ile Thr Aan

a8 Tp-563 585
GTA AAG GTT CAC GGT ATG AAG TTT GTC COA GTT OCG GTT CCOT CAT GAA TTA AAA OO0 ATT TGCA AAD OAG AAD TTT
Yal Lys VYal His Oly Met Lya Fhe VYal Pro Val Ala Val Pro His Olu Leu Lys Oly Ile Ala Lys Glu Lya Phe

630 [:1-1:]
CAC TTC GTG GAA GAC TOC COC GTT ACO QAQ AAT ACC AAC GOC CTT AAG ACA ATO COTC ACT OAQ OAT AOGT TTT TCT
Him Fhe val Glu Asp Ser Arg Val Thr Glu Asn Thr Asn Gly Leu Lys Thr Het Leu Thr Glu Asp Ser Phe Ser

708 —* To-714 Tas
GrA CGT AAG GTA AGC AGC ATG GAG AGC TCG CAC CAC OTT OTG GTA GAC ACG OTG OO0T ACL G@TC TAC CAC AGC CGT
Aln Arg Lys Yal Ser Her Mat Giu Ser Pro ism Aop bea Yal Yal Aap Thre Val Gly Thr val Tyr Hia Ser Arg

THO Bl1O
TT GGT TCOT GAC GCA GAG GCT TCT GTG ATC CTOG AAA AGQG GOT GAT OGC TCT GAG CTAE TCOCO CAC COT QAQ TTC ATO
he Gly Ser Asp Alas Olu Ala Sar Val Met Lew L¥s AFE Ala Asp Oly Sar Olu Leu Ser His Arg Glu Phe lle

B55 HES
GAC TAT GTG ATG AAC TTC AAC ACG GTC CGC TAC OAC TAC TAC GGT GAT GAC GCO AGC TAC ACC AAT CTG ATO GCG
Anp Tyr ¥al Met Asn Phe Asn Thr Val Arg Tyr Aap Tyr Tyr Gly Asp Asp Ala Ser Tyr Thr Asn Leu Met Alm

830 280
AGT TAT OOC ACT AAD CAC TCT OCT GAC TCC TGG TGG AAG ACA GOA AGA GTO CCC COC ATT TCO TGT OGT ATC AAC
Ser Tyr Gly Thr Lys His Ser Alm Aap Ser Tep Tep Lya Thr Uly Arg Val Pro Arg Ile Ser Cys Gly Ile Asn

1005 10356
TAT GGG TTC GAT COG TTT AAA OOT TCA GGG CCG GCGA TAC TAC AGG CTO ACT TTO ATT GQCG AAC 000 TAT ACGG GAC
Tyr Gly Phe Asp Arg Phe Lys Gly Ser Gly Pro Gly Tyr Tyr Arg Leu Thr Leu Ile Ala Asn Gly Tyr Ard Asp

1080 1110
GTA OTT GCT GAT OTQ COC TTC OTT CUOC AAG TAC OAG GO0 AAT ATC OAT ATT QGG TTO AAG GGG AAD OTO CTG ACC
Val val Ala Asp Val Arg Phe Leu Pro Lys Tyr Glu Gly Asan Ile ﬁ!p Ile Gly Leu Lys Gly Lye val Leu Thr

1155 1185
ATA GGG GGC GUO GAC OCG GAG ACT CTG ATG GAT GOT GCA JT1 JAC 013 TTT O0CC QAT GOa CAC CCT AMOQ CTT GTC
tle Gly Gly Ala Asp Als Glu Thr Leu Met Asp aAla Ale Val aap Val FPhe Ala Aap Gly Gln Pro Lyg Leu Val

1230 1260
AGC GAT CAA GCG OTG AGT TG GOG CAQ AAT GTC OFC TCT GUO GAT TTC ACT C©CC GAC ACT GAG TAC ACG GTT GAG
Sar Aap Glm Ala val Ser Leu Gly Glm Aan Val Leu Ser Ala Aap Phe Thre Pre Gly Thr Glu Tyr Thr Val Glu

1305 1335
CTT AG TTC AAG GAA TTC GGT TET OTO QOT GCG AAG OTA UTD CGCC £AG TAD AAQ AGD GOT OTC CTA TCC COOT OTG
Ynl aArg Phe Lys Glu Phe (ly H5er ¥al aArg aAla Lys ¥al Vol Als Gln End Lys Arg Gly Yal Leu Ser Arg Val

Jede tppd7-PCR mit den Patienten-Proben wurde mit zwei negativen Kontrollen

durchgefiihrt: Aqua destillata und DNS-Isolat aus gleichartigen Proben gesunder Probanden,
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die anamnestisch, klinisch und serologisch keinen Anhalt auf Syphilis und HIV-Infektion

hatten. Als Positivkontrollen dienten die [-Actin-positive Patienten-Probe (DNS-

Isolierungskontrolle) und T. pallidum (1,25 x 10%pl) aus der T. pallidum Nichols-
Stammsuspension des FTA-ABS-Testes (5,0 x 10*/ul).

Tabelle 8. PCR-Ansatz (25 pl) fiir 1. und 2. tpp4/-PCR, und fiir B-Actin-PCR von Patienten-Proben

Reagenz Stamm- Volumen, Endmenge Endkonzentration
konzentration ul
Primer 125,0 pmol/ul (je) 0,2 (je) 25,0 pmol (je) 1,0 pmol/pul
7ag-Polymerase 5,0 U/ul 0,25 1,25U 0,05 U/ul
dATP, dCTP, dGTP, dTTP  0,00005 umol/ul (je) 4,0 0,005 pmol (je) 0,0002 umol/ul
10 x Puffer: 2,5
Tris-HCI (pH 9,0) 100,0 mmol/I 0,00025 mmol 10 mmol/I
KCl 500,0 mmol/I 0,00125 mmol 50 mmol/I
Triton X-100 1,0 %
MgCl, 25,0 mmol/I 1,6 0,00004 mmol 1,6 mmol/I
DNS-Isolat (1. PCR) 4,0*
Amplikon (2. PCR) 14,7**
Gesamtvolumen 25,0

*, gleiche Volumen fir ¢{pp47~ und B-Actin-PCR; **, Amplikon-Volumen nur fir 2. {pp47~PCR

Tabelle 9. PCR-Bedienungen fiir 1. und 2. {pp4/~PCR, und fir B-Actin-PCR

Zahl der Zyklen Vorgehen Zeit T°C
1 Denaturierung 10' 95
Abkiihlung 80
Zugabe der Tag-Polymerase
35 Denaturierung 30" 95
Primeranlagerung 30" 55%/ 60**
Polymerisation 30" 72
1 Elongation 10' 72

', Minuten; ", Sekunden; *, Temperatur in 1. {pp47PCR und in B-Actin-PCR; **, Temperatur in 2.
tpp47-PCR

Die Spezifitit des tpp47-Gens fiir den Nachweis von T. pallidum war von anderen
Arbeitsgruppen gegen verschiedene humane Pathogene, unter anderem auch gegen Borrelien,

getestet worden [59, 88]. Der epidemiologische, anamnestische und klinische Ausschluss von
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nicht-syphilitischen Treponemen (Frambdsie- und Pinta-Erregern) erlaubt die Zuordnung der
positiven tpp47-PCR zur venerischen Syphilis. Die Spezifitit der tpp47-PCR in den
Patienten-Proben wurde auch durch die nested-PCR und die Blot-Hybridisierung mit

spezifischen radioaktiv markiertem Primer kontrolliert.

tpp47-PCR mit T. pallidum-Verdiinnungsreihe

Die tpp47-PCR-Sensitivitdt wurde mittels einer Verdiinnungsreihe von T. pallidum Stamm
Nichols aus dem FTA-ABS-Test (Stamm-Konzentration 1000 T. pallidum/ul) untersucht. Die
Verdiinnungsreihe bestand aus 9 auf einander folgenden Verdiinnungen T. pallidum/ul: 250;
100; 50; 25; 10; 5; 2,5; 1,0, 0,5. 4 ul T. pallidum-Suspension aus dem FTA-ABS-Test wurde
in die 1. tpp47-PCR und 4 pl des Amplikons in die 2. tpp47-PCR eingesetzt, so das die
Menge von Treponemen/ Probe war: 10° ; 400; 200; 100; 40; 20; 10; 4; 2. Als
Negativkontrolle diente Aqua destillata.

2.3.4.2 Konzentrierung des 379 bp-Amplikons nach 1. tpp47-PCR
Concentration of the 378 bp amplicon after 1st tpp47 PCR

Fiir die weitere Erhohung der PCR-Sensitivitit wurde das 379 bp-Amplikon nach der 1.
tpp47-PCR konzentriert. 25 pl des 379 bp-Amplikons wurde mit 1,0 pl Glykogen, 2,5 pl 2M
Ammoniumacetat und 75,0 ul 100 % Ethanol gemischt, 15 min bei -20 °C gekiihlt und dann
abzentrifugiert (12000 g, 30 min, 4 °C). Der Uberstand wurde abgenommen, 250,0 pl 70 %
Ethanol wurde zum Amplikon-Pellet gegeben und dieses erneut abzentrifugiert (12000 g, 30
min, 4 °C). Nach der Abnahme des Uberstandes wurde das Amplikon-Pellet luftgetrocknet, in

30,0 ul Wasser aufgenommen und 14,7 ul davon in die 2. tpp47-PCR eingesetzt.

2.3.4.3 1x und 3x (379 bp-Amplikon)-PCR 1x and 3x (379 bp amplicon) PCR

Da die diagnostische PCR-Sensitivitit vom Vorhandensein des Templates in der Probe
abhingig ist (Fehlen des Templates in der Probe fiihrt zur falsch negativen Diagnose), wurde
der Einfluss der einfachen (1x) und dreifachen (3X) Menge von 379 bp-Amplikon auf die
diagnostische PCR-Sensitivitit der 2. PCR untersucht (sog. 1x- und 3x-(379 bp-Amplikon)-
PCR; Abbildung 11).

Fiir die 3x-379 bp-Amplikon-PCR wurden drei Ansdtze der 1. tpp47-PCR mit gleichem
Patientenmaterial parallel durchgefiihrt, das 379 bp-Amplikon von drei PCR prizipitiert und
alle drei 379 bp-Amplikons in 30 pul Wasser nacheinander geldst und 14,7 ul davon in die 2.
tpp47-PCR eingesetzt.
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Abbildung 11. Schema der Zx und 3x (379 bp-Amplikon)-PCR
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2.3.4.4 B-Actin-PCR factin PCR

In der B-Actin-PCR wurden die Primer Actin-1 (Position: 2106 - 2127) und Actin-2 (Position:
2286 - 2310) fiir die Amplifizierung des 206 bp-Fragmentes eingesetzt [186]. Der PCR-
Ansatz fiir das B-Actin-Gen war der tpp47-PCR mit der Ausnahme der Primer gleich gestaltet
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(Tabellen 8 und 9). Die Bedingungen der B-Actin-PCR entsprachen den Bedingungen der
tppd7-PCR, so dass die tpp47- und B-Actin-PCR gleichzeitig und parallel durchgefiihrt
werden konnte. Fiir die Positiv- und Negativkontrolle wurden B-Actin-positive Patienten-

Proben bzw. Aqua destillata eingesetzt.

2.3.4.5 Gel-Elektrophorese Gel electrophoresis

Es wurden 7,5 pl des Amplikons der T. pallidum-DNS oder der B-Actin-DNS mit 1,5 ul
Orange G-Ansatzlosung vermischt und in einem 2,5 % Agarosegel (2,5 g Agarose in 100 ml 1
x TBE-Losung) durch Elektrophorese in 1 x TBE-LSsung in einer horizontalen Gelkammer
iiber eine Stunde bei 2600 Volt, 25 Amper and 90 Watt aufgetrennt [148]. Nach der Gel-
Elektrophorese wurde das Amplikon in Ethidiumbromid-Ldésung (10 mg/ml) 15 min gefarbt,

einmal mit Aqua destillata gewaschen und im UV-Transilluminator fotografiert.

2.3.4.6 Southern-Blot, DNS-Hybridisierung, Autoradiographie
Southern blot, DNA hybridization & autoradiography

Die Southern-Blot-Hybridisierung bestand aus vier Schritten:
1. Southern-Blot: Transfer des im Gel aufgetrennten Amplikons auf die Membran;

2. Kinasierung: Markierung der spezifischen DNS-Sonde (Oligonukleotid) mit
radioaktivem [y->P]-Adenosintriphosphat ([y->"P]-ATP);

3. DNS-Hybridisierung: spezifische Bindung der radioaktiv markierten DNS-Sonde an
das Amplikon;

4. Autoradiographie: durch Exposition eines Rontgenfilmes.

Southern-Blot
Das Southern-Blot-Transfer der amplifizierten DNS vom Gel auf die Membrane verlduft in

einer Wanne mit Kapillarblot in folgenden Schritten [148, 165, 63]:

DNS-Depurinisierung: nach der Elektrophorese wurde das DNS-Gel in 0,25 M HCI fiir 20

min auf einem Schiittler inkubiert und anschlieBend mit Aqua destillata gewaschen;

DNS-Denaturierung: das DNS-Gel wurde zwei Mal in 1,5 M NaCl/ 0,5 M NaOH fiir 20

min auf einem Schiittler denaturiert und mit Aqua destillata gewaschen,;

DNS-Neutralisierung: das DNS-Gel wurde in 0,5 M Tris (pH7,5)/ 3 M NaCl fiir 20 min

neutralisiert;
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DNS-Transfer: das DNS-Gel wurde mit einer Nylon-Membran luftblasenfrei und dann mit
Filterpapiere, Papierhandtiicher, Glasplatte mit 2 kg Gewicht bedeckt und 12 h in 20 x
SSC bei RT iiber Nacht mit der Kapillarkraft nach Southern (1975) [165] iibertragen
(Abbildung 12);

DNS-Fixierung: die DNS-Membran wurde nach dem Transfer bei 120 °C, 20 min,

gebacken und damit fixiert.

Kinasierung (5'-Phosphorylierung der DNS-Sonde)

Fiir die Visualisierung des Amplikons auf der Membrane wurde die komplementdre DNS-
Sonde, das Oligonukleotid Trep-Hyb, mit der y-Phosphatgruppe des radioaktiven [y->>P]-
Adenosintriphosphates ([y->*P]-ATP) durch Phosphorylierung seiner Hydroxylgruppe am 5'-
Ende mittels T4-Polynukleotid-Kinase markiert (Kinasierung) [63].

Zur radioaktiven Markierung wurde 10 pmol Oligonukleotid Trep-Hyb, 10 x Kinase-Puffer,
40 pmol [y->*P]-ATP, 2 U Polynukleotidkinase und Aqua destillata ad 30 pl fiir 30 min bei 37
°C inkubiert. Das Enzym wurde danach bei 80 °C fiir 2 min inaktiviert. Das freie
(nichgebundene)  [y-’P]-ATP, wurde nach der Kinasierung  mittels  der
Gelpermeationschromatographie durch Zentrifugation iiber eine Sephadex G-50-Saule

abgetrennt (600 g, 2 min, RT) [103].

Abbildung 12. Schematische Darstellung des Southern-Blots (Southern, 1975 [165])

Gewicht
I |
B—————————
Ee—————=— Filtertlcher
i . — Whatman 3 MM

Gel | : -
Blotpuffer (20 x SSC)

DNS-Hybridisierung und Autoradiographie

Das einzelstringige 194 bp-Amplikon wurde mit dem radioaktiv-markierten Oligonukleotid,
Trep-Hyb-[y-*P], hybridisiert und dann das Signal rontgenologisch mit Hilfe der
Autoradiographie = detektiert. Die  Hybridisierungstemperatur ~ wurde  iiber  die

Schmelztemperatur (T,,) des radioaktiv markierten Oligonukleotides Trep-Hyp-[y->"P]
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errechnet. T, wird fiir Oligonukleotides mit wenigen Basenpaaren (< 20 bp) nach folgender

Formel gerechnet [63]:

Th=4(G+C)+2(A+T)-5°C; wobei G, C, Aund T die Zahl der G-, C-, A- und
T-Nukleoside ist.

Fiir Trep-Hyb (GCAGTAGCGTTGGCGGATC) ist die Ty, wie folgt:
Tm=4x12+2x7-5=57°C
Bei der DNS-Hybridisierung wurden folgende Schritte wurden durchgefiihrt [63]:

Prahybridisierung: die DNS-Nylonmembran wurde mit 2 x SSC angefeuchtet,
zusammengerollt und in einem Glasrohr mit 20 ml Hybridisierungspuffer mit 100 pl
Heringsspermien-DNS (hitzedenaturiert: 95 °C, 5 min, dann auf Eis abgekiihlt) bei 57 °C
45 min prahybridisiert;

Hybridisierung: die Prahybridisierungslosung (Hybridisierungspuffer mit
Heringsspermien-DNS) wurde durch 10 ml Hybridisierungspuffer mit dem radioaktiv-
markiertem Olygonukleotid Trep-Hyb ([y-**P]-ATP-Trep-Hyb) ersetzt und bei 57 °C, 12 h
im Schiittler hybridisiert. Nach der Hybridisierung wurde der radioaktive
Hybridisierungspuffer bei -20 °C autbewahrt. Die DNS-Membran wurde danach mit 6 x
SSC bei 57 °C 2-3 Mal fiir 5 min gewaschen;

Autoradiographie: die DNS-Membran wurde getrocknet, in Folie verpackt und auf einem
Rontgenfilm (DNS-Seite zum Film) bei -80 °C mit einer Verstirkungsfolie 1-2 Tage

abhéngig von der Signalstirke gelagert, danach entwickelt und analysiert.
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lll. ERGEBNISSE RESULTS

3.1 Klinische und serologische Untersuchungen
Clinical & serological investigations

3.1.1 Patienten mit Verdacht auf Syphilis (Gruppe A)
Patients suspected of syphilis (group A)

3.1.1.1 Anamnese und klinische Symptome Disease history & clinical signs

Die Gruppe A bestand aus 15 Patienten (18 - 35 Jahre, Durchschnittsalter 30 Jahre) mit
klinischem oder serologischem Verdacht auf Syphilis. Das serologische Screening wurde mit
dem TPHA-Test von niedergelassenen Arzten, im Gesundheitsamt Miinchen, oder im
Serologie-Labor der Klinik und Poliklinik fiir Dermatologie und Allergologie, LMU

Miinchen, durchgefiihrt. Danach wurden diese Patienten in die Gruppe A eingeschlossen.

Finf Patienten (A2, A6, A7, Al4, Al5, Tabelle 10) hatten eine HIV-Koinfektion in
verschiedenen Stadien entsprechend der Klassifikation des Center for Diseases Control and

Prevention (CDC), Atlanta, USA (1997) [19].

Die Patienten mit klinischem Verdacht auf manifeste Syphilis (A1 — A8; Tabelle 10) gaben
eine eindeutige sexuelle Anamnese an. Drei Patienten ohne klinische Symptomen einer
Syphilis (A9 - A11) hatten anamnestisch ungeschiitzten Geschlechtsverkehr und konnten sich
an einen Hautausschlag vor einigen Monaten, der ohne Therapie abheilte, erinnern, so dass

eine frithe latente Syphilis bei diesen Patienten angenommen werden konnte.

Patient A12 meinte, keinen Priméraffekt, generalisierten Ausschlag oder Haarausfall im Laufe
der letzten 12 Monaten gehabt zu haben. Patient A13 (Asylbewerber aus China) hatte eine
Syphilis gehabt, welche im Ausland vor mehr als einem Jahr behandelt worden war, jedoch es
fehlten Angaben beziiglich des verwendeten Antibiotikums und der Dosis. Es fehlten auch
serologische Kontrolluntersuchungen. Ein positiver TPHA-Test bei Patienten ohne die Klinik
einer Syphilis konnte einem Zustand nach Therapie oder einer latenten Syphilis entsprechen.
Auf Grund der Anamnese konnte bei den Patienten A12 und A13 eine latente Syphilis im

Spétstadium vermutet werden.

Patienten A14 und A15 gaben anamnestisch keine Syphilis an. Patient A15 war HIV-positiv,
gab ungeschiitzte sexuelle Praktiken an, hatte aber einen negativen TPHA-Test. Da bei HIV-
positiven Patienten der TPHA-Test falsch-negativ sein kann, konnte hier der Verdacht auf

(spit-) latente Syphilis nicht ausgeschlossen werden.



68

Die Hautverdnderungen der Patienten A1 — A8 konnten klinisch auf Grund der Morphologie
der Effloreszenzen und des Verteilungsmusters einer Syphilis zugeordnet werden. Zwei
Patienten (A1, A2) hatten Genitalerosionen, was den Verdacht auf priméire Syphilis erweckte;
sechs Patienten (A3 — AS8) hatten einen makuldsen oder makulopapuldosen Ausschlag mit
Rachenentziindung, was den Verdacht auf sekundére Syphilis mit Angina syphilitica lenkte.
Sechs Patienten (A9 — A14) waren klinisch unauffillig, hatten aber einen positiven TPHA-
Test, was auf eine latente Syphilis hindeuten konnte und weitere serologische

Untersuchungen notwendig machte (Tabelle 10).

3.1.1.2 Syphilis-Serologie Syphilis serology

Alle 15 Patienten der Gruppe A mit klinischem oder serologischem (TPHA-Test) Verdacht
auf manifeste oder latente Syphilis wurden mittels quantitativem TPHA-Test und VDRL,
sowie semiquantitativem IgG-, [gM- und 19S-IgM-FTA-ABS-Test untersucht.

Der TPHA-Test war bei 14 von 15 Patienten mit einem Titer von 40 bis 81920 positiv. Der
VDRL war bei denselben 14 Patienten mit einem Titer von 4 bis 64 positiv. Alle Patienten
waren im IgG-FTA-ABS-Test positiv. Der IgM-FTA-ABS-Test war bei vier Patienten
positiv, davon waren drei schwach positiv und zwei grenzwertig positiv. Bei zwei Patienten
war der IgM-FTA-ABS-Test negativ und bei sieben kompetitiv gehemmt (Prozone-
Phanomen). Der 19S-IgM-FTA-ABS-Test war bei 13/15 Patienten positiv, davon bei drei

Patienten schwach positiv und bei zwei Patienten grenzwertig positiv (Tabelle 10).

Mittels serologischer Tests konnte man bei 13 von 15 Patienten (A1 — A13) die klinische und
serologische Verdachtdiagnose eindeutig bestitigen: Patienten A1 und A2 hatten primire
Syphilis, Patienten A3 — A8 hatten sekunddre Syphilis, Patienten A9 — A13 latente Syphilis
(Tabelle 10).

Bei den HIV-positiven Patienten A14 und A15 war die Syphilis-Serologie nicht eindeutig.
Beim Patienten A14 waren die Suchreaktionen (TPHA-Test und VDRL) positiv, die
Bestdtigungsreaktionen (IgM- und 19S-IgM-FTA-ABS-Test) waren dagegen negativ. Beim
Patienten A15 waren TPHA-Test und VDRL negativ, IgM- und 19S-IgM-FTA-ABS-Test
jedoch grenzwertig oder schwach positiv. Diese beiden Patienten werden als ,,Verdacht auf

latente Syphilis“ kategorisiert.
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3.1.2 Patienten nach Behandlung einer Syphilis (Gruppe B)

Patients after syphilis treatment (group B)

Die Gruppe B bestand aus 10 Patienten (Alter 25 - 69 Jahre, Durchschnittalter 40,5 Jahre) mit
durchgemachter, vor 1 bis 24 Monaten addquat behandelter manifester oder latenter Syphilis.
Die Patienten hatten keine klinischen Symptome einer Syphilis, aber einen positiven 19S-
IgM-FTA-ABS-Test. Die PCR-Untersuchung bei dieser Gruppe sollte zeigen, ob diese
Positivitit eventuell doch einer T. pallidum-Persistenz entsprach und damit ein
Therapieversagen bedeutete. In dieser Gruppe sollte die PCR als Kontroll-Test eingesetzt
werden (Tabelle 11).

Die Patienten dieser Gruppe waren in verschiedenen Syphilis-Stadien behandelt worden:
primérer Syphilis bei einem Patient, sekunddrer Syphilis bei zwei Patienten, latenter Syphilis
bei sieben Patienten. Drei Patienten (B3, B5, B9) hatten eine HIV-Koinfektion in
verschiedenen Stadien nach CDC (Tabelle 11).

Die Patienten nach vor 1 bis 24 Monaten ausreichend behandelter manifester oder latenter
Syphilis hatten eine positive Syphilis-Serologie im TPHA-Test, VDRL, IgG-, IgM- oder 19S-
IgM-FTA-ABS-Test. Der Titer des TPHA-Testes war bei einem Patient (B1) eine Monat nach
der Therapie der primdren Syphilis um das 32-fache gestiegen. Bei anderen Patienten dieser
Gruppe blieb der TPHA-Test in gleicher Hohe 2 bis 24 Monaten nach der Therapie positiv.
Der VDRL war bei sechs Patienten (B1 — B5, B10) gesunken und bei vier Patienten (B6 — B9)
negativ geworden. Der IgM-FTA-ABS-Test war negativ geworden bei einem Patienten (B1)

und kompetitiv gehemmt bei einem anderen (B2).

Der 19S-IgM-FTA-ABS-Test blieb bei allen 10 Patienten positiv, davon bei drei Patienten
schwach positiv (B4, B6, B7) und fiinf grenzwertig positiv (B1, B5, B8 — B10) (Tabelle 11).

3.1.3 Patienten nach Behandlung einer Neurosyphilis (Gruppe C)

Patients after treatment of neurosyphilis (group C)

Die Gruppe C bestand aus 12 Patienten, die vor 3 bis 7 Jahren addquat wegen Neurosyphilis
behandelt worden waren (Alter 28 - 65 Jahre, Durchschnittsalter 43,5 Jahre) und keine
neurologische Symptomatik aufwiesen, aber eine positive Serologie in Blut und Liquor hatten
(Tabelle 12). Diese Patienten befanden sich in regelmdBiger serologischer Kontrolle. Die
Patienten wurden auf eine T. pallidum-Prasenz in Serum und Liquor untersucht, um zu

kontrollieren, ob diese Positivitdt durch persistierende Treponemen verursacht wurde. In
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dieser Gruppe sollte die PCR als Kontroll-Test verwendet werden. Die serologischen
Untersuchungen des Serums und Liquors wurden im Max-von-Pettenkofer-Institut fiir

Hygiene und Medizinische Mikrobiologie der LMU Miinchen durchgefiihrt.



Tabelle 10. Gruppe A: klinische Charakteristik, HIV-Status, Syphilis-Serologie und Syphilis-Diagnose

Patient- Klinische Charakteristik HIV- Syphilis-Serologie Syphilis-Diagnose
Nummer Stadium
(CDC) TPHA VDRL 1gG IgM 19S-1gM
(Titer) (Titer)
Al Erosion, genital - 1:320 1:2 + (+) (+) Primar
A2 Erosion, anal + (B2) 1:40 1:16 + (+) (+) Primar
A3 makulopapuldses Exanthem - 1:640 1:32 + KH + Sekundar
A4 makuldses Exanthem - 1:2560 1:64 + KH + Sekundar
A5 makul6ses Exanthem - 1:10240 1:32 + KH + Sekundar
A6 papuldéses Exanthem + (Al) 1:5120 1:64 + KH + Sekundar
A7 papulopustuléses Exanthem + (B2) 1:10240 1:16 + (+) + Sekundar
A8 papuldéses Exanthem, palmoplantar - 1:81920 1:32 + - - Sekundar
A9 OB - 1:10240 1:16 + KH + frih latent
Al0 OB - 1:320 1:16 + + + frih latent
All OB - 1:640 1:16 + KH + frih latent
Al12 OB - 1:10240 1:4 + KH +/- spat latent
A13 OB - 1:1280 1:8 + +/- +/- spat latent*
Al4 OB + (B2) 1:10240 1:8 + - - (spat) latent*
Al5 0oB + (A1) - - + +/- (+) (spét) latent*

IL

Abkirzungen: OB, ohne Befund; KH, kompetitive Hemmung; -, negativ; +, positiv; (+), schwach positiv; +/-, grenzwertig positiv; *, Verdacht auf latente

Syphilis



Tabelle 11. Gruppe B: Syphilis-Stadium vor Therapie, HIV-Status und Syphilis-Serologie vor Therapie und Syphilis-Serologie nach Therapie

Patient- Syphilis- HIV- Syphilis-Serologie Verlauf
Nummer Stadium Status Thr::g;)ie
vor Therapie | (CDC) vor Therapie nach Therapie Monate
TPHA (Titer) VDRL (Titer)  IgG* IgM  19S-IgM | TPHA (Titer) VDRL (Titer) IgM  19S-IgM
B1 primar - 1:2560 1:8 + - - 1:81920 1:4 - +/- 1
B2 sekundar - 1:640 1:128 + KH + 1:640 1:16 KH + 2
B3 sekundar + (A1) 1:81920 1:256 + + + 1:81920 1:4 + + 6
B4 frih latent - 1:320 1:32 + KH 1:320 1:8 +/- (+) 1
B5 frih latent  + (B1) 1:1280 1:4 + - - 1:1280 1:2 +/- +/- 24
B6 frih latent - 1:5120 1:32 + + + 1:5120 - +/- (+) 1
B7 frih latent - 1:640 1:32 + +/- (+) 1:640 - (+) (+) 22
B8 spat latent - 1:160 1:16 + +/- +/- 1:160 - +/- +/- 1
B9 spat latent  + (B2) - - (+) +/- +/- - - (+) +/- 1
B10 spat latent - 1:320 1:32 + (+) (+) 1:320 1:16 +/- +/- 1

Abkirzungen: +, positiv; (+), schwach positiv; +/-, grenzwertig positiv; -, negativ; KH, kompetitive Hemmung; IgM, IgM-FTA-ABS-Test; 19S-IgM, 19S-IgM-FTA-

ABS; 1gG, IgG-FTA-ABS-Test; #, IgG nach der Therapie nicht angegeben, da bei allen Patienten positiv.

L
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Tabelle 12. Gruppe C: Syphilis-Serologie in Serum und Liquor

Patient- Syphilis-Serologie Zeit nach
Nummer Therapie
(Monate)
Serum/ Liquor Serum
TPHA (Titer) FTA-ABS IgM 19S-1gM
C1 1:2560/ 1:256 (+) (+) nd nd 82
c2 1:1280/ - (+) (+) nd nd 44
Cc3 1:1024/ 1:64 (+) +/- - - 48
Cc4 1:2560/ 1:128 (+) (+) nd nd 46
c5 1:1024/ 1:128 (+) +/- - - 42
C6 1:16384/ 1:256 +/ (+) nd nd 44
c7 1:2560/ 1:16 (+) +/- nd nd 43
C8 1:16384/ 1:512 +/ + nd nd 41
9 1:16384/ 1:256 +/ (+) - - 47
C10 1:320/ 1:16 (+) +/- nd nd 34
C11 1:16384/ 1:4096 +/ + (+) (+) 32
C12 1:1280/ 1:8 +/ - nd nd 36

Abkirzungen: -, negativ; +, positiv; (+), schwach positiv; +/-, grenzwertig positiv; IgM, IgM-FTA-
ABS-Test; 19S-IgM, 19S-IgM-FTA-ABS-Test; nd, nicht durchgefiihrt.
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3.2 Molekularbiologische Untersuchungen

Molecular biologic investigations

3.2.1 PCR-Sensitivitat nach T. pallidum-Verdinnungsreihe

PCR sensitivity based on limiting dilution of T. pallidum

Fiir die Feststellung der PCR-Sensitivitit wurde eine Verdiinnungsreihe einer Treponemen-
Suspension (1000 T. pallidum/ ml) eingesetzt. Die Nachweisgrenze in der Gel-Elektrophorese

der 1. tpp47-PCR lag bei 400 T. pallidum/ Probe, der 2. tpp47-PCR bei 10 T. pallidum/ Probe
(Abbildung 13).

Abbildung 13. Gel-Elektrophorese der 1. und 2. {pp47~PCR mit der 7. pallidunr
Verdiinugsreihe

M 1 2 3 45 6 7 8 9 NK
1. tpp47-PCR ——

379 bp

—

2. tpp47-PCR

Bahn 7. pallidum-Konzentration (7p/ul) 7. pallidum-Menge (7p/Probe)

1 250 1000
2 100 400
3 50 200
4 25 100
5 10 40
6 5 20
7 2,5 10
8 1 4

9 0,5

Abkiirzungen: M, DNA-Marker (PhiX174 DNA-Hae III Digest); NK, Negativkontrolle.
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3.2.2 T. pallidum-PCR, B-Actin-PCR, DNS-Hybridisierung im Patientenkollektiv
T. pallidum PCR, g Actin PCR, DNA hybridization in patients

3.2.2.1  Patienten mit Syphilis (Gruppe A) Patients with syphilis (group A)

Nach der Etablierung der PCR sollte nun am Patienten mit Syphilis untersucht werden, ob die
tpp47-PCR zur Diagnostik einer manifesten oder latenten Syphilis genutzt werden kann. Vor
allem sollten hierbei gezeigt werden, welches Probenmaterial am besten fiir den Nachweis
von T. pallidum mittels PCR geeignet ist. Daher wurden von Patienten mit gesicherter
Syphilis Haut- und Blutproben, Ejakulat und Lymphknotenpunktion gewonnen. Die
Blutproben wurden mittels Dichtgradient-Zentrifugation in verschiedenen Fraktionen
aufgetrennt: periphere Blutmonozyten (PBMC) und Granulozyten. Mittels Hoch- und
Niedriggeschwindigkeitzentrifugation wurden die PBMC-Fraktion weiter auf Uberstand und
Sediment getrennt, um den Einfluss von den Zentrifugationsgeschwindigkeiten auf den T.

pallidum-Prisenz im Uberstand oder Sediment mit PCR zu untersuchen.

Nach der Gewinnung der Patientenproben, wurde eine DNS-Isolierung und eine nested-PCR
mit spezifischen Primer flir das tpp47-Gen der T. pallidum durchgefiihrt. Das Amplikon
wurde mittels der Gel-Elektrophorese untersucht und anschlieBend zur Uberpriifung der
Spezifitit des Amplikons mittels Southern Blot auf Membran iibertragen, mit radioaktiv

markiertem spezifischen Oligonukleotid hybridisiert und autoradiographisch analysiert

(Abbildung 14).

Fiir die Kontrolle der DNS-Isolation aus den Patientenproben wurde -Actin-PCR parallel mit
der 1. tpp47-PCR durchgefiihrt. Um die Menge der isolierten DNS einschétzen zu konnen,
wurden die Proben unverdiinnt und in einer Verdiinnung von 1:10 in der B-Actin-PCR
amplifiziert und in der Gel-Elektrophorese analysiert (Abbildung 15). Alle zellhaltigen
Patientenproben (HSC-P, LSC-P, Granulozyten, Ejakulat, Hautbiopsate und Lymphknoten-
Punktate) wurden parallel zur tpp47-PCR in der B-Actin-PCR getestet. Nur wenn die B-Actin-
PCR positiv war, wurden die T. pallidum-PCR analysiert. Fiir DNS-Isolierung aus den
zellreichen und den zellarmen Proben (Serum, Abstriche, HSC-S, LSC-S) parallel und
gleichzeitig durchgefiihrt wurde, konnte man die positiven B-Actin-PCR-Ergebnisse der
zellreichen Proben benutzen, um die DNS-Isolierung fiir den zellarmen Proben indirekt zu

kontrollieren.
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Abbildung 14. Gel-Elektrophorese (A) und Blot-Hybridisierung (B) des 194 bp-Amplikons
nach 2. {pp47-PCR mit Proben von Patienten mit Syphilis

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 PK NK;NK, |

~y
194 bp N ‘
| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 PK NK{NK, |
B
Y G-
Bahn Patienten-Nr. Syphilis-Stadium Material 7. pallidum-PCR
1 Al Primare HSC-P -
2 A2 Primare HSC-P
3 A3 Primare HSC-P
4 Al Primare Haut
5 Al Primare LSC-P -
6 A2 Primare LSC-P
7 A3 Primare LSC-P
8 Al Primare Serum -
9 A2 Primare Serum +
PK 7. pallidum (1,25 x 10%/ul) +
NK; Wasser -
NK; HSC-P -

Abkiirzungen: M, DNS-Marker (PhiX174 DNA-Hae III Digest); PK, Positivkontrolle; NKj,
Negativkontrolle mit Wasser; NK,, Negativkontrolle mit Proben von Patienten ohne Syphilis und HIV-
Infektion; HSC-P (high speed centrifugation pellet), Pellet der PBMC-Fraktion nach der
Hochgeschwindigkeitzentrifugation (15000 g); LSC-P (low speed centrifugation pellet), Pellet der
PBMC-Fraktion nach der Niedriggeschwindigkeitszentrifugation (500 g); HSC-S (high speed
centrifugation supernatant), Uberstand der PBMC-Fraktion nach der
Hochgeschwindigkeitzentrifugation; LSC-S (low speed centrifugation supernatant), Uberstand der

PBMC-Fraktion nach der Niedriggeschwindigkeitszentrifugation
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Abbildung 15. Gel-Elektrophorese der -Actin-PCR mit und ohne 1:10-Verdiinnung

| M 1 2 3 4 PK; PK, NK |

-

234 bp i

Bahn Patienten-Nr. Material B-Actin-PCR
1 Al HSC-P (1:10) -

2 Al HSC-P +

3 A2 HSC-P (1:10) +

4 A2 HSC-P +

PK; PBMC (1:10) +

PK, PBMC +

NK Wasser -

Abkiirzungen: s. Abb. 14

Treponemale DNS wurde nach Amplifikation der zweiten tpp47-PCR, anschlieBender Gel-
Elektrophorese und Blot-Hybridisierung bei 14 von 15 Patienten (93,3 %) mit Syphilis aus
der Gruppe A nachgewiesen: bei 13/15 (86,6 %) Patienten im Blut, bei 6/6 (100 %) Patienten
in Hautldsionen (2/2 Schanker-Abstrichen, 4/4 Hautbiopsien), bei 2/4 (50 %) im Ejakulat, bei
3/4 (75 %) in Lymphknoten-Punktaten, aber nicht im Rachenabstrich (Tabelle 13).

Bei manifester Syphilis war T. pallidum-DNS bei allen 8 Patienten (100 %) nachweisbar, und
bei latenter bei 6/7 Patienten (85,7 %). T. pallidum-DNS wurde in allen Blutfraktionen
nachgewiesen, wobei die PBMC-Fraktion mit 13/15 (86,7 %) Proben am hiufigsten positiv
war, gefolgt von den Serumproben mit 10/15 (66,7 %) und den Granulozyten mit 5/15 (33,3
%) (Tabelle 13).

Bei der manifesten Syphilis wurde T. pallidum-DNS in 7/8 (87,5 %) der HSC-P-Proben, in
7/8 (87,5 %) der LSC-P-Proben, in 4/8 (50 %) der LSC-S-Proben, aber in keiner der HSC-S-
Proben nachgewiesen. Bei Patient A1 mit primédrer Syphilis (Tabelle 13) wurde T. pallidum-

DNS nicht im Blut, jedoch im Schanker-Abstrich nachgewiesen.

Bei latenter Syphilis wurde T. pallidum-DNS in 6/7 (85,7 %) der HPS-P-Proben und in 4/7
(57,1 %) der LSC-P-Proben nachgewiesen. Die HSC-S und LSC-S waren dagegen bei latenter
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Syphilis in der tpp47-PCR negativ (Abbildung 14, Tabelle 13). Bei Patient A12 mit
Spétsyphilis wurde keine T. pallidum-DNS in den Blutfraktionen gefunden.

Die diagnostische Sensitivitit der tpp47-PCR von verschiedenen Proben von Patienten mit

manifester und latenter Syphilis ist in Abbildung 16 dargestellt.

Abbildung 16. Diagnostische Sensitivitdt (% positiven Proben) der 2. {pp47-PCR bei
Patienten mit Syphilis (Gruppe A)

100
90
80 - 75
70 -
60 -

% 90 -
40
30 -
20 ~
10 +

87,5 85,7 875

57,1

50

37,5
28,6

HSC-P LSC-P HSC-S LSC-S Serum GRAN

B Manifeste Syphilis (n=8) O Latente Syphilis (n = 7)

Abkirzungen: HSC-P, PBMC-Pellet nach der Hochgeschwindigkeitzentrifugation; LSC-P, PBMC-
Pellet nach der Niedriggeschwindigkeitszentrifugation; HSC-S, PBMC-Supernatant nach der
Hochgeschwindigkeitzentrifugation; LSC-S, PBMC-Supernatant nach der
Niedriggeschwindigkeitszentrifugation; GRAN, Granulozyten

3.2.2.2 Patienten mit behandelter Syphilis und Neurosyphilis (Gruppen C und D)
Patients with treated syphilis & neurosyphilis (groups C & D)

In Serum- und Liquorproben von Patienten aus den Gruppen C und D (nach der Therapie der
Syphilis und Neurosyphilis) war keine T. pallidum-DNS nachweisbar. Die positive Kontrolle

fiir T. pallidum war positiv.



Tabelle 13. Syphilis-Stadium, HIV-Status, Syphilis-Serologie und {pp4.7~PCR, analysiert mittels Gel-Elektrophorese und Blot-Hybridisierung bei Patienten mit
Syphilis (Gruppe A)

Patient- Syphilis- HIV- Syphilis- PCR
Nummer Stadium Status Serologie
(CDC) VDRL 19S-IgM [ HSC-P LSC-P HSC-S LSC-S Serum GRAN Haut Ejakulat LYMPH Rachen
(Titer)

Al primar - 1:2 (+) - - - - - - +4 nd nd -
A2 primar + (B2) 1:16 (+) + + - + + - +7# + nd -
A3 sekundar - 1:32 + + + - + + + +8 nd nd -
A4 sekundér - 1:64 + + + - + + - +B nd nd -
A5 sekundar - 1:32 + + + - +¥ + - nd - nd -
A6 sekundér + (A1) 1:64 + + + - - + - +B nd + -
A7 sekundar + (B2) 1:16 + + + - - - + 48 +& nd -
A8 sekundar - 1:32 - + + - - + + nd nd + -
A9 frih latent - 1:16 + - - - + - nd nd nd -
A10 frih latent - 1:16 + - - + - nd - nd -
A1l frih latent - 1:16 + - - - + nd nd + -
Al12 spat latent - 1:4 +/- - - - - - - nd nd nd -
Al3 spat latent - 1:8 +/- + + - - - - nd nd - -
Al4 (spat) latent* + (B2) 1:8 - + + - - + - nd nd nd -
A15 (spét) latent*  + (A1) - (+) +8 - - - + + nd nd nd -

Abkiirzungen: +, positiv; (+), schwach positiv; +/-, grenzwertig positiv; -, negativ; 19S-IgM, 19S-IgM-FTA-ABS-Test; #, Schanker-Abstrich; ®, Biopsie; *,
Verdacht auf (spat) latente Syphilis; #, Analabstrich; &, positive Probe in DNS-Hybridisierung; nd, nicht durchgefiihrt; §, positive PCR in der 3x (379 bp)-
Amplikon-PCR; HSC-P, PBMC-Pellet nach der Hochgeschwindigkeitzentrifugation; LSC-P, PBMC-Pellet nach der Niedriggeschwindigkeitszentrifugation; HSC-
S, PBMC-Supernatant nach der Hochgeschwindigkeitzentrifugation; LSC-S, PBMC-Supernatant nach der Niedriggeschwindigkeitszentrifugation; GRAN,
Granulozyten; LYMPH, Lymphknoten-Punktat; Rachen, Rachenabstrich

08
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3.2.3 Diagnostische Sensitivitat der Gel-Elektrophorese vs. DNS-Hybridisierung

Diagnostic sensitivity of gel electrophoresis vs. DNA hybridization

Die DNS-Hybridisierung dient zur Uberpriifung der Spezifitit des Amplikons bei der
Etablierung der PCR. Die Hybridisierung kann auch die diagnostische Sensitivitit der
Untersuchung dadurch erhohen, dass bei der Gel-UV-Transilluminierung die schwach
sichtbare DNS-Bande nach der spezifischen DNS-Hybridisierung ein verstirktes und gut
identifizierbares Signal zeigt. Dank dieser Signal-Verstirkung kann man den Erreger mittels

der PCR sensitiver nachweisen.

Es wurde insgesamt von 35 Patienten 586 Proben mittels 1. tpp47-PCR und 300 Proben
mittels 2. tpp47-PCR analysiert (Tabelle 14).

Der Unterschied in der Probenzahl lag daran, dass die einfache (1x) und dreifache (3x) Menge
des 379 bp-Amplikons in die 2. tpp47-PCR untersucht wurde. Nach 2. tpp47-PCR wurden
300 Proben elektrophoretisch getrennt und im Southern-Blot hybridisiert.

Tabelle 14. Zahl der Proben von den Patienten der Gruppen A — Cin 1. und 2. {pp4/-PCR

Proben Zahl der Zahl der
(Probenzahl untersuchten Patienten untersuchten Proben in
pro Patient) (untersuchten Proben in 1. tpp47-PCR / 2. tpp47-PCR

1. tpp47-PCR / 2. tpp47-PCR)
Gruppen
A(n=15) B(n=10) C(n=12)

Serum (4) 15 (60 /30) 10 (40/20) 12 (48/24) 148 / 74
HSC-P (4) 15 (60 / 30) 60 /30
LSC-P (4) 15 (60 / 30) 60/ 30
HSC-S (4) 15 (60 / 30) 60 / 30
LSC-S (4) 15 (60 / 30) 60 /30
Granulozyten (4) 15 (60 / 30) 60 /30
Rachen-Abstrich (3) 15 (60 / 30) 60/ 30
Schanker-Abstrich (3) 2(6/6) 6/6
Lymphknoten (1) 4(4/4) 4/4
Ejakulat (3) 4(16/8) 16/8
Hautbiopsie (1) 4(4/4) 4/4
Liquor (4) 12 (48 / 24) 48 / 24
Gesamt 586 /7 300

Abkiirzungen: S. Tab. 13
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Die Gel-Elektrophorese zeigte 97 % diagnostischer Sensitivitit im Vergleich mit der DNS-
Hybridisierung insgesamt in allen untersuchten Proben. Eine hohere diagnostische Sensitivitét
(98,1 %) wurde bei der Gel-Analyse der 2. tpp47-PCR bei der Untersuchung der PBMC,
gewonnen mittels Hoch- und Niedriggeschwindigkeitszentrifugation (HSC-P, HSC-S, LSC-P,
LSC-S), sog. PBMC-Gesamt gezeigt (Tabelle 15).

Diese Analyse zeigte, dass die DNS-Hybridisierung unter der gegebenen Bedienungen die

diagnostische Sensitivitit der Untersuchung nur um 2 - 3 % erhoht.

Tabelle 15. Sensitivitat der Gel-Elektrophorese vs. DNS-Hybridisierung nach 2. {pp47~PCR

Untersuchte Proben (n) positive Proben (n) Sensitivitat (20)
in Gel-Elektrophorese  in DNS-Hybridisierung

Serum (74) 20 20 100
PBMC-Gesamt* (120) 53 54 98,1
Granulozyten (30) 10 10 100
Rachen-Abstrich (30) 0 0 -
Schanker-Abstrich (4) 4 4 100
Lymphknoten (4) 3 3 100
Ejakulat (8) 2 4 50
Hautbiopsie (4) 4 4 100
Liquor (24) 0 0 -
Gesamt 96 99 97

Abkiirzungen: *, gesamte Ergebnisse von HSC-P, LSC-P, HSC-S, LSC-S von einem Patient

3.2.4 Diagnostische Sensitivitat der 1x vs. 3x (379 bp-Amplikon)-PCR
Diagnostic sensitivity 1x vs. 3x (379 bp Amplicon) PCR

Fiir die Untersuchung des Einflusses der Probenmenge auf die diagnostische Sensitivitit
wurde die einfache (1x) und dreifache (3x) Probenmenge mittels tpp47-PCR analysiert. Bei
der 1x (379 bp-Amplikon)-PCR wurde das 379 bp-Amplikon nach der 1. tpp47-PCR
konzentriert und in der 2. tpp47-PCR amplifiziert. Bei der 3x (379 bp-Amplikon)-PCR
wurden drei identische Proben desselben Patienten gleichzeitig in der 1. tpp47-PCR
amplifiziert, dann das 379 bp-Amplikon von drei gleichen Proben konzentriert, gepoolt und
die dreifache 379 bp-Amplikon-Menge in der 2. tpp47-PCR eingesetzt und amplifiziert.

Beim Vergleich der 1x (379 bp-Amplikon)-PCR mit der 3x (379 bp-Amplikon)-PCR war nur
bei einer HSC-P-Probe ein Unterschied auffillig. Dabei war die 3x (379 bp-Amplikon)-PCR



83

positiv bei negativer 1x (379 bp-Amplikon)-PCR. So zeigte die 1x (379 bp-Amplikon)-PCR
eine diagnostische Sensitivitit von 98 % (48/49) im Vergleich zur 3x (379 bp-Amplikon)-
PCR, was diagnostisch nicht relevant ist (Tabelle 16).

Tabelle 16. Diagnostische Sensitivitat der Zxvs. 3x (379 bp-Amplikon)-PCR

Proben Zahl der positiven Proben in Zx/ 3x (379 bp-Amplikon)-PCR (26)
Serum 10/10 (100)
HSC-P 12/13 (92,3)
LSC-P 11/11 (100)
HSC-S 0/0
LSC-S 4/4 (100)
Granulozyten 5/5 (100)
Lymphknoten 3/3 (100)
Ejakulat 2/2 (100)
Gesamt 48/49 (98)

Abkirzungen: s. Tab. 13

3.2.5 Diagnostische Sensitivitat der T. pallidum-PCR vs. Serologie

Diagnostic sensitivity of T. pallidum PCR vs. serology

Da HSC-P und Serum in der tpp47-PCR die hochste diagnostische Sensitivitit zeigten,
wurden diesen Proben mit den Ergebnissen von VDRL und 19S-IgM-FTA-ABS-Test von
Patienten mit manifester und latenter Syphilis (Gruppen A) verglichen. Der VDRL wurde als
,»positiv bewertet, wenn der VDRL-Titer > 1:8 war und keine anamnestische Angaben {iber
eine Syphilis-Therapie vorlagen. Um die qualitative PCR mit dem semiquantitativem 19S-
IgM-FTA-ABS-Test vergleichen zu konnen, wurden schwach positive und positive Proben im
19S-IgM-FTA-ABS-Test als ,,positiv bezeichnet und flir die Analyse benutzt. Der
grenzwertig positive 19S-IgM-FTA-ABS-Test wurde nicht in die Analyse einbezogen, da mit
grenzwertig positivem Befund keine Syphilis bestétigt oder ausgeschlossen werden kann. Im
getrennten Vergleich von VDRL und 19S-IgM-FTA-ABS-Test zeigte die (HSC-P)-PCR bei
manifester Syphilis eine gleichwertige Sensitivitdt (87,5 %), aber eine weit hohere Sensitivitit
bei latenter Syphilis (87,7 %) im Vergleich zum VDRL und 19S-IgM-FTA-ABS-Test (57,1
%). Wenn man die positiven Ergebnisse aus VDRL und 19S-IgM-FTA-ABS-Test summiert,
dann ist die diagnostische Sensitivitit von VDRL+19S-IgM-FTA-ABS-Test bei manifester
Syphilis hoher als die der (HSC-P)-PCR (100 % vs. 87,5 %), aber bei latenter Syphilis
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niedriger als die der PCR (71,4 % vs. 85,7 %). Die Sensitivitdt der Serum-PCR bei manifester
Syphilis ist niedriger als die von VDRL oder 19S-IgM-FTA-ABS-Test, 75 % zu 87,5 %. Bei
latenter Syphilis lag die Sensitivitit der PCR auf dem gleichen Niveau wie die Serologie, 57,1
% (Abbildung 17).

Abbildung 17. Diagnostische Sensitivitdt (% positiven Proben) der Syphilis-Serologie und der
2. tpp47-PCR bei Patienten mit Syphilis (Gruppe A)
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Syphilis-Form positive Serologie positive PCR

VDRL 19S-IgM VDRL+19S | HSC-P Serum  Gesamt

Manifeste (n = 8) 7 7 8
Latente (n = 7) 4 4 5 6 4 6

Abklirzungen: 19S-IgM, 19S-IgM-FTA-ABS-Test; HSC-P, PBMC-Pellet, gewonnen durch
Hochgeschwindigkeitzentrifugation; Gesamt-PCR, Gesamtzahl der in PCR positiven Proben von

einem Patienten

Bei allen untersuchten Patienten zeigte die (HSC-P)-PCR eine hohere Sensitivitét als die PCR
aus anderen Blutfraktionen. Bei einem Patient mit Primérsyphilis (A1, Tabelle 13) waren alle
Blutfraktionen in der PCR negativ, der ldsionale Abstrich jedoch positiv. Um die
Nachweisbarkeit von T. pallidum-DNS mittels PCR in Patientenproben zu priifen und mit der
Serologie vergleichen zu kdnnen, wurden fiir jeden Patient alle in der PCR positiven Proben
summiert und mit VDRL+19S-IgM-FTA-ABS-Test verglichen. Diese ,,Gesamt“-PCR ist im
Vergleich mit VDRL+19S-IgM-FTA-ABS-Test bei manifester Syphilis gleich sensitiv (100
%), aber bei latenter Syphilis ist die ,,Gesamt“-PCR etwas sensitiver: 85,7 % vs. 71,4 % bei
VDRL+19S-IgM-FTA-ABS-Test. Das spricht dafiir, dass beim Verdacht auf Primédrsyphilis
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nicht nur HSC-P-Proben, sondern unbedingt die ldsionalen Hautabstriche mittels PCR

untersucht werden sollten.

3.2.6 PCR-Diagnostik der Syphilis bei einigen ausgewéahlten Patienten
PCR diagnosis of syphilis in some selected patients

3.26.1 Nachweis der T. pallidum-DNS im Schanker  Detection of T. pallidum DNA in chancre

Bei einem 31jdhrigen Patienten (A1, Tabellen 10 und 13) war binnen 10 Tagen auf der Glans
penis zunichst ein Erythem, gefolgt von einer schmerzlosen Erosion (erosiver Schanker)
aufgetreten (Abbildung 18). Die Syphilis-Serologie zeigte: TPHA-Test 1:320, VDRL 1:2,
IgG-FTA-ABS-Test positiv, IgM-FTA-ABS-Test positiv, 19S-IgM-FTA-ABS-Test schwach
positiv. Der HIV-Status war negativ. Im Reizserum wurde T. pallidum-DNS nachgewiesen.
Die Dunkelfeldmikroskopie im Reizserum war ebenfalls positiv. Die PCR aus Blutproben und

Rachenabstrichen war negativ.

Abbildung 18. Erosion an der Glans: im Reizserum wurde 7. pallidum-DNS nachgewiesen
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3.2.6.2  Nachweis der T. pallidum-DNS im makuldsen Syphilid

Detection of T.pallidum DNA in macular syphilid

Bei einem 28jdhrigen Patient (A4, Tabellen 10 und 13) entwickelte sich binnen etwa 2
Wochen ein Exanthem am gesamten Integument ohne subjektive Symptomatik (Abbildung
19). Die Syphilis-Serologie zeigte: TPHA-Test 1:2560, VDRL 1:64, 1gG-FTA-ABS-Test
positiv, [gM-FTA-ABS-Test positiv, 19S-IgM-FTA-ABS-Test positiv. Die HIV-Serologie
war negativ. Der Patient erinnerte keine Schleimhautdefekte im Genitalbereich. Sowohl im
Hautbiopsat aus einer Makula, als auch aus Blutproben gelang der Nachweis von T. pallidum-

DNS. Die Silber-Farbung fiir T. pallidum war negativ.

Abbildung 19. Makuléses Exanthem bei sekunddrer Syphilis: im Hautbiopsat aus einer

Makula wurde 7. pallidum-DNS nachgewiesen
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3.2.6.3 Latente oder sekundare Syphilis bei HIVV-Koinfektion? Diagnose mittels PCR

Latent or secondary syphilis in HIV co-infection? Diagnosis made by PCR

Bei einem 37jdhrigen Patienten (A7, Tabellen 10 und 13) mit seit sechs Jahren bekannter
HIV-Infektion (CDC-Stadium B2) entwickelten sich binnen weniger Wochen zunehmend
symptomlose Erytheme an Stirn, Extremititen und Stamm mit nachfolgender Umwandlung in
kleine Papeln, Pusteln und verkrustete Erosionen (Abbildung 20). Die Syphilis-Serologie war
positiv: TPHA-Test 1:10240, VDRL 1:16, IgG-FTA-ABS-Test positiv, IgM-FTA-ABS-Test
schwach positiv, 19S-IgM-FTA-ABS-Test positiv. Die HIV-Serologie war positiv: HIV-
ELISA, HIV-Westernblot und p24-HIV-Antigen. Die Zellzahl betrug: CD4-T-Lymphozyten
215/ul (Norm > 500/ul), CDS8-T-Lymphozyten 795/ul (Norm 200 — 800/ul), CD4/CD8-
Verhiltnis 0,27 (Norm 0,7 - 2,8). Die HIV-Viruslast im Plasma betrug 3574 HIV-1 RNA-
Kopien/ml.

Abbildung 20. Papulopustuléses Examthem bei sekundarer Syphilis bei einem HIV-positiven
Patienten: im Biopsat einer Papel wurde 7. pallidum-DNS nachgewiesen (Kouznetsov & Prinz,
2002 [81]); differenzialdiagnostisch kamen eine bakterielle Follikulitis, eine Pityrosporum

ovale-Follikulitis, eine eosinophile Follikulitis bei HIV-Infektion und eine Akne vulgaris in Frage
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Da das klinische Bild des Exanthems nicht eindeutig fiir Syphilis (Polymorphie der
Effloreszenzen, Asymmetrie der Verteilung) sprach, wurde zunichst der Verdacht auf eine
latente Syphilis gestellt und die Hautverdnderungen als bakterielle Follikulitis klassifiziert.
Differenzialdiagnostisch erwogen wurden eine eosinophile Follikulitis bei HIV-Infektion,

eine Pityrosporum-Follikulitis oder Akne vulgaris.

Die Histologie einer Papel vom Oberarm zeigte perifollikuldr ein lymphozytéres Infiltrat, im
Korium neutrophile Granulozyten, aber keine Plasmazellen (Abbildung 21). Die Silber-
Féarbung war negativ. Die Abwesenheit von Plasmazellen und die negative Silber-Féarbung

lieBen die Diagnose einer manifesten Syphilis nicht eindeutig zu.

Durch PCR gelang der Nachweis von tpp47 in ldsionaler Haut, PBMC und Granulozyten-

Fraktion, aber nicht in gesunder Haut, was fiir eine sekundére Syphilis sprach.

Abbildung 21. Histologie der biopsierten Papel: perifollikulares lymphohistiozytares Infiltrat

(A), neutrophile Granulozyten im Korium (B), keine Plasmazellen (Haematoxilin-Eosin-
Farbung) (Kouznetsov & Prinz, 2002 [81])
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3.2.6.4 Lymphadenopathie bei latenter Syphilis: Nachweis von T. pallidum-DNS
Lymphadenopathy in latent syphilis: detection of T. pallidum DNA

Bei einem 26jdhrigen Patienten (A11, Tabellen 10 und 13) ohne Hautverdnderungen wurde
eine positive Serologie festgestellt: TPHA-Test 1:640, VDRL 1:16, IgG-FTA-ABS-Test
positiv, IgM-FTA-ABS-Test kompetitiv gehemmt, 19S-IgM-FTA-ABS-Test positiv. Eine
Polylymphadenopathie wurde klinisch und sonographisch festgestellt. Aus einem
vergroBerten inguinalen Lymphknoten (Abbildung 22) und aus Blutfraktionen (HSC-P, LSC-

P, Granulozyten) wurde T. pallidum-DNS nachgewiesen.

Abbildung 22. Inguinale Lymphadenitis im Rahmen der Polylymphadenopathie (|::>):
im Lymphknoten-Punktat aus der Leiste wurde 7. pallidum-DNS ( EEEEEED> ) nachgewiesen
(Kouznetsov & Prinz, 2002 [80])




90



91

V. DISKUSSION DISCUSSION

Die Diagnostik der Syphilis basiert heute wesentlich auf serologischen Untersuchungen. Die
Ergebnisse sind jedoch nicht in allen Féllen eindeutig. Besonders bei HIV-Koinfektion oder
Autoimmunerkrankungen wie die Lupus erythematodes kann die Diagnose bzw. der
Ausschlu3 einer Syphilis auf zusétzlicher Untersuchung angewiesen sein. In dieser Arbeit
wurde in Patientengut mit Syphilis oder Syphilisverdacht klinisch, serologisch und mittels

tpp47-PCR charakterisiert.

Nur durch die Kombination von klinischen und serologischen Daten waren die Syphilis-
Stadien bei den Patienten der Gruppe A klassifizierbar. Klinischen Verdacht auf Syphilis
konnte man bei den Patienten Al bis A8 (Tabelle 10) mit einer primédren oder sekundiren
Syphilis entsprechenden Hautverdnderungen duBern. Bei den Patienten A9 bis A15 ohne
Hautbefunde konnte man eine Syphilis nur auf Grund der Kombination von mehreren
serologischen Nachweismethoden feststellen, da einzelne Tests nicht immer aussagekriftig
waren. So war etwa der TPHA-Test bei 2/15 Patienten (A2 und A15) und der VDRL bei drei
Patienten (Patienten A1, A12, A15) negativ. Da der IgG-FTA-ABS-Test keine Aussage zur
vorhandenen Infektion machen kann, wurden IgM- und 19S-IgM-FTA-ABS-Test analysiert.
Der IgM-FTA-ABS-Test zeigte eine kompetitive Hemmung bei 7/15 Patienten und war
grenzwertig positiv oder negativ bei weiteren 4/15 Patienten und damit zur
Diagnosesicherung nicht brauchbar. Der 19S-IgM-FTA-ABS-Test zeigte auch bei 4/15
Patienten grenzwertig positive oder negative Werte. So war die serologische Diagnose aus der
Kombination der Tests moglich und erzielte fiir manifeste Syphilis, z.B. bei Kombination von
VDRL und 19S-IgM-FTA-ABS-Test 100 %-tige Positivitit, bei latenter Syphilis dagegen nur
71 %-tige (Abbildung 16).

Die Patienten nach Therapie einer Syphilis oder Neurosyphilis (Gruppen B und C) zeigten
positive IgM-Serologie ohne klinische Symptomatik. Da die Patienten behandelt worden
waren, spiegelt die serologische Positivitit die Seronarbe (persistierende Antikorperbildung)
nach einer Syphilis-Infektion wieder. Auf Grund der Abnahme des VDRL-Titers oder der
VDRL-Negativierung kann man zusammenschlieen, dass alle Patienten der Gruppe B
ausreichend behandelt wurden und keine Syphilis mehr hatten. Anderseits ist bekannt, dass

VDRL bei Spétsyphilis negativ oder mit niedrigem Titer (1:2 - 1:4) positiv sein kann.
Unsere Patienten zeigten hier die Grenzen der serologischen Syphilisdiagnostik auf, wie:

- (falsch)-negative TPHA- oder VDRL-Tests bei HIV-Koinfektion oder im
Anfangsstadium der Infektion;
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- kompetitive Hemmung des IgM-FTA-ABS-Tests durch Hyperproduktion von IgG-
Antikorpern,

- falsch negativer 19S-IgM-FTA-ABS-Test bei HIV-Koinfektion.

Diese ,,serologischen Probleme* werden besonders bei der Diagnostik der latenten Syphilis-
Infektion sichtbar und erfordern die Anwendung anderer diagnostischer Methoden, wie z.B.

der PCR-Diagnostik.

Alle Proben wurden bei der Vorbereitung und DNS-Isolierung und bis zum Gel-
Elektrophorese und DNS-Hybridisierung nach géngigen Richtlinien fiir molekular-
biologische Untersuchungen gehandhabt (Orrego, 1990 [125]): rdumliche Trennung von
Rohproben und Amplikons, Benutzung von hochreinen Reagenzien und Materialien fiir
molekular-biologische Untersuchungen, ziigige Bearbeitung der frisch gewonnenen Proben
und ihre Autbewahrung bei -20 °C (fliissige Proben) oder bei -80 °C (Hautbiopsate). Dadurch
konnte gewdhrleistet werden, dass die bei den nachfolgenden Untersuchungen gewonnenen

Daten nicht durch Kontamination oder DNS-Abbau beeinflusst wurden.

Die Proben aus dem Max-von-Pettenkofer-Institut (Serum, Liquor) wurden nach der
Gewinnung und dem Einfrieren mehrfach fiir interne wissenschaftliche Zwecken des
Institutes aufgetaut. Die DNS-Qualitdt konnte dadurch abgenommen haben. Nach der ,,Good
Laboratory Practice fiir molekular-biologische Untersuchungen sollten die analysierten
Proben nur unmittelbar vor der Durchfithrung der molekularbiologischen Untersuchung
aufgetaut werden. Anderseits zeigten Villanueva et al. (1998) [177] in einer Studie, dass
dreimaliges Auftauen und Wiedereinfrieren der Liquor-Proben nicht zur Minderung der T.
pallidum-Nachweisbarkeit mittels PCR fiihrt: die positiven Proben bleiben nach dem
wiederholten Auftauen positiv, so dass ein DNS-Abbau durch mehrmaliges Auftauen

unwahrscheinlich erscheint.

Bei der Aufarbeitung der Proben wurde auch auf Tag-Polymerase hemmende Substanzen
nach Innis & Gelfand (1990) [68], wie Heparin, Proteinase K, Nonidet P40, verzichtet. Die
Erythrozyten wurden sorgféltig mittels Polymorphprep von den Granulozyten getrennt, um
eine Kontamination mit den Tag-Polymerase hemmenden Porphyrinen zu vermeiden. Fiir die
DNS-Isolierung wurde ein kiufliches Reagenz (DNAzol® BD Reagent) benutzt, welches eine
schnelle und saubere Isolierung gewéihrleistet [108]. Andere iibliche Extraktionsmethoden,

wie Phenol-Chloroform-Extraktion und Proteinase K-Verdau sind aufwéndig und kénnen bei
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der Analyse von klinischem Untersuchungsmaterial wegen der vielen Zwischenschritte eine

Kontaminationsgefahr darstellen.

Bei der Auftrennung des Blutes mittels Ficoll (p = 1,078 g/ml) kénnen sich die Treponemen
wegen ihrer Dichte (p = 1,051 g/ml [56]) in der oberen PBMC-Fraktion anreichen
(Abbildung 7). Alle anderen Blutfraktionen konnten aber auch durch die frei liegenden
Treponemen, Treponema-assoziierte Blutzellen, oder durch die T. pallidum-DNS
kontaminiert werden. Eine relevante Kontamination ist jedoch nach unseren Ergebnissen nur
in Ausnahmeféllen denkbar, da die T. pallidum-Nachweisbarkeit in den verschiedenen Blut-
Fraktionen sehr unterschiedlich war. So war bei manifester Syphilis die T. pallidum-DNS in
der PBMC-Fraktion, gewonnen durch die Hoch- und Niedriggeschwindigkeitszentrifugation
(HSC-P), in 87,5 % der Fille nachzuweisen, in Granulozyten aber nur in 37,5 % (Abbildung
16). Im Falle einer treponemalen Kontamination wéren in allen Blut-Fraktionen etwa gleiche

Nachweisbarkeitsraten zu erwarten gewesen.

Ein wichtiger Punkt bei der Durchfiihrung der Lymphknoten-Punktionen war das Vermeiden
von Kontaminationen durch sorgfiltige Spiilung des Vakuum-Aspirators mittels DNase I-
Losung, HCI und mit Wasser, welches am Ende der Spiilung in jeder PCR auf die
Nachweisbarkeit von T. pallidum-DNS mitgetestet wurde. Dadurch wurde gesichert, dass die
positive PCR aus dem Lymphknoten-Punktat wirklich die treponemale Infektion des

Lymphknotens und nicht eine Kontamination des Aspirators widerspiegelte.

Um eine Kontamination bei der Gewinnung von Ejakulaten zu vermeiden, wurden Patienten
mit Effloreszenzen an den Hénden oder im Anogenitalbereich von der Ejakulatspende

ausgeschlossen.

Hautbiopsien wurden nicht in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet, wie in der Arbeiten
von Zoechling et al. (1997) [189], Wenhai et al. (2004) [182] oder Hoang et al. (2004) [62]
beschrieben, sondern sofort nach der Entnahme in Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C
bis zur PCR-Untersuchung aufbewahrt. Dadurch, dass die zusdtzlichen Schritte wie
Formalinfixierung und Entparaffinierung entfielen, konnte die PCR-Nachweisbarkeit

moglicherweise gegeniiber den erwdhnten Publikationen noch weiter gesteigert werden.

Unser Hauptaugenmerk bei der Auswahl der Methoden fiir die vorliegende Arbeit war darauf
gerichtet, dass diese einerseits maximale Sensitivitit und Kontaminationsfreiheit
gewdhrleisten sollten, anderseits jedoch in jedem klinisch-molekularbiologischen

Routinelabor durchfiihrbar sein sollten.
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Fiir die Amplifizierung der T. pallidum-DNS wurde das tpp47-(47 kDa Treponema pallidum
protein)-Gen ausgewdhlt, welches ein 47-kDa-Protein der &duBleren Membran, das sog. T.
pallidum-Hauptimmunogen-Protein kodiert. Dieses Gen wurde in den bis jetzt publizierten
Studien anderer Arbeitsgruppen zur molekular-biologischen Syphilis-Diagnostik mit Abstand
am haufigsten benutzt (48 % der Studien) (Abbildung 23).

Abbildung 23. In den publizierten PCR-Studien amplifizierten 7. pallidum-Gene
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In der vorliegenden Arbeit wurde das nested-PCR-Verfahren eingesetzt, um die Spezifitit und
Sensitivitdt der Untersuchung zu erhohen. Kritiker dieses Verfahrens argumentieren, dass die
nested-PCR als zweiteiliges PCR-Verfahren wegen des zweiten Schritts zur Kontamination
fiihren konnte, besonders bei der klinischen Diagnostik [113]. Da in beiden PCR-Schritten
zwei negative Kontrollen (Wasser und negative Probe) mituntersucht wurden, hitten
mogliche Kontaminationen aufgedeckt werden miissen. AuBlerdem wurden alle Amplikons
nach der 2. tpp47-PCR mittels DNS-Hybridisierung kontrolliert, was die Spezifitit der

Untersuchung erhohte.

Anderseits gewéhrleistet die nested-PCR gerade durch die zwei Amplifikationen mit zwei
unterschiedlichen Oligonukleiotidprimer-Paaren eine sehr hohe Spezifitit und Sensitivitét
[113]. Der ,Hotstart“-Verfahren, die Zugabe von Tag-Polymerase nach der DNS-
Denaturation, sollte auch die Spezifitit dadurch erhdhen, dass dieses Verfahren ein
Misspriming und dadurch eine falsche Positivitit verhindert [113]. Die PCR wurde mit 35
Zyklen durchgefiihrt. Eine Erhohung der PCR-Zyklen auf 40 brachte dagegen falsch positive

Ergebnisse.
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Um zu kontrollieren, ob in allen PCR-Ansétzen die aus Zellen und Geweben isolierte DNS
vorhanden war, wurde stets parallel eine Amplifikation eines sog. ,.house keeping genes®, des
B-Actin-Gens, durchgefiihrt. Die PCR mit einem ,,house keeping gene* ist nach Hoorfar et al.
(2003) [66] ein Standardverfahren und eine Qualitétssicherung bei dem Nachweis der Infekte.
Hoorfar et al. empfehlen die Amplifikation des Untersuchungs-Gens und des Kontroll-Gens
(,,house keeping gene®) gleichzeitig in einem PCR-RoOhrchen als sog. Multiplex-PCR. Die
amplifizierten Gen-Fragmente des Untersuchungs- und des Kontroll-Gens sollten dabei
unterschiedlich grof} sein, um bei der Gel-Elektrophorese gut trennbare und differenzierbare
Banden zu liefern. In dieser Arbeit wurden die T. pallidum- und B-Actin-PCR nicht in einem
Rohrchen, sondern parallel mit abgesehen vom Primer gleichem Reagenzienansatz
durchgefiihrt, was sich prinzipiell vom Multiplex-PCR-Verfahren nicht unterscheidet.
Obwohl das B-Actin-Gen nur in zelluliren Proben vorhanden ist und damit nur fiir die PCR
aus Blutzellen oder Gewebe geeignet ist, wurde in dieser Arbeit die B-Actin-PCR nicht nur
direkt als DNS-Isolationskontrolle des zelluldren Materials benutzt, sondern auch als indirekte
DNS-Isolationskontrolle fiir das nichtzellulire Material. Dies lag daran, dass die DNS-
Isolation gleichzeitig und parallel, mit der gleichen Charge von DNAzol BD Reagent und
unter gleichen Bedingungen aus den zelluliren (HSC-P, LSC-P, Granulozyten, Ejakulat,
Hautbiopsien) und nichtzelluldren Proben (Serum, HSC-S, LSC-S, Abstriche) ablief. Wenn
die B-Actin-PCR mit zelluldren Proben positiv war, dann bedeutete es, dass die DNS-Isolation
aus nichtzelluldiren Proben auch in Ordnung war. In diesem Fall bedeutete die negative T.
pallidum-PCR nicht den Mangel und/ oder Qualitit des DNS-Templates, sondern die
Abwesenheit von T. pallidum-DNS in der Probe.

Die PCR-Sensitivitdt in dieser Arbeit betrug 10 Treponemen/Probe und war im Versuch mit
der T. pallidum-Verdiinnungsreihe mit anderen Studien vergleichbar. So wurde in 10
publizierten PCR-Studien die gleiche Sensitivitdt von 10 Treponemen/ Probe erreicht [76, 16,
20, 124, 105, 88, 147, 106, 122, 151]. In drei anderen Studien lag die Sensitivitdt mit 1
Treponema/ Probe [20, 14, 117] hoher und nur in eine Studie iiber Reverse Transcriptase
(RT)-PCR-Einsatz in der Diagnostik gelang der Nachweis von 10~ Treponemen/ Probe [20].
Dagegen zeigte die erste publizierte PCR-Studie (Hay et al., 1990) [59] eine PCR-Sensitivitit
von nur 65 Treponemen/ Probe (Tabelle 6, Abbildung 24).

Die RT-PCR nach Centurion-Lara et al. (1997) [20] ist zweifellos die sensitivste PCR-
Nachweismethode mit einer diagnostischen Sensitivitit von 10 Treponemen-
Aquivalent/Probe [20], die selbst iiber der Sensitivitit des Rabbit Infectivity Test mit 1-5
Treponemen/ Probe [94] liegt. Die RT-PCR erlaubt aulerdem den selektiven Nachweis von
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lebendigen Bakterien. Im klinischen Alltag in der Routinediagnostik wird diese Methode
wegen der sehr groBen Kontaminationsgefahr durch die ubiquitir vorhandenen RNAsen
extrem aufwéndig und unpraktikabel. Bei der Erforschung der Pathogenese der Syphilis ist
jedoch die Frage, ob lebende Spirochaeten vorliegen, von groBem Interesse und daher der
Einsatz der RT-PCR sinnvoll. Die Tatsache, dass bislang nur eine einzige Arbeit diese
Technik zur Syphilis-Diagnostik eingesetzt hat, ldsst allerdings vermuten, dass es sich um ein

schwer reproduzierbares Verfahren handelt.

Abbildung 24. PCR-Sensitivitdat (Treponemen/ Probe) nach der Gel-Elektrophorese in
publizierten PCR-Studien
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Die Sensitivitdt und Spezifitit der PCR kann durch die DNS-Hybridisierung erhoht werden
[148]. In dieser Arbeit wurde ein radioaktives Verfahren mit **P geladenem Oligonukleotid
gewdhlt, da es eine hohere Sensitivitdit im Vergleich mit nicht radioaktiven Methoden
aufweist [148]. Die Hybridisierung als zusidtzliche Kontrolle vor allem der Spezifitit, und
dann auch der Sensitivitit, ist besonders im Laufe der PCR-Etablierung wichtig. Danach kann
in der klinischen Routine auf die DNS-Hybridisierung verzichtet werden. So zeigte die PCR-
Sensitivitdt in dieser Arbeit in der Gel-Elektrophorese gegeniiber der DNA-Hybridisierung
fast keinen Unterschied (Tabelle 15): 97 % der in der Gel-Elektrophorese positiven Proben (n
= 99) waren auch in der Hybridizierung positiv. Die PCR-Spezifitdt war dabei 100 %, da

keine unspezifischen Banden im Gel gesichtet wurden, welche bei der Hybridisierung fehlten.

Es ist bekannt, dass eine negative PCR nicht nur durch die PCR hemmende Substanzen oder

eine unzulinglich etablierte PCR verursacht werden kann, sondern auch durch eine zu
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niedrige DNS-Konzentration (Template) im untersuchten Material. Die diagnostische
Sensitivitdt der PCR kann dabei auch vom Untersuchungsmaterial selbst beeinflusst werden.
Wenn die Erreger in dem untersuchten Gewebe nicht vorhanden ist, fehlt die PCR negativ
aus, auch wenn der Patient eine Infektion hat. Daher ist es entscheidend, die richtigen
biologischen Proben zu wihlen: Um fiir die diagnostische Sensitivitdt der PCR und damit die
Aussagekraft der Untersuchung optimale Voraussetzung zu schaffen, sollte als Proben-Quelle

des Gewebe mit einer moglichst hoher Konzentration von Spirochiten verwendet werden.

Um festzustellen, ob die untersuchte Probenmenge auf die diagnostische PCR-Sensitivitét
einen wesentlichen FEinfluss hat, wurde die einfache oder dreifache Menge an
Ausgangmaterial eingesetzt. Die dreifache Menge an eingesetzter Probe kann aber auch die
dreifache Menge von Inhibitoren erhalten und damit die PCR beeintrachtigen. Um dies zu
vermeiden, wurde nicht die dreifache Menge vom DNS-Isolat eingesetzt, sondern die
dreifache Menge an 379 bp-Amplikon nach der 1. PCR und Konzentrierung. Die
Konzentrierung des 379 bp-Amplikons nach der DNS-Fillung beeinflusst die PCR-Spezifitit
nicht, kann aber die Sensitivitidt erhohen. Diese Verdreifachung der Menge des 379 bp-
Amplikons zeigte in dieser Arbeit keine signifikante Verbesserung der diagnostischen PCR-
Sensitivitdt (Tabelle 16). Das bedeutet, dass unter gegebenen Untersuchungsbedingungen die
jeweiligen Patientenproben ausreichend Treponemen enthalten, um einen positiven Nachweis
zu gewihrleisten, und die Sensitivitdit der PCR wenig von der Menge des untersuchten

Materials abhingig ist.

Molekularbiologische Verfahren zum DNS-Nachweis von Mikroorganismen erfordern
strenge Kontrollen und Genauigkeit. Die Kontamination von Reagenzien und Proben durch
Erreger-DNS stellt fiir die PCR eine groBe Gefahr dar, welche die Anwendung der PCR-
Technik sehr einschrinken kann. Es ist wichtig, dass die untersuchte Probe bei der
Vorbereitung nicht mit anderen positiven Proben in Kontakt kommt. Es ist noch wichtiger,
dass das Amplikon nicht mit Reagenzien oder zu untersuchenden Proben in Kontakt kommt,
weil dadurch alle nachfolgenden Proben falsch positiv werden. Bei der Durchfiihrung der
PCR in dieser Arbeit wurden diese Voraussetzungen streng eingehalten, und die
Untersuchungen wurden immer durch negative (Wasser, T. pallidum-negative Patienten-

Proben) und positive Kontrollen (T. pallidum-Suspension, B-Actin-PCR) kontrolliert.

Nach der Etablierung der PCR unter Verwendung von Spirochiten wurde diese am

Patientenkollektiv getestet. T. pallidum-DNS wurde in 93,3 % (14/15) der Patienten mit
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Syphilis gefunden: davon bei manifester Syphilis bei 8/8 (100 %) der Patienten, bei latenter
bei 6/7 (85,7 %) der Patienten. Bei der PCR-Untersuchung wurde festgestellt, dass in den
verschiedenen Patientenproben und in verschiedenen Syphilis-Stadien treponemale DNS
unterschiedlich hdufig nachweisbar war. Bei der Auswahl der Proben fiir T. pallidum-PCR
muss darauf geachtet werden, welches Ausgangsmaterial in die PCR eingesetzt wird. Die
beste Proben-Quelle in dieser Arbeit war die PBMC-Fraktion und hierbei besonders das
PBMC-Pellet nach der Hochgeschwindigkeitzentrifugation (HSC-P): bei manifester Syphilis
war sie bei 87,5 % der Proben und bei latenter Syphilis bei 85,7 % der Proben positiv. Die
Pellet-Proben aus der PBMC-Fraktion nach Niedriggeschwindigkeitszentrifugation (LSC-P)
waren bei manifester Syphilis bei 85,7 % der untersuchten Proben positiv. Selten positiv

waren die LSC-P-Proben bei latenter Syphilis (57,1 %).

Die zwei unterschiedlichen Zentrifugationsgeschwindigkeiten, 15000 g (HSC) und 500 g
(LSC) konnen die Treponemen von den Blutzellen trennen: bei 15000 g werden sowohl
Blutzellen, als auch Bakterien sedimentiert, bei 500 g nur die Blutzellen. Dies wurde auch
dadurch bestitigt, dass treponemale DNS nicht im Uberstand von PBMC nach
Hochgeschwindigkeitzentrifugation (HSC-S) nachgewiesen werden konnte, jedoch bei 4/8
Proben (50 %) des durch die Niedriggeschwindigkeitszentrifugation (LSC-S) gewonnen
PBMC-Uberstandes (Tabelle 13). Die positiven LSC-S-Proben stammen ausschlieBlich von
den Patienten mit manifester Syphilis, wobei Treponemen im Blut in offensichtlich grofer

Menge vorhanden waren [149].

Der Nachweis von T. pallidum im Uberstand nach 500 g-Zentrifugation weist darauf hin, dass
diese Treponemen frei im Blut vorliegen. Interessanterweise war auch das Serum bei
manifester Syphilis 6fter positiv (6/8 Proben, 75 %) als bei latenter Syphilis (4/7 Proben, 57,1
%). Das bestitigt auch die hohere Infektiositdit und epidemiologische Bedeutung der
manifesten im Vergleich zur latenten Syphilis, wobei Treponemen eher im Gewebe als im

Blut vorhanden sind [149].

Die negativen PCR-Proben des Blutes bei Patient A1 mit primérer Syphilis konnen durch die
noch nicht eingetretene Spirochétdmie erklart werden. Die Abstriche vom Priméraffekt waren

dagegen bei diesem Patient in der PCR positiv.

Die Granulozyten-Fraktion war nur bei 5/15 (30 %) Patienten in der PCR positiv. Daher war
keine Relation zwischen den Syphilis-Stadien und der PCR-Positivitdt bei der Granulozyten-
PCR feststellbar: positive Granulozyten wurden bei manifester Syphilis bei 3 Patienten und

bei latenter bei 2 Patienten nachgewiesen. Obwohl Granulozyten wie Lymphozyten
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Treponemen enthalten konnen [87], erscheint diese Fraktion fiir den routinemifBigen
diagnostischen Nachweis von T. pallidum daher nicht geeignet. Trotzdem wurde in dieser

Arbeit zum ersten Mal mittels PCR die DNS von T. pallidum in Granulozyten nachgewiesen.

Die Rachenabstriche brachten keine positiven Ergebnisse in der PCR. Das kann dadurch
erklart werden, dass bei der Angina specifica die Rachen-Schleimhaut auf der Oberflache
keine Treponemen enthdlt und die klinisch relevante Schleimhautentziindung des Rachens

unter dem Epithel stattfindet.

Durch die Untersuchung von Ejakulat und Lymphknoten-Punktaten wurde mittels
molekularbiologischer Untersuchungen bestitigt, dass beide Quellen T. pallidum enthalten. Es
wurde bereits von Pinard & Hoch (1920) berichtet, dass Ejakulat Treponemen enthilt (nach
Stokes & Beerman, 1942, [167]). Bei einer Literaturrecherche wurde keine Studie zum
direkten Nachweis von T. pallidum im Ejakulat gefunden. Die PCR-Analyse in unserer Arbeit
liefert somit erstmals den molekularbiologischen Nachweis, dass T. pallidum bei

Syphilispatienten im Ejakulat enthalten ist.

Lymphknoten als ein Reservoir fiir Treponemen wurden bereits von Friedrich R. Schaudinn
und Erich Hoffmann bei der Entdeckung der Treponema (1905) beschrieben [152]. In unserer
Arbeit wurde eine Lymphknoten-Punktion nach Schaudinn-Hoffmann mit der PCR
verbunden. Im Falle des Patienten B1 (Tabelle 13) legt die Bildgebung mit 7,5 MHz-
Sonographie die Vermutung nahe, dass das negative Resultat der PCR auf eine unzureichende

Punktions-Technik zuriickzufiihren war.

Bei der weiteren Literaturrecherche iiber den PCR-Einsatzt fiir die Syphilisdiagnostik konnte
man feststellen, das die Ergebnisse des T. pallidum-DNS-Nachweises in der (HSC-P)-PCR
bei 87,5 % Patienten mit manifester Syphilis (Tabelle 13, Abbildung 16) vergleichbar den
Ergebnissen von Pietravalle et al. (1999) [129] sind, welche die Treponemen im Serum bei
manifester Syphilis auch bei 83,3 % (5/6) Patienten fanden (Abbildung 25). Bei latenter
Syphilis sind die PCR-Ergebnisse in unserer Arbeit sensitiver als die von Pietravalle et al.:

87,5 % in der vorliegenden Arbeit gegen 67 % in der Studie von der Pietrvalle et al.

Marfin et al. (2001) [96] fanden treponemale DNS im Vollblut bei manifester Syphilis nur in
25 % und bei latenter Syphilis in 61,5 %. So kann die PCR-Untersuchung des Vollblutes
einige Vor- und Nachteile haben. Bei der Vollblut-PCR werden Plasma und Blutzellen
gemeinsam auf T. pallidum-DNS gepriift, was zu einer hoheren Sensitivitdt beitragen kann
und eine einfachere Handhabung erlaubt. Andererseits kdnnen bei der Vollblut-Analyse die

Porphyrine aus den Erythrozyten die Tag-Polymerase hemmen und die Sensitivitit wesentlich
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reduzieren. Solche PCR-Hemmung ist mogliche Erkldrung fiir die niedrige PCR-Sensitivitit

in der Arbeit von Marfin et al. (Abbildung 25).

Abbildung 25. 7. pallidum-Nachweisbarkeit im Blut und Haut im Vergleich mit anderen

Studien
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T. pallidum-DNS wurde in der hier vorgelegten Arbeit in allen Hautbiopsien gefunden, was
sich moglicherweise durch das rasche, DNS schonende Schock-Einfrieren der frisch
gewonnenen Hautbiopsien ohne Formalin und Paraffin erkldren ldsst. Die kleine Anzahl an
untersuchten Proben (n = 4) ist allerdings nicht sehr aussagekriftig. Es scheint jedoch
vorteilhaft zu sein, wenn die PCR mit dem ganzen Biopsat und nicht mit einer begrenzten

Zahl von histologischen Schnitten von 5-10 um Dick durchgefiihrt wird (Abbildung 25).

Die Serumproben von Patienten mit behandelter Syphilis (Gruppe B) und Serum- und
Liquorproben von Patienten mit behandelter Neurosyphilis (Gruppe C) waren in der PCR
negativ. Die negative PCR kann an der niedrigen PCR-Sensitivitit bei der Untersuchung des
Serums und des Liquors liegen (,falsch® negative PCR). Mit groBer Wahrscheinlichkeit
spricht sie aber dafiir, dass die nach antibiotischer Therapie keine Treponemen mehr

vorhanden waren.

In dieser Arbeit betrug die PCR-Sensitivitdt bei der Serum-Untersuchung der latenten
Syphilis nur 57,1 %. Dies ist zu niedrig, um die Serum-PCR fiir die Therapie-Kontrolle der
Patienten der Gruppen B und C zuverléssig einsetzen zu konnen. Andrerseits muss man bei
einer Sensitivitidt von 57,1 % davon ausgehen, dass etwa die Hilfte der Proben in der PCR

hitten positiv sein miissen, wenn sie die Treponemen erhielten. Bei den Patienten der
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Gruppen B und C waren alle Serumproben negativ, so dass dieses Ergebnis fiir eine
erfolgreiche Therapie spricht. Blutfraktionen (PBMC, Granulozyten) waren bei den Patienten
nach der Therapie der Syphilis und Neurosyphilis (Gruppen B und C) nicht erhiltlich, da es
sich um kryokonservierten Serumproben von Patienten handelte, die vor 1 bis 24 Monaten
(Gruppe B) oder vor 3 bis 7 Jahren (Gruppe C) behandelt worden waren. Die PCR mit dem
Material von diesen Patienten war retrospektiv. Bei der retrospektiven PCR-Untersuchungen
von Proben, welche nicht explizit fiir die molekularbiologischen Untersuchungen gesammelt
und aufbewahrt worden waren, muss man laut Sanches et al. (1993) davon ausgehen, dass die
Erreger-DNS moglicherweise abgebaut worden ist und die PCR hierdurch negativ wurde

[151, 117, 84].

Fiir die negative Liquor-PCR bei den behandelten Patienten mit Neurosyphilis (Gruppe C)
gibt es zwei denkbare Griinde: die mehrfach aufgetauten Proben konnten durch DNS-
Schadigung/Abbau in der PCR negativ geworden sein. Wahrscheinlich aber war die
antisyphilitische Therapie erfolgreich gewesen. Im letzteren Fall wére der positive 19S-IgM-
FTA-ABS-Test im Liquor nicht durch treponemaspezifisches IgM zu erklédren, sondern durch
den sog. antiidiopathischen IgM-Antikorper gegen IgG [149]. Dass die IgM-positiven
Liquorproben keine T. pallidum-DNS erhielten, macht auch das Fehlen von klinischen
Symptomen einer Neurosypihilis im Follow-up von 3 bis 7 Jahren wahrscheinlich. Die
Follow-up-Studie von Noordhoek et al. (1991) [117] tiber die Persistenz von T. pallidum-
DNS im Liquor nach ausreichender Therapie einer Neurosyphilis zeigt, dass T. pallidum-DNS
noch durchschnittlich 12,5 - 16,5 Monate nachweisbar sein kann. Diese Studie war leider
nicht mit dem diganostischen ,,Goldstandard*, dem Rabbit Infectivity Test (RIT), kontrolliert
worden [151]. Auch in unseren Liquorproben sollte die PCR bei Vorhandensein von DNS
positiv sein. Die negative PCR in allen Liquor-Proben spricht eher fiir eine IgM-Seronarbe

und nicht fiir eine fortbestehende Neurosyphilis.

Die PCR zum T. pallidum-Nachweis gewinnt besonders dann klinische Relevanz, wenn
konventionelle Methoden wie Serologie oder Mikroskopie keine schliissigen Resultate liefern.
So ist etwa die Lymphknoten-Punktion in der Kombination mit der PCR besonders bei den
Patienten mit unklarer Syphilis-Serologie und ohne klinischen und histologischen Hinweise
auf Syphilis viel versprechend. HIV-positive Patienten weisen ein erhohtes Risiko fiir andere
Geschlechtskrankheiten, einschlieBlich Syphilis auf [161, 161]. Sie kdnnen in einzelnen
klinischen Fallen unklare (falsch positive oder negative) serologische Befunde haben (Tabelle
4) [83]. Die HIV-Infektion ist wie die Syphilis von einer Lymphadenopathie begleitet, und
der direkte Nachweis von T. pallidum ist fiir die Syphilis-Diagnostik hier sehr hilfreich.
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Bei Patienten mit serologischem Verdacht auf Syphilis (Patienten A13, Al14, A15, Tabelle
10) spielte die PCR eine entscheidende Rolle bei der Diagnosestellung. Bei diesen drei
Patienten wurde der treponemale Infekt nur durch den Nachweis von T. pallidum-DNS
bestitigt. Hitte man beim Patienten A13 mit anamnestisch behandelter Syphilis die Indikation
zur Therapie ausschlieBlich aufgrund der Serologiebefunde (TPHA-Test 1:1280, VDRL 1:8,
IgG-FTA-ABS-Test positiv, IgM-FTA-ABS-Test grenzwertig positiv, 19S-IgM-FTA-ABS-
Test grenzwertig positiv) getroffen, wére er mit einer serologischen Restpositivitit

moglicherweise als ,,Zustand nach Syphilis* eingestuft und nicht erneut behandelt worden.

Bei zwei anderen Patienten, A14 und Al5 (Tabelle 10), war die Aussagekraft der
serologischen Tests wegen einer HIV-Koinfektion von vorneherein sehr eingeschrénkt. So
war bei Patient A14 der 19S-IgM-FTA-ABS-Test falsch negativ, wie es in 10 % der HIV-
Infektion bei Syphilis nach Schofer et al. (1996) [157] moglich ist. Bei Patient A15 waren
VDRL und TPHA-Test falsch negativ, was auch in einzelnen Fillen beschrieben wurde
(Ubersicht in Kuznetsov et al. (2005) [83] (Tabelle 4). Die Diagnose einer latenten Syphilis
wurde bei diesen Patienten nur durch den Nachweis von Treponema-DNS gestellt. Falls bei
Verdacht auf Syphilis eine HIV-Infektion vorliegt und ein serologischer Test positiv ausfallt,
aber keine PCR oder RIT zur Verfiigung stehen, muss damit gerechnet werden, dass der
Patient eine latente Syphilis haben kann und eine antisyphilitische Therapie durchgefiihrt

werden muss.

Die hochste klinische Sensitivitidt zeigte die PCR in dieser Arbeit wie auch in anderen
publizierten PCR-Studien bei der Untersuchung des Reizserums vom Primiraffekt. Alle
Schanker-Abstriche in dieser Arbeit waren positiv. In anderen Studien wurde ebenfalls eine

hohe Nachweisbarkeit von T. pallidum festgestellt (Abbildung 26).

In der vorliegenden Arbeit wurde das DNS-PCR-Verfahren fiir den direkten T. pallidum-
Nachweis benutzt. Hierbei wirft sich die Frage auf, inwieweit die DNS-Priasenz die Infektion
mit pathogenen Bakterien widerspiegelt. Mdglicherweise bedeutet der DNS-Nachweis
lediglich das Vorhandensein von abgetdteten Bakterien ohne Krankheitswert. Bisher wurde
erst in einer Studie am Kaninchen-Modell von Wicher et al. (1992) [183] gezeigt, dass in das
Gewebe injizierte und mit Hitze abgetotete Treponemen im Laufe von 30 Tagen mittels DNS-
PCR im Gewebe nachweisbar waren. Die Bakterium-/DNS-Persistenz fiir 30 Tage fand nur
im Gewebe statt, nicht aber im Blut. Man kann daher davon ausgehen, dass die DNS
abgetdteter Bakterien nur kurze Zeit im Blut persistiert, da der Abbau im fliissigen Milieu

schneller voranschreitet.



103

Abbildung 26. PCR-Sensitivitdt bei der Untersuchung des Reizserums vom Primaraffekt
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Die DNS-PCR kann fiir die klinische Diagnostik eingesetzt werden, sogar wenn der Patient
frither schon behandelt wurde. Der T. pallidum-DNS-Nachweis im Blut mehr als 30 Tage

nach der Therapie spricht mit hoher Wahrscheinlichkeit fiir ein Therapieversagen.

Die hier vorgelegte Arbeit hat an einem kleinen Patientenkollektiv die PCR-Analyse von
verschiedenen Blut- und Blutzellfraktionen, Hautbiopsaten, Ejakulatproben, Lymphknoten-
Punktaten und Abstrichen verglichen. Auch wenn die Zahl der untersuchten Patienten fiir eine
statistische Auswertung zu klein ist, zeigen die Ergebnisse einen klaren Trend auf. Am besten
geeignet scheint fiir den Nachweis von T. pallidum-DNS die PBMC-Fraktion, besonders
PBMC-Pellet nach der Hochgeschwindigkeitzentrifugation (HSC-P), welches bei manifester
und latenter Syphilis mehr als 85 % Positivitdt ausweist. Serumproben sind nur bei manifester
Syphilis mit 75 % sensitiv. Die Hautbiopsaten und Lymphknoten-Punktaten konnen auch in
der PCR-Diagnostik der Syphilis eingesetzt werden. Dies sollte bei weiteren Einsdtzen der

PCR in der Routinediagnostik der Syphilis berticksichtigt werden.

Die molekular-genetische Analyse des T. pallidum-Genoms ist hinsichtlich der Funktion der
einzelnen Gene noch weitgehend hypothetisch, und die genauen Mechanismen der Parasit-
Wirt-Interaktion sind unbekannt. Die Diagnostik der Syphilis basiert auf dem klinischen
Befund im Zusammenhang mit direkter Labordiagnostik — dem Erreger-Nachweis und/oder
indirekter Diagnostik — Antikdrpernachweis (Serologie). Obwohl die Syphilis-Diagnostik fiir
den klinischen Alltag gut etabliert ist, gibt es einige Situationen, in denen die vorhandenen

diagnostischen Verfahren Grenzen haben, z. B.:
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e Die erosiven und ulzerativen Lésionen im Anogenitalbereich und im Mund entsprechen
nicht immer einer typischen syphilitischen Effloreszenz und sind dann klinisch schwer der
Syphilis zuzuordnen. Differenzialdiagnostisch kommen Herpes simplex, weicher

Schanker und chronisch ulzerierende Stomatitis im Betracht.

e Die Dunkelfeldmikroskopie (DFM) der syphilitischen Anogenitalldsionen bleibt in 20-30
% Fillen negativ und ist fiir Mundldsionen nicht einsetzbar wegen der morphologischen
Ahnlichkeit der Syphilis-Treponemen mit der saprophytierenden Mund-Treponemen; der
direkte Fluoreszenzantikorper-Test (DFA) kann bei der Untersuchung der nissenden

Lisionen in bis zu 30 % der Fille negativ sein.

e Die Diagnose einer latenten Syphilis ldsst sich nur dann stellen, wenn die Serologie

eindeutig positiv ist.

e Die Histopathologie der syphilitischen Hauterscheinungen erschwert die Diagnose
wesentlich, wenn Plasmazellen fehlen (bei ca. 20 % der Fille [1, 36]). Die Silber-Farbung
und der DFA erlauben den Nachweis von Treponemen nur in durchschnittlich 50 - 60 %

[74, 128, 206, 62, 207] der Fille.

e Die serologischen Tests konnen 12 — 24 Monate nach der Therapie positiv bleiben. Dies
erschwert die Therapie-Kontrolle. Die nicht-treponemalen Tests konnen bei
Immunkrankheiten und Infektionskrankheiten wie etwa bei einer HIV-Koinfektionen

ausfallen, die treponemalen Test ebenfalls bei HIV-Koinfektion.

e Der Rabbit Infectivity Test als Goldstandard der Diagnostik ist nur in einem mit Vivarium
ausgestatten Labor und mit groBem Aufwand durchfiihrbar, was einen Routineeinsatz

ausschlief3t.

e Die Reverse Transcriptase-PCR ist extrem sensitiv und weist den lebendigen Erregern
nach, aber wegen der hohen Kontaminationsgefahr durch RNAsen bleibt sie fiir klinische

Diagnostik nicht praktikabel.

e Die DNS-PCR ist sensitiv, technisch weniger anspruchsvoll und gut reproduzierbar, weist

jedoch auch die DNS von abgetoteten Erregern nach.

Auf Grund dieser Liste von diagnostischen Problemsituationen ist es wichtig, dass weiter
standardisierte  Studien zur molekularen Syphilis-Diagnostik mit verschiedenen
Patientenproben und vor allem mit leicht zu gewinnenden Blutproben durchgefiihrt werden,
um den Einsatz der PCR in der Routinediagnostik der Syphilis zu etablieren. Ein Nachteil des
PCR-Verfahrens ist, dass bei negativem Befund die Abwesenheit eines Infektes nicht
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auszuschlieBen ist, wenn z.B. die in der PCR eingesetzte Probe keine Treponemen enthilt,

obgleich eine Syphilis-Infektion vorliegt.

Weitere Untersuchungen zur diagnostischen Sensitivitit des PCR-Verfahrens sind wichtig.
Mittels der Elektronenmikroskopie oder in situ-PCR kann die genaue Lokalisation der
Treponemen in den Blutfraktionen und dem Gewebe nachgewiesen werden. Die Dauer der T.
pallidum-/ DNS-Persistenz im Blut nach ausreichender Therapie muss weiter untersucht

werden, um dann die PCR moglicherweise fiir die Therapie-Kontrolle einsetzen zu kdnnen.
Die wichtigsten Einsatzpunkte der T. pallidum-PCR bleiben also zunéchst:

1. Friihdiagnostik einer primdren Syphilis auf Grund der PCR-Untersuchung der nissenden
Effloreszenzen im Genitoanal- und Oralbereich noch bevor die Screening-Serologie

positiv wird,

2. Nachweis von Treponemen in der Hautbiopsie, wenn das klinische Bild unspezifisch ist
und bei der konventionellen Mikroskopie keine Spirochiten oder Plasmazellen zu finden

sind;

3. Diagnostik einer latenten Syphilis, wenn die Serologie nicht eindeutig ist und besonders

wenn HIV-Koinfektion vorliegt;

4. Differenzialdiagnostik der syphilitischen Lymphadenopathie bei HIV-Koinfektion durch
die Lymphknoten-Punktion, wenn klinisch-serologische Befunde nicht aussagekréftig

sind.

Dadurch, dass die PCR einen direkten immununabhidngigen diagnostischen Nachweis
ermoglicht, ist dieses Verfahren besonders fiir Untersuchung der Syphilis-Pathogenese und

des Syphilisverlaufs wichtig.

Wir wissen noch nicht warum ca. 30 % der Menschen, die sexuellen Kontakt mit Syphilis-
Patienten hatten, spéter keine Syphilis entwickeln. Unklar ist auch, warum die Syphilis bei ca.
30 % der Menschen ohne Therapie nach vielen Jahren keine Symptomatik zeigt und die

Menschen gesund erscheinen.

So besteht noch hundert Jahren nach der Endeckung des Syphilis-Erregers ein sehr groBer
Bedarf an Forschung iiber T. pallidum und Syphilis. Die PCR kann hierzu einen wesentlichen

Beitrag leisten.
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