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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Bedeutung der lymphatischen Filariasis

Die lymphatische Filariasis ist eine tropische parasitére Infektion. Die zu den Nema-
toden gehdérenden humanpathogenen Filarien Wuchereria bancrofti, Brugia malayi
und Brugia timori sind die Erreger dieser Erkrankung. Nach Angaben der Weltge-
sundheitsorganisation (WHO) sind weltweit ca. 128 Millionen Menschen mit diesen
Erregern infiziert. Dartiber hinaus sind insgesamt tber 1 Milliarde Menschen dem
Infektionsrisiko ausgesetzt [WHO, 1992; Addis, 1998]. Von den vorhandenen Infek-
tionen sind 91% durch W. bancrofti verursacht. Wahrend W. bancrofti in weiten Tei-
len Afrikas (50% aller W. bancrofti Infektionen), in Siidostasien, auf den pazifi-
schen Inseln und in Lateinamerika verbreitet ist, kommt B. malayi ausschlieBlich in
den tropischen und subtropischen Gebieten Siidostasiens bis China und Korea vor.
In Indonesien, Malaysia, China, Indien und Sri Lanka sind insgesamt 13 Millionen
Menschen mit B. malayi infiziert [WHO, 1992]. In einigen Gebieten Ost-Indone-
siens wird die lymphatische Filariasis durch B. timori hervorgerufen [Purnomo et
al., 1977]. Abbildung 1.1 zeigt die Verbreitung der lymphatischen Filariasis
durch Brugia. In zahlreichen vorausgegangenen Studien wurden W. bancrofti und
das durch sie hervorgerufene Krankheitsbild eingehend untersucht. Uber die Biolo-
gie und den Pathomechanismus der Infektion mit W. bancrofti liegen detaillierte
Kenntnisse vor. Fir W. bancrofti Infektionen konnten sichere Nachweismethoden
und Behandlungsstrategien entwickelt werden. Im Vergleich dazu gibt es bisher nur
wenige Studien Uber B. malayi und B. timori. Insbesondere mangelt es an zuverlas-
sigen, sensitiven und einfachen Methoden um eine Infektion mit diesen Erregern
sicher nachweisen zu kénnen. Daher beziehe ich mich im weiteren Verlauf dieser

Arbeit vor allem auf die lymphatische Filariasis durch Brugia.
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Abbildung 1.1:

Verbreitung der lymphatischen
Filariasis durch B. malayi und
B. timori

I 5rugia malayi
- Brugia timori

1.2 Morphologie und Entwicklungszyklus

Die infektionsfahigen Filarienlarven von B. malayi werden durch Micken der Gat-
tungen Anopheles, Culex, Mansonia (bei zoophilen Stdammen) und Aedes (unter
Laborbedingungen) als Vektoren auf den Menschen Ubertragen. Die Mikrofilarien
zirkulieren nachtlich periodisch (einige Stdamme auch subperiodisch) im peripheren
Blut, tagslber befinden sie sich in den GefaBen der Lunge. Diese Periodizitat wird
als Anpassung an die Stechaktivitaten der Ubertrager angesehen [Partono and Pur-
nomo, 1987].

Die wei3lichen, fadenférmigen, geschlechtsreifen Weibchen von Brugia erreichen
bis zu 8 cm, die Mannchen etwa 3 cm Lange. Mit Hilfe sonographischer Untersu-
chungen konnten adulte Filarien von W. bancrofti in LymphgefaB3en nachgewiesen
werden [Amaral et al., 1994]. In Anlehnung an diese Lokalisation wird angenom-
men, daB sich die adulten Filarien von Brugia ebenfalls im Bindegewebe, in den
LymphgefaBen und in den Sinus der Lymphknoten aufhalten. Vor allem im Bereich
des Beckens und der unteren Extremitat, wo beide Geschlechter knauelartig zusam-
men liegen. Die Weibchen geben im Laufe ihres Lebens ca. 10 Millionen Larven ab,
die von ihrer Eihllle, der Scheide, umgeben sind. Durch einen Streckungsprozel3,
bei dem die Larven in den Eihillen verbleiben, entstehen die gescheideten Mikrofi-
larien (Mf).
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Zur weiteren Entwicklung missen die Mikrofilarien von empféanglichen Miickenarten
aufgenommen werden. Die Larven durchbohren die Magenwand der Miicken und
wandern in die Thoraxmuskulatur ein. Wahrend einer Entwicklungsdauer von etwa
10 — 14 Tagen reifen sie dort nach einem relativ kurzen wurstférmigen Stadium
("sausage stage") zur infektiésen Form heran. Dabei hauten sie sich zweimal zur 2.
Larve und zur 3. Larve (L3), wachsen heran und wandern in die Scheide des Stech-
rissels der Miicken, von wo aus sie als infektiése L3 beim folgenden Saugakt auf
den Menschen als Endwirt Ubertragen werden. Dabei verlassen jeweils 1 — 10 L3
den Rissel, werden auf der Haut abgesetzt und dringen aktiv in den Stichkanal ein.
Nun erfolgt nach wenigen Tagen die Hautung zu den 4. Larven. Diese reifen nach
einer weiteren Hautung zu den adulten Wiirmern heran und die Weibchen produzie-
ren die ersten Mikrofilarien. Die Prapatenzzeit von B. malayi betragt etwa 3 Mona-

te, die von B. timori etwas langer.

1.3 Klinische Manifestationen

Die klinischen Manifestationen der lymphatischen Filariasis sind multifaktoriell
bedingt. Fir die Pathogenese der Erkrankung spielen die lebenden adulten Wirmer,
die durch deren Tod hervorgerufenen inflammatorischen Reaktionen, die Reaktions-
lage des Wirtsorganismus, die Expositionsdauer, die Lokalisation der Filarien, aber
vor allem auch sekundére bakterielle Infektionen eine zentrale Rolle und beeinflus-
sen den Krankheitsverlauf [Dreyer et al., 2000]. Bei der Erkrankung handelt es
sich um einen voranschreitenden Prozel3, welcher jedoch keinen starren linearen
Verlauf aufweist. Auch besteht keine unmittelbare Korrelation zwischen Mikrofilaré-

mie und den bestehenden Lasionen [Michael et al., 1994].

Die klinischen Manifestationen weisen ein breites Spektrum von Krankheitsbildern
auf. Im Vordergrund steht die durch die adulten Wirmer hervorgerufene Reaktion
des lymphatischen Systems, die zu Lymphadenitis und Lymphangitis fiihren kann.
Bedingt durch die lange Lebensdauer der Filarien von durchschnittlich 4 — 6 Jahren
oder langer entstehen in der Regel chronische Erkrankungen. Deren Hauptcharakte-
ristika sind entsprechend der spezifischen Lokalisation der Filarien die Elephantia-

sis der Unterschenkel und Unterarme sowie die tropische pulmonale eosinophilie (TPE).
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Im Gegensatz zu W. bancrofti Infektionen kommen genitale Manifestationen wie
Hydrozele und Elephantiasis des Skrotums (Abbildung 1.2) bei Infektionen mit B.

malayi und B. timori nicht vor [Partono, 19871.

{ IS
N

Abbildung 1.2:
Genitale Manifestation der lymphatischen Filariasis durch
W. bancrofti bei einem 37 Jahre alten Mann auf Alor (Indonesien)

Bewohner in endemischen Gebieten reagieren trotz ahnlicher Exposition auf eine
Filarieninfektion immunologisch und klinisch sehr unterschiedlich. Die klinischen
Manifestationen korrellieren nicht mit der Mikrofilariendichte, sondern reflektieren
die individuelle Reaktionslage. Vor allem aber sind sie das Ergebni3 der jahre- oder
jahrzehntelangen Infektion und Auseinandersetzung zwischen Parasit und Wirt. Kli-
nisch und immunologisch kénnen mehrere Stadien, Reaktionstypen und Manifesta-

tionen voneinander abgegrenzt werden.
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1.3.1 Asymptomatische oder subklinische lymphatische Filariasis

Einige Patienten im subklinischen Stadium weisen tber Jahre Mikrofilarien auf, zei-
gen aber trotz dieser generalisierten Infektion kaum pathologische Veranderungen.
Immunologisch reagieren diese Patienten relativ hyporeaktiv auf Filarien Antigene.
Diagnostisch kénnen bei ihnen sowohl Mf als auch Filarien Antigene nachgewiesen

werden (patente Infektion).

Ein anderer Teil der tber lange Zeit exponierten Bevdlkerung in endemischen Gebie-
ten zeigt weder eine klinische Manifestation, noch kénnen Mikrofilarien nachgewie-
sen werden. Einige dieser Patienten besitzen heranwachsende Wiirmer (prapatente
Infektion), andere wiederum haben gleichgeschlechtliche adult Wiirmer oder inferti-
le adulte Wirmer (nicht patente Infektion). Diagnostisch kénnen bei diesen Perso-
nen keine Mikrofilarien nachgewiesen werden, obwohl sie Gber Filarien Antigene
verfligen. Dies trifft auch fir jene Personen zu, die weder klinische Manifestationen
noch adulte Filarien aufweisen, jedoch aufgrund einer zurlickliegenden Infektion

serologisch positiv sind (postpatente Infektion).

Patienten im asymptomatischen Stadium haben keine Symptome der lymphati-
schen Filariasis. Sie besitzen jedoch zumeist beginnende Lympangiektasien und
weisen somit bereits ein subklinisches Stadium der Erkrankung auf. Dies konnte
anhand von Ultraschalluntersuchungen und mit Hilfe der Lymphszintigraphie bei
Patienten mit W. bancrofti Infektionen gezeigt werden [Amaral et al., 1994; Freed-
man et al., 1994; Dissanyake et al., 1995]. Es ist davon auszugehen, daB sich die-
se Ergebnisse auf Infektionen mit Brugia Ubertragen lassen, wenn auch dort die
Lokalisierung der adulten Wirmer mittels Ultraschall bisher nicht mdglich war
[Shenoy et al., 20001.
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1.3.2 Akute Manifestationen der lymphatischen Filariasis

Die akuten klinischen Symptome der lymphatischen Filariasis wie Lymphadenitis
oder Lymphangitis kénnen in allen Krankheitsstadien vorkommen. Sie treten in
Intervallen unter Schittelfrost, Fieber und anderen allgemeinen Symptomen auf.
Im Bereich der Lymphknoten treten Verhartungen auf, die sich auf die ganzen Glied-
maBen erstrecken kénnen. Diese akuten klinischen Phasen kdnnen nur wenige Tage

bis hin zu 4 — 6 Wochen andauern.

Friher wurde angenommen, daB3 die Filarien direkt fir den Hauptteil der klinischen
Symptome verantwortlich seien [WHO, 1985]. Es ist nun deutlich geworden, daB
dies nur in relativ wenigen Fallen die tatsachliche Ursache darstellt. Vielmehr
scheint ein GroBteil der akuten Attacken sekundéar durch bakterielle und fungale
Superinfektionen hervorgerufen zu werden [Olszewski et al., 1993]. So konnte bei
zahlreichen Patienten wahrend akuter Attacken in der Gewebsfllssigkeit hohe Titer
von Bakterien nachgewiesen werden. Auch zeigten diese Patienten positive Blutkul-
turen [Olszewski et al., 1977]. Demensprechend lassen sich zwei Arten der Adeno-

lymphangitis unterscheiden.

1.3.2.1 Akute Filarien-bedingte Adenolymphangitis

Diese wird durch den Tod der adulten Wirmer (spontan oder nach Chemotherapie)
hervorgerufen. Zumeist handelt es sich um eine strangférmige Schwellung, bedingt
durch retrograde Lymphangitis in der oberen oder unteren Extremitat. Die Patienten
leiden unter Schmerzen, wahrend systemische Reaktionen gering und distale Odeme
selten sind [Pani et al., 1995].
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1.3.2.2 Akute Adenolymphangitis bedingt durch Superinfektionen

Dies ist die haufigste Form der Adenolymphangitis. |hr gehen haufig Traumen, Ver-
brennungen, Insektenstiche, Lasionen oder chemische Schadigungen im Bereich
der Eintrittspforte (zumeist der Zehenzwischenrdume) voraus [Dreyer et al., 1999].
Das klinische Bild beinhaltet hohes Fieber, Muskel- und Kopfschmerzen, sowie 6de-
matds entzindliche Flecken. Gelegentlich treten auch Blaschen, Ulzera und Hyper-
pigmentierungen auf. Die innerhalb dieser fulminanten Episoden vorkommenden
Fieberattacken und die Lymphadenitis klingen nach Bettruhe zumeist spontan wie-
der ab. Gleiches gilt fir die sehr haufig vorkommenden akuten Lymphddeme. Diese
kdnnen jedoch nach sich wiederholenden Attacken persistieren und zu chronischen
Odemen fiihren. Dabei scheint ein direkter Zusammenhang zwischen der Anzahl
von akuten Attacken und dem Grad der Auspragung des Lymphédemes zu bestehen
[Olszewski et al., 1993; Pani et al., 1995].

1.3.3 Symptomatische chronische Infektion

Im symptomatischen chronischen Stadium zeigen die Patienten zahlreiche patholo-
gische Veranderungen. Eine Schwellung der Extremitaten ist zumeist vorhanden.
Dabei sind charakteristischerweise die Beine unterhalb des Knies und die Arme
unterhalb des Ellenbogens betroffen. Diese Veranderungen treten haufig beidseits
auf, sie kdnnen aber auch auf eine Seite beschrankt sein. Chronische Zeichen tre-
ten selten bei Patienten auf, die jlinger als 15 Jahre sind. Auch ist insgesamt nur
eine geringe Anzahl der Infizierten betroffen. Einwanderer aus nicht endemischen
Gebieten scheinen im Gegensatz zur einheimischen Bevdlkerung 6fter und schneller
(zum Teil in 1 — 2 Jahren) ein Lymphddem bzw. eine Elephantiasis zu entwickeln
[Partono, 1987]. Diese Patienten weisen zumeist Mikrofilarien auf. Bei einer Reihe
dieser Patientin handelt es sich jedoch um eine nicht mehr aktive Infektion (postpa-
tente Infektion). Weder Mikrofilarien noch adulte Wirmer kénnen bei ihnen nachge-

wiesen werden, sie besitzen jedoch positive Filarien Antikorper.
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Das Lymphddem 1aBt sich in mehrere Schweregrade einteilen. Eine Arbeitsgruppe
der WHO empfahl 1985 die folgene Einteilung [WHO, 1985]:

Grad 1:

Grad 2:

Grad 3:

Grad 4-:

geringes Odem der Extremitat, das durch Anheben des betroffenen

Korperteils reversibel ist
nicht reversibles Odem, normale Haut (Abbildung 1.3)

fulminantes, nicht reversibles Odem der Extremitat, verdickte Haut
(Abbildung 1.4)

fulminantes, nicht reversibles Odem mit fibrotischen und papuldsen

Hautveranderungen (Elephantiasis) (Abbildung 1.5)

Abbildung 1.3:

Abbildung 1.4:
Abbildung 1.5:

Lymphdédem Grad 1 — 2 bei einer 29 Jahre alten Patientin aus einem fir B. timori
endemischen Gebiet auf der Insel Alor, Indonesien

Lymphdédem Grad 3 bei einem 35 Jahre alten Mann auf Alor, Indonesien

Einseitige Elephantiasis des rechten Beines bei einem 34 Jahre alten Mann auf
Alor, Indonesien




Einleitung

Lymphszintigraphisch konnte bei W. bancrofti gezeigt werden, daB ein Lymphddem
nicht immer das Resultat einer Verlegung von Lymphwegen darstellt, sondern auch
durch eine intensive Kollateralisierung hervorgerufen werden kann [Witte et al.,
1993]. Hautveranderungen wie Verdickungen von Hautfalten, Hyperkeratose, Hypo-
oder Hypertrichose, Pigmentverdnderungen, chronische Ulzerationen sowie epider-
male und subdermale Knotenbildung kénnen alle bei chronischen Infektionen beob-
achtet werden (Abbildung 1.6) [Olzewski et al., 1993].

Abbildung 1.6: Hautveranderungen im Rahmen der Elephantiasis
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1.4 Diagnose der B. malayi Infektion

Die klassische Diagnose der lymphatischen Filariasis beruht auf dem Nachweis von
Mikrofilarien und erlaubt eine Differenzierung der Arten nach morphologischen Kri-
terien. Bel pra- oder postpatenten Infektionen, bei niedriger Mikrofilariendichte
oder aufgrund des periodischen Auftretens der Mikrofilarien ist ein Nachweis jedoch
oft nicht méglich. Die zahlreichen Versuche, anstelle der Parasiten deren Stoff-
wechselprodukte als zirkulierende Antigene im Blut, Urin oder Speichel mit Hilfe
immunologischer Nachweisverfahren zu detektieren, erwiesen sich bei Brugia als
nicht sensitiv und spezifisch genug, um sich in der Anwendung durchzusetzen. Die

moglichen diagnostischen Verfahren kénnen in drei Gruppen unterteilt werden.

1.4.1 Parasitologische Nachweismethoden des Parasiten

Die im Blut zirkulierenden Mikrofilarien lassen sich mit Hilfe verschiedener dia-
gnostischer Verfahren nachweisen. Der direkte Nachweis von Mikrofilarien ist spezi-
fisch, jedoch verfligt er nur Gber eine geringe Sensitivitat. Er hat den Nachteil, daB3
er nur bei einer zum Zeitpunkt der Blutentnahme vorhandenen Mikrofilarémie posi-
tiv ausfallen kann. Zudem gelingt es bei Patienten mit niedriger Mikrofilarienlast
haufig nicht, diese im Blut nachzuweisen. Dementsprechend sollte die Entnahme
von Blutproben mit dem Zeitpunkt der maximalen Mikrofilariendichte im Blut Gber-
einstimmen. Bei periodischen B. malayi liegt dieses Maximum zwischen 22 Uhr
abends und 2 Uhr nachts, in Ubereinstimmung mit den nachtlichen Stechgewohn-
weiten der Ubertragermiicken [Partono and Purnomo, 19871. Auch bei periodischen
B. timori findet sich nachts die hochste Mikrofilarienkonzentration [Kanda et al.,
19791]. Auch sollte Blut aus der Fingerbeere gesammelt werden, da die Konzentra-
tion von Mikrofilarien in kapillarem Blut hoher ist als in venésem Blut [Eberhard et
al., 1988].

Sowohl der Blutausstrich als auch der dicke Tropfen stellen eine einfach durchfihr-
bare Untersuchungsmethode dar. Ein Vorteil des Blutausstrichs mit anschlieBender
Farbung ist, daB er einen Artnachweis ermdglicht. Da fir dieses Nachweisverfahren

jeweils nur ca. 20 pl Blut verwendet wird, resultiert jedoch eine geringe Sensitivitat.

10
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Denn somit sind Konzentrationen von mindestens 50 Mf pro ml theoretisch erfor-
derlich, um mit Hilfe des Blutausstrich eine Mf nachweisen zu kénnen. Auch der
dicke Tropfen verfiigt nur Uber eine geringe Sensitivitat. Es werden ca. 50 pl Blut
verwendet, so daB die Sensitivitat bei etwa 20 Mf pro ml Blut liegt. Beide Techni-
ken sind aufgrund der Verwendung von geringen Mengen an Kapillarblut einfach
durchzufiihren, und werden von den meisten Personen als Untersuchungsmethode

akzeptiert (Vergleich dieser Methoden siehe Tabelle 1.1).

Mit Hilfe von Anreicherungsverfahren kann eine Steigerung der Sensitivitat dieser
beiden Methoden ermdglicht werden. In dem von Knott [1939] entwickelten Kon-
zentrationsverfahren wird ein Milliliter vendses Blut mit 9 ml 2%iger Formaldehyd-
|6sung versetzt, zentrifugiert und anschlieBend das Sediment auf Mf untersucht.
Bei einem groBen Sediment ist die mikroskopische Beurteilung jedoch haufig
schwierig. Daher wurde diese Methode weitgehend durch die von Bell [1967] erst-
mals beschriebene Membran-Filtration ersetzt. Bei dieser Methode wird 1 ml vené-
ses Blut durch eine 3 MM 5 pm Polycarbonat-Membran filtriert. Nach Giemsafar-
bung oder mit Hamatoxylin [Eberhard and Lammie, 19911 wird der Filter mikrosko-
pisch beurteilt (Abbildung 1.7.). Die Sensitivitat dieser beiden Verfahren kann auf 1
Mf / ml Blut gesteigert werden. Durch wiederholte Anwendungen oder gréBere Blut-
entnahmen kann diese noch weiter erhéht werden. Aufgrund des benétigten gréBe-
ren Probenvolumens wird bei beiden Methoden jeweils vendses Blut benétigt. Dies
bedingt eine aufwendige Blutentnahme, mit geringerer Akzeptanz bei den zu unter-

suchenden Personen.

Abbildung 1.7:
Mikrofilarie von B. malayi nach Filtration und Giemsafarbung
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Ein anderes Verfahren stellt die QBC-Technik da. Im “Quantitative Blood Count”
(QBC) System werden Heparin, EDTA und Acridine-Orange dem Mikrohamatokrit—
Réhrchen zugesetzt. Nach erfolgter Zentrifugation wird die Trennschicht des Puffers
mit Fluoreszenz-Mikroskopie untersucht. Dort wird die Kern-DNA vom Acridine-
Orange angefarbt, so daB die Mikrofilarien leicht identifiziert werden kénnen [Baw-
den et al., 1994]. Wahrend der Test schneller auszufiihren ist als die konventionel-
len Blut-Ausstriche oder Konzentrationsverfahren, ist seine Sensitivitat gering. Da
maximal 50 pl Blut verwendet werden, liegt die Sensitivitat bei 20 Mf / ml (1 Mf/
50 pl) [Freedman and Berry, 1992]. Die Notwendigkeit teurer Gerate sowie die
schwierigere Identifikation des Parasiten stellen weitere Nachteile dieser Methode

dar.

Tabelle 1.1: Vergleich der verschiedenen Verfahren zum parasitologischen Nachweis der Mikrofilarien

Sensitivitat (Mf/ml) ProbengréBe Bemerkung
Blutausstrich 50 20 pl Kapillarblut Artnachweis moglich
Dicker Tropfen 20 50 pl Kapillarblut Konzentration moglich
Filtration 1 1 ml vendses Blut aufwendigeBlutentnahme
QBC-Technik 20 50 pl vendses Blut teure Diagnostik

1.4.2 Serodiagnostik

Die Entwicklung von serodiagnostischen Nachweisverfahren mit ausreichender Sen-
sitivitat und Spezifitat zur Routineanwendung hat sich als problematisch erwiesen
[Ambroise-Thomas, 1974]. Fir den Nachweis von Filarien-Antigen besteht das groB-
te Problem in der geringen Spezifitéat. Fur W. bancrofti steht bereits ein hochspezifi-
scher und sensibler serodiagnostischer Test, der ICT Karten Test, zum Nachweis
von zirkulierendem Antigen von adulten Wirmern zur Verfigung [Weil et al., 1997].
Wahrend dieser Test bereits umfangreich zur Diagnostik genutzt wird, ist ein ent-
sprechendes Verfahren zum Nachweis von Antigenen fur B. malayi oder B. timori

derzeit nicht verfiigbar.
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Ein weiterer Ansatzpunkt bei der Entwicklung von serodiagnostischen Untersuchun-
gen ist der Nachweis von Filarien-Antikdrpern der Subklasse 1gG4, die bei floriden
Infektionen eine wichtige Rolle spielen [Ottesen et al., 1985]. In einer Studie konn-
te belegt werden, daB Untersuchungen auf das Vorhandensein von Filarien-1gG4-
Antikdrpern sich als genauso sensitiv erwiesen wie parasitologische Diagnostikme-
thoden. lhre Sensitivitat liegt bei 90 - 95 % [Chanteau et al., 1994a]. Durch ein
von Ramah et al. [2001b] entwickeltes Verfahren ist es méglich, mit Hilfe eines
rekombinanten Antigens von B. malayi, zirkulierende 1gG4-Antikérper nachzuwei-
sen. Nach ersten Untersuchungen verfligt dieses Verfahren Uber eine hohe Sensiti-
vitat und ausreichende Spezifitat [Rahmah et al., 2001a, 2003; Fischer et al.,
2003].

Doch auch der Nachweis von Filarien-Antikérpern beinhaltet zahlreiche Probleme.
Es ist schwierig, zwischen einer vorangegangenen, einer bereits abklingenden und
einer momentan aktiven Infektion zu unterscheiden. Zudem sind die meisten
Bewohner endemischer Gebiete Filarien-Antikérper-positiv [Ottesen et al., 1982].
Dies kann auf vorausgegangene Infektionen oder auf eine Exposition ohne erfolgte
Infektion zurlickgefiihrt werden. Erhdhte Titer der IgG4-Subklasse sind jedoch vor
allem als Zeichen einer aktiven Infektion anzusehen. Dartber hinaus kénnen in Ver-
laufsstudien sinkende |gG4-Titer zur diagnostischen Beurteilung der Effizienz einer
Chemotherapie herangezogen werden [Wamae et al., 1992]. Ein weiteres Problem
besteht darin, daB bei Personen, die mit W. bancrofti infiziert sind, eine signifikan-
te Kreuzreaktion beobachtet werden konnte [Ramah et al., 2001a, b; Fischer et al.,
2003b]. Dies limitiert die Spezifitat dieser serodiagnostischen Untersuchungen in

Gegenden, wo Infektionen mit W. bancrofti koendemisch auftreten.

Trotz der genannten Schwierigkeiten haben serologische Untersuchungsmethoden
einen definierten Platz innerhalb der Diagnostik, da ein negatives Untersuchungsre-

sultat eine vorangegangene oder aktive Infektion weitgehend ausschlief3t.
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1.4.3 Molekulare Diagnostik

Die molekulare Diagnostik stellte ein weiteres direktes Nachweisverfahren fir Bru-
gia Infektionen dar. Sie basierte auf dem Nachweis von Parasiten-DNA. Fir B.
malayi konnte eine hochrepetitive nicht-kodierende Sequenz, das sogenannte Hhal-
Repeat, identifiziert werden [McReynolds et al., 1986]. Dieses Tandem Repeat mit
einer Lange von 322 bp ist in 30.000facher Kopie vorhanden und stellt insgesamt
10 % des gesamten B. malayi Genoms dar. Durch die Identifikation dieses spezifi-
schen Repeats wurde die Entwicklung dieser molekularen Diagnostikmethode mog-
lich. Mit Hilfe einer fir die zu amplifizierende Sequenz spezifischen Oligonukleotid-
Sonde kann Parasitenmaterial im Blut oder in den Ubertragenden Stechmiicken nachge-
wiesen werden [Williams et al., 1988]. Unter Verwendung der Polymerase-Ketten-
Reaktion (PCR) konnte dadurch eine sensitive und spezifische Methode zur Diagno-
stik von B. malayi Infektionen entwickelt werden [Lizotte et al., 1994]. Diese Dia-
gnostikmethode konnte mit Hilfe eines am 3°- Ende biotinylierten Primers und einer
fluoreszein-markierten Sonde weiter verbessert werden [Fischer et al., 2000].
Dadurch wurde ein Nachweis von PCR-Produkten mittels ELISA ermdglicht. Zusatz-
lich kann die zu untersuchende DNA unter Verwendung einer internen Kontrolle
quantifiziert werden. Insgesamt ist diese Methode sehr sensitiv fiir die Diagnose
infizierter Patienten. Im Vergleich zu parasitologischen Methoden ist sie als aquiva-
lent oder gar als sensitiver anzusehen [Williams et al., 1996]. Darlber hinaus
gelang es mit Hilfe dieser Technik, bei manchen Personen verborgene Infektionen
(Mf-negative Infektionen mit positivem Nachweis von zirkulierendem Antigen) mit
W. bancrofti nachzuweisen [McCarthy et al., 1996]. Ein Nachteil dieses Verfahrens
ist die aufwendige Diagnostik, die ein gut ausgestattetes Labor und das Vorhanden-
sein von zahlreichen technischen Geraten erfordert. Die Untersuchung vendsen Blu-
tes auf Parasiten-DNA bedingt eine geringere Akzeptanz der zu untersuchenden
Personen. Auch beinhaltet sie noch das Problem einer schwierigen Konservierung
der Proben. Eine Ursache dieser problematischen Konservierung stellen u.a. die
zumeist im Blut enthaltenen Nukleasen dar, welche die vorhandene DNA zerstéren.
Ein weiteres Problem bei der Amplifizierung von DNA-Sequenzen stellen Inhibitoren
der PCR dar. In einer vorausgegangenen Studie konnte jedoch gezeigt werden, daB
diese Problematik minimiert werden kann. Unter Verwendung der internen Kontrolle
ist der PCR-ELISA geeignet, eine Standardisierung der auf einer PCR basierenden
Diagnostik zu ermdglichen [Fischer et al., 2000].
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1.5 Bekdampfung der lymphatischen Filariasis

Nach Planen der Weltgesundheitsorganisation (WHO) soll die lymphatische Filaria-
sis bis zum Jahre 2020 als Problem fir die ¢ffentliche Gesundheit eliminiert wer-
den [Bebehani, 1998; Ottesen, 2000]. Dabei geht die International Task Force for
Disease Eradication der WHO davon aus, daB3 die lymphatische Filariasis zu jenen
Erkrankungen gehort, welche potentiell eliminiert und letztenlich sogar ausgerottet
werden kénnen [CDC, 1993]. Auch gibt es eine Anzahl von Landern (Japan, Austra-
lien und Teile von China), in denen die lymphatische Filariasis bereits durch geziel-
te Programme eliminiert werden konnte. Die Strategie dieser Bekdmpfungsprogram-
me basiert auf mehreren Komponenten: einer gegen Filarien wirksamen Chemothe-
rapie, einer unterstiitzenden oder krankheitsspezifischen arztlichen Hilfe und einer
umfassenden Schulung und Beratung der Patienten, damit diese erkennen, wie
wichtig es ist, eine gewissenhafte Hygiene einzuhalten und vorbeugende MaBnah-
men zu treffen [Ottesen, 1994].

1.5.1 Chemotherapie der Filariasis

Schwerpunkt der Bekdmpfungsprogramme ist heute die gemeindeweite Behandlung
der Bevdlkerung in endemischen Gebieten mit Diethylcarbamazin (DEC) oder Iver-
mectin in Kombination mit Albendazol [Addis et al., 1997; Shenoy et al., 1999].
Diese Medikamente besitzen vorwiegend mikrofilarizide Wirkung, nur DEC wirkt
auch schwach makrofilarizid. Demzufolge werden nur die Mikrofilarien effektiv
abgetotet, die meisten adulten Wirmer hingegen bleiben weiterhin lebensfahig. Aus
diesem Grunde missen die Bekdmpfngsprogramme, entsprechend der Lebensdauer

der adulten Wirmer (6 - 8 Jahre), jahrelang aufrecht erhalten werden.

Diethylcarbamazin (DEC)

DEC wird in einer Einmaldosis von 6 mg / kg verwendet. Es ist vor allem gegen
Mikrofilarien, aber auch teilweise gegen die adulten Wiirmer von B. malayi sowie W.
bancrofti wirksam. Aufgrund des verhaltnismaBig schwachen makrofilariziden Effek-
tes ist eine wiederholte Behandlung (mit einer einmaligen Dosis von 6 mg/ kg) alle 6 — 12
Monate erforderlich. Das Blut wird normalerweise rasch frei von Mikrofilarien.

Jedoch ist diese Elimination in einer kleinen Patientenpopulation, vornehmlich
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einer mit hoher Filarien-Dichte, nicht vollstandig [Kimura et al. 1985; Ottesen,
1985; Pani et al., 19911.

Als Nebenwirkungen treten Symptome wie Midigkeit, Abgeschlagenheit, Schwin-
del, Fieber, Hamaturie, gastrointestinale Beschwerden, sowie Adenitis und retro-
grade Lymphangitis auf. Ilhr AusmaB wird maBgeblich von der Anzahl der absterben-
den Mf bestimmt. Diese Nebenwirkungen kénnen lokalisiert (in Zusammenhang mit
dem Tod adulter Wiirmer) oder systemisch (aufgrund des Absterbens der Mf) auftreten
[Ottesen, 1985; Dreyer et al., 19941].

Da sich bei Patienten mit Onchozerkose die okuldre Manifestation verschlimmern
kann [Bird et al., 1980] und bei Patienten mit Loa Infektionen Uber starke Neben-
wirkungen, Enzephalitiden und auch bereits Todesfalle berichtet wurde [Carme et
al., 1991], ist DEC in jenen Gegenden, in denen Loiasis oder Onchozerkose koende-
misch auftreten (in weiten Teilen Afrikas) kontraindiziert. In diesen Gebieten wird

Ivermectin als Standardtherapie verwendet.

Ivermectin

Ivermectin ist in einer Einzeldosis von 200 — 400 pg / kg als potentes mikrofilarizi-
des Medikament dazu geeignet, die Konzentration von W. bancrofti und B. malayi
Mf im peripheren Blut fir 6 — 24 Monate zu unterdriicken [Eberhard et al., 1992].
Aufgrund seiner fehlenden makrofilariziden Wirkung [Dreyer et al., 1995] wird lver-
mectin nicht als Standardtherapie von B. malayi Infektionen empfohlen. Seine

systemischen Nebenwirkungen entsprechen denen von DEC [Addiss et al., 1993].

Albendazol

In hoher Dosierung scheint Albendazol einen schwach makrofilariziden Effekt gegen
W. bancrofti zu besitzen [Jayakody et al., 1993]. Zudem konnte eine Langzeitreduk-
tion der Mf-Dichte beobatet werden, jedoch ohne signifikanten kurzfristigen Effekt
auf die Mikrofilaramie. In Kombination mit Ivermectin fihrt Albendazol zu einer

héheren Mf-Suppression als lvermectin alleine [Ismail et al., 1998].

Keines dieser Medikamente wirkt einzeln effektiv gegen alle Formen der Infektion.
Wahrend DEC und Ivermectin vor allem mikrofilarizide Wirkung besitzen, verfligt
Albendazol Uber einen leichten makrofilariziden Effekt. Somit hat sich eine Kombi-

nation einzelner Dosen Albendazol (400 pg/ kg) und lvermectin (200 — 400 pg / kg)
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[Addiss et al., 1997] oder Albendazol mit DEC [Shenoy et al., 1999] (ber alle 6 — 12
Monate als effektiv erwiesen. Eine Kombination dieser Medikamente wirkt zudem

einer moglichen Resistenzentstehung entgegen.

Antibiotika

Bereits 1975 konnten in einigen Filarienarten intrazellulare gram-negative Bakte-
rien nachgewiesen werden [McLaren et al., 1975]. Weitere Untersuchungsergeb-
nisse lassen darauf schlieen, dal3 eine gegenseitige Interaktion zwischen den
Endobakterien der Gattung Wolbachia und den Filariennematoden, im Sinne einer
essentiellen Symbiose, besteht. Die Filarien bendétigen diese Endobakterien fiir eine
normale Fertilitdat und die Entwicklung der Wirmer. Des weiteren stellt eine Endoto-
xin-ahnliche Aktivitat der Endobakterien einen bedeutenden inflammatorischen
Stimmulus der Filarien dar. Auch wird vermutet, daB die Filarien von ihren sym-
biontischen Endobakterien vor einer méglichen Immunabwehr des Wirtsorganismus
geschitzt werden kénnen [Taylor, 2002]. Es konnte gezeigt werden, dal3 mit Hilfe
einer Tetracyclin-Therapie die Endobakterien eliminiert werden, und darauffolgend
eine Wachstumsretardierung und Infertilitat bzw. verringerte Fertilitat der Filarien
resultiert [Hoerauf et al., 1999; Taylor and Hoerauf, 2001]. Diese Ergebnisse zei-
gen, daB Antibiotika als neue Strategie zur Behandlung von Endobakterien-enthal-
tenden Filarien herangezogen werden kénnen, wodurch sowohl der Beginn als auch

das Voranschreiten der Filariasis verhindert werden kann.
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1.5.2 HygienemaBnahmen

Im Rahmen der lymphatischen Filariasis sind sekundare bakterielle Infektionen
maBgeblich an dem Voranschreiten der Erkrankung und ihrem Ubergang in ein chro-
nisches Stadium beteiligt [Dreyer et al., 2000]. Aufgrund dieser Erkenntnis konnte
die Behandlungsweise verandert und verbessert werden. Wahrend man bisher noch
davon ausging, daB die chronische Form des Lymphddems irreversibel und damit
einer erfolgreichen Behandlung nicht zuganglich sei, konnte nun gezeigt werden,
daB bei vielen Patienten allein durch griindliche HygienemaBnahmen und angemes-
sene antibiotische Behandlung eine Verbesserung der Symptomatik méglich ist
[Shenoy et al., 1995]. Ebenso 8Bt sich durch verbesserte Hygiene die Anzahl aku-
ter Symptome bedeutend verringern. Daher werden die Patienten dazu angehalten,
eine sorgfaltige FuBhygiene einzuhalten (Abbildung 1.8). Vor allem die Zehenzwi-
schenrdume sollten griindlich mit Seife gereinigt werden. Unterstitzend sollten
noch krankengymnastische MaBnahmen hinzu kommen. Durch die haufige Hochla-
gerung des betroffenen Korperteils (vor allem nachts) kann das Lymph&dem verrin-

gert und einer voranschreitenden Progredienz entgegengewirkt werden.

- e ’ -, : Ey /. "i ‘*‘
Abbhildung 1.8: Hygieneschulung auf Alor: Waschen der FiiBe
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1.5.3 Kontrolle der Bekampfungsprogramme

Fur die Uberwachung und Entwicklung von Bekampfungsprogrammen sind zuver-
lassige diagnostische Daten notwendig, um die Ausbreitung der Infektion und die
Effizienz der Therapien beurteilen zu kénnen. Dementsprechend sind sichere und
gleichzeitig einfach praktikable Diagnostikmethoden erforderlich, was sich bisher
als recht problematisch erwies. Zum einen sind viele der verwendeten Testmetho-
den sehr teuer und die Laboratorien zudem schlecht ausgeristet. Auch ist die Infra-
struktur in den endemischen Gebieten oft nur unzureichend bei verhéltnismaBig
weiten Anfahrtswegen und groBen organisatorischen Problemen. Hinzu kommt ein
Mangel an Arzten und ausgebildeten medizinischen Fachkraten. Eine weitere Pro-
blematik ist die Gefahr der Ubertragung von Krankheiten wie HIV, Hepatitis B und
C. Bei Methoden die auf der Untersuchung von vendsem Blut basieren ist diese
Gefahr besonders erhdht. Nicht selten werden die relativ teuren Spritzen und Kan(-
len ausgekocht und wiederverwendet. Durch diese unausreichende Sterilisation und

mangelnde Hygiene wird somit das Infektionsrisiko betrachtlich gesteigert.

Trotz all dieser Problematik sollte es mdglich sein, sichere Methoden zum Nachweis
von B. malayi und B. timori zu entwickeln, die diesen Anspriichen gerecht werden.
Denn auch in Zukunft missen und werden weitere Kontrollprogramme mit dem Ziel
der globalen Elimination der lymphatischen Filariasis in den endemischen Léandern
folgen. Dadurch kénnte die Ubertragung der Infektion unterbrochen und das Leiden
der Personen mit den chronischen Erkrankungen wie Lymphdédem und Elephantiasis

gelindert werden [Ottesen et al., 19971.
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1.6 Fragestellung

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung von einfachen, sensitiven und kostengilinsti-
gen molekularbiologischen Nachweisverfahren fir die DNA von Brugia malayi und
B. timori im Blut, welches auch in Laboratorien endemischer Lander angewendet

werden kann.

Zur Vereinfachung der Probensammlung und DNA-Extraktion wurde Blut auf Filter-
papier konserviert, und eine neue Methode zur DNA-Aufbereitung mit einer Stan-
dardmethode (Phenol / Chloroform-Extraktion) verglichen. Es sollte untersucht wer-
den, ob diese Methode geeignet ist, eine gréBere Anzahl von Proben von Patienten
mit nur geringer Mf-Dichte zu untersuchen. Um Probleme, die bei der Sammlung
von Blutproben bei Nacht entstehen, vermeiden zu kénnen, sollte des weiteren
untersucht werden, ob sich Filarien DNA auch im Tagblut, das auf Filterpapier

gesammelt wurde, nachweisen |aBt.

Es sollte untersucht werden, ob sich die Hhal-Sequenz von B. timori unter den

gleichen Bedingungen wie das Hhal-Repeat von B. malayi amplifizieren 1aBt.

Da in Blutproben ebenso wie in den Ubertragermiicken auch Malariaerreger vorhan-
den sein kdnnen, sollten erste Untersuchungen zur Entwicklung einer B. malayi/
Plasmodium falciparum Multiplex-PCR durchgefiihrt werden. Nachteile der PCR
sind der hohe Aufwand an technischen Geraten und die Kontaminationsgefahr.
Daher sollten nach einer méglichen Alternative fir die PCR gesucht und Pilotunter-

suchungen fir einen “branched” DNA-Test durchgefiihrt werden.

Zur Vereinfachung des Nachweises von PCR-Produkten sollte der PCR-ELISA mit
einer neuen und schnelleren Methode zum spezifischen Nachweis von PCR-Produk-

ten, dem DNA Detection Test StripTM, verglichen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenpopulation

2.1.1 B. malayi Proben aus Sulawesi

In mehreren Dérfern in Indonesien wurden Blutproben gesammelt, welche im Bern-

hard-Nocht-Institut (BNI) in Hamburg untersucht wurden. Die Dérfer Rogo, Mahoni

und Mantikole liegen in Zentralsulawesi, die Dorfer Kulia und Sula Barana in Sid-

sulawesi. Beide Gebiete sind endemisch fiir nachtlich periodische B. malayi [Parto-

no and Purnomo, 1987]. Alle Einwohner, die alter als 5 Jahre waren und sich zur

Teilnahme bereit erklarten, wurden in die Studie aufgenommen. Die jeweiligen Pro-

banden wurden registriert, auf klinische Zeichen einer Filarieninfektion untersucht

und anamnestisch Uber vorausgegangene klinische Symptome dieser Erkrankung

befragt. Die folgende Tabelle zeigt die Anzahl der Blutproben, die in den jeweiligen

Dérfern gesammelt wurden.

Tabelle 2.1: Anzahl der untersuchten Blutproben von Einwohnern eines flir B. malayi endemischen
Gebietes in Sulawesi

Anzahl der Proben
Dorfer Nachtblut Mf positiv Tagblut Mf positiv
Rogo + Mahoni 42 36 - -
Rogo + Mantikole 79 15 - -
Kulia + Sula Barana 33 12 92 7
Gesamt 154 63 92 7
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2.1.2 Felduntersuchung auf Alor

Die Felduntersuchung auf Alor fand in Zusammenarbeit mit der Universitat Indone-
sien (Jakarta), der Gesellschaft fiir technische Zusammenarbeit (GTZ) und des Bern-
hard-Nocht-Institutes (Hamburg) im Rahmen des Programms zur Bekdmpfung der
lymphatischen Filariais statt. Fiir mich bestand die Méglichkeit, an diesem Projekt
mitzuarbeiten. Die Studie wurde vom ethischen Komitee der medizinischen Fakul-

tat der Unviversitat von Indonesien, Jakarta genehmigt.

2.1.2.1 Untersuchungsgebiet und Bevdlkerung

Alor ist eine kleine Insel, die nérdlich von Timor im 6stlichen Bereich der Provinz
Nusa Tenggara Timor (NTT) in Indonesien liegt. Im Alor Distrikt, der die benachbar-
ten Inseln Alor und Pantar umfaBt, leben insgesamt 160.000 Einwohner (100.000
auf Alor und 60.000 auf Pantar). Alor zahlt zu den armsten Regionen Indonesiens.
In den Bergregionen wird vor allem Reis angebaut. Im Kistenbereich leben die
Bewohner hauptsachlich vom Fischfang. Neben der Malaria stellt die lymphatische
Filariasis ein wichtiges Gesundheitsproblem auf Alor dar. Wahrend in einigen
Fischerddrfern der Kistenregion W. bancrofti identifiziert wurde, konnte in einigen
Dérfern der Bergregionen, in denen Reis angebaut wird, B. timori nachgewiesen
werden [Kanda et al., 1979; Supali et al., 2002b]. Fir eine detaillierte Studie wur-
de Mainang, eines der fiir B. timori endemischen Bergdorfer mit viel Elephantiasis,
ausgewahlt (Abbildung 2.1).

A

A
Abbil

Patienten mit lymphatischer Filariasis in
Mainang, einem Dorf auf Alor (Indonesien)

dung 2.1:
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Mainang liegt in einem sumpfigen Tal in 1000 Meter Héhe im Nordwesten der Insel,
30 km von der Distrikthauptstadt Kalabahi entfernt. Das Dorf besitzt keinen eigent-
lichen Ortskern, sondern besteht aus drei jeweils sehr weitlaufigen Ortsteilen (Welai
Selatan, Malaipea und Tominuku) und zahlt insgesamt 1582 Einwohner. Es herrscht
ein feuchtes Klima, und die Temperaturen schwanken zwischen 18°C nachts und
28-30°C am Tage. In der Umgebung von Mainang liegen zahlreiche Reisfelder
(Abbildung 2.2), oft in unmittelbarer Nahe der Hauser. Einige Reisfelder liegen
jedoch mehrere Kilometer entfernt. Dies fiihrt dazu, dal3 viele Bauern direkt vor Ort
in den Feldern Ubernachten. Wahrend der letzten 10 Jahre fand in Mainang keine
Behandlung der Filariasis statt. Lediglich einzelne Patienten erhielten im Jahre
1990 DEC.

Abbildung 2.2: Reisfelder in der Umgebung von Mainang. Brutgebiete der Uber-
tragermicke Anopheles barbirostris.
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2.1.2.2 Durchfiihrung der Feldunteruchung

Um moglichst viele Personen in die Studie aufnehmen zu kdnnen, fand die Unter-
suchung der Bevolkerung im zentral gelegenen Gesundheitszentrum statt. Alle Ein-
wohner, die alter als 5 Jahre alt waren, wurden gebeten, an der Studie teilzuneh-
men. Von den 1582 Bewohnern wurden insgesamt 586 Personen (37% der Popula-
tion) untersucht [Supali et al., 2002b]. Jeder Teilnehmer wurde anhand eines stan-
dardisierten Fragebogens registriert und auf vorangegangene Symptome einer
lymphatischen Filariasis und Malaria befragt. Nach einer kurzen klinischen Unter-
suchung wurde den Teilnehmern Blut entnommen. Am nachsten Morgen wurden
noch einige der Teilnehmer zu einer zusatzlichen Entnahme von Tagblut einbestellt.
Von diesen waren 97 zuvor im Nachtblut positiv, und 96 negativ getestet worden.
Unter den negativen Personen befanden sich 13 Patienten mit Elephantiasis, die
anderen 83 waren asymptomatisch. Im gleichen Zeitraum fand tagstiber eine medi-
zinische Aufklarung der Bevilkerung sowie eine Anleitung zur entsprechenden Koérper-
hygiene statt. Im Rahmen der Studie wurde den infizierten Patienten eine Behand-
lung mit einer Kombination aus einer Einzeldosis DEC (6 mg / kg Kdrpergewicht)
und Albendazol (400 mg) angeboten [Supali et al., 2002al.

Tabelle 2.2: Anzahl der untersuchten Tagblutproben in Mainang

Anzahl der untersuchten Tagblutproben

Mf positiv Mf negativ
Nachtblut Mf positiv 48 49
Nachtblut Mf negativ - 96
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2.2 Konservierung der Blutproben
2.2.1 EDTA-Blut

Von jedem Teilnehmer wurden 10 ml vendses Blut in einem EDTA-haltigen Vacutai-
ner (Becton Dickinson, Inc., Heidelberg, Deutschland) gesammelt, zunachst im

Kihlschrank gelagert und anschlieBend eingefroren.

Nachtblut wurde zwischen 20.00 und 24.00 Uhr gesammelt, Tagblut zwischen 10 —
12 Uhr.

2.2.2 Ermittlung der Mikrofilariendichte

Das Blut wurde noch im Feld auf Mikrofilarien untersucht. Dazu wurde 1 ml vend-
ses Blut mit 9 ml Wasser (in Flaschen abgefilltes Mineralwasser) gemischt und mit
Hilfe einer 5 pm Filtermembran (Nucleopore, Pleasanton, CA) filtriert. Der Filter
wurde anschlieBend dem Filterhalter enthommen, auf einen Objekttrager gelegt,
getrocknet, mit Methanol fixiert und mit Giemsa-Ldsung gefarbt. Die gefarbten Pra-
parate wurden nun bei 100facher VergréBerung auf Mikrofilarien untersucht und

vorhandene Mf wurden ausgezahlt.

2.2.3 Blood spots!

60 pl Blut wurden in Form von 4 Tropfen auf Whatman 3 MM Filterpapier aufge-

tropft, getrocknet, einzeln verpackt und anschlieBend bei Raumtemperatur gelagert.

1 Der Einfachheit halber habe ich fir den Sachverhalt Blutstropfen auf 3 MM Whatman Filterpapier zu
sammeln und zu konservieren durchgangig die Bezeichnung "Blood spots" verwendet.
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2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Chemikalien und Bioreagenzien

Die Substanzen und speziellen Verbrauchsmaterialien wurden von folgenden Firmen

bezogen:

Biometra (Amresco), Gottingen, D:

Biomol, Hamburg, D:

Formamid, Primer Hhal-F / Hhal-R und
rPLUS / rPLU6, DNA-Sonden BmHhal / BmC

Phenol/Chloroform / Isoamylalkohol-Gemisch

BioLabs. New England, Beverly, USA:RestriktionsenzymKit Bgl Il

BioRad, Richmond, USA:

BNI Abt. Virologie, Hamburg, D:

Gibco, life technologies, Paisley,GB:

Invitrogen, Leek, NL:

Labsystem, Helsinki, FL:

Merck, Darmstadt, D:

PeQLab, Erlangen, D:

Roche, Mannheim, D:

Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D:

Qiagen, Hilden, D:

Sodiumdodecylsulfat (SDS), Resin-Chelex 100
bDNA-Oligos

PCR-Supermix

TA-Cloning-Kit, SOC-Medium

Mikrotiterplatten

Anorganische Salze, Sauren, Basen und Puf-
fersubstanzen, Giemsa-Ldsung

100bp DNA-Leiter, Blue/Orange 6x Loading
Dye, dNTP’s

DNA Detection Test Strips™, terminale Trans
ferase, Anti-Dig-Ap-Konujugat, Anti-Floures-

cien AP-konjugierter Antikdrper, mit Digoxy-

genin (DIG) markierter Langenstandard VI

Proteinase K, Ethylendiamintetraazetat
(EDTA), Streptavidin, AP-Substrattabletten,
Ethidiumbromid, N-Laurylsarcosin, Triton X-
100, Tween 20, LB-Medium, Agar

HotStarTag™ DNA Polymerase, QlAprep Spin
Miniprep Kit
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Alle verwendeten Oligonukleotide waren Auftragssynthesen und wurden HPLC-gerei-

nigt ("PCR-Grade") bezogen. Die Nukleotidsequenzen der eingesetzten Oligonuk-leo-
tide sind in Tabelle 2.3 und Tabelle 2.4 aufgefihrt.

Tabelle 2.3: Verwendete Primer:

Primer Lange Sequenz Referenz

Hhal-F 18 mer 5'GCGCATAAATTCATCAGC3’ Williams et al. 1988

Hhal-R 23 mer 5'GCGCAAAACTTAATTACAAAAGC3’ Williams et al. 1988

rPLUS 23 mer 5 TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG3’ Waters and McCuchan 1989
rPLUG 21 mer 5'CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC3’ Waters and McCuchan 1989
MI13F 16 mer 5 TCGTGACTGGGAAAAC3’ TA-Cloning Manual Invitrogen
M13R 17 mer 5’'CAGGAAACAGCTATGAC3’ TA-Cloning Manual Invitrogen

Tabelle 2.4: Nukleotidsequenzen der verwendeten DNA-Sonden

Sonde Lange Sequenz
Bm-Hhal 25 mer 5’ACGTGAATTGTACCAGTGCTGGTCG3’
Bm-control 25 mer 5 TTACGTCGCCCTTCGCTAGTCTCT3”

Preamplifier 1 110 mer

Preamplifier 2 110 mer

Amplifier
Capture 1
Capture 2
Amplifying

24 mer
25 mer
25 mer

1 58 mer

Amplifying 2~ 58 mer

Amplifying 3 58 mer

5'CCCCGCCCCGCCCCAGGCATAGGACCCGTGTCTTTTTTA
GGCATAGGACCCGTGTCTTTTTTAGGCATAGGACCCGTGTC
AGTCAGTCAGTCAGTGGATGGATGGATGGA3Z’

5'GGGGCGGGGCGGGGAGGCATAGGACCCGTGTCTTTTTTA
GGCATAGGACCCGTGTCTTTTTTAGGCATAGGACCCGTGTC
TTTTTTAGGCATAGGACCCGTGTCCGCGCG3’

5'AAAAAAGACACGGGTCCTATGCCT3’
5'GCGCATAAATTCATCAGCAAAATTAZ’
5 ATACGCTTTTGTAATTAAGTTTTGC3’

5 TCATTAGACAAGGATATTGGTTCTAT
TCCATCCATCCATCCACTGACTGACTGACTGA3’

5 AAGCTTATTTTGAACCTAATTGACAT
TCCATCCATCCATCCACTGACTGACTGACTGAZ’

5’ACGTGAATTGTACCAGTGCTGGTCGT
TCCATCCATCCATCCACTGACTGACTGACTGA3Z’

Die DNA-Sonden Bm-Hhal und Bm-control [Williams et al., 1988] wurden fir den
PCR-ELISA bereits fluoreszein-markiert und fir das Test-Strip-Verfahren DIG-mar-

kiert bezogen. Die flr die branched DNA verwendeten Oligonukleotide wurden modi-
fiziert nach Igbal et al. [1999].
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2.3.2 DNA-Extraktion aus EDTA-Blutproben

Die DNA-Extraktion wurde wie von Williams et al. [1996] beschrieben durchgefiihrt.
Jeweils 100 pl EDTA-Blut wurden mit 500 pl TE-Puffer gemischt und anschlieBend
zentrifugiert um ein Pellet, bestehend aus den vorhandenen Blutzellen und Mikrofi-
larien, zu erhalten. Das Pellet wurde mit 500 pl TE-Puffer gewaschen, in 500 pl
RCLB-Puffer (red cell lysis buffer) resuspendiert und anschlieBend 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert, um die roten Blutzellen zu verdauen. Nach kurzer Zen-
trifugation wurde das Pellet erneut in RCLB-Puffer gewaschen und anschlieBend in
200 pl DSP-Puffer (versetzt mit Proteinase K und Tween 20) resuspendiert. Es folg-
te eine zweistlindige Inkubation bei 56 °C um die Mikrofilarien zu lysieren und die
enthaltene DNA freizugeben. Die Proteinase K wurde durch ein zehnminitiges
Erhitzen der Proben bei 95 °C inaktiviert. Die Proben wurden zentrifugiert und der

Uberstand in der PCR-Diagnostik verwendet.

2.3.3 DNA-Extraktion von Blood spots
2.3.3.1 Phenol-Chloroform-Extraktion

Die in jeweils 2 Blood spots (ca. 30 pl Blut) enthaltene Parasiten DNA wurde in
Anlehnung an die von Fischer et al. [1996] beschriebene Methode mit Hilfe von
Phenol-Chloroform extrahiert. AnschlieBend erfolgte eine Konzentration der gerei-
nigten DNA mit Hilfe einer Ethanol Fallung. Die konzentrierte und getrocknete DNA
wurde in 30 pyl TRIS-EDTA Puffer (0,5 M TRIS, 0,05 M EDTA) resuspendiert.

Jeweils 1pl des Extraktes wurde in einer 50 pl PCR verwendet.

2.3.3.2 Resin-Chelex 100 Extraktion2

Die DNA-Aufbereitung mit Hilfe von Resin-Chelex 100 erfolgte wie von Kliiber et al.
[2001] beschrieben. Jeweils zwei Blood spots wurden mit 1 ml A. dest. versetzt.
Die Proben wurden 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und dabei alle 2
Minuten gemischt. AnschlieBend wurden die Proben bei maximaler Umdrehung 2

Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, wahrend das Filterpapier im

2 Diese Methode dient zur Aufbereitung von DNA und stellt im eigentlichen Sinne keine Extraktion dar.
28 Aus praktischen Griinden habe ich jedoch durchgéngig den Begriff “Extraktion” verwendet.
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Reaktionsgefal belassen wurde. Das Pellet wurde in 10 Volumenanteilen 5 % Chelex
100 resuspendiert. Nach 20 minutiger Inkubation bei 56 °C wurden die Proben
kraftig gemischt und anschlieBend fiir 8 Minuten bei 100 °C inkubiert. Nach noch-
maligem kurzen Mischen wurden die Proben schlieBlich zwei Minuten lang bei

13.000 rpm zentrifugiert und jeweils 1 pl innerhalb einer 50 pl PCR verwendet.

2.3.4 Klonierung einer internen DNA-Kontrolle fiir das B. malayi Hhal-Repeat

TA Klonierung (Original TA Cloning Kit, Invitrogen, Carlsbad CA, USA) Ein PCR-Pro-
dukt der internen Kontrolle wurde von Dr. P. Fischer zur Verfligung gestellt und in

den TA Vektor kloniert (Abbildung 2.3).

1. Das Wild-Typ PCR-Produkt, welches die
| | | | Hybridisierungsregion (leere Box) bein-

&—) haltet, wird anhand des TA-Vektors in

E.coli kloniert.

e 2. Inverse PCR unter Verwendung von Pri-
Jl : : lL mern, die am Ende den gewlinschten
- Nukleotid-Austausch beinhalten (schra-
fierte Box).
[ 1 ' [' E 3. Lineares PCR-Produkt mit Nukleotid-
I : —
i - Austausch am Ende

4. Ligation des modifizierten PCR-Produk-
tes und seine Transformation in E.coli

5. Plasmid Preparation und Restriktions-
: AN ‘ verdau um linearisierte interne Kontrolle

als Competitor (Konkurrent) in der QC-
PCR zu erhalten

Abbildung 2.3: Konstruktion einer internen Kontrolle

29



Material und Methoden

Das PCR-Produkt, der Vektor und T4 Ligase wurden auf Eis gemischt (Tabelle 2.5).
AnschlieBend wurde das Ligationsgemisch bei 14 °C tber Nacht inkubiert, kurz
zentrifugiert und dann auf Eis gelegt. Ein bis 2 pl des Ligationsgemisch wurden nun
mit kompetenten, auf Eis aufgetauten E. coli Zellen (INVaF) vorsichtig gemischt. Es
folgte eine Inkubation auf Eis fir 30 Minuten. Danach wurden die Proben fir 0,5 -
1 Minute einem Hitzeschock bei 42 °C unterzogen und anschlieBend 2 Minuten
lang auf Eis inkubiert. Nun wurde 250 pl SOC-Medium (Invitrogen) zugegeben und
1 Stunde lang eine Schittelinkubation bei 37 °C durchgefiihrt.

Zum Nachweis einer erfolgreichen Klonierung diente eine blau-weil3 Selektion. Dazu
wurden jeweils 100 pl der Proben mit einem Drigalskispatel auf einer LB-Ampicil-
lin/x-Gal-Platte verteilt. Die Platten wurden anschlieBend 30 Minuten bei Raum-
temperatur gelagert und dann Gber Nacht bei 37 °C inkubiert. X-gal diente als Sub-
strat fiir das Lac-Operon und zur Erkennung der rekombinanten Kulturen. Wird das
gewlinschte PCR-Produkt in das Lac-Operon eingebaut, so unterbricht es dessen
Leserahmen. Dadurch kann kein Genprodukt entstehen und die Kolonien bleiben
weil, da sie das Substrat X-gal nicht spalten kénnen. Die nicht rekombinanten Kul-
turen hingegen bilden weiterhin das Genprodukt, so daB sie in der Lage sind, X-gal

zu spalten. Sie farben sich dadurch blau an.

Tabelle 2.5: Ligation, verwendete Chemikalien (TA Cloning, Invitrogen)

4 pl Aqua dest

1 pl 10x Ligations-Puffer

2 ul PCR-Vektor

2 pl PCR-Produkt (= Bm control)
1 pl T4 Ligase
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2.3.5 Nachweis des Inserts mittels PCR

Ein Teil von insgesamt funf weiBen Kulturen wurde in 20 pl H»O lysiert und
anschlieBend wurden jeweils 2 pl dieses Lysates in einer PCR verwendet (Tabelle
2.6). Die positiven Kulturen wurden nun Gber Nacht in 3 ml flissigem LBA-Medium
bei 37 °C unter Schitteln inkubiert. Das mit Bakterien beimpfte Medium wurde
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Plasmid entsprechend des QlAprep
Spin Miniprep Kit Protokolls (QIAGEN) aufgereinigt.

Tabelle 2.6 : PCR zum Nachweis positiver Kulturen

45 pl Super mix (Gibco, life technologies)
1 pl M13 F-Primer

1 pl M13 R-Primer

2 pl Probe

Unter der Verwendung des Restriktionsenzyms Bgl I, welches das Plasmid an nur
einer spezifischen Sequenz schneidet, wurde dieses von der vorliegenden Ringform
in eine lineare Struktur Gberfuhrt. Die Plasmid DNA und das Restriktionsenzym
wurden gemischt (Tabelle 2.7). Der Ansatz wurde zunachst bei 37 °C fur 2 Stunden
verdaut und anschlieBend 15 Minuten lang bei 95 °C inaktiviert. Jeweils 2 pl davon
wurden in einer Gel-Elektrophorese verwendet. Das Plasmid (die interne Kontrolle)
wurde nun verdinnt und fir alle weiteren Schritte in einer Konzentration von 1 pg/

pl verwendet.

Tabelle 2.7: Restriktionsansatz

10,0 pg Plasmid DNA*
10,0 pl Bgl Il Puffer
1,5 pl Bgl Il (15 V)
82,9 pl Aqua dest.

* 5.6 pl der Probe 2; Endkonzentration = 100 ng / pl
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2.3.6 Bestimmung der DNA-Konzentration

Nukleinsduren wurden mit dem Photometer (Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech,
Freiburg) bei einer Wellenlange von 260 nm gegen einen Leerwert gemessen. Die
Umrechnung der optischen Dichte (OD) fur die Bestimmung der Konzentration

erfolgte nach der Formel:

fiir DNA 1,0 ODzso = 50 pg/mi

2.3.7 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mit der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wird eine DNA-Sequenz in vitro spezifisch
amplifiziert, um sie im AnschluB daran mit weiterfihrenden Methoden untersuchen
zu kénnen. Die PCR wurde wie von Fischer et al. [2000] beschrieben durchgefiihrt.
Das 50 pl Reaktionsvolumen beinhaltete 1 pl der zu untersuchenden Proben DNA,
5 pl 10 x PCR Puffer PE, 75 mM MgCly, 10 pm DNTP’s, jeweils 20 pmol der
beiden Primer (Hhal-F-Primer und Hhal-R-Primer-Bio), 1 pg interne Kontrolle und
1,25 Unit Taq Hot Star Polymerase. Die Proben-DNA wurde anschlieBend mit Hilfe
des PE-Thermocyclers (PCR System 9700, Perkinson Elmer, Applied Biosystems
Nienwerk, NL) anhand zyklischer Reaktionsschritte amplifiziert. Im ersten Schrit
wurde die TA Hot Star Polymerase bei 95 °C 15 Minuten lang aktiviert, gefolgt von
einer ersten Primer-Hybridisierung bei 55 °C fir 2 Minuten. AnschlieBend folgten
35 Amplifikationszyklen, von denen jeder Zyklus drei unterschiedliche Schritte Gber
jeweils 30 Sekunden enthielt (eine Replikation bei 72 °C; eine Hitzedenaturierung
bei 94 °C und eine Primer-Hybridisierung bei 55 °C). Nach einer letzten Replikation
tber 5 Minuten bei 72 °C endete die PCR mit einem Abkuhlen der Proben bei 4 °C.

Jeweils 5 pl des PCR-Produktes wurde mit 1 pl DNA Probenpuffer (6 x “Loading
Dye”) versetzt und die Banden in 1,5 %igem Agarose-Gel bei einer Spannung von
80 V in TAE aufgetrennt. Der 100 bp DNA-Leiter (PeQLab) wurde als Molekularge-
wichtsmarker verwendet. Nach 10mindtiger Farbung in 0,0006% Ethidiumbromid-
[6sung und einer 20minttigen Wasserung wurde das Gel auf einem UV-Tisch mit
Hilfe eines Video-Imagingsystems mit einer computergesteuerten Bildkamera und

einem PC-Printer fotografiert.
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2.3.7.1 B. malayi/ Plasmodium falciparum Multiplex-PCR

Die B. malayi / Plasmodium falciparum Multiplex-PCR wurde entsprechend der oben
beschriebenen PCR (siehe 2.3.7) durchgefihrt. Diese wurde fiir den Nachweis von
P. falciparumm modifiziert. Dem 50 pl Reaktionsvolumen, wurde neben den
Ublichen Reagenzien noch jeweils 20 pmol der beiden Plasmodien spezifischen Pri-
mer (rPLU6 und rPLUD) zugesetzt. Die Reaktionsschritte entsprachen der her-
kdmmlichen PCR-Methode

2.3.8 PCR-ELISA

Der PCR-ELISA wurde wie von Fischer et al. [2000] beschrieben durchgefiihrt. Er
stellt eine sensitive DNA-Diagnostik-Methode dar, mit deren Hilfe die zu untersu-

chende DNA quantifiziert werden kann.

Jedes biotin-markierte PCR-Produkt wurde an 4 Vertiefungen der Streptavidin-
beschichteten Mikrotiterplatten (Labsystem, Helsinki) gebunden. AnschlieBend
erfolgte eine Hybridisierung mit Fluoreszein-markierten DNA-Sonden. Es wurden
jeweils 2 der Vertiefungen mit der Wildtyp spezifischen Hhal DNA-Sonde (Bm-Hhal)
und 2 mit der internen Kontrolle spezifischen DNA-Sonde (Bm-con) hybridisiert.
Jedes dieser Oligonukleotide war zuvor mit Hybridisierungspuffer zu einer Konzen-
tration von 0,5 pg / pl verdiinnt worden. Mit Hilfe des Anti-Fluoreszein-AP-konju-
gierten Antikdrpers (Roche) erfolgte der Nachweis der jeweiligen Sonden. Nach
Zugabe des alkalischen Phospatase Substrates (Sigma-Aldrich) und einer Inkuba-
tion far 1 Stunde bei 37 °C wurde die Extinktion mit einem ELISA-Reader (Anthos
Mikrosysteme, Krefeld) bei 405 nm gemessen. Die Intensitat der Extinktion steht
in direkter Relation zur Menge der an die fluoreszierenden Proben gebundenen bio-
tinolierten PCR-Produkte. Unter Verwendung der internen Kontrolle kann die Kon-

zentration der Wildtyp-DNA berechnet werden.
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2.3.9 DNA Detection Test Strip des hiotinylierten PCR-Produktes

Das DNA Detection Test Strip Verfahren dient zur Vereinfachung der Diagnostik und
wurde als Alternative zum ELISA-Nachweis von PCR-Produkten getestet [Klepp,
2000].

Hybridisierung

Die am 5'-Ende digoxygenierten DNA-Proben (Hhal-probe-DIG und Hhal-control-
DIG) wurden in Hybridisierungs-Puffer auf eine Konzentration von 0,1 ng / pl ver-
dinnt. Nach erfolgter PCR-Amplifikation wurden 5 pl der markierten Oligonukleoti-
de zu 10 pl biotinyliertem PCR-Produkt zugesetzt. Die Hybridisierungslésung wurde
5 Minuten bei 95 °C denaturiert und 30 Minuten bei 37 °C hybridisiert.

Analyse

Finf Mikroliter der Hybridisierungsldsung wurden auf die Probenauftragsflache des
DNA Detection Test Strips™ (Roche, Abbildung 2.4) pipetiert. Der untere Teil des
Strips wurde nun fir einige Sekunden in den Chromatographie-Puffer eingetaucht.
Der Puffer, der entlang des Teststreifens lief, [6ste den an Gold-Partikel gebunde-
nen monoklonalen anti-digoxigenin-Antikérper (Anti-DIG-Gold Konjugat). Der Puffer
und die Antikdrper passierten nun die Probe. Das markierte PCR-Produkt wurde
dabei vom Anti-DIG-Gold-Konjugat gebunden und lief dann weiter entlang des Test-
streifens. Der Biotinmarker innerhalb dieses DNA-Anti-DIG-Gold-Komplexes wurde
bei seiner Passage vom Streptavidin gebunden, das auf der Nitrozellulose-Membran
fixiert war. Dabei verdichteten sich die konjugierten Gold-Partikel dieses Komplexes
zu einer sichtbaren roten Linie. Als interne Kontrolle fungierte ein polyklonaler anti-
Maus-Antikdrper auf dem oberen Rand der Nitrozellulose-Membran. Er ergibt eine

zweite rote (Kontroll-) Linie.
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Abbildung 2.4: DNA-Detection-Test-Strip von Roche Diagnostik (schematische Darstellung)

2.3.10 Southern Blotting

Blotten

Das Agarosegel mit den aufgetrennten PCR-Produkten wurde zweimal 15 Minuten
in Denaturierungspuffer denaturiert und anschlieBend zweimal 15 Minuten in Neu-
tralisierungspuffer neutralisiert. Der Vakuumblotter (Biometra, Géttingen) wurde wie
folgt bestiickt: Uber einen in 2 x SSC angefeuchteten 3 MM Whatmanfilter wurde
eine mit A. dest. befeuchtete Nylon-Membran in GréBe des Gels gelegt, danach die
Gummidichtung des Vakuumblotters, auf welche das Gel aufgelegt wurde. Die
Taschen des Gels wurden mit flissiger 1,5 %iger Agarose aufgefillt, das Pufferre-
servoir festgeklammert und nach dem Einstellen des Vakuums ca. 500 ml
20fachem SSC eingefiillt. Das Ubertragen der DNA auf die Nylonmembran erfolgte
Uber eine Stunde bei 150 mbar. Um die DNA auf der Membran zu fixieren, wurde

sie zwischen trockenen Whatman-Papieren 2 Stunden bei 80 °C getrocknet.

DNA-Hybridisierung

Die DNA-Hybridisierung mit DIG-markierten DNA-Sonden und ihr Nachweis wurde
nach dem Protokoll von Boehringer (Mannheim) durchgefiihrt. Fir die Hybridisie-
rungs- und Waschschritte wurde tberwiegend ein Hybridisierungsofen (Compact
Line OV 4, Biometra, Gottingen) benutzt. Der Blot wurde zunachst fir eine Stunde
bei 42 °C in Hybridisierungslésung prahybridisiert. Fir die eigentliche Hybridisie-
rung wurden dann 200 pmol der DIG-markierten DNA-Sonde, Bm-Hhal-DIG, in 4

ml Hybridisierungslésung geldst, 10 Minuten bei 95 °C denaturiert und auf Eis
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abgekiihlt. Danach wurde der Blot Giber Nacht bei 50 °C hybridisiert und anschlie-
Bend jeweils zweimal 5 Minuten in Hybridisierungswaschlésung 1 und 2 bei 50

°C gewaschen.

DIG-Detektion

Die Membran wurde kurz in DIG-Waschpuffer gewaschen, anschlieBend 30 Minuten
in DIG-Puffer 2 inkubiert. Danach wurde die Membran 30 Minuten in AK-Konjugat-
Losung (Anti-Dig-Ap-Konjugat 1:10000 in Puffer 2 verdiinnt) inkubiert und zwei-
mal 15 Minuten mit DIG-Waschpuffer gewaschen. Es folgte eine Inkubation fur 5
Minuten in DIG-Puffer 3 und fir 5 Minuten in Lumigen PPD-Voratslésung. Im
AnschluB daran wurde die leicht feuchte Membran in einen Hybridisierungsbeutel
eingeschweiBt und 15 Minuten bei 37 °C prainkubiert. Im letzten Schritt wurde die
Membran fir mindestens 20 Minuten bei Raumtemperatur auf Réntgenfilm (Kodak
X-Omat S) exponiert und der Film anschlieBend in der Dunkelkammer entwickelt.
Die aufgrund der Substratspaltung durch das Anti-DIG / Alkalische-Phosphatase-
Konjugat entstehende Chemolumineszenz fihrt zu einer entsprechenden Schwarz-

farbung des Réntgenfilms.
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2.3.11 Branched DNA - Southern-Blot-Format

Anhand der branched DNA (bDNA) wird die Quantifizierung vorhandener Nukleotid-
saure ermoglicht. Sie beinhaltet eine Serie von Hybridisierungs-Reaktionen und ist
im Gegensatz zur PCR ein Signalamplifikationsverfahren, bei dem kein Thermocycler
notwendig ist. Die bDNA wurde in Anlehnung an die von Igbal et al. [1999]
beschriebene Methode durchgefihrt (siehe Abbildung 2.5).

DIG Amplifier

Denaturierung Blotten + Hybridisierung

Preamplifier

= — Amplifying

Capture-

¢ < PCR-Produkt
Oligonucleotid

Nylon-Memb [ X |

PCR-Produkte

l DIG Detection

Chemolumineszenz Anti-DIG-Konjungat

Abbildung 2.5: Schema der wesentlichen Schritte der branched DNA
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Vorbereitung der bDNA

3’End-tailing mit Digoxigenin bzw. Biotin:

Das Amplifier-Oligonukleotid wurde am 3"-Ende mit Digoxigenin, die beiden Capture-
Oligonukleotide wurden mit Biotin gekoppelt. Dazu wurden 1000 pmol der entspre-
chenden Oligonukleotide mit jeweils 20 pl Reaktionspuffer, 30 pl COCly (1:5) und
4 ul terminaler Transferase (Roche) versetzt. AnschlieBend wurden 6,25 pl dig-
dUTP bzw. 6,25 pl bio-16dUTP zugegeben und die Ansatze mit A. dest. auf ein

Gesamtvolumen von 100 pl aufgefillt.

Blotten des Agarosegels
Das Agarosegel wurde zunachst im herkémmlichen Verfahren des Southern-Blotting
geblottet (siehe Methode 2.3.10).

DNA-Hybridisierung

Der Blot wurde nun fir mindestens 1 Stunde in (Pra-) Hybridisierungslésung bei 42
°C prahybridisiert. In der Zwischenzeit wurden 4 ml Hybridisierungslésung mit
jeweils 8 pl Amplifying 1-3 versetzt, kurz bei 95 °C denaturiert und auf Eis abge-
kihlt. Die Prahybridisierungslésung wurde nun abgegossen und der Blot 1 Stunde
bei 42 °C in der angesetzten Hybridisierungslésung inkubiert. Im nachsten Schritt
wurden 10 pl der Preamplifier 1 und 2 mit 10 pl DIG Amplifier und 70 pl Hybridi-
sierungslésung gemischt. Dieser Ansatz wurde dann 5 Minuten bei 95 °C denatu-
riert, anschlieBend auf 42 °C abgekihlt und der Hybridisierungslésung zugesetzt.
Es folgte nun eine Inkubation Gber Nacht bei 42 °C. Die Hybridisierungslésung wur-
de nun abgegossen und der Blot jeweils 5 Minuten in 50 ml Wasch-Puffer 1 und 2

bei 42 °C gewaschen.

DIG-Detektion
Die weiteren Schritte sind nun wieder mit der urspringlichen Methode des Sou-
thern-Blotting identisch (siehe Methode 2.3.10).
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3 Ergebnisse

3.1 DNA-Isolierung von Blood spots

Im ersten Schritt wurden unterschiedliche Extraktionsverfahren fiir DNA aus Blood
spots miteinander verglichen. Zunachst wurde nur Nachtblut verwendet, welches
bereits mit Hilfe der Methode DNA-Extraktion aus EDTA-Blutproben auf B. malayi
DNA untersucht worden war [Fischer et al., 2000]. Samtliche positive Proben sowie
drei negative Kontrollproben wurden als Blood spots konserviert und jeweils mit
zwei unterschiedlichen Extraktionsmethoden bearbeitet. Zunachst erfolgte eine
Extraktion mit Phenol/Chloroform, und anschlieBend wurden die Proben mit Hilfe
von Chelex 100 extrahiert. Jeweils 1 pl der Extrakte wurde in einer 50 pl PCR ver-
wendet und die biotinylierten PCR-Produkte anschlieBend im PCR-ELISA, der unter
Verwendung einer Fluoreszein-markierten DNA-Sonde eine Referenzmethode dar-
stellt, untersucht. Die Ergebnisse der beiden Extraktionsverfahren wurden hinsicht-

lich ihrer Effektivitat miteinander verglichen (Tabelle 3.1).

Tabelle 3.1:  Sensitivitat des PCR-Nachweises von B. malayi DNA in Abhangigkeit verschiedener
Extraktionsverfahren (Phenol/Chloroform verglichen mit Chelex).
Die Mikrofilariendichte (Mf-Dichte) wurde durch Filtration von 1 ml Nachtblut

bestimmt.
Mf Dichte pro ml  Kalkulierte Mf-Dichte  Anzahl der unter- Anzahl der positiven Proben
pro 6yl Blut suchten Proben Phenol/ Chloroform  Chelex
0 0 6* - -
1-30 0,1-1,8 11 3 6
31-90 1,9-54 11 10 11
91-150 55-9,0 5 5 5
151 - 1000 9,1-60,0 5 5 5
> 1000 > 60,0 4 4 4

* Drei dieser Mf-negativen Proben waren mit der EDTA-Blut-PCR positiv, wéhrend die anderen drei Proben negativ waren.
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Mit der Chelex Methode konnte im Bereich 1 — 30 Mf pro ml insgesamt bei 6 von
11 Proben B. malayi DNA nachgewiesen werden. Mit Hilfe der Phenol/Chloroform-
Extraktion war dies nur bei 3 Proben mdéglich. Von den insgesamt 36 Mf-positiven
Blutproben waren 31 (86 %) mit Hilfe der Chelex-Methode positiv. Mit Hilfe der
Phenol/Chloroform-Extraktion gelang dies nur bei 27 (75 %) dieser Proben. Bei
einer Mf-Dichte von mehr als 90 Mf / ml bestand zwischen beiden Extraktions-
methoden kein Unterschied mehr, jeweils alle Mf-positiven Proben lieferten auch

im PCR-ELISA ein positives Ergebnis.

Ein wichtiges Kriterium bei der Wahl von DNA-Extraktionsverfahren flr die Diagno-
stik ist der Kostenfaktor. Deshalb wurden die Kosten beider Extraktionsverfahren
miteinander verglichen. Die Materialkosten der Chelex-Extraktions-Methode betru-
gen nur 1/10 des Phenol/Chloroform-Verfahrens (Tabelle 3.2). Der zeitliche Auf-
wand der Extraktion insgesamt 3 1/2 Stunden. Dem gegeniber konnte eine Extrak-

tion mit Hilfe von Chelex in einem Drittel dieser Zeit durchgefiihrt werden.

Tabelle 3.2: Vergleich der Materialkosten in Euro fiir die unterschiedlichen Extraktionsverfahren

Phenol/Chloroform Chelex
Material Kosten Materia Kosten
Roéhrchen 3 Rohrchen 0,05 € 1 R6hrchen0,015 €
Chemikalien Phenol/Chloroform Chelex 5%
(500 pl) 0,10 € (250 pl) < 0,005 €

Net-Puffer, 20xSDS,
Glykogen, NaAcetat,

0,1 TE 0,005 €
Ethano 0,005 €
Proteinase 0,035 €
Gesamtkosten 0,19 € <0,02 €

Alle weiteren Extraktionen wurden von nun an mit Hilfe der Chelex-Methode durch-

gefiihrt, da diese hinsichtlich Sensitivitat, Kosten und Zeitaufwand Uberlegen war.
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3.1.1 Chelex-Extraktion von Nachtblut

Die Chelex-Extraktionsmethode wurde anhand eines vergrdéBerten Probenumfangs
getestet. Hierzu wurde Nachtblut direkt auf Filterpapier gesammelt. Alle Teilneh-
mer wurden zusatzlich durch Filtration von 1 ml vendsem Blut und mittels des dik-
ken Tropfens (mikroskopische Beurteilung eines Bluttropfens auf einem Objekttra-
ger) auf Mf untersucht. Nun erfolgte eine Chelex-DNA-Extraktion mit anschlieBen-
dem PCR-ELISA (Tabelle 3.3).

Tabelle 3.3: Sensitivitat der Chelex-Extraktion von Nachtblutproben aus einem fiir B. malayi ende-

mischen Gebiet. Die Mikrofilarien-(Mf)Dichte wurde anhand der Filtration von 1ml Blut

ermittelt.

Mi-Dichte Kalkulierte Mf-Dichte ~ Anzahl der unter- PCR Nachweis
pro ml Blut pro 60 pl Blut suchten Proben positiv negativ
0 0 85* 3+ 82
1-30 0,1-1,8 14 7 7
31-90 1,9-5,4 5 5 -
91 - 150 55-90 3 3 -
151 - 1000 9,1-60,0 4 4 -
> 1000 > 60,0 1 1 -

* 4 der Mf-negativen Proben waren im Rahmen von Voruntersuchungen im dicken Tropfen (1-15 Mf) positiv.
** Die Proben waren auch im dicken Tropfen positiv.

Wéahrend im Bereich der héheren Mf-Dichten (> 30 Mf / ml) alle Proben im PCR-
ELISA positiv waren, konnten im Bereich 1 — 30 Mf/ ml (0,1 — 1,8 pro 60 pl) nur
7 (50 %) der positiven Proben als solche erkannt werden. Somit konnte von den
insgesamt 27 Mf-positiven Blutproben bei 20 (74 %) B. malayi DNA nachgewiesen
werden. Von den mit Hilfe der Filtrationsmethode Mf-negativen Proben konnten bei
4 im dicken Tropfen Mf nachgewiesen werden. Drei dieser Proben (75 %) lieferten
mit Hilfe des PCR-Nachweises ein positives Resultat. Alle 81 sowohl im dicken
Tropfen als auch anhand der Filtration negativen Proben waren im PCR-Nachweis

negativ.
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3.1.2 Chelex-Extraktion von Tagblut

Um die Sensitivitat der Chelex-Methode an Tagblut zu untersuchen wurden in einem
far subperiodische B. malayi endemischen Gebiet Tagblutproben gesammelt. Auch
hier wurde Kapillarblut direkt auf Filterpapier aufgetragen, dieses getrocknet und
sauber verpackt nach Deutschland versandt. Zusatzlich wurde mit Hilfe der Filtra-
tionsmethode und mittels des dicken Tropfens die Mf-Dichte ermittelt. Nach erfolg-
ter DNA-Extraktion wurden die Proben anhand des PCR-ELISA untersucht (Tabelle
3.4).

Tabelle 3.4: Sensitivitat des PCR-Nachweis von B. malayi DNA in Tagblut.
Die Mikrofilarien-(Mf)Dichte wurde anhand der Filtration von 1 ml Blut ermittelt.

Mf-Dichte Kalkulierte Mf-Dichte ~ Anzahl der unter- PCR Nachweis
pro ml Blut pro 60 pl Blut suchten Proben positiv negativ
0 0 85* 4> 81
1-9 0,1-0,5 4 3 1
10 - 50 0,6-3,0 2 2 -
< 50 <30 1 1 -

*  Jeweils 4 der Mf-negativen Proben waren im Rahmen der Voruntersuchungen im dicken Tropfen als positiv (1-15 Mf)
befundet worden.
** Die Proben waren jeweils im dicken Tropfen positiv.

In einer der 4 Proben mit sehr geringer Mf-Dichte (1 — 9 Mf pro ml) konnte keine B.
malayi DNA nachgewiesen werden. In den hdheren Bereichen konnten alle Mf-posi-
tiven Probe mit Hilfe des PCR-ELISA erkannt werden. Somit konnte von den insge-
samt 7 Mf-positiven Blutproben (Nacht- und Tagblut) bei 6 (86 %) B. malayi DNA
nachgewiesen werden. Von den anhand der Filtrationsmethode Mf-negativen Proben
konnte bei 4 Proben im dicken Tropfen Mf nachgewiesen werden. Alle diese 4 Pro-
ben stellten sich im PCR-Nachweis positiv dar. Alle 81 sowoh! im dicken Tropfen

als auch mit Hilfe der Filtration negativen Proben waren im ELISA negativ.
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3.2 PCR-Nachweis-Methoden

In einem weiteren Schritt sollten die Méglichkeiten des PCR-Nachweises genauer
untersucht werden, um herauszufinden, ob die fir den Nachweis von B. malayi
genutzten Methoden (siehe 3.1) auch zur Detektion von B. timori DNA verwendet
werden kénnen. Auch wurde ihre Anwendbarkeit im Rahmen einer B. malayi/ P. fal-
ciparum Multiplex-PCR untersucht. Des weiteren sollte ein bDNA-Test als alternati-

ves Nachweisverfahren fur die PCR erprobt werden.

3.2.1 Nachweis von B. timori

Es wurde untersucht, ob sich mit Hilfe der B. malayi spezifischen Hhal-Primer und
der entsprechenden Sonden auch das B. timori Hhal-Repeat nachweisen 1aBt. Diese
DNA-Sonden eignen sich nicht zum Nachweis der zoophilen B. pahangi, was ein
vereinfachtes Vektor-Screening ermdéglichen wirde [Williams et al., 1988]. Wiirde
es jedoch gelingen, B. timori DNA zu detektieren, so kdnnte daraus geschlossen
werden, daB dieser PCR-Nachweis spezifisch fir humanpathogene Brugia-Arten (B.
malayi und B. timori) ist. Flr diese Fragestellung wurde Tag- und Nachtblut verwen-
det. Im Dorf Mainang (Alor, Indonesien), das endemisch fiir nachtlich periodische
B. timori ist [Kanda et al., 1979], wurden im Rahmen einer Feldstudie Blutproben
gesammelt. Zunachst wurden die Teilnehmer anhand der Filtration von 1 ml Nacht-
blut auf das Vorliegen einer B. timori Infektion untersucht. Im Anschlu3 daran wur-
den 97 Mf-positive sowie insgesamt 96 Mf-negative (davon 83 asymptomatische
und 13 mit Elephantiasis) Teilnehmer zur Entnahme von Tagblut ausgewahlt. Von
jedem Teilnehmer wurden ca. 60 pl Kapillarblut auf Filterpapier aufgetragen,
getrocknet und einzeln steril verpackt. Auch im Tagblut wurde die Mf-Dichte durch
Filtration von 1 ml vendsem Blut ermittelt. Die Blutproben (alle Tagblut- und 53
Nachtblutproben) wurden nun mittels Chelex extrahiert und jeweils 1 pl dieser
Extraktion in einer 50 pl PCR verwendet. Die PCR sowie der folgende PCR-ELISA
wurden unter Verwendung der Hhal-Oligonukleotide (Primer und DNA Sonde) durch-
geflhrt. Die Ergebnisse der untersuchten Nachtblutproben wurden mit den Resulta-

ten von B. malayi Blutproben verglichen (Tabelle 3.5)
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Tabelle 3.5: Nachweis des Brugia Hhal-Repeat in Blutproben von Alor (B. timori) im Vergleich mit
Blutproben aus Sulawesi (B. malayi), Indonesien.
Nachweis der biotinylierten PCR-Produkte mit Hilfe von Test Strip und PCR-ELISA.

Mf-Dichte Kalkulierte Mf-Dichte B. timori B. malayi
pro ml Blut pro 60 pl Blut

Anzahl der unter- Anzahl der PCR posi- Anzahl der unter- Anzahl der PCR posi-
suchten Proben tiven Proben (in %) suchten Proben tiven Proben (in %)

0 0 20 0 (0 22 0 (O
1-50 0,1-3,0 9 4 (44) 3 2 (66)
51 - 150 3,1-9,0 5 5 (100) 4 3 (75)
151 - 1000 9,1-60 13 13 (100) 14 14 (100)
> 1000 > 60 6 6 (100) 5 5 (100)

Insgesamt konnte in 28 (84 %) der Mf-positiven Proben das Hhal-Repeat nachge-
wiesen werden. Bei héheren Mf-Dichten (3,1 — 9,0 Mf pro 60 pl) konnte im Nacht-
blut in allen Proben B. timori DNA nachgewiesen werden. Im Bereich niedriger Mf-
Dichten war dies jedoch nur bei 4 der insgesamt 9 Proben mdéglich. Alle Mf-negati-
ven Proben lieferten auch im PCR-Nachweis ein negatives Ergebnis. Die Ergebnisse
entsprachen weitgehend denen der untersuchten B. malayi Blutproben. Ab einer
Mf-Dichte von mehr als 9 Mf pro 60 pl konnte in diesen das Hhal-Repeat mit
Sicherheit nachgewiesen werden. Im Bereich niedrigerer Mf-Dichten war dies
jedoch nur bei 2 von 3 bzw. bei 3 von 4 Proben méglich. Die Ergebnisse des PCR-

Nachweises fir Tagblutproben von B. timori sind in Tabelle 3.6 zusammengestellt.
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Tabelle 3.6: Nachweis des B. timori Hhal-Repeat. Alle Proben waren im Nachtblut anhand der
Filtration von 1 ml Blut positiv.

Die aufgefiihrte Mf-Dichte wurde durch Filtration von Tagblut ermittelt.

Mi-Dichte pro ml  Kalkulierte Mf-Dichte  Anzahl der unter- PCR Nachweis
Tagblut pro 60 pl Blut suchten Proben positiv negativ
0 0 49 4 45
1-9 0,1-0,6 29 4 25
10-50 0,6-3,0 16 8 8
> 50 > 3,0 3 2 1

Von den Proben, die im Tagblut Mf-negativ waren, konnte nur in 8 % (4 Proben)
B. timori DNA nachgewiesen werden. Im Bereich 1 — 9 bzw. 10 — 50 Mf pro ml
konnten 13 % (4 Proben) bzw. 50 % (8 Proben) der Infizierten erkannt werden.
Zwei der drei Teilnehmer (67 %), die auch im Tagblut mehr als 50 Mf enthielten,
lieferten im Test Strip ein positives Ergebnis. Alle im Nachtblut negativ getesteten
Teilnehmer (asymptomatische und Patienten mit Elephantiasis) waren auch anhand
des PCR-Nachweises negativ. Insgesamt konnte bei 29 % der Teilnehmer, die im
Tagblut Mf enthielten, auch mittels PCR-Diagnostik eine Infektion mit B. timori

nachgewiesen werden.

3.2.2 B. malayi/ Plasmodium falciparum Multiplex-PCR

In zahlreichen Gebieten kénnen Brugia und P. falciparum koendemisch auftreten.
Auch sind diese beiden Infektionen anamnestisch oft schwer voneinander zu diffe-
renzieren, da ihre akuten Beschwerden oft sehr ahnlich verlaufen. Es ist oft schwie-
rig, die Symptome einer akuten Malaria von denen einer akuten inflammatorischen
Reaktion im Rahmen der Filariose zu unterscheiden. Denn wie die Malaria kann
auch die lymphatische Filariasis akut mit hohem Fieber, dem sogenannten Filarien-
fieber einher gehen. Daher wurde in weiteren Versuchen die Anwendbarkeit der PCR
zum Nachweis von Koinfektionen mit P. falciparum getestet. Fur die folgenden Ver-
suche stand eine positive Blutprobe mit P. falciparum zur Verfiigung. Die DNA die-

ser Probe wurde zunéachst extrahiert und mit einer Plasmodium-spezifischen PCR
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amplifiziert [Waters and McCuchan, 1989]. In Anlehnung an die Methode, Klonie-
rung einer internen Kontrolle von B. malayi (siehe 2.3.4.), wurde das erhaltene
PCR-Produkt nun anhand des Original TA Cloning Kit (Invitrogen) kloniert. Das Plas-
mid, welches das Plasmodium Insert enthielt, wurde nun jeweils in einer Konzentra-
tion von 6 pg / 60 pl mit B. malayi positivem bzw. negativem Blut (negativem Kon-
trollblut) gemischt. Die Proben wurden auf Filterpapier aufgetragen und anschlie-
Bend anhand der Chelex-Methode extrahiert. In der darauffolgenden PCR wurden
neben diesen Proben (P. falciparum DNA alleine und in Kombination mit B. malayi
DNA) noch zwei Proben B. malayi DNA sowie eine negative Kontrolle mitgefiihrt.
Innerhalb des Master-mix dieser PCR wurden gleichzeitig jeweils die beiden Primer
fir das Hhal-Repeat und die rPLU-Sequenz verwendet (Abbildung 3.1).

Abbildung 3.1:

Mit Ethidium gefarbtes Agarose-Gel. PCR-Produkte von B. malayi
und P, falciparum DNA enthaltendem Blut.

Spur 1+2:  B. malayi DNA,

Spur 3+4: P, falciparum DNA,

Spur b: negative Kontrolle,

Spur 6+7:  B. malayi + P. falciparum DNA;

Die beiden Bandenmuster an den Seiten entsprechen den
Molekulargewichtsmarkern 100 bp bzw. 1 kbp.
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Die Banden in Spur 1 und 2 stellen spezifische Banden flr B. malayi mit einer Lan-
ge von 322 bp dar. Sie entsprechen dem Hhal-Wildtyp-Repeat. Die Banden in Spur
3 und 4 entsprechen spezifischen Banden fir P. falciparum mit einer Lange von
1,2 kbp. In Spur 5, der negativen Kontrolle, sind nur die Primerdimere zu erken-
nen. In Spur 6 und 7 sind sowohl die spezifischen Banden fir B. malayi als auch
fur P. falciparum nachzuweisen. So war es moglich, mit Hilfe des beschriebenen
PCR Nachweises auch P. falciparum DNA nachzuweisen. Mit der Multiplex-PCR
konnte gleichzeitig B. malayi und P. falciparum DNA nachgewiesen werden. Bei
einer kleinen Stichprobe mit 26 Blutproben aus endemischen Gebieten auf Sulawe-

si konnten jedoch keine Koinfektionen mit P. falciparum gefunden werden.

3.2.3 Branched DNA

Da der herkbmmliche PCR-Nachweis sehr aufwendig ist, wurde in einer Pilotstudie
ein branched DNA (bDNA) Test als mdgliche, praktikable und vereinfachte Alterna-
tive untersucht. Mittels dieses Verfahrens ist anhand einer Serie von Hybridisie-
rungs-Reaktionen eine Signalamplifikation ohne Verwendung eines Thermocyclers

moglich.

Zunachst wurde mittels PCR das Hhal-Repeat amplifiziert. Das erhaltene PCR-Pro-
dukt wurde anschlieBend in mehreren Schritten verdiinnt. Mit den verschiedenen
Verdlinnungsstufen wurde eine Agarose-Gel-Elektrophorese durchgefiihrt. Dieses
Gel wurde nun mit Hilfe der bDNA-Methode (siehe 2.3.11.) untersucht. Nach
erfolgtem Blotten und anschlieBender Hybridisierung wurde der nun digoxigenin-
markierte Blot mittels DIG-Nachweis ausgewertet (Abbildung 3.2). Die Banden in
Spur 1 - 7 liefern anhand des Blots positive Ergebnisse. Sie stellen mit einer Lange
von 322 bp spezifische Banden fir B. malayi dar und entsprechen dem Hhal-Repe-
at. Mit Hilfe der bDNA-Methode war es demnach mdéglich, B. malayi DNA nachzu-

weisen.
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Abbildung 3.2:

Ergebnis der bDNA von B. malayi.

Spur 1: Probe 1:8 verdiinnt,

Spur 2+3: Probe 1:4,

Spur 4+5: Probe 1:2,

Spur 6+7: Probe unverdiinnt,

Spur 8: negative Kontrolle

Auf der linken Seite ist der DIG-Langenmarker aufgetragen)

3.3 Nachweis von PCR-Produkten mit dem DNA Detection Test StripTM

Obwoh! der PCR-ELISA sich als sehr sensitives Nachweisverfahren erwiesen hatte,
sollte eine einfachere und schnellere Methode zum Nachweis von PCR-Produkten
erarbeitet werden. Deshalb wurde untersucht, ob der DNA Detection Test Strip zu

einer Vereinfachung des Nachweises von PCR-Produkten beitragen kdnnte.

3.3.1 Sensitivitat des Test Strip

Zunéachst wurde die Sensitivitat des Tests ermittelt. Hierfir wurde im ersten Schritt
unter Verwendung eines biotin-gekoppelten Primers ein biotinyliertes B. malayi
PCR-Produkt hergestellt. Die Konzentration des erhaltenen PCR-Produktes wurde
nun photometrisch bestimmt. Es folgte eine Verdiinnung des PCR-Produktes in
mehreren Schritten (Tabelle 3.7).
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Tabelle 3.7:

Sensitivitat des Test Strip im Vergleich mit Agarosegel und PCR-ELISA (+ entspricht positivem
Ergebnis, +Anzahl korrelliert mit dem Ausmal der positiven Reaktion)

Verdiinnung des Konzentration Ergebnisse des
Hhal-PCR-Produktes ng/pl
Agarosegel (5 pl) PCR-ELISA (5 pl) ~ Test Strip (5 pl)

Unverdlnnt 40 + + +++ ++
1:56 8 + +++ + +
1:10 4 + +++ +
1:20 2 - ++ +
1:50 0,8 - + + (+)
1:100 0,4 - + -
1:200 0,2 - + -

Nach erfolgter Hybridisierung der verdiinnten PCR-Produkte mit der DIG-markierten
DNA-Sonde BmHhal wurden jeweils 5 pl des Gemisches anhand des DNA Detecion
Test Strip untersucht. Eine W. bancrofti positive Probe (Sspl-Repeat-PCR-Produkt)
fungierte als negative Kontrolle (Abbildung 3.3) [Williams et al., 1996].

1. Strip: W. bancrofti Sspl PCR-Produkt
2. Strip: Hha | PCR-Produkt 1:5

3. Strip: Hha | PCR-Produkt 1:10

4. Strip: Hha | PCR-Produkt 1:20

5. Strip: Hha | PCR-Produkt 1:100

Abbildung 3.3:

Nachweis des B. malayi Hhal PCR-Produktes mit Hilfe des DNA Detection Test Strip (1. Strip: negative
Kontrolle (W. bancrofti), 2. Strip: 8 ng / pl, 3. Strip: 4 ng/ pl, 4. Strip: 2 ng / pl, 5. Strip: 0,4 ng/ pl)
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Die Proben 2 bis 4 zeigten ein positives Ergebnis, was an der unteren roten Linie
(siehe Pfeile) zu sehen ist. B. malayi DNA konnte in einer Konzentration ab 2 ng / pl
nachgewiesen werden. Die W. bancrofti Probe sowie die Probe Nummer 6 (0,4 ng/ pl)

zeigten ein negatives Ergebnis, es war nur die rote Kontrollinie zu sehen.

3.3.2 Vergleich des Test Strip mit dem PCR-ELISA

In einem weiteren Versuch wurde der Test Strip mit den bereits vorliegenden Ergeb-
nissen des PCR-ELISA verglichen. Nach erneuter PCR einiger bereits untersuchter
Nachtblut-Proben wurden die PCR-Produkte mit der digoxigenierten DNA-Sonde
hybridisiert und mittels Test Strip getestet. Diese Ergebnisse wurden mit denen des
PCR-ELISA verglichen (Tabelle 3.8).

Tabelle 3.8: Nachweis des B. malayi Hhal-Repeat anhand des PCR-ELISA und Vergleich der
Ergebnisse mit der Methode des Test Strip. Die Mf-Dichte wurde durch Filtration von
1ml Blut bestimmt.

Mf-Dichte pro ml  Kalkulierte Mf-Dichte ~ Anzahl der unter- Anzahl der positiven Proben

Blut pro 60 pl Blut suchten Proben ELISA Test Strip

0 0 6 - -

1-30 0,1-1,8 11 6 6

31-90 1,9-5/4 11 11 11

91 -150 556-9,0 5 5 5

151 - 1000 9,1-60, 5 5 4

> 1000 > 60, 4 4 4

Die Ergebnisse beider Untersuchungsmethoden lieferten in etwa gleiche Ergeb-
nisse. Allerdings konnten im Bereich 151 — 1000 Mf pro ml im PCR-ELISA alle 5
Proben ermittelt werden, wahrend dies anhand des Test Strip nur bei 4 der 5 vorlie-
genden Proben gelang. Im Bereich sehr niedriger Mf-Dichten (1 — 30 Mf / ml) waren
bei beiden Methoden 5 der 11 Proben (45 %) negativ.
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3.3.3 DNA-Nachweis von PCR-Produkten der Taghlut-PCR mit Hilfe des Test Strip

Nun wurde die Sensitivitat des Test Strip an Tagblut untersucht. Dazu wurden die
bereits vorliegenden Proben aus Alor (siehe 3.2.1) verwendet. Die PCR und der
Test Strip dieser Proben fanden unter Verwendung der Hhal-Oligonukleotide statt
(Tabelle 3.9).

Tabelle 3.9: Nachweis des Hhal-Repeat in Tagblutproben mit Hilfe des Test Strip.
Alle Proben waren im Nachtblut bei der Filtration von 1 ml Blut Mf-positiv.
Die aufgefiihrte Mf-Dichte wurde durch Filtration von Tagblut ermittelt.

Mi-Dichte pro ml  Kalkulierte Mf-Dichte  Anzahl der unter- Test Strip
Tagblut pro 60 pl Blut suchten Proben positiv negativ
0 0 49 4 45
1-9 0,1-0,6 29 4 25
10-50 0,6-3,0 16 8 8
> 50 > 3,0 3 2 1

Mit Hilfe des Test Strip war es méglich, das Hhal-Repeat auch in Tagblut mit gerin-
ger Mf-Dichte nachzuweisen. Es konnten 14 der 48 (29 %) Mf-positiven Proben als
solche erkannt werden. Von den 49 Proben, die im Tagblut Mf-negativ, jedoch im
Nachtblut Mf-positiv waren, konnte nur in 4 (8 %) Proben Brugia DNA nachgewie-
sen werden. Die Ergebnisse des Test Strip stimmten mit denen des PCR-ELISA

weitgehend (berein.




Diskussion

4 Diskussion

Die lymphatische Filariasis stellt in vielen endemischen Gebieten ein groBes Pro-
blem fir das 6ffentliche Gesundheitswesen dar. Diese Erkrankung soll nach Planen
der WHO bis zum Jahre 2020 eliminiert werden [Bebehani, 1998; Ottesen, 2000].
Mit dieser Zielsetzung wurden in vielen Landern bereits Bekdmpfungsprogramme
begonnen. Der Schwerpunkt dieser Programme besteht in einer chemotherapeuti-
schen Behandlung der gesamten Bevdlkerung in den endemischen Gebieten. Die
zur Verfigung stehenden Medikamente besitzen vorwiegend mikrofilarizide Wir-
kung. Lediglich DEC verfligt Gber eine maBige makrofilarizide Wirkung. Demzufolge
werden die Mikrofilarien effektiv abgetétet, wahrend die adulten Wirmer weiterhin
lebensfahig bleiben. Aus diesem Grunde missen die Bekampfungsprogramme, ent-
sprechend der Lebensdauer der adulten Wirmer (6 - 8 Jahre und mehr), jahrelang
aufrechterhalten werden. Die Entwicklung sensitiver diagnostischer Verfahren ist
daher von besonderer Bedeutung. Mit ihrer Hilfe soll es mdglich sein, vorhandene
Infektionen besser zu diagnostizieren, und den Erfolg dieser Bekampfungsprogram-
me besser beurteilen zu kénnen. Angesichts der besonderen Situation innerhalb der
Endemiegebiete, d.h. des groBen Umfangs der zu testenden Personen und der
zumeist schwierigen finanziellen Situation der jeweiligen Gesundheitssysteme, mus-

sen diese Testsysteme zugleich auch kostenglinstig und leicht anwendbar sein.

4.1 DNA-Isolierung von Blood spots

Der Nachweis von Filarien-DNA in menschlichem Blut mit molekularbiologischen
Methoden setzt eine effiziente und einfach im Feld durchfiihrbare Konservierung
der Blutproben voraus. Oft ist die Entnahme von vendsem Blut in den Dérfern
schwierig, und die Proben kénnen im Feld nur mit einigem Aufwand fiir die spatere
Untersuchung im Labor konserviert werden. Ziel der vorliegenden Arbeit sollte daher
sein, eine vereinfachte und zugleich effektive Konservierungs- und Extraktionsme-
thode fiir Blutproben, die mit der PCR auf Filarien-DNA untersucht werden kdnnen,
zu entwickeln. Hinsichtlich der Konservierung entschied ich mich flr eine von

McCabe und Zhang und Mitarbeitern beschriebene Methode der Blood spots
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[McCabe, 1991; Zhang et al., 1995]. Diese Methode wurde bereits von Cox-Singh
et al. in Verbindung mit einer nested PCR an Filarien geprift und erwies sich dabei
als zuverlassig [Cox-Singh et al., 1997, 1999]. Auch zeigten weitere Studien, daB
mit Hilfe der nested PCR freie DNA nachgewiesen werden konnte [Cox-Singh et al.,
2000]. Die nested PCR besitzt jedoch ein hohes Risiko fiir Kontaminationen und
damit die Gefahr, falsch positive Ergebnisse zu erhalten [Lo et al., 1990]. Daher
sind besonders bei der Durchfihrung der nested PCR VorsichtsmaBnahmen notwen-
dig, die gerade in Entwicklungslandern aufwendig und kostenintensiv sind [Kwok,
1990]. Dadurch ist dieser diagnostische Ansatz oftmals zu teuer und nicht praktika-
bel [Burkardt, 2000]. Die nested PCR ist als sensitive und kostengiinstige Stan-
dardmethode zur Detektion von Infektionen mit B. malayi oder B. timori ungeeignet.
Aus diesem Grunde entschied ich mich im AnschluB an die Extraktion der Blood
spots fur ein herkdbmmliches PCR-Verfahren mit einem nachfolgenden sensitiven
ELISA-Nachweis der PCR-Produkte.

EDTA-Blut wurde auf Filterpapier konserviert und anschlieBend wurden
verschiedene Extraktionsverfahren hinsichtlich ihrer Effektivitat miteinander ver-
glichen. In Anlehnung an die Ergebnisse von Walsh und Mitarbeitern [Walsh et al.,
1991] wurden die Proben zunachst mit der Chelex-Methode extrahiert. AnschlieBend
wurden korrespondierende Proben mit der Phenol/Chloroform-Extraktion untersucht.
Nach dem PCR-ELISA wurden die Ergebnisse verglichen. Fiir hohe Mf-Dichten lie-
ferten beide Extraktionsmethoden zwar gleichermaBen gute Ergebnisse, im Bereich
niedriger Mf-Dichten (0,1 — 1,8 Mf pro 60 pl) hingegen war die Chelex-Methode
deutlich besser. Die Vorteile der Chelex-Methode zeigten sich jedoch nicht aus-
schlieBlich in der erzielten diagnostischen Sensitivitat. Auch im Hinblick auf den
zeitlichen Aufwand, die Toxizitat der verwendeten Chemikalien und die Kosten war
die Chelex-Methode der Phenol/Chloroform-Extraktion eindeutig tiberlegen. In Uber-
einstimmung mit den Ergebnissen von de Lamballerie et al. [1992] erwies sich die
Chelex-Methode als effizienter und auch weniger gesundheitsgefdhrdend. Man
bendtigte nur ein Drittel der Zeit, und die Kosten beliefen sich auf nur ein Zehntel
der Phenol/Chloroform-Extraktionsmethode. Vor allem angesichts der GréBe des zu
untersuchenden Probenumfangs sind dies entscheidende Faktoren, die erheblich zu

einer Vereinfachung der Untersuchungen beitragen.
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Insgesamt stellten sich die verwendeten Blood spots als zuverlassige Konservie-
rungsmethode heraus. Die Proben konnten Uber einen langen Zeitraum (mehrere
Monate bis Jahre) bei Raumtemperatur gelagert werden. Die in den Proben enthal-
tene DNA blieb dabei stabil und konnte nach erfolgter Extraktion mit Hilfe der PCR-
Diagnostik nachgewiesen werden. Die Chelex Methode mit anschlieBendem PCR-
ELISA war geeignet, B. malayi DNA selbst bei jenen Personen nachzuweisen, die
nur eine geringe Mikrofilariendichte aufwiesen. Diese Ergebnisse wurden zunachst
mit relativ wenigen Proben erzielt, konnten jedoch anhand weiterer Proben aus end-

emischen Gebieten bestatigt werden.

Im Unterschied zum vendsen Blut kann Kapillarblut sehr einfach auch von wenig
geschultem paramedizinischem Personal in endemischen Doérfern gesammelt wer-
den. Daher wurden Kapillarblut-Proben mit der PCR untersucht, die direkt im Feld
auf Filterpapier gesammelt und getrocknet wurden. Dadurch sollte tGberpriift wer-
den, ob die verbesserte Konservierung der Proben im Feld geeignet ist, um die mog-
licherweise in den Proben enthaltene instabile freie DNA mit einer einfachen PCR
nachzuweisen [Fischer et al., 2000]. Weiterhin ist die Sammlung von Kapillarblut
aus der Fingerbeere im Vergleich zur Entnahme von vendsem Blut bedeutend einfa-
cher und schneller. Diese Form der Blutentnahme ist weniger invasiv, so daf3 sie
von den Patienten eher toleriert wird, was sich positiv auf die Compliance auswirkt.
Aufgrund der geringen Blutmenge und der leichten Handhabe flir den Untersucher
kann das Infektionsrisiko im Hinblick auf HIV und Hepatitis B und C vermindert
werden [Beltrami et al., 2000]. Die Gefahr, sich an einer Blutlanzette zu verletzen,
ist im Vergleich zu méglichen Nadelstichverletzungen gering. Zudem ist die Versu-
chung, Lanzetten mehrfach zu verwenden deutlich geringer, als bei den teureren
Spritzen und Kantlen, die aus Kostengriinden ohne ausreichende Sterilisation
wiederholt verwendet werden kdnnten. Durch die Verwendung von Kapillarblut kann
demnach auch fur die Untersuchten das Infektionsrisiko minimiert werden. Dies ist
im Hinblichk auf die groBe Verbreitung von Hepatits B und C und die zunehmende
Rate an HIV-Infektionen von groBer Bedeutung. Insgesamt sind Probleme bei der
Probengewinnung mit Hilfe von Blutlanzetten relativ selten. Auch ist die Anwesen-
heit eines Arztes nicht erforderlich. Die Blutentnahme kann von eingewiesenen
Laborhelfern durchgefiihrt werden, die keine spezielle medizinische Ausbildung

haben. Dies kann den Aufwand der Probensammlung bedeutend verringern, da die-
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se innerhalb des Dorfes koordiniert und durchgefiihrt werden kann [Baker, 1993].
Ein externes Untersucherteam ist nicht mehr nétig, und fir die nachfolgende Dia-
gnostik kdnnen die gesammelten Proben auf dem normalen Transportweg in ein
entsprechend ausgeriistetes Labor gebracht werden. Dies ist von Bedeutung, da
sowohl die Infrastruktur als auch die medizinische Versorgung endemischer Gebiete
haufig unzureichend sind. Das ist ein wichtiger Grund warum entsprechende Feld-
studien in der Regel mit hohen finanziellen Kosten und groBem technischen Auf-
wand verbunden sind. Somit ist eine Vereinfachung der Probenentnahme, die unter
den vor Ort gegebenen Bedingungen durchfiihrbar sein sollte, unbedingt erforder-
lich [Baker, 1993].

Fir die direkte Konservierung von Kapillarblut lieferte die Methode der Blood spots
ein gutes Ergebnis. Im Bereich der héheren Mf-Dichten konnte in allen Mf-positiven
Blutproben B. malayi DNA nachgewiesen werden. Von den Proben mit sehr niedri-
ger Mf-Dichte lieferten 7 der 14 Proben (50 %) im PCR-ELISA ein negatives Ergeb-
nis. Diese enthielten vermutlich keine Mf, denn die durchschnittliche Wahrschein-
lichkeit, daB ein 60 pl Blood spot keine Mf enthalt betragt innerhalb dieser Gruppe
46 % (Median 42 %). Daher ist davon auszugehen, daB alle negativ getesteten
Blood spots dieser Gruppe keine Mf enthielten, wahrend in allen Mf-positiven Pro-
ben B. malayi DNA sicher nachgewiesen werden konnte. Die Sensitivitat dieses Ver-
fahrens entsprach demnach den Ergebnissen vorausgegangener Studien in denen es
moglich war, eine einzelne Mf in 60 ml Blut nachzuweisen [Williams et al., 1988,
Lizotte et al., 1994]. In 3 Proben, die in einer vorausgegangenen Untersuchung im
dicken Tropfen positiv waren, mit Hilfe der Filtrationsmethode jedoch ein negatives
Ergebnis lieferten, konnte B. malayi DNA detektiert werden. Fir diese Proben war
die beschriebene PCR-Methode der Filtration tberlegen. Trotzdem war es mit der
PCR nur moglich, Mf zu detektieren, freie DNA konnte nicht nachgewiesen werden.
Alle sowohl im dicken Tropfen als auch mit Hilfe der Filtrationsmethode negativen
Proben lieferten im PCR-Nachweis ebenfalls ein negatives Resultat. Dies zeigt, dal3

bei dieser Methode die Gefahr falsch positiver Ergebnisse gering ist.

Die Chelex-Methode mit anschlieBendem PCR-ELISA erwies sich insgesamt als sen-
sitiv und spezifisch. Auch ist die Extraktionsmethode preiswert und einfach. Sie

kann somit selbst in jenen Labors verwendet werden, die lediglich lber eine Stan-
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dardeinrichtung verfiigen. Auch wird fiir die Konservierung mit Hilfe der Blood spots
mit nur 30 — 60 pl deutlich weniger Blut benétigt als fir herkbmmliche Methoden.
So kann auf eine vendse Blutentnahme verzichtet werden. Dadurch wird mit Hilfe
der Blood spots eine sehr einfache Probensammlung ermdglicht; vor allem im Ver-
gleich zur Filtrationsmethode, deren Durchfiihrung und Beurteilung speziell
geschultes Personal vor Ort erfordert. Die untersuchte Konservierungsmethode mit
Hilfe der Blood spots ist daher besonders fiir umfangreiche Studien mit groBem
Probenumfang geeignet. Sie wird der Forderung nach einer vereinfachten Proben-
entnahme gerecht, und ist unter den vor Ort gegebenen Bedingungen praktisch
durchfthrbar. Auch kann sie dazu beitragen, eine hohe Sensitivitat mit relativ gerin-
gen Blutmengen zu erreichen, da die Konzentration der Mikrofilarien in kapillarem
Blut héher ist als in vendsem [Eberhard et al., 1988]. Somit ist das Verfahren einer
Konservierung der Proben mit Hilfe der Blood spots und anschlieBender Chelex-
Extraktion breitflachig zur Uberwachung von Filarien-Bekampfungsprogrammen ein-

setzbar (Zusammenfassung siehe Tabelle 4.1).

Die Sammlung von Nachtblut ist jedoch mit logistischen Schwierigkeiten und Unan-
nehmlichkeiten verbunden. Die zu untersuchenden Personen missen nachts einbe-
stellt werden, was sich negativ auf die Compliance auswirkt. Neben der Nachtarbeit
des jeweiligen Untersucherteams ist auch das Vorhandensein von Strom unbedingt
erforderlich. Vor allem letzteres ist in vielen endemischen Gebieten problematisch.
Aufgrund all dieser Faktoren werden sowohl die Vorbereitung als auch die Durchfiih-
rung der jeweiligen Studien sehr aufwendig und kostenintensiv. Fischer et al.
[2000] berichteten, daB es moéglich ist, B. malayi DNA in Mf-negativem Tagblut
nachzuweisen, und somit auf die Blutentnahme bei Nacht verzichtet werden kann.
In Threr Studie wurden 200 pl vendses EDTA Tagblut bei —20 °C konserviert und
anschlieBend mit einem PCR-ELISA untersucht. Das Sammeln von vendsem Blut
und die Lagerung von Blutproben bei —20 °C ist jedoch in vielen endemischen Dér-
fern nur schwer moéglich. Deshalb wurde nun untersucht, ob 60 pl Kapillarblut kon-
serviert als Filterpapier Blood spots und die folgende Chelex-Extraktion sich auch
zum DNA-Nachweis in Tagblut eignen. Fir diese Untersuchung wurden Tagblutpro-
ben getestet, die aus einem fir B. malayi endemischen Gebiet in Stid-Sulawesi
stammten. Dabei handelte es sich um eine subperiodische Form von B. malayi. Auf-

grund dieser Subperiodizitat sind auch im Tagblut Mf vorhanden, jedoch nur in
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geringer Konzentration. Ebenso wie bei den streng nachtlich periodischen Stdmmen
sind die Mf-Dichten im Nachtblut um ein Vielfaches héher [Partono and Purnomo,
19871. Kapillarblut wurde direkt auf Filterpapier aufgetragen. Die Mf-Dichte dieser
Proben wurde noch im Feld mit Hilfe der Filtration von 1 ml Tagblut und mittels des

dicken Tropfens (ebenfalls von Tagblut) ermittelt.

Obwohl im Tagblut, aufgrund der Periodizitat von B. malayi weniger Mf enthalten
sind, war es moglich, auch in Proben von 60 pl das B. malayi Hhal-Repeat sicher
nachzuweisen. So verfligte dieses Extraktionsverfahren in Verbindung mit dem PCR-
ELISA (ber eine Sensitivitat von insgesamt 86 %, im Vergleich zur Filtration von
1 ml Blut als Referenzmethode. Auch zeigte sich das Chelex-Verfahren erneut fir

einzelne Proben der Filtration Gberlegen.

Diese Ergebnisse zeigen, daB die Chelex-Methode auch fir Tagblutproben mit einer
nur geringen Mf-Dichte gute Ergebnisse liefert. Dies macht eine auf die Nacht
beschrankte Blutentnahme Uberflissig, und kann dadurch den Aufwand der Kon-
trolluntersuchungen verringern. Es kann mit einer héheren Compliance der Teilneh-
mer gerechnet werden, und flr das Untersucherteam ergeben sich logistische Vor-
teile. Im Vergleich zu der von Fischer et al. [2000] berichteten EDTA-Extraktions-
methode flr Tagblutproben besitzt diese vereinfachte Probensammlung deutliche
Vorteile. Die Verwendung von Tagblut, die Konservierung mit Hilfe der Blood spots
und die anschlieBende Chelex-Extraktion ermdéglichen somit eine deutlich verein-
fachte Durchfiihrung von Kontrolluntersuchungen. Diese bendtigen nun vor Ort
weder arztliches Fachpersonal noch ein speziell ausgebildetes Untersucherteam.
Auch sind sie weitgehend unabhangig vom 6konomischen Standard, und selbst bei
einer nur gering ausgebildeten Infrastruktur der zu untersuchenden endemischen
Gebiete durchfiihrbar. Dieses Verfahren mit Tagblut stellt nicht nur eine sensitive,
sondern auch einfache und praktikable Methode zum Nachweis von B. malayi Infek-

tionen dar und kann auch in umfangreichen Studien verwendet werden.
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Tabelle 4.1: Zusammenfassender Vergleich der verschiedenen Konservierungsmethoden

Blood spots

Fliissigkonservierung

Blutentnahme

Kapillarblut, einfache Handhabe, wenig
invasiv

Vendses Blut, speziell geschultes Personal
erforderlich, invasiv (héheres Infektionsrisiko,
HIV, Hepatitis)

Konservierung

Einfach, im Feld durchfihrbar, getrock-
nete Proben (iber Jahre bei Raumtempe-
ratur haltbar

Feldlabor erforderlich, Pipetten und Proben-
réhrchen erforderlich, Strom/Gefrierschank
(-20°C) bzw. Chemikalien (EDTA, Urea ect.)
notwendig

DNA-Extraktion

Einfach schnell und kostenglinstig

Relativ aufwendig und teuer

PCR Sensitivitat abhangig von der Qualitat der | Sensitivitét abhéngig von der Qualitat der DNA-
DNA-Extraktion Extraktion
Blutmenge Nur fir kleine Mengen geeignet (30-60 pl) | Auch fir groBere Blutmengen geeignet (~ 500 pl),

hdhere Sensitivitat
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4.2 Modifizierte PCR-Nachweis-Methoden und branched DNA

In einigen flr Brugia endemischen Gebieten in Indonesien (Solor-Alor-Archipel)
wird die lymphatische Filariasis nicht durch B. malayi sondern durch die nahe ver-
wandte Art B. timori verursacht [Purnomo et al., 1977]. Diese verfiigt ebenfalls
Uber eine spezifische Hhal-Sequenz, die nahezu vollstandig mit der Hhal-Sequenz
von B. malayi Ubereinstimmt [Xie et al., 1994]. Die in der vorliegenden Arbeit ver-
wendete Brugia PCR basiert auf der Amplifikation des Hhal-Repeat. Es wurde unter-
sucht, ob sich diese Sequenz von B. timori unter den gleichen Bedingungen wie das
B. malayi Hhal-Repeat amplifizieren laBt. Dann kénnte dieser PCR-Nachweis auch
zur Diagnostik von B. timori verwendet werden [Fischer et al., 2002]. Fir diese
Untersuchung wurde Tag- und Nachtblut verwendet, daB in einem fur B. timori
endemischen Gebiet auf Alor, Indonesien gesammelt wurde. In diesem Gebiet wiesen
27 % der untersuchten Probanden eine Infektion mit B. timori auf. Zuséatzlich litten
13 % der Einwohner an Lymph&édemen der Beine, einige von ihnen mit dem voll
ausgepragten Bild der Elephantiasis [Supali et al., 2002b]. Von einigen der Mf-
positiven, sowie von einigen der Mf-negativen und asymptomatischen Personen wur-
de Nacht- und / oder Tagblut mit Hilfe der Blood spots gesammelt. Auch wurden
einige Patienten mit Elephantiasis, die Mf-negativ waren, in die Studie aufgenommen
[Supali et al., 2002b]. Nach erfolgter Extraktion wurden die Proben mit Hilfe der
PCR-Diagnostik untersucht. Die PCR sowie der folgende PCR-ELISA wurden unter
Verwendung der Hhal-Oligonukleotide (Primer und DNA Sonde) durchgefihrt.

Die fUr B. malayi entwickelte Diagnostikmethode lieB sich auch auf B. timori anwen-
den. Das Hhal-Repeat von B. timori konnte anhand der B. malayi spezifischen Hhal-
Primer nachgewiesen werden. Zum ersten Mal konnte B. timori DNA mit Hilfe der
PCR-Methodik nachgewiesen werden. Zudem lieferte die Untersuchung fir Nacht-
blut ein gutes Ergebnis. Mit Hilfe dieser Methode war es mdglich, in 60 pl Blut eine
einzelne vorhandene Mf von B. timori nachzuweisen. Die zum Vergleich getesteten
B. malayi Proben lieferten ein vergleichbares Resultat. Dies zeigt, daB in dem von
mir untersuchten PCR-Nachweis zwischen B. timori und B. malayi kein Unterschied
besteht. Mit Hilfe dieser Methode kénnen beide humanpathogenen Brugia-Arten
(sowohl B. malayi als auch B. timori) nachgewiesen werden. Dies ist vor allem fir

jene Gebiete, in denen die lymphatische Filariasis durch B. timori hervorgerufen
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wird, von groBer praktischer Bedeutung [Purnomo et al., 1977]. Sie kdnnen pro-
blemlos in die Bekampfungsprogramme mit einbezogen werden. Es bedarf keiner
gesonderter oder spezieller Nachweismethoden, um den Erfolg dieser Bekdmpfungs-

programme beurteilen zu kdnnen.

Auch im Tagblut konnte das B. timori Hhal-Repeat nachgewiesen werden. Aufgrund
der sehr geringen Mf-Dichten blieben hier jedoch einige Infektionen mit diesem
Verfahren unerkannt. Diese Diagnostikmethode mit Tagblut besitzt daher fiir den
einzelnen Infizierten keine sichere Aussagekraft. Aber unabhéangig davon kann sie
im Rahmen umfangreicher Bekdmpfungsprogramme verwendet werden. Denn mit
Hilfe dieser Methode kann, auch unter Verwendung von Tagblut, Gberprift werden,
ob ein Gebiet fur Brugia (sowohl B. malayi als auch B. timori) endemisch ist bzw.
ob die angewandten Bekdmpfungsprogramme erfolgreich verlaufen. Hinsichtlich
dieser Fragestellung verfiigt dieses Verfahren (ber eine ausreichende Sensitivitat.
Untersuchungen von Tagblut besitzen zudem einige Vorteile gegentiber denen von
Nachtblut. Wenn eine nachtliche Probensammlung logistisch und organisatorisch
nur schwer durchfiihrbar ist, fallen diese Vorteile so stark ins Gewicht, daB dem-
gegenliber das Problem der verminderten Aussagekraft fiir die einzelne Person
unbedeutend wird. Insgesamt beweisen die Ergebnisse, dal3 sich diese PCR-Metho-
de fiir den Nachweis aller humanpathogenen Brugia-Arten eignet und eine umfang-

reiche und vor allem vielfaltige Anwendbarkeit dieser Methode mdglich ist.

In den fir Brugia endemischen Gebieten treten haufig Koinfektionen mit Plasmo-
dien auf. Plasmodien und Brugia werden oftmals von den selben Anopheles-Arten
Ubertragen. Einige Regionen kénnen sowohl fiir die lymphatische Filariasis als auch
fir Malaria Endemiegebiete darstellen. Personen, die in diesen Regionen leben und
mit Brugia infiziert sind, kdnnen somit auch gleichzeitig an Malaria erkrankt sein.
Aus diesem Grunde kénnen in den Blutproben, die im Rahmen der Brugia Bekamp-
fungsprogramme gesammelt und getestet werden, durchaus auch Malariaerreger
vorhanden sein. Die Malaria stellt ebenso wie die lymphatische Filariasis ein schwer-
wiegendes Problem fir die 6ffentliche Gesundheit dar. Daher ware ein diagnosti-
sches Verfahren, mit dessen Hilfe es gelingen kdnnte, beide Infektionen gleichzeitig
nachzuweisen, von groBem Nutzen. Dadurch kénnten die zumeist nur knappen

finanziellen Resourcen der betroffenen Lander optimal genutzt werden. Diagno-
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stisch kénnte ein akutes Filarien-Fieber von einer Malaria differenziert werden.
Allerdings stellt diese Methode ein aufwendiges Verfahren fiir den Nachweis einer
Plasmodien Infektion dar. Im Gegensatz zum Blutausstrich und dem dicken Tropfen
ist es mit ihrer Hilfe jedoch mdglich, genetisches Material zu sichern. Dieses kann
anschlieBend fir weiterfiihrende Untersuchungen, z.B. die Testung auf Medikamen-
ten-Resistenz von Plasmodien genutzt werden. Chansiri et al. [2001] untersuchten
in ihrer Arbeit die Anwendbarkeit des PCR-Nachweises auf Koinfektionen mit P. fal-
ciparumm. Mit Hilfe einer einfachen Multiplex-PCR gelang es ihnen, P. falciparum
und W. bancrofti DNA in Blutproben von mehrfach infizierten Patientin gleichzeitig
nachzuweisen. Tham et al. [1999] beschrieben eine schnelle Methode zur Diagno-
stik von Malariainfektionen mit Hilfe getrockneter Blood spots und anschlieBender
PCR-Amplifikation. In Anlehnung an diese beiden Studien habe ich untersucht, ob
es moglich ist, P. falciparumm DNA in Blood spots im Rahmen des Nachweisverfah-
rens flr B. malayi nachzuweisen. Dazu wurde mit einigen Blutproben, die B. malayi
und / oder P, falciparumm DNA enthielten eine B. malayi/ P. falciparumm Multiplex-
PCR durchgefiihrt. Die Proben, welche B. malayi DNA enthielten bzw. diejenigen,
denen das Plasmodien DNA enthaltende Plasmid zugesetzt wurde, zeigten die
jeweils spezifischen Banden mit einer Lange von 322 bzw. 1200 bp. Auch konnten
in jenen Proben, die sowohl B. malayi als auch P. falciparumm DNA enthielten, die
beiden spezifischen Banden (das Hhal-Repeat und die Plasmodium Sequenz) paral-
lel nachgewiesen werden. Bei einer kleinen Stichprobe an 26 Blutproben aus fir
Brugia endemischen Gebieten konnte bisher keine Koinfektion mit P. falciparumm
gefunden werden, obwohl die beschriebene Multiplex-PCR dazu geeignet ist. Daher
sollten weitere Untersuchungen folgen. Fiir diese Untersuchungen bieten sich vor
allem Proben von jenen Personen an, bei deren Krankheitssymptomatik nicht genau

zwischen einem Filarienfieber und einer akuten Malaria differenziert werden kann.

Der fir B. malayi verwendete PCR-Nachweis konnte auch fiir Plasmodien verwendet
werden. Unter Verwendung der von Waters and McCuchan [1989] beschriebenen
spezifischen Primer, der rPLU-Sequenz von Plasmodien war diese Diagnostik geeig-
net, auch P. falciparumm DNA nachzuweisen. Darlber hinaus war es mdéglich, inner-
halb einer Multiplex-PCR gleichzeitig B. malayi und P. falciparumm DNA zu ampli-
fizieren. Dieses Ergebnis ist vor allem in Hinblick auf die hohe Koinfektionsrate inner-

halb der endemischen Gebiete von Bedeutung. Denn dadurch, daBB mit Hilfe des
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verwendeten Verfahrens der Nachweis verschiedener Parasiten moglich ist, kénnen
in Zukunft die gesammelten Proben auf mehrere Infektionen gleichzeitig untersucht
werden. Nur noch eine einfache Probensammlung, eine einzige Extraktion dieser
Proben sowie auch nur eine PCR waren nétig. Neben dieser vereinfachten und vor
allem viel schnelleren Diagnostik hatte dies eine effektivere und auch effizientere
Probensammlung zur Folge. Ein Probenkollektiv kdnnte gleich im Rahmen verschie-
dener Fragestellungen untersucht werden. Dadurch kénnten pro gesammelter Probe
jeweils mehrere Daten gleichzeitig ermittelt werden, was vor allem in Anbetracht
des groBBen Umfanges von epidemiologischen Studien und Bekdmpfungsprogrammen

sehr effektiv ware.

Obwohl der beschriebene PCR-Test ein sehr spezifisches und sensitives Verfahren
zur Diagnose von B. malayi Infektionen darstellt, besitzt die PCR-Diagnostik auch
einige Nachteile. Einer dieser Nachteile ist der hohe Aufwand an technischen Geré-
ten. Dies kénnte vor allem in Labors innerhalb endemischer Gebiete, die nicht
immer Uber einen PCR-Thermocycler verfiigen, von Bedeutung sein und die ent-
sprechende Diagnostik unmdéglich machen. Ein weiterer bedeutender Nachteil ist
die sehr hohe Kontaminationsgefahr. Denn die PCR-Diagnostik ist duBerst sensibel
und reagiert intensiv selbst auf geringste Verunreinigungen [Burkardt, 2000]. Fol-
gen moglicher Kontaminationen kénnen sich vor allem als falsch positive Resultate,
durch die Verunreinigung mit den zu untersuchenden DNA-Sequenzen, bemerkbar
machen [Lo et al., 1990]. Aufgrund dieser Nachteile sollte nach einer moéglichen
Alternative fir den PCR-Nachweis gesucht werden. Es erfolgten Pilotuntersuchun-
gen zur Entwicklung einer branched DNA- (bDNA) Methode. Mit Hilfe dieser Metho-
de, die eine Serie von Hybridisierungs-Reaktionen beinhaltet, wird die Quantifizie-
rung vorhandener DNA ermdéglicht [Igbal et al., 1999]. Im Gegensatz zur PCR stellt
sie ein Signalamplifikationsverfahren dar, bei dem kein Thermocycler notwendig ist,

der Aufwand an technischen Geraten kann somit verringert werden.

In der vorliegenden Arbeit ging es zunachst vor allem darum, die Anwendbarkeit der
Methode zu untersuchen. Daher wurde diese bDNA mit Proben durchgefiihrt, die
nachweislich eine moéglichst hohe Konzentration an B. malayi DNA enthielten. Die
unternommene Pilotuntersuchung lieferte ein vielversprechendes Ergebnis. Mit Hil-

fe der bDNA-Methode war es mdoglich, das spezifische B. malayi Hhal-Repeat nach-
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zuweisen. Jedoch enthielten die untersuchten Proben eine relativ hohe Konzentra-
tion an B. malayi DNA, die weit iber den normalen Werten liegen dirfte. So dienten
diese ersten Untersuchungen vor allem dem Nachweis, daB3 die bDNA prinzipiell als
Diagnostikmethode fiir Brugia Infektionen geeignet ist. Die durchgefiihrten Versu-
che waren jedoch nicht ausreichend, um die potentielle Sensitivitat des Verfahrens
ermitteln zu kénnen. Daher sind noch weiterfiihrende Untersuchungen erforderlich.
Zum einen, um die bisherigen Ergebnisse zu bestatigen, und zum anderen, um die
Sensitivitat dieser Methode optimieren zu kdnnen. Auch erscheint die bDNA zum
gegenwartigen Zeitpunkt noch als recht aufwendiges und zeitintensives Verfahren.
Das kénnte jedoch mit Hilfe einer Weiterentwicklung zum ELISA-Format oder zu
einem immunchromatographischen Strip vereinfacht werden. In diesem Falle wiirde
eine einfache und &uBerst praktikable Methode zum spezifischen Nachweis von
Brugia Infektionen zur Verfligung stehen. Diese bDNA kénnte eine echte Alternative
zum PCR-Nachweis darstellen. Vor allem da sie auch in jenen Labors durchgefiihrt
werden kann, die nur Uber eine geringe technische Ausstattung verfliigen. Insgesamt
erscheint die bDNA als vielversprechende Methode, die in Zukunft vor allem fir

endemische Lander an Bedeutung gewinnen kann.

4.3 DNA Detection Test Strip zum Nachweis amplifizierter PCR-Produkte

Die Entwicklung von einfachen, sensitiven und spezifischen Diagnostikmethoden ist
eine wesentliche Voraussetzung fir die erfolgreiche Bekdmpfung der lymphatische
Filariasis. Fir einen sensitiven Nachweis von B. malayi DNA wurden bisher vor allem
die Methode der nested PCR und der PCR-ELISA verwendet. Der PCR-ELISA dient
darlber hinaus noch einer Quantifizierung der zu untersuchenden PCR-Produkte
[Cox.Singh et al., 2000; Fischer et al., 2000]. Beide Verfahren sind jedoch aufwen-
dig und besitzen ein hohes Risiko fiir Kontaminationen. Sie sind daher in zahlrei-
chen Labors routinemaBig nicht durchfihrbar [Lo et al., 1990; Kamal et al., 2001].
Dies zeigten auch eigene Erfahrungen, die ich in einem Labor in Jakarta sammeln
konnte. Wahrend der Extraktion, mit nachfolgender PCR-Diagnostik konnten mégli-
che Fehlerquellen nicht vollstéandig dezimiert werden. Der PCR-ELISA lieferte falsch
positive Ergebnisse, die aufgrund des hohen Kontaminationsrisikos nicht verhindert

werden konnten. Mit den vorhandenen Geraten und der geringen Ausstattung war
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diese Diagnostikmethode nur unzureichend durchfiihrbar. Hohe finanzielle Investi-
tionen waren nétig, um den Standard dieses Labors in dem MaBe zu erhdhen, daB
die entsprechenden Nachweisverfahren dort sicher verwendet werden kénnten. In
Jakarta zeigt sich das Problem der meisten Labors in endemischen Gebieten. Sie
verfligen meist nur (ber sehr begrenzte finanzielle Mittel, und sind nicht fiir eine
aufwendige Diagnostik geeignet. Um die Diagnostik zu vereinfachen, wurde nach

einer anwendbaren Alternative zum ELISA-Nachweis von PCR-Produkten gesucht.

Das von Rahmah et al. [2001b] entwickelte Verfahren zum Nachweis von zirkulie-
renden IgG4-Antikérpern ermdglicht eine einfache und schnelle Diagnostik von Bru-
gia Infektionen. Im Gegensatz zur PCR-Diagnostik werden keine Filarien nachgewie-
sen. Die spezifische Antwort sowie die Reaktionslage des Wirtsorganismus dienen
als MeBgroBe. Mit Hilfe dieses Verfahrens ist es jedoch aus diesem Grunde schwie-
rig, zwischen einer prapatenten, einer postpatenten und einer Infektion mit leben-
den adulten Wirmern zu unterscheiden. Auch haben die meisten Bewohner
endemischer Gebiete Filarien-Antikérper [Ottesen et al., 1982]. Diese Immun-
diagnostik ist daher nur bedingt geeignet, den Erfolg einer Chemotherapie im Rah-
men der Bekdmpfungsprogramme beurteilen zu kénnen. Zusatzlich kénnen inner-
halb dieses Verfahrens signifikante Kreuzreaktionen mit W. bancrofti auftreten [Rah-
mah et al., 2001a, 2001b, 2003; Fischer et al., 2003b]. Daher wurde nun nach
einer einfachen Diagnostikmethode gesucht, die darliber hinaus sowohl sensitiv als
auch spezifisch flr Brugia sein sollte. Hinsichtlich dieser Fragestellung untersuchte
ich, ob der DNA Detection Test Strips™ [Klepp, 2000; Kliber et al., 2001; Pisch-
ke et al., 2002] zu einer Vereinfachung des Nachweises von PCR-Produkten

beitragen kénnte.

Zunachst wurde die Sensitivitat des Tests ermittelt. Diese Untersuchung lieferte ein
gutes Ergebnis. B. malayi DNA konnte in einer Konzentration von mindestens 2 ng / pl
nachgewiesen werden, was mit den Angaben des Herstellers hinsichtlich der Sensi-
tivitat dieses Verfahrens weitgehend Ubereinstimmt [Klepp, 2000]. Eine W. ban-
crofti positive Probe (Sspl-Repeat PCR-Produkt), die als negative Kontrolle mitge-
fuhrt wurde, lieferte wie erwartet ein negatives Ergebnis. Mit Hilfe der spezifischen
Hhal-Primer wurde ausschlieBlich die vorhanden Brugia DNA amplifiziert. Diese
Untersuchung zeigt, daB3 sich der Test Strip zum spezifischen Nachweis von Brugia

eignet.
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In einem nachsten Schritt wurde die Sensitivitat des Test Strips zum Nachweis von
PCR-Produkten genauer untersucht und mit den Ergebnissen des PCR-ELISA, als
Referenzmethode verglichen. Dazu wurden einige Nachtblut-Proben parallel mit
Hilfe des PCR-ELISA und des Test Strips untersucht. Obwohl der PCR-ELISA theo-
retisch tber eine 10 - 20 mal hohere Sensitivitat verfiigt als der Test Strip (Tabelle
4.2), lieferten beide Untersuchungsmethoden weitgehend gleiche Ergebnisse. In
den meisten Proben, die im PCR-ELISA positiv waren, konnte mit Hilfe des Test
Strips ebenfalls B. malayi DNA nachgewiesen werden. Auch fur B. timori Tagblut-
proben von Alor lieferte der Test Strip ein gutes Ergebnis. Alle Proben, in denen
anhand des PCR-ELISA das Hhal-Repeat nachgewiesen werden konnte, lieferten
auch im Test Strip ein positives Ergebnis. Mit Hilfe des Test Strip war es somit
moglich, neben B. malayi auch B. timori nachzuweisen. Auch konnte selbst in Tag-
blutproben, die nur Uber eine geringe Mf-Dichte verfiigten, sensitiv Brugia DNA
nachgewiesen werden. Da die Ergebnisse des Test Strip sowohl im Nacht- als auch
im Tagblut mit denen des PCR-ELISA weitgehend lbereinstimmten, erwies er sich

hinsichtlich seiner Sensitivitat als durchaus dem ELISA ebenbdirtig.

Tabelle 4.2: Vergleich der verschiedenen Verfahren zum Nachweis von PCR-Produkten

gea PR . Kosten
Spezifitat Sensitivitat Zeitaufwand Ausstattung/pro Bemerkung
Test (€)
Agarose-Gel groBen- > 10 ng 2 h 1.500,- / < 0,05 zuverlassig,
Elektrophorese| spezifisch giftige
Chemikalien
ELISA- sequenz- | 100 pg — 5 ng 5h 1.500,-/< 0,1 groBer
Hybridisierung [ spezifisch Probenumfang
moglich
DNA Detection | sequenz- ~5ng 0,5h -/1,- zuverlassig,
Test Strip spezifisch sehr einfache
Handhabe
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Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dal3 es mit Hilfe des Test Strip moglich ist, das
Hhal-Repeat mit hoher Spezifitat nachzuweisen. Zudem liefert dieses Verfahren
hinsichtlich seiner Sensitivitat fir den Nachweis von Brugia DNA ein gutes Ergeb-
nis. Zur Zeit ist der Test Strip noch relativ teuer. Je nach Vereinbarung mit dem
Hersteller kostet er, abhangig von der bezogenen Stiickzahl, zwischen 0,5 — 2 Euro
pro Probe. Im Vergleich zum PCR-ELISA stellte er sich jedoch als bedeutend schnel-
leres Nachweisverfahren heraus [Fischer et al., 2003al. Die gesamte Diagnostik mit
Extraktion, PCR und anschlieBendem Nachweis der PCR-Produkte mit Hilfe des
Test Strip konnte in weniger als 5 Stunden durchgefiihrt werden. Ein weiterer gro-
Ber Vorteil des Test Strip liegt in seiner leichten Anwendbarkeit. Dadurch kann er
auch in jenen Labors genutzt werden, die nur Uber eine Standardeinrichtung verfi-
gen. Der Test Strip kann in Kombination mit der vereinfachten Probengewinnung
durch die Methode der Blood spots und anschlieBender Chelex Extraktion, dazu bei-
tragen, den Nachweis von Brugia Infektionen bedeutend zu beschleunigen und zu
vereinfachen. Er kann sich vor allem im Rahmen umfangreicher Studien als zuver-
lassige Alternative zum sehr aufwendigen und zeitintensiven PCR-ELISA bewahren.
Denn im Hinblick auf den groBen Probenumfang und die zumeist einfache Einrich-
tung der entsprechenden Labors besteht ein Bedarf an schnellen und einfachen

Testsystemen. Das Verfahren des Test Strip kann diese Anforderungen erfillen.

Meine Untersuchungen haben gezeigt, daB der PCR-Nachweis von B. malayi und B.

timori zu einer einfachen und sensitiven Methode vereinfacht werden kann.
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines einfachen, sensitiven und kostenglinsti-
gen molekularbiologischen Nachweisverfahrens fir Brugia malayi DNA im Blut unter
besonderer Berlicksichtigung der Anwendbarkeit in den zumeist einfach ausgestat-

teten Laboratorien endemischer Lander.

Als einfache und effektive Konservierungs- und Extraktionsmethode untersuchte ich
die Konservierung von Kapillarblut auf Filterpapier (sogenannte “Blood spots”) mit
anschlieBender Chelex-DNA-Extraktion. Beide Verfahren stellten sich als einfache
und zuverlassige Methoden heraus. Sie waren geeignet, die Probensammlung
bedeutend zu vereinfachen, und ermdglichten eine kostenglinstige Extraktion sowie
eine sensitive PCR-Diagnostik. Mit Hilfe eines anschlieBenden PCR-ELISA konnte
sensitiv B. malayi DNA nachgewiesen werden, selbst bei einigen Proben, die nur
Uber geringe Mf-Dichten verflgten. Auch konnten diese Methoden zur Untersu-
chung von Tagblut verwendet werden, was eine weitere Vereinfachung dieser Dia-

gnostik ermoglichte.

Die Effektivitat des verwendeten PCR-Nachweisverfahrens konnte gesteigert und
verbessert werden. Zum ersten Mal konnte mit Hilfe dieser fir B. malayi verwende-
ten PCR-Diagnostik B. timori DNA nachgewiesen werden. Auch war es im Rahmen
einer Multiplex-PCR méoglich, P. falciparum DNA nachzuweisen. Erste Untersuchun-
gen zur Methode der branched DNA zeigten, daB8 das Hhal-Repeat flr einen solchen
Nachweis ebenfalls geeignet ist. Diese Ergebnisse belegen eine umfangreiche und

vor allem vielfaltige Anwendbarkeit dieser Diagnostikmethode.

Der DNA Detection Test Strip erwies sich als vereinfachte Methode zum Nachweis
von PCR-Produkten. Im Vergleich zum aufwendigen PCR-ELISA stellte er sich als
ein sehr schnelles und einfaches Nachweisverfahren mit nahezu gleicher Sensiti-
vitat heraus. Der Test Strip tragt gemeinsam mit der vereinfachten Probengewin-
nung durch die Methode der Blood spots und anschlieBender Chelex-Extraktion
dazu bei, den Nachweis von Brugia Infektionen bedeutend zu beschleunigen und zu

vereinfachen.
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Die problemlose und zeitsparende Durchfiihrbarkeit der untersuchten Methoden,
ihre Sensitivitat sowie ihre Anwendbarkeit auf Koinfektionen mit Malaria machen
die entwickelte Diagnostikmethode zu einer praktikablen und kostenglinstigen Alter-
native zu herkbmmlichen Verfahren, vor allem im Hinblick auf den groBen Proben-
umfang bei der Uberwachung von Bekampfungsprogrammen und die zumeist einfa-

che Ausstattung der Laboratorien in endemischen Landern.
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