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1. Einleitung

1.1. Filarien

1.1.1. Humanmedizinische Bedeutung der Filarien

Filarien sind weit verbreitete, parasitar in den Geweben von hoheren Wirbeltieren lebende
Nematoden (Rundwirmer). Beim Menschen kommen mehrere Arten in den Tropen und
Subtropen vor (Chiodini et al. 2001). Am haufigsten sind die Erreger der lymphatischen
Filariose, die in vielen warmen Landern in Asien, Afrika und Lateinamerika endemisch ist.
Wuchereria bancrofti ist in allen drei Kontinenten zu finden, wahrend die beiden anderen
Arten, Brugia malayi und Brugia timori nur in Asien vorkommen (Ashford 2001). Weltweit
sind mehr als 120 Millionen Menschen mit den Erregern der lymphatischen Filariose infiziert,
davon mehr als 90 % mit W. bancrofti (Mak 1987, WHO 1992, Karam & Ottesen 2000). Eine
andere wichtige Filarie ist Onchocerca volvulus, der Erreger der Onchozerkose oder
Flussblindheit in Afrika, im Jemen und in Lateinamerika. Mehr als 18 Millionen Menschen
sind infiziert (WHO 1987, 1995).

Beide Krankheiten fiihren zwar nur bei einem kleinen Teil der Patienten zum Tode, aber viele
Erkrankte werden im Laufe der chronischen Infektion zu Invaliden und bei anderen Patienten
tritt vorubergehende Arbeitsunfahigkeit auf. Viele Kinder versdumen jahrelang wiederholt
den Schulunterricht. Deswegen sind wéhrend der neunziger Jahre grofe
Bekampfungsprogramme begonnen worden, die von der WHO organisatorisch betreut
werden. Zur Uberwachung dieser Programme ist es notwendig, bessere Methoden fur den
Nachweis der Filarien zu entwickeln, um den Erfolg oder Misserfolg der
Bekdmpfungsmalinahmen beurteilen zu konnen. Hierzu sollen die in der Dissertation
dargestellten Ergebnisse meiner Untersuchungen Uber die Diagnostik der Erreger von
Onchozerkose und lymphatischer Filariose im Menschen und in den Ubertragermiicken

beitragen.

Nur in Afrika kommen Erkrankungen durch die Wanderfilariae Loa loa und durch
Mansonella streptocerca vor. Die Streptocerciasis hnelt klinisch der Onchozerkose. Sie muss

deswegen differential diagnostisch von dieser unterschieden werden. Zwei andere Mansonella-



Arten des Menschen gelten as nicht pathogen: Mansonella perstans in Afrika und
Lateinamerika und Mansonella ozzardi in Lateinamerika. AulRerdem kann sich der Mensch
mit Filarien von Tieren infizieren. Am wichtigsten von den zoonotischen Arten sind die
Dirofilaria-Arten des Hundes. In den USA kommt es mehrere tausend mal pro Jahr zu
Infektionen des Menschen mit dem Hundeherzwurm Dirofilaria immitis (Goddard 2000).
Diese Infektionen, die selten auch in Europa (Wockel et al. 1993, Pampiglione et al. 1994,
Raccurt 1999), Australien und Asien (Lee et al. 2000, Sukpanichnant et al. 1998) klinisch
auftreten, verlaufen fast immer selbstlimitierend, da der Mensch als Fehlwirt fungiert und die

Parasiten nicht lange in ihm tberleben konnen.

1.1.2. Entwicklungszyklusder Filarien

Die Entwicklung der Filarien ist mit einem Wirtswechsel verbunden (Chiodini et al. 2001,
Fischer & Buttner 2002). Bel der Onchozerkose und der lymphatischen Filariose Ieben die
erwachsenen Wurmer viele Jahre in den Geweben des Menschen, wo die Weibchen
Millionen von ersten Larven (L1) produzieren. Die L1-Larven, auch Mikrofilarien genannt,
leben in der Haut oder im Blut. Se werden bel einer Blutmahlzeit am Menschen von
weiblichen Micken aufgenommen, gelangen in deren Magen und wandern von dort aktiv in
die Thoraxmuskulatur der Micke. Dort entwickeln sich abhéngig von der Temperatur im
Laufe von 1 — 3 Wochen aus den L1 unter Hautung die L2 und dann die infektitsen dritten
Larven (L3). Nur die reifen, infektionsttichtigen L3 wandern in den Kopf der Mucke und
warten dort auf eine erneute Blutmahlzeit, bei der sie aktiv in die Haut des gestochenen
Menschen eindringen. Nach wenigen Tagen hauten sie sich zur vierten Larve (L4) und nach
einigen Wochen erneut zu juvenilen Wirmern. Im Laufe mehrerer Wochen wachsen Brugia
spp. und im Laufe eines Jahres Wuchereria und Onchocerca zu geschlechtsreifen Mannchen
und Weibchen heran. Mit der Produktion von Mikrofilarien ist der Entwicklungszyklus
geschlossen. Die Verbreitung von Mensch zu Mensch erfolgt bel der Onchozerkose durch
Kriebelmicken der Gattung Smulium und bei der lymphatischen Filariose durch mehrere
Gattungen von Stechmiicken, héufig durch Anopheles spp. oder Culex spp. (WHO 1989,
1992, 1995, Fischer und Bittner 2002).



1.2. Onchozerkose

1.2.1. Onchocerca volvulus

Die Méannchen und Weibchen von O. volvulus leben in subkutanen Knoten mit einem
Durchmesser von etwa 0,5 — 6 cm, die as Onchozerkome bezeichnet werden. Die
erwachsenen Wurmer haben eine durchschnittliche Lebenserwartung von 11 Jahren und eine
maximale von wahrscheinlich bis zu 17 Jahren (Plaisier et al. 1991). Die 20 — 60 cm langen
Weibchen produzieren mehrfach pro Jahr wéhrend der vierwdchigen Produktionszyklen
téglich 700 — 1500 Mikrofilarien. Diese wandern in die Lederhaut, wo sie von Simulien
aufgenommen werden oder nach 1 — 1 %2 Jahren absterben und von Makrophagen abgebaut
werden. Einige Mikrofilarien wandern aus der Haut direkt in die Hornhaut des Auges oder
entlang der Gefél3e in die Augen ein. Die Mikrofilarien sind das wesentliche pathogene Agens
(Hoerauf et al. 2003a). Sie verursachen durch immunpathologische Reaktionen des
Menschen die Krankheit Onchozerkose. Diese Reaktionen werden vor allem durch die
Proteine der Filarien hervorgerufen. Aber es sind auch Substanzen der obligaten
Endobakterien von O. volvulus betelligt, die mit Doxycyclin eliminiert werden kdnnen
(Hoerauf et al. 2002, 2003b, 2003c).

Die meisten Simulienarten bendtigen sauerstoffreiche, flieRende Gewasser zum Briten. Das
erklart die Verbreitung der Onchozerkose entlang von Flissen und Béchen und auch den
Namen Flussblindheit. Nur in einigen ostafrikanischen Landern, wie Uganda, britet Smulium

neavei auf Krabben, die in langsam flief3enden Gewassern leben.

1.2.2. Krankheitsbild

Die erwachsenen Wirmer in den Knoten beeintrachtigen die infizierten Menschen meist nur
dann, wenn sie kosmetisch oder mechanisch stéren (Stingl & Buttner 2000). Entscheidend
sind die immunpathol ogischen Reaktionen des Menschen auf die Mikrofilarien, vor allem auf
die Substanzen, die beim Tod der Mikrofilarien frei werden (WHO 1987, 1995). Die
Auspragung der Symptome hangt von der Wurmlast und dem Immunstatuts ab (Cooper et al.
2001). Ebenso wie bei anderen Filariosen gibt es Menschen, bei denen auch in Gebieten mit
hohen Préavalenzen der Onchozerkose sich keine erwachsenen Wurmer entwickeln. Es lassen

sich aber Antikdrper nachweisen, sodass anzunehmen ist, dass L3 in die Haut eingedrungen



und getotet worden sind. Diese fur die Infektion anscheinend resistenten Menschen werden
als putativ immune Personen bezeichnet (WHO 1995, Lawrence 2001).

Ein Tel der infizieten Menschen zeigt klinisch keine manifesten Krankheitszeichen
abgesehen von einer Eosinophilie und einer sich im Laufe der Jahre entwickelnden Atrophie
der Haut. Haufig klagen die Mikrofilarientréager Uber Pruritus. Bei vielen Patienten treten
rezidivierend Uber Jahre Schilbe von papuldrer Dermatitis auf (Anhang von WHO 1995). Im
Laufe der Jahrzehnte dauernden chronischen Infektion entwickeln sich atrophische
Hautveranderungen, wie papierdiinne Haut, fleckige Depigmentationen vor allem an den
Schienbeinen (Leopardenhaut) und hdngende Hautfalten (,,hanging groins*). Diese Patienten
konnen sehr hohe Mikrofilarienlasten aufweisen. In den regionalen Lymphknoten entwickelt
sich eine Atrophie der Follikel. Die Infektion wird dann als generalisierte Onchozerkose
bezeichnet. Im Unterschied dazu kdnnen wenige Patienten aufgrund ihrer guten Immunitét die
Mikrofilarien téten. Sie haben deswegen nur sehr wenige Mikrofilarien. Aber sie entwickeln
haufig schwere Hautverénderungen und starke Hyperplasien der vergroferten regionaen
Lymphknoten. Wegen der bel ihnen oft auftretenden Dunkelféarbung der betroffenen
Hautpartien wird diese hyerreaktive Onchozerkose nach dem arabischen Wort ,,aswad” fir
schwarz als Sowda bezeichnet (WHO 1987, 1995). Im Hinblick auf dieses immunologische
Spektrum der Infektion wird die Onchozerkose, so wie lymphatische Filariose, Lepraund die

Leishmaniosen as ,, spektrale Erkrankung” bezeichnet.

Als Folge der in die Augen eingewanderten Mikrofilarien entwickeln sich Schaden, die bel
einem Teil der Patienten zu Sehstérungen unterschiedlichen Ausmalies bis hin zur Erblindung
fuhren. Vor alem in der westafrikanischen Savanne konnen 1 — 5 % der Bevdlkerung in
Dorfern in Flussnahe erblinden. Mit geschétzten 270 000 an Onchozerkose Erblindeten und
500 000 Sehgeschadigten gehort die Infektion zu den haufigsten Ursachen fur Blindheit in
Afrika (WHO 1995). Alle Abschnitte der Augen konnen betroffen sein: Konjunktivitis,
Korneatribungen von der Keratitis punctata bis zu sklerosierenden Keratitis (Hall & Pearlman
2002), Iridozyklitis, Sekundarglaukom, Chorioretinitis, Neuritis und Atrophie des Nervus
opticus. Fur die Korneatribung wird aufgrund von Experimenten an Mausen neuerdings
angenommen, dass die zu der Gattung Wolbachia gehtérenden Endobakterien der Filarien
wesentlich an der Entstehung beteiligt sind (Saint-Andre et al. 2002).



In einigen Endemiegebieten, wie im Westen von Uganda, treten haufiger als in den
benachbarten nicht endemischen Gebieten Minderwuchs und Epilepsie auf (Kaiser et al.
1996, Boussinesq et al. 2002). Fur diese speziell in der Padiatrie bedeutsamen Erkrankungen
(von Harnack & Koletzko 1996) konnte der Zusammenhang mit der Onchozerkose jedoch

noch nicht endgultig gesichert werden.

Ein entscheidender Faktor fir die Manifestation der Onchozerkose ist die Expositionsdauer
im Endemiegebiet. Kirzerer Aufenthalt im Endemiegebiet wie bei Urlaubern und
Saisonarbeitern fuhrt nur selten zur Infektion. Wenn diese aber erkranken, dann kommt es
haufig zu stérkeren alergischen Beschwerden (Davies 1989). Ob das auf standige
Neuinfektionen, Adaptation des Immunsystems oder genetische Faktoren zurtickzufhren ist,
ist noch nicht geklart.

1.2.3. Diagnose

Fur die Diagnose einer O. volvulus-Infektion werden verschiedene Methoden angewendet:
Klinik der Haut- und Augenveranderungen, Palpation von Knoten und eventuell Bestétigung
mit Ultraschall oder durch Exstirpation, Nachweis von Mikrofilarien und von Antikérpern
(WHO 1987, Gomez-Priego et al. 1993, WHO 1995). Der Nachweis von Antigen spielt bisher
kaum eine Rolle (Stingl & Buittner 2000). Mikrofilarien werden mikroskopisch in
Hautbiopsien oder mit der Spaltlampe in den Augen, mit PCR (Meredith et al. 1991, Felleisen
1992, Bradley & Unnasch 1996) oder indirekt mit dem Mazzotti-Test nachgewiesen.

Das am haufigsten angewendete Verfahren ist die mikroskopische Untersuchung von kleinen
Hautbiopsien, sogenannten , skin snips‘. Diese werden in Pufferlésung inkubiert und nach
mehreren Stunden werden ausgewanderte Mikrofilarien durch geschulte Untersucher
mikroskopisch gezahlt. Dabei missen sie von den Mikrofilarien von M. streptocerca, die
ebenfalls in der Haut leben, unterschieden werden. Weil nur etwa 70 % der in einer
Hautbiopsie vorhandenen Mikrofilarien auswandern, kann man die Ausbeute dadurch
erhéhen, dass die Haut mit Collagenase-L6sung verdaut wird, sodass man alle Mikrofilarien
sichtbar machen und zdhlen kann (Fischer et a. 1996). Die Mikroskopie wird haufig as
Goldstandard verwendet. Die Versuche, statt einer Biopsie nur das durch Ritzen der Haut
gewonnene Material zu verwenden, wie bel der Lepra, hat sich nicht bewéhrt (Toe et al.
1998).



Bei der nach einem mexikanischen Forscher benannten Mazzotti-Reaktion handelt es sich um
einen nicht invasiven, hoch empfindlichen indirekten Nachweis von Mikrofilarien. Nach
lokaler Anwendung von Diethylcarbamazin in Nivea-Lotion kommt es nach zwei Tagen zu
einer papuléren Reaktion der behandelten Haut aufgrund der getéteten Mikrofilarien (Toe et
al. 2000, Boatin et al. 2002). Dieses Verfahren hat sich bewahrt. Esist in Westafrika wahrend
der letzten Jahre zur Entdeckung von neuen Infektionen in Gebieten mit jahrelanger
Simulienbekampfung verwendet worden. Der Nachteil ist der logistische Aufwand, weil die

Menschen in den Dorfern zweimal aufgesucht werden mussen.

Von mehreren Untersuchern konnte wéahrend der letzten Jahre gezeigt werden, dass O.
volvulus mit der PCR in Hautbiopsien nachgewiesen werden kann (Zimmermann et al. 1994,
WHO 1995, Fischer et al. 1996). Dabel wird das Ov-150-Repeat verwendet, bei dem es sich
um ein Tandem-Repeat mit einer 150 Basenpaare langen Sequenz handelt, das 4000 mal im
Genom von O. volvulus wiederholt ist. Versuche, O. volvulus mit der PCR in Blut oder Urin
nachzuweisen, waren jedoch bisher nicht erfolgreich (Chandrashekar 1997, Vincent et al.
2000).

Wiein der Infektiologie tblich, hat es viele Versuche gegeben, die Immundiagnostik auch fir
die Diagnose der Onchozerkose zu verwenden (WHO 1995, Harnett et al. 1998, Vincent et al.
2000 u. a). Wahrend sich die friheren Tests mit Wurmextrakten wegen ihrer geringen
Spezifitdt nur as Suchreaktionen bei Rickkehrern aus den Tropen fur die individuelle
Diagnostik eigneten, haben wahrend der letzten Jahre mehrere Untersuchungen mit
rekombinanten Proteinen sehr hohe Spezifitét erkennen lassen (Tawill et al. 1995 mit Ov33,
Mpagi et al. 2000 mit Ov20, einem Retinol -bindenden Protein). Der am weitesten entwickelte
und sehr spezifische Nachweis ist der Ov16-Card-Test von Weil und Mitarbeitern (1997,
2000). Bisher ist es aber aus finanziellen Grinden nicht gelungen, einen dieser Tests
kommerziell anzubieten.

Fir den fir die Uberwachung von BekampfungsmaRnahmen wichtigen Nachweis von O.
volvulus in den Simulien werden die mikroskopische Untersuchung von sezierten Micken
(WHO 1987, 1995) und die PCR verwendet (Oskam et al. 1996, Y ameogo et al. 1999).

1.2.4. Bekampfung

Bei der Bekdmpfung der Onchozerkose werden mehrere Ziele angestrebt: Verminderung der

Morbiditét, lokale Eliminierung des Erregers und schliefdlich vielleicht einmal die Ausrottung
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des Erregers (Bebehani 1998). Diese Ziele wurden und werden vor allem mit zwei Strategien
verfolgt. Solange es keine fir die Massenbehandlung geeigneten Medikamente gab, stand die
Bekdmpfung der Simulien durch der Anwendung von larviziden Insektiziden wie Temephos
im Vordergrund. Das gréféte Vorhaben war das ,,Onchocerciasis Control Programme in West
Africa® (OCP, WHO 1995, Fischer & Buittner 2002, Remme 2004). Mit dem
Simulationsprogramm ,,Onchosim“ (Plaisier et a. 1990), das entomologische und
parasitologische Daten verwendete, wurde der Fortschritt des Programm gemessen und der
Erfolg geschétzt. Das sehr erfolgreiche OCP wurde 2002 vom , African Programme for
Onchocerciasis Control“ (APOC) abgel 0st.

Nach der Entwicklung des nebenwirkungsarmen Ivermectin wurden Programme mit
Massenbehandlung der Bevdlkerung in den endemischen Gebieten geplant. Das
»onchocerciasis Elimination Program for the Americas” (OEPA) plant die Eliminierung von
O. volvulus in Amerika. Deswegen werden alle Menschen in den endemischen Dorfern der
sechs betroffenen Lander behandelt (Blanks et al. 1998, Remme 2004). Das APOC plant
zunachst nur die Verminderung der Morbiditat durch Reduktion der Ubertragung. Es besteht
die Hoffnung, dass vielleicht spater auch die Eliminierung der Filarie gelingen wird. Zur Zeit
werden nur ale Menschen in Gebieten mit einer Endemizitat von mehr als 40 % behandelt
(WHO 2001, Richards et a. 2001, Remme 2004).

Bei APOC und OEPA werden vier Phasen unterschieden (WHO 2001), die unterschiedliche
Anforderungen an die Diagnostik stellen. In der ersten Phase vor der Massenbehandlung
werden in ausgedehnten Surveys die Basisdaten erhoben. Dafir werden vor alem die
Knotenpal pation und sehr selektiv der Mikrofilariennachweis verwendet (TDR 1992). In den
14 — 16 Jahren der zweiten Phase wird mit Ivermectin behandelt bis die Mikrofilarien
verschwunden sind. Die Abnahme von Morbiditét und Parasitenlast wird dabei verfolgt. Es
kommt vor allem darauf an, einerseits festzustellen, ob alle Mikrofilarien aus der Bevolkerung
verschwunden sind und andererseits, dass keine neuen Mikrofilarientrager in den behandelten
Gebieten auftauchen, se es durch Wiederaufnahme der Mikrofilarienproduktion von
behandelten Weibchen, sei es durch infizierte Immigranten. Von den Ergebnissen der
Uberwachenden Diagnostik hangt es ab, wann die aufwendige und kostspielige
Massenbehandlung mit Ivermectin beendet werden kann und ob sie gegebenenfalls wieder

aufgenommen werden muss. Diese Uberwachung muss auch wahrend der Zertifizierung der



Eliminierung und in der vierten post-endemischen Phase fortgesetzt werden (Guzman et al.
2002).

Hierzu mdchte die in der Dissertation dargestellte Verbesserung des Mikrofilariennachweis
mit der PCR durch Einbeziehung einer internen Kontrolle einen Beitrag leisten. Da wahrend
der spaten zweiten, der dritten und vierten Phase keine Ubertragung mehr stattfinden darf,
muss die PCR so gestaltet werden, dass mdglichst wenige oder gar keine falsch negativen
Resultate erzielt werden (Nutman et al. 1996).

1.3. Lymphatische Filariose

1.3.1. Wuchereria bancrofti und Brugia spp.

Die nur wenige Zentimeter langen Méannchen und Weibchen von Wuchereria und Brugia
leben vor allem in den Lymphknoten und Lymphgeféalien der unteren Koérperhélfte (WHO
1992). Die von den weiblichen Filarien produzierten Mikrofilarien leben im Blut. Sie werden
bei der Blutmahlzeit von Stechmiicken der Gattungen Anopheles, Culex, Aedes und Mansonia
aufgenommen. Die Larven entwickeln sich im Thorax der Miicke und wandern bei erneutem
Stich in die Haut eines Menschen ein. Die weitere Entwicklung gleicht der fur O. volvulus
beschriebenen. Fir die Embryogenese sind W. bancrofti und B. malayi auf Endobakterien der
Gattung Wolbachia angewiesen. Auf3erdem gibt es Anzeichen dafUr, dass die Wolbachien fur
die Entwicklung der L3 zu L4 benttigt werden und dass dies durch Antibiotika beeinflusst
werden kann (Rajan 2004). W. bancrofti und B. malayi kénnen deswegen auch mit einer
mehrwdchigen Kur mit Doxycyclin behandelt werden. (Hoerauf et al. 2003b). Zu Beginn
dieser Arbeit war fur B. timori noch nicht aufgezeigt worden, dass dieser Wolbachien enthélt.
Fur die Diagnostik ist es wichtig , dass bei bis zu 50 % der Infizierten nur adulte Filarien und

keine Mikrofilarien beobachtet werden.

Die Mikrofilarien haben sich an die Stechgewohnheiten der Miicken angepasst: sie leben in
der Lunge, wenn die Micken nicht stechen und sie wandern in das periphere Blut zu den
Tageszeiten, wahrend der die betreffenden lokalen Ubertragermiicken vorwiegend stechen,
also meistens in der Nacht. Bei tagsiiber stechenden Aedes sind sie dagegen auch am Tag im
peripheren Blut (White 1989, WHO 1992). Die fir das Briten der Stechmiicken benétigten

Gewasser sind sehr unterschiedlich. Es konnen bei  Anopheles Teiche, Graben oder
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Regenpfitzen sein. Culex briten auch ganz in der Néhe des Menschen in  kleinen
Wasserbehdltern und Aedes in Blattachseln, Wasseransammlungen in Baumen und leeren
Schalen von Kokosnissen. Als Vektor von B. timori auf der Insel Flores ist Anopheles
barbirostris nachgewiesen worden. Ob diese Art auch als Vektor auf der Insel Alor fungiert,

war bislang nicht bekannt.

Die in vielen warmen Landern vorkommende haufige W. bancrofti ist relativ gut erforscht.
Auch B. malayi in Stud- und Ostasien ist viel untersucht worden. Dagegen ist die auf einige
der kleinen Sundainseln beschréankte B. timori bisher nur wenig studiert worden. Deswegen
konzentrierten sich die Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe und damit auch meine auf
diese Filarie. Ihr Vorkommen ist zwar geographisch beschrankt, aber ¢rtlich kdnnen die
Pravalenz und auch die Morbiditét hoch sein. Von B. malayi gibt es subperiodische Formen
bei Hauskatzen, wilden Raubtieren und einigen Affenarten. Diese zoonotischen Formen
koénnen auf den Menschen Ubertragen werden. Nur bei Tieren kommen einige weitere Brugia-

Arten vor, wie B. pahangi.

1.3.2. Krankheitsbild

Die lymphatische Filariose manifestiert sich in verschiedenen Endemiegebieten, und abhangig
von der Erregerart, sehr unterschiedlich. Friher wurden meist nur infizierte Menschen ohne
klinische Symptome und verschiedene akute und chronische Erkrankungen beschrieben
(WHO 1992). Viele Fragen zur Pathogenese kdnnen noch nicht ausreichend beantwortet
werden. So wird die Rolle der Wolbachien noch sehr unterschiedlich diskutiert (Taylor &
Hoerauf 1999, Taylor 2002). Die Forschungen der letzten Jahre haben aber doch zu einem
besseren Verstandnis gefuhrt. Dazu ist viel von der brasilianischen Arbeitsgruppe um Gerusa
Dreyer beigetragen worden (Dreyer et a. 2002). Im Gegensatz zur Onchozerkose sind die
erwachsenen Wirmer fir die meisten Manifestation das wesentliche pathogene Agens. Sie
verursachen die akute filarienbedingte Lymphangitis (AFL) und in deren Folge chronische
Lymphangiektasien und Verschluss der Lymphgefé3e. Das fuhrt zu Lymphozelen,
Chylozelen, Hydrozelen und Lymphfisteln. Bei Fisteln im Bereich der ableitenden Harnwege
kann Chylurie auftreten. Einzelne Filarien kénnen zu Wurmknoten in Skrotum, Mamma,
Lunge und anderen Organen fuhren, vor allem wenn die Filarien sterben.

Als Folge der pathologischen Veranderungen der Lymphgefal3e konnen pathogene und auch
nur gering pathogene Bakterien und Pilze der Haut sich im Lymphsystem etablieren und zu
akuten Entziindungen fihren: die rezidivierende, akute Dermatolymphangioadenitis (ADLA).
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Als deren Folge kommt es zur langsam zunehmenden Entwicklung eines chronischen
Lymphtddems bis hin zur Elefantiasis. Diese kann zur Invaliditét flhren. Das chronische
Lymphodem fordert die Entstehung von kleinen Hautlésionen, die den Bakterien als
Eintrittspforten dienen. Wahrend W. bancrofti  vor allem bei Mannern zu erheblichen
Erkrankungen im Bereich des Genitales fihrt, ist das bei den beiden Brugia-Arten nicht der
Fall. Bel ihnen tritt moglicherweise haufiger Elefantiasis auf (Davis 1989). Inwieweit die
lymphatische Filariose zu einer erhthten Mortalitét fuhrt, ist nicht genau bekannt. Uber den
Ausfall an Arbeitsfahigkeit und Invaliditét gibt esjedoch Daten (Kumaraswami 2000).

In seltenen Féllen tritt eine durch Mikrofilarien in der Lunge bedingte hyperergische tropische
pulmonale Eosinophilie (TPE) auf. Diese und andere Lungenverdnderungen im Rahmen der
Filariose kénnen u. U. im Thoraxrontgenbild erkennbar sein (Urabe et a. 2001). Die durch
die adulten Filarien verursachten Knoten in der Lunge sind gelegentlich vom

Bronchiakarzinom nur schwer zu unterscheiden (Gomez-Merino et a. 2002).

Auch bei der lymphatischen Filariose werden, wie bei der Onchozerkose, ungewdhnlich
heftige Verlaufe bei infizierten Personen beobachtet, die nicht permanent in endemischen
Gebieten leben (Koya et a. 1998). Ebenso wie bei der Onchozerkose gibt es Menschen die
eine putative Immunitét gegen die Erreger der lymphatischen Filariose zeigen (Kumaraswami
2000, Lawrence et al. 2001).

1.3.3. Diagnostik

Die Diagnose setzt einen anamnestisch zu erfragenden Aufenthalt im Endemiegebiet voraus.
Klinisch sind vor allem die chronischen Manifestationen, wie Lymphddem und bei der
Infektion mit W. bancrofti die Hydrozele von Bedeutung. Die parasitologische Diagnose
erfolgt durch den mikroskopischen Nachweis von Mikrofilarien im Blut oder in anderen
Korperflissigkeiten oder mit einer PCR (Lizotte et al. 1994, Kluber et a. 2001). Bei M@nnern
mit W. bancrofti-Infektion kdnnen erwachsene Filarienweibchen mit Ultraschall als tanzende
Wirmer beobachtet werden (,,filaria dance sign“, Mand et al. 2003).

Immundiagnostische Nachwei se von Antikdrpern sind fur beide Gattungen entwickelt worden
(WHO 1992, Soeyoko 1993, Chandrashekar 1997, McCarthy 2000, Ramah et al. 2001,
Noordin et al. 2004). Die immundiagnostischen Tests auf Antikorper konnen zwar mit

Tagblut durchgefihrt werden. Aber sie zeigten friher oft nur unspezifisch eine Infektion mit
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Filarien an und liefRen wegen der Kreuzreaktionen nicht erkennen, um welche Art es sich
handelte (Lammie et al. 2004). Viele Tests blieben auch nach dem Tod der Filarien viele
Jahre positiv, sodass nicht zu bestimmen war, ob noch eine aktive Infektion vorlag. Als
Suchtests fur die individuelle Diagnostik sind sie gut geeignet. Fir die Uberwachung von
Bekdmpfungsmaliihahmen wiinscht man sich aber prazisere Methoden (Singh 1997). Fir B.
timori gibt es bisher nur wenige Untersuchungen Uber diagnostische Tests (Maizels et a.
1983).

Fur die meisten Erreger der lymphatischen Filariose ist fir den Nachweis der Mikrofilarien
die Gewinnung von Nachtblut erforderlich. Das bereitet nicht nur logistische Schwierigkeiten,
sondern es wird auch von der Bevolkerung oft nicht gerne geduldet. Deswegen sind
vereinfachte Nachweise von Filarien-DNA mit neuen PCR-Assays entwickelt worden (Hyde
1973), und fir B. malayi von Fischer et al. (2000) und Kluber et al. (2002). Diese Tests
basieren auf dem Nachweis des etwa 60 000 mal pro Genom vorkommenden Hhal -Repeats.
Es war bel Beginn meiner Untersuchungen noch nicht bekannt, ob B. timori auf der
indonesischen Insel Alor Uber dieselbe Version des Hhal -Repeats verfligt wie B. malayi und
wie die B. timori-Filarien auf der Insel Flores (Xie et al. 1994a). Deswegen war es ein Ziel
meiner Untersuchungen, die PCR fir B. timori zu adaptieren. Zugleich sollte untersucht
werden, wie der PCR-Assay mit Tagblut durchgefihrt werden konnte und ob es méglich war,
B. malayi und B. timori molekularbiologisch zu unterscheiden.

Im Rahmen der PCR-Diagnostik wurden auch Techniken entwickelt, die den Filarien-
Nachweis unabhéngig von Blutproben ermdglichen. So gelang es, W. bancrofti im Sputum
mit der PCR nachzuweisen (Abbasi et a. 1996).

1.3.4. Bekdmpfung

Im Auftrag der WHO haben in den neunziger Jahren zwei Expertengruppen sechs
Infektionskrankheiten identifiziert, bel denen die Biologie der Erreger die Annahme
berechtigt, dass sie moglicherweise ausgerottet werden kénnen. Dazu gehort die lymphatische
Filariasis (Bebehani 1998). Die 50. Weltgesundheitsversammlung hat dann 1997 (Ottesen et
al. 1997) einen Beschluss zur Eliminierung der lymphatischen Filariasis gefasst (WHO 2002).
Im folgenden Jahr hat die WHO das ,,Global Programme to Eliminate Lymphatic Filariasis’
(GPELF) begonnen (Ottesen 2002, WHO 2002, Molyneux and Zagaria 2002, Molyneux

2003), das aufgrund des Beschluss der Weltgesundheitsversasmmlung von vielen
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internationalen, nationalen staatlichen und von Nicht-Regierungs-Organisationen (NGO)
unterstitzt wird, die eine ,Global Alliance to Eliminate Lymphatic Filariasis* gebildet haben.

Die zwei strategischen Ziele sind die Unterbrechung der Ubertragung und die Reduktion der
Morbiditat. Um die Ubertragung zu unterbrechen, wird die Bevolkerung in den endemischen
Gebieten einmal im Jahr mit Diethylcarbamazin (DEC) und Albendazol behandelt (Karam &
Ottesen 2000, Supdi et al. 2002, Shenoy et al. 2002, WHO 2002b). Nur in Afrika wird
anstelle von DEC Ivermectin verwendet. Die Behandlung der Krankheitserscheinungen
erfolgt nach Mdoglichkeit in der von Dreyer et al. (2002) beschriebenen Weise. Die
epidemiologische Identifizierung der endemischen Gebiete erfolgte durch Surveys, bei denen
klinisch auf Lymphtdem und Hydrozele und parasitologisch auf Antigen von W. bancrofti im

Tagblut oder auf Mikrofilarien der Brugia spp. im Nachtblut untersucht wurde.

Ebenso wie bei der Onchozerkose ist es wichtig, nachdem die Massenbehandlung begonnen
wurde, besser geeignete Methoden fiir die Uberwachung der Behandlung zu entwickeln.
Diese missen spezifisch, sehr sensitiv, nicht zu teuer und auch in wenig entwickelten
Endemiegebieten durchfihrbar sein. Sie sollten auch mit Tagblut zu guten Ergebnissen
fuhren. Dabel geht es um den Nachweis der Filarien sowohl beim Menschen als auch in den
Ubertragermiicken. Well das  Filarienprogramm maoglichst mit  anderen
Bekampfungsprogrammen kombiniert werden soll, ist es erwiinscht, Multiplex-PCR-Assays
fur mehrere Erreger zu entwickeln.

Mit dieser Zielsetzung habe ich die in den Fragestellungen (1.4.) genannten Untersuchungen
fur die Diagnose von B. timori durchgeftihrt. Eine internationale Gruppe von Experten und
Wissenschaftlern hat bei einem ,LF Research Forum® 2003 in Philadelphia einen
strategischen Plan fur Forschungen zur Unterstiitzung des GPELF entwickelt (LF Research
Forum 2004). Die in dieser Dissertation dargestellten Untersuchungen tber die PCR bei
lymphatischer Filariose stimmen mit den Empfehlungen des LF Research Forums zur
Detektion der DNA weitgehend Uberein.

1.4. Fragestellungen

Die Uberwachung der Ergebnisse der Massenbehandlung bei den weltweiten Programmen zur
Bekdmpfung von Onchozerkose (APOC, OEPA) und lymphatischer Filariose (GPELF)

erfordert die Entwicklung besserer diagnostischer Methoden. Ziel des Promotionsvorhabens
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war es deswegen, einige der auf dem Nachweis der DNA von O. volvulus und B. timori

basierenden Tests fir diese Filarieninfektionen zu verbessern.

PCR-Diagnostik der Onchozerkose

Das Zie war es, den Nutzen einer internen Kontroll-DNA zur Vermeidung von falsch
negativen Befunden zu zeigen und die Moglichkeit einer Schatzung der Mikrofilarienlast
aufgrund einer DNA-Bestimmung mit einem ELISA zu untersuchen. Ein Vergleich der
Sensitivitdt von ELISA und DNA-Detection-Test Strip sollte zeigen, welches dieser beiden
Verfahren besser fir den Nachweis von Ov-150-PCR-Produkten geeignet ist.

PCR-Diagnostik der lymphatischen Filariose

Diese Untersuchungen sollten einen Beitrag leisten zur Diagnostik der bisher nur wenig
untersuchten Infektion mit B. timori, die auf den kleinen Sundainseln in Indonesien und
Timor vorkommt. Zunéchst war zu zeigen, ob und wie der fir B. malayi entwickelte PCR-
Assay auf B. timori Ubertragbar ist.

AulRerdem sollten Methoden zur einfachen molekularbiologischen Unterscheidung von B.
malayi und B. timori entwickelt werden, um die morphol ogische Unterscheidung (Purnomo et
al. 1977), die geschulte Entomologen erfordert, zu ersetzen. In diesem Zusammenhang sollte
auch untersucht werden, ob B. timori ebenso wie die anderen Filarien, fur die dies schon
bekannt war, tiber Wolbachien verfigt.

Um die aufwendige Probensammlung von Nachtblut zu vermeiden, sollte eine Technik
entwickelt werden, um B. timori mit der PCR-Methodik auch im Tagblut nachzuweisen.
Dabei ging es um die Konservierung der Blutproben fir den Transport vom Dorf zum Labor
in einem Entwicklungsland. Drei Konservierungsmethoden wurden untersucht: Zusatz von
EDTA, Guanidinthiocyanat oder Urea zum Blut als Konservierungsmittel.

Um die Blutentnahme durch ein nicht invasives Verfahren zu ersetzen, wurde die Moglichkeit
gepruft, ob B. timori mit der PCR im Sputum nachzuweisen ist, wie es fur W. bancrofti
gezeigt worden war (Abbasi et a. 1996).

Da das erste Ziel des GPELF die Unterbrechung der Ubertragung ist, sollte die PCR-
Diagnostik auf die Ubertragermiicken von B. timori auf der indonesischen Insel Alor
angewendet werden, was fur B. malayi bereits gemacht worden war (Liu et al. 1998). Dabei

galt es, die fur die Ubertragung auf Alor verantwortliche Stechmiicke zu identifizieren.
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Im Hinblick auf die Integration verschiedener Bekadmpfungsprogramme be den
Gesundheitsdiensten sollten Multiplex-PCR-Assays fur Koinfektionen von B. timori mit W.
bancrofti oder mit dem Malariaerreger Plasmodium falciparum anhand von Blutproben von
infizierten Menschen und an M ticken—Pool s untersucht werden.

Um eine Vereinfachung und Standardisierung von PCR-Assays zu ermdglichen, sollte
Uberpruft werden, ob es moglich ist, PCR-Ansdtze ohne deutliche Einschrankung der

Sensitivitdt des Assays wiederholt einzufrieren und aufzutauen.
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2. Material und Methoden

2.1. Patienten

2.1.1. Proben von Patienten mit Onchozerkose

Der Basisgesundheitsdienst des Distrikts Kabarole in Westuganda begann 1991 mit
ausfuhrlichen Surveys in den Dorfern der Gemeinde Kigoyera (Fischer et al. 1993). Direkt
im Anschluss an die Untersuchung der Dorfbewohner wurde allen eine Behandlung mit
Ivermectin angeboten, die dann jahrlich wiederholt wurde. In den Jahren 1992 —1996 wurden
Stichproben der Bevidlkerung in Kigoyera nachuntersucht. Es zeigte sich, dass die
Mikrofilarienlast erwartungsgemalid bei den behandelten Menschen erheblich gesunken war.
WEell die geplanten Studien zur Entwicklung und Verbesserung von PCR-Assays im Hinblick
auf die Uberwachung der behandelten Bevolkerung geplant und deswegen
Mikrofilarientrager mit niedrigen Mikrofilarienlasten erwinscht waren, wurden von 108
behandelten Erwachsenen, die 1992 oder 1995 untersucht wurden, Hautproben fir die PCR
konserviert. Zum Zeitpunkt der Nachuntersuchung lag die letzte Ivermectinbehandlung
jeweils 10 — 12 Monate zuriick.

Jeweils zwei Hautbiopsien wurden im Beckenbereich mit Holthstanzen entnommen. Diese
Korperstelle ist eine der bevorzugten Lokalisationen der adulten Wirmer (Abb. 1) und vor
allem der Mikrofilarien. Sie dominiert jedoch nur bei erwachsenen Afrikanern wahrend bei
afrikanischen Kindern und in  Zentralamerika andere Onchozerkom-Lokalisationen

vorherrschen (Gillespie et a. 2001). An unserer Studie nahmen nur erwachsene Ugander teil.

Abb. 1: Onchozerkom

mit Atrophiein der Lumbalregion bei
einem Patienten aus Uganda

(Foto: Prof. Dr. Buttner)
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Eine der Biopsien wurde in eine mit PBS gefillte Vertiefung einer Mikrotiterplatte gegeben
und Uber Nacht bei Zimmertemperatur inkubiert (Fischer et a. 1993), sodass die
Mikrofilarien (Mf) auswandern konnten. Am néchsten Morgen wurden die ausgewanderten
Mikrofilarien mikroskopisch gezdhlt, die Hautstiicke wurden gewogen und die
Mikrofilariendichte wurde als Anzahl Mf pro mg Haut berechnet. Die zweite Probe wurde in
80 % Ethanal fixiert und bis zum Beginn meiner Untersuchungen im November 2000 bei 4°
C aufbewahrt. Die Stanzen wurden vor der Benutzung in frisch angesetzter
Glutaraldehydldsung desinfiziert, den Empfehlungen der WHO zur Vermeidung einer
Ansteckung mit HIV entsprechend (WHO 1989).

Patienten mit hohen Knotenlasten wurden Nodulektomien angeboten, die von einem
ugandischen Chirurgen im Hospital in Fort Portal durchgefuhrt wurden. Aus einigen dieser
Onchozerkome wurden die adulten O. volvulus mit der Collagenase-Technik isoliert (Schulz-

Key 1988), sodass Wirmer fur molekularbiol ogische Studien zur Verfigung standen.

Wahrend der Surveys fir die Identifizierung von hyperendemischen Onchozerkosegebieten
wurden Anfang der neunziger Jahre in dem Distrikt Bundibuyo westlich des Ruwenzori-
Gebirges in mehreren Doérfern hohe Préavalenzen von M. streptocerca und M. perstans
entdeckt (Fischer et al. 1997). In diesem Distrikt war Onchozerkose nicht endemisch.
Abgesehen von wenigen Personen, die ihre Onchozerkose im Kongo erworben hatten, enthielt
keine von hunderten untersuchten Hautbiopsien O. volvulus. Auch konnten die Entomologen
keine anthropophagen Simulien in diesem Gebiet entdecken. Die Abwesenheit von
Onchozerkose wurde durch immundiagnostische Untersuchungen der gesammelten Seren mit
den sehr spezifischen rekombinanten Antigenen Ov33 und Ov20 bestétigt (Tawill et al. 1995,
Mpagi et al. 2000). Von den wahrend der Surveys 1995 entnommenen Hautproben waren ein
Teil fur molekularbiologische Studien konserviert worden. Ich habe Hautproben von 19
Personen, die sicher keine Onchozerkose hatten, fir meine PCR-Studien als negative
Kontrollen verwendet. Dabei war es wichtig, dass bei sieben der 19 Personen Mikrofilarien
von M. streptocerca in der Haut gefunden worden waren, well die Streptocerciasis von der

Onchozerkose unterschieden werden muss.

Die Surveys wurden im Rahmen des ugandischen Onchozerkoseprogramm durchgefiihrt. Den
assoziierten Studien hatte die zustandige Kommission im Gesundheitsministerium in Entebbe
zugestimmt. Der Nodulektomie fir wissenschaftliche Zwecke war von der Ethikkommission

der Arztekammer Hamburg zugestimmt worden. Alle Personen wurden von dafiir geschulten
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Beratern (Counsdllors trained by The AIDS Support Organization Uganda, TASO)
ausfuhrlich aufgeklart. Nur bei Einverstandnis wurden die entsprechenden Proben
entnommen. Auch bei fehlender Zustimmung zur Probenentnahme wurde die
Ivermectinbehandlung angeboten. AuRRerdem wurden Notfélle und vor allem bei Kindern

akute Erkrankungen wahrend der Surveys behandelt.

2.1.2. Patienten mit Brugiatimori-Infektion

In Indonesien kommen alle drei Erreger der lymphatischen Filariasis vor. Auf der zu den
kleinen Sundainseln gehdrenden Insel Alor nérdlich von Timor ist W. bancrofti an der Kiste
endemisch und B. timori im zentralen Hochland (Supali et al. 2002). Im Rahmen des GPELF
und des nationalen indonesischen Filariasis-Bek&mpfungsprogramm wurden im Frihjahr
2001 auf Alor Surveys durchgefihrt und anschlief?end wurde die Bevolkerung in den
endemischen DoOrfern mit DEC und Albendazol behandelt (Fischer et al. 2002, Supali et al.
2002, Oqueka et al. 2005). Auf Alor wurden in 1075 Blutproben keine Doppel -Infektionen

mit beiden Parasiten gefunden.

Die von mir untersuchten Proben stammten alle aus dem in 880 m Hohe gelegenen Dorf
Mainang, in welchem aufgrund seiner Lage nur Infektionen mit B. timori und keine mit W.
bancrofti zu finden waren. In diesem Dorf waren 586 Personen untersucht worden. Den an
der Studie teilnehmenden Personen wurden vendse Nacht- und Tagblutproben entnommen.
Je 1 ml Tag- und Nachblut von jedem Teillnehmer wurden mit der Filtermethode auf
Mikrofilarien untersucht (Polycarbonat-Filter mit 5 um Porendurchmesser von Millipore,
Eschborn, Deutschland, WHO 1997). Anschlief3end wurden die mit Giemsa-L dsung gefarbten
Filter bel 100facher VergroRerung mikroskopisch untersucht und die gefundenen
Mikrofilarien ausgezahlt. Insgesamt wurden bei 157 (27 %) Personen Mikrofilarien von B.
timori gefunden. Die mediane Mikrofilariendichte lag bei 138 Mf / ml Nachtblut. Bel 77
Patienten (13%) wurden Lymphtdeme oder bereits massive Elefantiasis beobachtet. Von
einigen Personen wurden nach kurzer korperlicher Betétigung, die das Abhusten erleichtern

sollte, Sputumproben gewonnen.

Als Positivprobe (vgl. 2.3.) im Rahmen der PCR-Experimente stand mir extrahierte B.
malayi-DNA von der indonesischen Insel Sulawesi, die nordostlich von Alor liegt, zur
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Verfligung. Diese DNA war im Rahmen von anderen Untersuchungen (Fischer et al. 2000,
Kluber et a. 2001) extrahiert worden.

Die im Rahmen von Hhal-Sequenzvergleichen per PCR und Gelel ektrophorese analysierte B.
pahangi-DNA (vgl. 3.2.1.) war freundlicherweise von S A. Williams zur Verfiigung gestellt
worden (vgl. Xie et al. 1994a).

Die von mir im Rahmen der Multiplex-PCR verwandte W. bancrofti-DNA stammte von mit

W. bancrofti infizierten Patienten von Alor.

Die Studie war vom indonesi schen Gesundheitsministerium genehmigt worden. Eine ethische
Clearance wurde vom Ethical Committee of the Medical Faculty, University of Indonesia,
Jakarta erteilt. Dr. Supali, mit der im Rahmen dieses Projektes kooperiert wurde, und ihre
Mitarbeiter gehdren zur Universitét Jakarta. An der Studie nahmen nur Personen teil, die lter
as funf Jahre waren. Von dlen Telnehmern und bel den Kindern von den
Erziehungsberechtigten wurde nach entsprechender Aufkldrung die Zustimmung zur
Probenentnahme eingeholt.

Im Rahmen dieses Aufenthaltes und der Folgeaufenthalte 2002, 2003 und 2004 (Oquekaet al.
2005) wurden auch sozialmedizinische und hygienische Beratungsgespréache (Abb. 2) und
eine Massenbehandlung mit DEC und Albendazol durchgefiihrt, die aber nicht Gegenstand

dieser Arbeit sind.
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Abb. 2: Schulungsprogramm: Im Rahmen sozialmedizinischer und hygienischer

Beratung werden Patienten auf Alor in die Pflege der Lymphddeme eingewiesen.
(Foto: PD Dr. Fischer)

2.2. Stechmucken

Ebenfalls im Fruhjahr 2001 und im Dezember 2001 wurden von einigen Einwohnern Alors
Stechmiicken gefangen und konserviert (Fischer et al. 2002). Die Mucken wurden nachts
zwischen 19.00 und 6.00 Uhr von geschulten Fangern am Korper gefangen (,human bait
method”, Gillespie et al. 2001). Das war der Zeitraum, wahrend dessen die nachtaktiven
Micken zur Blutmahlzeit anflogen. Die Micken wurden dann in der Mittagssonne getrocknet.
Ein indonesischer Entomologe unterteilte die gesammelten Micken nach morphologischen
Kriterien in A. barbirostris und Culex, andere Anopheles-Spezies, wie A. maculatus, A.

subpictus und A. sundaicus wurden nur vereinzelt gefangen.

19



Die sortierten Micken wurden nach ihrer Zugehérigkeit zu einer der beiden Gattungen in
Geféaie gegeben, sodass sich mehrere Pools mit jeweils Micken derselben Gattung ergaben.
Dieses Verfahren der Bildung von Pools (,,pooling*) wird fir epidemiologische Studien, bei
denen die PCR verwendet wird, Ublicher Weise benutzt (Hoti et a. 2001, Williams et al.
2002, Goodman et al. 2003). Es ermdglicht eine schnelle und einfache Testung grofer
Probenkollektive. So werden z. B. auch Proben aus Blutspenden gepoolt, um eine schnelle
und Kkostenglnstige Testung auf Infektionen wie HIV oder Hepatitis vorzunehmen
(Schottstedt et al.1997). Findet man einen Pool mit Infektionen, so werden die in diesem Pool
enthaltenen Blutproben erneut einzeln getestet, um den infizierten Spender zu erkennen. Bei
Verwendung von Pools missen weniger Tests durchgefihrt werden, als wenn jede Probe
einzeln untersucht wird.

Im Gegensatz zum Pool-Verfahren bei Blutspendern, poolten wir immer die ganzen Micken
und behielten kein Restmaterial Ubrig. Individuelle Aussagen Uber einzelne Miicken sind so
nicht moglich. Sie sind in diesen epidemiol ogischen Untersuchungen jedoch irrel evant, sodass

kein Material einzelner Miicken verwendet werden musste.

So wurden 1266 Mucken aus Mainang auf Alor mit der PCR untersucht: 61 Pools mit 642
Anopheles und 33 Pools mit 624 Culex. Weitere Mucken aus Mainang wurden fur

Vorversuche verwendet (vgl. 3.2.5.).

2.3. Positive Kontroll-DNA

2.3.1. Positivprobe mit O. volvulus

Als positive Kontrolle wurde fir die O. volvulus-Experimente DNA benutzt, welche von mir
durch DNA-Extraktion aus adulten Wirmern gewonnen wurde. Hierfir wurden Wirmer aus
Uganda nach folgendem Protokoll behandelt, um die DNA zu extrahieren.

In 80% Ethanol konservierte Wirmer wurden in PBS gewaschen, in 1,5 ml-Reaktionsgefalie
Uberfihrt und zermdrsert. Nach Zugabe von 500 m NET-Puffer, 10 m Proteinase K (20 mg/
ml) und 50 m 10 % SDS wurde gut gemischt und die Suspension wurde 2 Stunden bel 56° C
inkubiert. Nach kurzem Abkuhlen wurden 500 m Phenol-Chloroform-1soamylakohol unter
dem Abzug hinzugegeben, dann wurde 5 Minuten gemischt und 10 Minuten bei 13.000 rpm

zentrifugiert. Der wassrige Uberstand wurde in ein neues Rohrchen tberfiihrt und die Phenol -
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Chloroform-Extraktion wiederholt. Nun wurde die DNA mit 0,1 Volumenanteil 3 M Na-
Acetat und 1000 m 100 % Ethanol tber Nacht bei —20° C gefélt. Am nachsten Morgen
wurde 20 Minuten bei 13.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das
DNA-Pellet wurde zweimal mit 70 %tigem Ethanol gewaschen. Nach abschlief3endem 10-
mindtigem Trocknen bei 60° C wurde das Pellet in 100 m TE-Puffer resuspendiert.

Durch Herstellen einer Verdinnungsreihe erhielt ich positive Kontrollen verschiedener DNA-
Konzentrationen. Dies war beim Austesten der richtigen Reagenzienkonzentration fur PCR,
ELISA und DNA-Detection-Test Strips ein wichtiges Instrument, das mir half, die beste
Konzentration der internen Kontroll-DNA (siehe unten) zu erkennen. Zudem erméglichte mir
dieses Vorgehen, den Zusammenhang zwischen den von mir erhobenen quantitativen ELISA-
Daten und dem realem DNA-Konzentrationsabfall zu charakterisieren (vgl. 2.6.5.).

2.3.2. Positivprobe mit B. timori

Als positive Kontrollen wurde fir die B. timori-Hhal-PCR-Experimente zunachst B. malayi-
DNA verwendet (vgl. 3.1.2.), spater stand B. timori-DNA zur Verfligung, die aus extrahiertem
und positiv getestetem Probenmaterial bezogen wurde oder fur die ich einzelne nicht
extrahierte Mikrofilarien verwandte. Diese wurden in unterschiedlichen Verdinnungsstufen
unter dem Mikroskop gesucht und es konnten dann einzelne Mikrofilarien vom Objekttrager
abpipettiert werden. Sie wurden in wahlbaren Mengen von Wasser verdinnt, mit einem
Vortex grundlich gemischt und bei 95° C kurz gekocht. Ein DNA-Nachweis war so auch ohne
weitere Extraktionsprozedur méglich. Ohne den Zellaufschluss lagen intakte Mikrofilarien
definierter Konzentration vor. Diese konnte man zum Nachweis der Effizienz von
Extraktionsmethoden benutzen, indem man sie garantiert negativem Testmaterial, z. B.
meinem eigenen Blut, in definierten Konzentrationen zusetzte. So liel3 sich der

Extraktionserfol g abschatzen.

2.4. Reagenzien

2.4.1. Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von der Firma Operon Biotechnologies (Kéln, Deutschland)
bezogen. Fir jede PCR werden zwei Primer bendtigt (Schnell & Mendoza 1997). Das sind

DNA-Fragmente, die moglichst spezifisch an die beiden Enden der zu amplifizierenden Ziel -
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Sequenz binden. Dann erfolgte mittels des Schliisselenzyms, der Polymerase, in einer von

einem Thermocycler gesteuerten Reaktion, der PCR, mit Hilfe weiterer Reagenzien die
Amplifikation des Targets. Flr Sequenzierungs-Reaktionen nach der Kettenabbruch-Methode

wird hingegen nur ein Primer benttigt, der es ermdglicht, die DNA-Sequenz mit einem Big-

Dye-Farbstoff zu markieren. Dieser Farbstoff ermdglicht mittels Sequenzierung ein Ablesen
der DNA-Sequenz.

Die folgende Tabelle listet die fir meine Experimente verwendeten Primer jeweils paarweise

zusammengehdrig auf. IThre DNA-Sequenz, das Target, fur das sie verwendet wurden, und

eine Referenz, die mit diesen Primern erzielte Ergebnisse darstellt, werden ebenfalls

aufgefihrt. Auf3erdem wurden von PD Dr. P. Fischer zur Verfligung gestellte Ascaris-Primer

fur die Sputumuntersuchung verwendet.

Tabelle 1: Verwendete Primer

Name Nukleotid-Sequenz Referenz Target

des Primers

Hhal-F 5 GCGCATAAATTCATCAGC3 Williamset Brugia Hhal-

Hhal-R 5’ GCGCAAAACTTAATTACAAAAGCS al. 1988 Repeat

Pf-F 5 GCTACATATGCTAGTTGCCAGACS Lasersonet  P. falciparum

Pf-R 5'CGTGTACCATACATCCTACCAACS al. 1994

Ov-S3 5ATCAATTTTGCAAAATGCG3 Fischer et O. volvulus,

Ov-+4 5AATAACTGATGACCTATGACC3  a. 1996 O-150-Repeat

Nv-1 5 CGTGATGGCATCAAAGTAGCG3  Williamset W. bancrofti,

Nv-2 5" CCCTCACTTACCATAAGACAZ al. 1996 Sspl-Repeat

Hhal -nF 5 CTTACATTAGACAAGGAAATTGGT3 Personliche  Innerhab des

Hhal-nR 5"CCAGCACTGGTACAATGCACG3  Mitteilung  Hhal (nested-
Dr. Fischer  PCR-Primer)

Cox2-F 5AATTCTTATGTTTTTTGTITG3 Personliche  Mitochondriale

Mitteilung

DNA von B.
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Cox2-R 5 TTCCAACACTCCAAAGAAGS Dr. Fischer  malayi und B.
timori

5Sspacer-F 5 GTTAAGCAACGTTGGGCCTGG3  Xieetad. Ribosomale

5Sspacer-R 5 TTGACAGATCGGACGAGAATG3  1994b Filarien-DNA
ITS2-F 5 TCGATGAAGAACGCAGCT3 Gasser et .  Nematoden-DNA
ITS2-R 5TTAGTTTCTTTTTCCTCCGCT3 1996

Wol-16S-F 5 CTACCTGGTAGTACGGAATAATT3" Fischer et al. Wolbachien-DNA
Wol-165R 5 TCACCTCTACACTAGGAATTCCT3 2002

Wol-FTSZ-F 5CTTGGTGCTGGTGCTTTGCCT3 Fischer et al. Wolbachien-DNA
Wol-FTSZ-R 5 TACCAATCATTGCTTTACCCAZ 2002

M13-F 5TCGTGACTGGGAAAACS Invitrogen:  Vektor-

M13-R 5 CAGGAAACAGCTATGACE TA-Cloning spezifischer
Manual Primer

T7 5 GTAATACGACTCACTATAGGGC3" Invitrogen:  Sequenzier-
TA-Cloning Primer
Manual

Um ein PCR-Produkt mit Southern Blotting, DNA-Detection-Test Strip oder ELISA
erkennbar zu machen, bendtigt man biotinilierte PCR-Produkte und eine digoxigenierte, bzw.
fur den ELISA fluoreszinierte, Sonde. Zur Biotinilierung der Produkte wurden folgende mit
Biotin gekoppelte Primer verwendet: Hhal-R, Hhal-nR, OVS3 und NV2. In digoxigenierter
Form lag der Hhal-nF-Primer vor, was eine PCR-Erfolgskontrolle unmittelbar nach der PCR
ermdglichte.

Sequenzierungsreaktionen wurden meist an PCR-Produkten in biotinilierter Form
durchgefiihrt, da diese aufgrund meiner Testungen hierflr schon vorlagen. In den seltenen
Féllen, in denen der Einbau in den Vektor nicht gelang, wurde auf nicht biotinilierte Produkte
zurickgegriffen. Tabelle 2 stellt die verwendeten Sonden dar, welche sowohl in

fluoreszinierter, als auch in digoxigenierter Form vorlagen.
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Tabelle 2: Verwendete DNA-Sonden

Sonden-

Bezeichnung

Sequenz

Einsatzzweck

Hhal-Sonde 5 ACGTGAATTGTACCAGTGCTGGTCG3

Bm-control 5 TTACGTCGCCCTTCGCTAGTCTCT3
O.v.-32 5AATCTCAAAAAACGGGTACATACS
O.v.l.K.- 5 AGTCTGTATGCGTATC3

Sonde

B. timori/ B. malayi-
Diagnostik

mittels Hhal -Repeat
(Kluber et al. 2001)
Nachweis einer internen
Kontroll-DNA fir das
Hhal- Repeat (K|uber et
al. 2001)

O. volvulus-

Diagnostik mittels
O-150-Repeat
(Zimmermann et al. 1993)
Nachweis der O. volvulus
internen Kontroll-DNA
(Sonde entspricht
komplementérem Strang
der internen Kontroll-DNA
an den Positionen 40-56)

Als interne Kontroll-DNA wurde ein von der Virologie am BNI mittels ABI DNA
Synthesizer (Applied Biosystems Instruments, Foster City, CA, USA) synthetisiertes 106 bp
langes DNA-Fragment verwendet, welches im Randbereich Bindungsstellen fur die O-150-
Primer, Ov-S3 und Ov-$4, aufwies. Diese interne Kontroll-DNA hatte die Sequenz:

5ATCAATTTT GCA AAATGC GTT TTG GAC CCA ATT CGA ATG GAT ACA GCA
TACAGA CTCGAATAT TTT TCT TAG GAC CCA ATT CAG GGT CAT AGG TCA

TCAGTTATTA'3.
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2.4.2. Reagenzien fur die PCR

Es wurde hauptséachlich mit zwei verschiedenen Polymerasen gearbeitet, die grol3e
Unterschiede hinsichtlich der fur sie idealen Anwendungsgebiete zeigten. In der O. volvulus-
O-150-Diagnostik hat sich die DNAzyme |I-Polymerase (Biometra, Gottingen) bewahrt.
Diese ist eine kostengiinstige Polymerase, die in aktiver Form vorliegt. Fur die B. timori-
Hhal-Diagnostik zeigte hingegen die Hotstar-Polymerase (Qiagen, Hilden) bessere Resultate
(vgl. 3.2.4.). Diese Polymerase ist zwar teurer als die DNAzymell-Polymerase, ist jedoch, da
sie einen Aktivierungsschritt am Anfang der PCR bendtigt, spezifischer als die DNAzymell.

Routinemafige PCR-Ansatze

-Ein O-150-PCR-Ansatz enthielt fir 1 Probe:
1 m DNAzymell-Polymerase (2 U/ mi) ,

Je 1 m Primer (20 pm/ pl) ,

2,5 m MgCl, (50 mM),

5 ni 10x Puffer,

12 M dNTP's (1,25 pm/ pl),

25,5 m H»0,

1 m Probe,

1 m interne Kontroll-DNA (500 fg/ pl).

-Ein Hhal-PCR-Ansatz enthielt fur 1 Probe:

0,25 m HotStarPolymerase (5 U/ pl),

Je 1 m Primer (20 pm/ pl),

4 m MgCl; (25 mM),

5m 10x Puffer,

8 M dNTP's (1,25 pm/ pl),

28,75 m H0,

plus 1-2 m Probe.

Puffer und MgCl, waren im Lieferumfang der jeweiligen Polymerase enthalten.

Fur Sputumproben wurde im Rahmen der B. timori-Untersuchungen ein DNAzymell-Ansatz
verwendet, der bis auf die Hhal-Primer anstelle der S3/ S4-Primer dem typischen O-150-
Ansatz entsprach. Da hierbel Kreuzreaktionen zu beobachten waren (vgl. 3.2.4.), wurde die
DNAzymell-Polymerase bis auf die bereits erwdhnte O.volvulus-Skin Snip-Studie nicht

weiter verwandt.
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Alle anderen PCR-Ansétze, deren Zusammensetzung nicht gesondert erwahnt wird, wurden
entsprechend dem ,, Brugia-Hhal -Protokoll“ hergestellt.

Fur sogenannte M13-PCR-Reaktionen, bei denen eine eingebaute Zielsequenz aus einem

Vektor heraus amplifiziert wird (s.u.), verwendete ich 30-47 mi PCR-Supermix (Invitrogen,
Leek, NL) und fugte je 1 m M13-F- und M13R-Primer (10 uM) und 1-2 mi Proben-DNA

hinzu.

2.4.3. Losungen, Puffer, Chemikalien

Die von mir verwendeten Materialien bezog ich von den in Tabelle 3 angegebenen Quellen.

Tabelle 3: Materialien und ihre Her kunft

Quelle

Material

Applied Biosystems,
Nieuwerkerk, NL
Biometra, Gottingen
Biomol, Hamburg
BioRad, Richmond, USA
BNI, Hamburg

Boehringer, Mannheim
Invitrogen, Leek, NL
Labsystems, Helsinki, Finland
Merck, Darmstadt

New England Biolabs,
Beverly, MA,USA
PeQL ab, Erlangen

Roche, Mannheim

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Big Dye fur Sequenzierungen

Primer und Sonden, DNA-zymelI-Polymerase
Phenol/ Chloroform/ 1soamylalkohol-Gemisch
Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Interne Kontroll-DNA (hergestellt von der Virologie am
BNI mittels Applied Biosystems Instruments DNA
Synthesiser), Big Dye (fur Sequenzierungen)

Ampicillin
PCR-Supermix, TA-Cloning-Kit, SOC-Medium
Combiplate 8 EB, Cliniplate Cat. No. 95029100

Anorganische Salze, Sauren, Basen und
Puffersubstanzen

Restriktionsenzyme

100 bp- und 1000 bp-DNA-Leiter, dNTP's, Loadind Dye

DNA Detection Test Strips & , Anti-FI-Ap Fab Fragment,
Anti-Dig-Ap-Konjugat, Anti-Fluorescein Ap-
konjugierter Antikorper

Proteinase K, Streptavidin, AP-Substrattabletten,
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Qiagen, Hilden

Ethidiumbromid, Triton-X-100, Tween 20, LB-Medium,

Adgar, Dithiothreitol (DTT), Restriktionsenzyme

HotStarTagé -Polymerase, Qiaprep Spin Miniprep Kit,
Qia DNA Purifikation Kit, Qia Blood Mini Kit,
Qia Tissue Mini Kit, DNAeasy-Kit

Die benutzten L ésungen wurden wie in Tabelle 4 angegeben hergestel|t.

Tabelle 4: Lésungen und ihre Herstellung

Name Zusammensetzung

4x AP Substrat-Puffer (18° C) NaHCO3 1,699
Na,CO3 2519
MgCl, 04lg
H,O ad 500 ml

Assay-Puffer Diethanolamine (DEA, Sigma) 55 ml
H.O ad 500 ml
MgCl; (zuvor auf pH 10 bringen) 59

Denaturierungsldsung 0,5M NaOH 209
1,5M NaCl 87,66 g
H,O ad 11

DIG-Puffer 1 0,1 M Maleinsdure 11649
0,15 M NaCl 8,80
H.O ad 11
(pH 7,5)

DIG-Puffer 2 10 %ige Blockierungsvorratsisy. 100 ml
DIG-Puffer 1 900 ml

DIG-Puffer 3 1 M Tris-Puffer pH 8 100 mi
0,1 M NaCl 5849
MgCl;, x 6 H20 (0,05 M) 10,17 g
H,O ad 1l
(pH 9,5)

DIG-Waschpuffer DIG-Puffer 1 mit 0,4 % Tween 20

DSP-Puffer (18°C) 1M Tris, pH 8,0 10 mi
1M KCl 25 ml
1M MgCl, 1,25 ml
H,O ad 500 ml
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DSP-Spezial-Puffer (frisch)

Hybridisierungsl 6sung

Hybridisierungs-
waschpuffer 1

Hybridisierungs-
waschpuffer 2

Neutralisierungs 6sung

RBCL-Puffer (4° C)
(Red-Blood-Cell-Lysis-P.)

20x SSC

50x TAE

TE-Puffer

DSP-Puffer
Proteinase K (10 mg/ ml)
Tween 20

Formamid

10 % Blockierungsvorratsl sg.

20x SSC

Laurylsacrosin (100 mg/ ml)
10 % SDS

HO 3,8ml

20x SSC
10 % SDS
H>0 ad

20x SSC
10 % SDS
H,0 ad

1M Tris
3 M NaCl
H,O ad
(pH 9,5)

Saccharose

1M Tris, pH 7,6
1 M MgCl,

H,O

Triton X-100

NaCl
Natriumzitrat-Dihydrat
H.0 ad

(pH 9,5)

2 M Tris

Eisessig

0,5M EDTA-Lsg. (pH 8,0)
H,0 ad

0,5M Tris
0,5M EDTA-Lsg. (pH 8,0)
H-,O ad

980 ni
15m
5m

50 ml
20ml
25ml
1ml
200 m

10 ml
200 m
100 ml

500
200 mi
100 ml

121g
17539
100 mi

1712 g
5ml
25ml
316,3 ml
5ml

174 g
88,2 g

242 g
57,1 ml
100 ml

60,59
100 mi
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2.4.4. DNA-Konservierungsmaterialien

Ein wichtiger Teil dieser Arbeit ist der Vergleich der Brauchbarkeit verschiedener
Blutproben-Konservierungs- und Extraktionsmethoden zur Erhaltung der DNA unter
tropischen Bedingungen. Diese Fragestellung behandelte ich an Blutproben aus Mainang,
welche jeweils mit Guanidin, Urea und EDTA konserviert worden waren und mit den
entsprechenden Extraktionsmethoden anschlie3end aufbereitet wurden (vgl. 2.6.1.).

Fur die Guanidin-Konservierung wurden 200 mt 8 M Guanidin-Thiocyanat mit 200 m Blut
versetzt. Fur die EDTA-Methode wurden 50 m 0,5 M EDTA mit 200 m Blut versetzt. Bei der
Urea-Konservierung gab man zu 200 mi 16 M Urea 200 mi Blut.

2.5. Gerate

ABI GeneAmp PCR System 9700 (ABI, Foster City, CA, USA)
Eppendorf-Pipetten, 1-10 ni- Pipette, 10-100 m- Pipette, 100-1000 m- Pipette (Eppendorf
Gerétebau, Hamburg)

Eppendorf-Tischzentrifuge, (Eppendorf Gerétebau, Hamburg)
Eppendorf-Thermomixer, (Eppendorf Gerétebau, Hamburg)
PE-Thermocycler, (Perkinson EImer, Applied Biosystems, Nieuwerkerk, NL)
Gelelektrophoresekammer (Frobel Labor Technik, Wasserburg)

Photometer, Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech, Freiburg)

ELISA Reader (Anthos Mikrosysteme, Krefeld)

Vakuumblotter (Biometra Gottingen)

Hybridisierungsofen Compact Line OV 4 (Biometra, Gottingen)

2.6. Vorgehensweisen

2.6.1. Extraktionsmethoden

Die Skin Snip-Proben aus Uganda wurden nach folgendem Protokoll behandelt (Fischer et al.
1996, 1998; Pischke et al. 2002):

Zunéchst wurden die Skin Snipsin ein 1,5 ml Reaktionsgefal3 Uberfuhrt, anschlief3end wurden
25 m NET-Puffer, 2,5 m 10 % SDSund 0,25 m 1 M DTT hinzugegeben. Nach einer Stunde
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Inkubation bei 56° C, wurden 100 mi NET-Puffer und 1 m Proteinase K hinzugegeben. Nach
zwei weiteren Stunden Erhitzen bei 56° C und 10 Minuten bei 95° C wurden 130 m Phenol-
Chloroform-1soamylalkohol hinzugefiigt. Es wurde funf Minuten gut gemischt und 10
Minuten bei 13.000 rpm zentrifugiert. Die wassrige Phase wurde in ein neues Rohrchen
Uberfihrt und die Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol-Waschung wurde wiederholt. Es
wurden 13 mi 3 M Na-Acetat und 260 mi 100 % Ethanol hinzugegeben. Dann wurde 20
Minuten bei 13.000 rpm zentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen und es wurde einmal
mit 70% Ethanol gewaschen. Das entstandene Pellet wurde in 50 m TE-Puffer geldst. Zuletzt

wurde die Probe, zwecks Nukleasen-Inaktivierung, finf Minuten bei 95° C inkubiert.

Die DNA aus den EDTA-Blutproben (vgl. 2.4.4.) aus Indonesien wurde durch folgende
Methode extrahiert: 200 mMl EDTA-Blutprobe wurden mit 500 mi TE-Puffer in einem 1,5 ml
Reaktionsgefal® grindlich gemischt und dann funf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlielRend wurde zwei Minuten bei Maximalgeschwindigkeit zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen. Nun wurde einmal mit 500 m TE, dann mit 500 mi RCBL gewaschen. Jetzt
wurden 200 m DSP-Spezia-Puffer hinzugefugt, es wurde grindlich gemischt und zwei
Stunden inkubiert bei 60° C. Nach einer Stunde wurde die Inkubationszeit voribergehend fir
ein weiteres Vermischen unterbrochen. Nach der Inkubation wurde die im DSP-Spezial-
Puffer enthaltene Proteinase K durch 15-mindtiges Erhitzen bei 95° C inaktiviert, dann wurde

kurz zentrifugiert.

Die Urea-Proben wurden nach demselben EDTA-Protokoll extrahiert, zuma Vorversuche
gezeigt hatten, dass die eigentliche Urea-Proben-Extraktionsmethode (Gelhaus et al. 1995)
keine Steigerung der Sensitivitét versprach.

Die Guanidin-Proben wurden nach dem folgendem Protokoll extrahiert.

1 ml 6 M Natriumjodid und 10 ul Silicawurden zu 100 m Guanidin-Blutprobe hinzugegeben.
Die Proben wurden gemischt und eine Stunde auf Eis aufbewahrt. Nach kurzer Zentrifugation
bei 12.000 rpm wurde der Uberstand vorsichtig verworfen. Waschpuffer (0,01 M Tris HCI,
pH 7,5; 0,05 M NaCl; 1 mM EDTA pH 8, Ethanol 50 %) wurde hinzugegeben. Nach kurzem
Mischen und erneutem Zentrifugieren wurde der Uberstand verworfen und die Pellets wurden
anschlief3end mit 100 % Ethanol gewaschen und anschlief3end getrocknet. Abschlief3end
wurde das Silica-Pellet in 50 pl H2O gel6st.
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Fur die Extraktion der DNA aus Sputum-Proben wurde von mir zunéchst das bereits bei
Wuchereria erfolgreich etablierte Protokoll verwendet (Abbasi et al. 1996, 1999). Nachdem
dieses Protokoll sich as erfolglos erwiesen hatte (vgl. 3.2.4.) und auch Abwandlungen des
Protokolls durch mehrfach modifizierte Zeiten und Konzentrationen keinen Erfolg erbracht
hatten, probierte ich die Extraktion mittels eines kommerziellen Kits (Qiagen, DNA-Tissue-
Mini-Extraction-Kit). Diese DNA-Isolierung (geméaf3 Qiagen-Anleitung) brachte erfolgreiche
Resultate und so lie sich erstmalig Brugia-DNA in Sputumproben nachweisen (vgl. 3.2.4.).

Die Moskito-Pools wurden in 180 ni PBS homogenisiert und anschlief3end mittels DNAeasy-
Kit (Qiagen) extrahiert .

2.6.2. PCR

Aufgrund der Unterschiede in der Amplifikationseffizienz zwischen der DNAzymel |- und der
HotStar-Polymerase wurde DNAzymell fur die O-150-Amplifikation verwendet und HotStar
fur die Hhal-PCR benutzt (vgl. 3.2.4.).

Fur alle PCR-Prozesse mit Ausnahme der Klonierungs- und Sequenzierungsschritte und der
Plasmodien-PCR wurde folgendes Programm verwendet:

95° C 15 min

55° C 2min

72°C 30 sek

94° C 30 sek 35 Zyklen
55° C 30 sek

72° C 5min

4°C bis Entnahme

Fur die Plasmodien-PCR wurde folgendes Programm verwendet:

95° C 12 min

50° C 2min

72°C 45 sek

95° C 20 sek 35 Zyklen
52°C 45 sek

72° C 5min

4°C bis Entnahme
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2.6.3. Nachweisvon PCR-Produkten

2.6.3.1. Gelelektrophorese

Die verbreitetste Methode zum Nachweis von PCR-Produkten ist die Gelelektrophorese. Fur
die diagnostische Anwendung wurden in dieser Studie 5 M PCR-Produkt auf ein 1,5 %tiges
Agarosegel aufgetragen. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 80 V. Die Banden
wurden mit Ethidiumbromid (0,0006 %) 10 Minuten geférbt. Nach 15 Minuten Entférben in
deionisiertem Wasser wurden die Banden unter einer UV -Beleuchtung mittels einer Kamera

dokumentiert.

2.6.3.2. DNA-Test Strip

Ein anderes, sehr spezifisches Nachwel sverfahren von PCR-Produkten ist der DNA-Test Strip
(KlUber et al. 2001). Dieser Schnelltest funktioniert, indem man 10 ni biotiniliertes PCR-
Produkt mit 5 m sogenannten ,,labelled dinucleotids* funf Minuten bei 95° C hybridisiert. Fr
die Herstellung der ,labelled dinucleotids® werden 10 mi einer fir die Target-Sequenz
spezifischen digoxigenierten Sonde (vorherige Konzentration, je nach Target zwischen 1 ng/
m und 16 ng/ m) in 90 M ELISA-Puffer verdinnt. Die empfehlenswerte Konzentration der
Sonde in den ,labelled dinucleotids* sollte fir das O-150-Repeat 2 ng/ m betragen. Eine
stérkere Verdinnung senkt die Sensitivitdt der Versuche, eine schwéchere verursacht nur
unndtigen Sondenverbrauch und fordert lediglich die Detektion von Kontaminationen. Die
entsprechende Konzentration fur das Hhal-Repeat sollte hingegen 16 ng/ m betragen, da
hiermit in VVorversuchen die besten Resultate erzielt wurden.

Nach der Hybridisierung wurden die Proben 30 Minuten bei 37° C inkubiert. Dann wurden 5
m des Produktes auf das weil3e Auftragungsfeld des Test Strip pipettiert. Nach circa einer
Minute farbt sich entweder nur die Kontroll-Linie, dann ist der Test negativ und keine Target-
DNA nachweisbar oder es farben sich zwei Linien und der Test ist positiv. Quantitative
Aussagen aufgrund der Intensitdt der geféarbten Positiv-Linie zu machen, ist nur sehr bedingt
moglich und erfordert Ubung. Fir quantitative Aussagen muss die Verdinnung der Sonde
verdndert werden. Bleibt ein PCR-Produkt auch bei stérkerer Verdinnung nachweisbar,
wéhrend ein anderes ehemal s positives nun negativ erscheint, so weifd man, in welchem mehr

DNA enthalten war. Vergleichend kann man nun anhand mehrerer Strips DNA-
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Konzentrationsunterschiede ermitteln. Ein solches Verfahren ist auf Grund des hohen
Verbrauchs an Test Strips und der damit verbundenen Kosten, ein Strip kostet circa einen

Euro, fur die standige Anwendung ungeeignet.

2.6.3.3. EL1SA der PCR-Produkte

Ein einfacher und kostenglnstiger Weg zu quantitativen Aussagen ist der PCR-Produkte-
ELISA. Bei dieser Technik testeten wir bis zu 23 PCR-Produkte in einer 96-Well-Platte
(Bockarie et al. 2000, Kamal et al. 2001), die zuvor Gber Nacht mit 25 m Streptavidin (Sigma,
0,5 mg/ ml), gelést in 10 ml Beschichtungs Carbonate Buffer, beschichtet wurde. 100 i
dieser Losung missen zunéchst pro Vertiefung Uber Nacht bel 4° C enthalten sein. Dann
klopft man die Platte leer und wascht mit 100 m 2x PBS. Nun mischt man 30 mi PCR-Produkt
mit 370 m Hybridisierungspuffer und pipettiert je 100 m hiervon in vier nebeneinander
liegende Vertiefungen. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten bel Raumtemperatur,
werden pro Vertiefung 100 m 0,3 M NaOH hinzu gegeben und die Platte wird erneut 10
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einmaligem Waschen mit 1x PBS und
anschlief?end mit Hybridisierungspuffer gibt man 100 m , fluoreszinierende Sonde" hinzu.
Diese Sonde war hergestellt worden, indem 20 m Hhal- oder O-150-Sonde in ein 2 mi
Reaktions-Gefal} pipettiert und 1980 m Hybridisierungspuffer hinzu gegeben worden waren.
Ebenso wurden in einem zweiten Geféld zu 20 m der dazugehorigen internen Kontroll-Sonde
1980 m Hybridisierungspuffer hinzu gegeben. Wichtig ist, dass diese Losung funf Minuten
bei 95° C hybridisiert wurde und, dass die Sondenkonzentration pro Vertiefung 50 pg betragt.
Nach erneuter Inkubationszeit von 30 Minuten bei 55° C, wurde zweima mit 1x PBS und
einma mit 1x PBS BSA (5 Minuten, 55° C) gewaschen. Nun wurden 100 mi  Anti-
fluorescein-Antikorper-Losung zugefugt (Boehringer Mannheim, Verdinnung von 1:3000 in
PBS/ BSA). Nach 30minutiger Inkubation bei 37° C wurde dreimal mit 100 m PBS/ Tween
und zweimal mit 100 m Assay-Puffer gewaschen.

Als Abschluf® wurden, nachdem 2 Tabletten AP-Substrat (Sigma 104) in 10 ml AP-Puffer
gel6st worden waren, 100 m dieser Losung in jede Vertiefung gegeben und es wurde bei 37°
C im Dunkeln inkubiert. Unter Standardbedingungen konnte die Platte nach 30-60 Minuten
bei einer Wellenlange von 405 nm in einem ELISA-Reader gemessen werden. Die von mir
verwendeten Platten (Labsystems Cliniplate) bieten den Vorteil eines sehr geringen

» Hintergrundeffekts, das heif3t sie farben sich zwar langsamer al's andere Platten ein, dafUr ist
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die Trennschéarfe zwischen Target-DNA-haltigen und Target-DNA-leeren Proben erheblich
besser. Ein Ablesen der Platte erfolgte somit meist erst nach 1,5-2 h. Es besteht die
Maoglichkeit der Aufbewahrung der Platte bei 4° C im Kuihlschrank Uber Nacht. Dies
ermoglicht ein geringeres Fortschreiten der Farb-Reaktion als bei 37° C und ein erneutes
Messen am nachsten Morgen. Ein grof3er Vorteil dieser Platten ist somit die flexible
Zeitplanung des Versuchs. Bei Platten anderer Hersteller fuhrt ein derartiges Vorgehen zu

sehr starker Gelbfarbung aller Wells und somit zu einer schlechten Trennschérfe.

Nach dem Messen ergab sich fir jede der 96 Vertiefungen ein Messwert. In vier Vertiefungen
war keine Probe hinzugefugt worden, die Werte fur diese sogenannten ,,Blanks® wurden
gemittelt. Ebenso wurde fir jede Probe der Mittelwert fir die beiden Felder dieser Probe,
denen die O. volvulus-Sonde zugefligt worden war, ermittelt, genauso wie fir die beiden
Felder mit der internen Kontroll-Sonde. Somit erhielt ich fur jede Probe einen O. volvulus-
Wert und einen internen Kontroll-Werte. Nun subtrahierte ich hiervon jeweils den Blank-
Mittelwert. Somit erhielt man fir jede Probe einen endglltigen ,, O. volvulus-ELISA-Wert"
und einen endgliltigen , internen Kontroll-ELISA-Wert“. Als positiv bewertet wurden die
Proben, die einen O. volvulus-Wert hatten, der groéf3er als der Wert der Negativkontrolle plus
drei Standardabweichungen war. Fir diese Proben wurde nun der O.volvulus/ interne
Kontrolle-Wert ermittelt: durch Division des O.volvulus-Wertes durch den internen Kontroll-
Wert sollten semiquantitative Einstufungen der Proben vorgenommen werden. Ahnliches war

schon erfolgreich fir Wuchereria gemacht worden (Fischer et a. 1999).

2.6.3.4. Southern Blotting

Zunéchst wurde das Agarosegel mit den Banden der Amplifikate zweimal in 100 ml
Denaturierungspuffer denaturiert. Dann wurde die DNA mit Hilfe eines Vakuumblotters
(Biometra) bei 150 mbar und einem 3MM Whatman-Filterpapier auf eine Nylonmembran
Ubertragen. Zur DNA-Fixation wurde die Membran 2 h bei 80° C zwischen trockenem
Whatman-Papier gebacken.

Die anschlief3ende Hybridisierung erfolgte nach dem Boeringer-Mannheim-Protokoll.
Zunéchst wurde der Blot 1 h bei 42° C in 26 ml Hybridisierungslosung inkubiert. Dann
wurden 200 pmol DIG-markierte Sonde in 4 ml Hybridisierungsidsung gel6st und der Blot

wurde mit dieser Losung 10 min bei 95° C denaturiert. Nach kurzer Kihlung auf Eis erfolgte



Uber Nacht die Hybridisierung bei 50° C im Hybridisierungsofen. Abschlief3end wurde je

zweimal mit 50 ml Hybridisierungsldsung 1 und 2 je finf Minuten bei 50° C gewaschen.

2.6.4. Klonierungen und Sequenzierungen

Klonierungen und Sequenzierungen wurden mit dem Topo-Ta-Cloning-Kit (Invitrogen),
anschlief?ender M13-PCR und folgender Sequenzierungsreaktion nach der Kettenabbruch-
Methode durchgefiihrt. Die Klonierungsprozedur wurde gemdald dem Handbuch des
Herstellers Invitrogen vorgenommen. Es erfolgte also eine Ligation des PCR-Produktes in
den Vektor, Klonierung in E. coli, Ausstrich und Bebritung auf LB-Platten und Auswahl der
erfolgreich klonierten Kolonien. Anhand der in der Vektor-DNA kodierten Ampicillin-
Resistenz und der X-Gal/ Blau-Weil3-Selektion lief3en sich Kolonien mit Ligation von solchen
ohne Ligation unterscheiden.

Die positiven Klone wurden dann in eine M13-PCR eingebracht. Hierbei wird mittels M13-F-
und M13-R-Primern das eingebaute PCR-Produkt, zusammen mit einem kleinen Stiick
Restplasmid auf beiden Seiten, amplifiziert. Das erhaltene M 13-PCR-Produkt wurde mittels
PCR-Purification-Kit (Qiagen, Hilden) aufgereinigt und dann in eine Sequenzierungsreaktion
eingesetzt, in der ein Big-Dye-Farbstoff an die Nukleotide dank des sogenannten T7-Primers
gebunden wurde. Alternativ l&sst sich auch der M13-Primer hierfir verwenden. Dieser wurde
benutzt, wenn die Sequenzierung mit T7-Primer nicht zum Erfolg fuhrte.

Abschlief3end wurde das Ergebnis am institutseigenen Sequencer abgelesen. Die gemessenen
Sequenzen wurden als Computerausdrucke und Computerdateien weiter verwendet.
Alternativ zu der M13-PCR der Klone lasst sich auch mittels Qiagen-Mini-Prep-Kit das
Plasmid direkt aus E. coli sequenzieren, wenn diese zuvor nach dem Picken in 3 ml
LB+Ampicilin-Medium kultiviert wurden. In der Regel wurde eine halbe Kolonie fir das
Mini-Prep-Verfahren und die andere Hélfte fur das M13-Verfahren verwendet, um eine

Validierung der Sequenzen zu erhalten.

Ahnlichkeitsvergleiche der gewonnenen Sequenzdaten wurden via Internet mittels der NCBI-
Blast-Homepage  (http://www.ncbi.nimnih.gov/genome/seq/HsBlast.ntml)  durchgefiihrt.
Alignments und Umschreiben in den reverskomplementéren Strang wurden mittels BCM-

Search-Launcher ( www.searchlauncher.bcm.tmc.edu ) im Internet ausgefuhrt.
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Die M13-PCR lief nach folgendem Schema ab:

95° C 3min

51°C 2min

72°C 30 sek

95° C 30 sek } 35 Zyklen
51°C 30 sek

72°C 7 min

4° C bis Entnahme

Die Sequenzierungsreaktion erfol gte folgendermalien:

96° C 10 sek
50°C 5 sek } 25 Zyklen
60° C 4 min

2.6.5. Das Prinzip der internen Kontroll-DNA

Das interne Kontroll-DNA-Fragment sollte in jedem PCR-Reaktionsgefafd wahrend der PCR-
Reaktion enthalten sein, um amplifiziert zu werden. Nach der PCR sollten alle Proben als
positiv fur Filarien-DNA gelten, die O. volvulus-PCR-Amplifikate und interne Kontroll-
DNA-Amplifikate enthielten. Als negativ galten digjenigen, die nur interne Kontroll-DNA-
Amplifikate enthielten. Digjenigen, die Uberhaupt kein amplifiziertes PCR-Produkt enthielten,
wurden as missglickte PCR-Reaktionen gewertet. Solche Proben bedurften einer
wiederholten Testung. Entweder sie enthielten zu viele Inhibitoren, das konnte durch
Verdinnen oder Ethanolféllung ausgeglichen werden, oder sie waren durch einen
Pipettierfehler missgliickt oder vielleicht lag ein Materiad- oder Gerdtefehler vor. Die
theoretisch denkbare Konstellation des Testungsausganges, dass die Probe O. volvulus-positiv
wére aber die interne Kontroll-DNA aufgrund der Kompetition mit der O. volvulus-DNA
nicht vervielféltigt wirde, wurde von mir nicht beobachtet. Solche Proben wéren auch als
positiv, sogar as sehr stark positiv zu bewerten gewesen.
Die quantitative Aussage Uber den O. volvuluss-DNA-Gehalt der Probe und somit Uber die
Parasitenlast wurde wie folgt getroffen (Fischer et a. 1999; Pischke et al. 2002). Durch den
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PCR-ELISA und Subtraktion der Blank-Werte wurde ein photometrisch bestimmter
endgultiger ,O. volvulusWert* ermittelt und dieser entsprechend durch den endglltigen
»internen Kontroll-Wert* geteilt. Ich errechnete also die O. volvulus-DNA-Konzentration
nach der PCR bezogen auf die Konzentration der internen Kontroll-DNA nach der PCR.
Quotientenwerte >1 zeigten an, dass mehr O. volvulus-DNA enthaten war as interne
Kontroll-DNA. Werte <1 zeigten, dass weniger O. volvulus-DNA amplifiziert worden war.
Diese Einstufung basierte auf der Annahme, dass in allen PCR-Reaktionsgefalien dieselbe
Menge interne Kontroll-DNA enthalten war. Dies wurde sichergestellt, indem erst der fur alle
Proben gemeinsame Mastermix inklusive internem Kontroll-Fragment angefertigt wurde und
erst dann, nach Mischen und gleichmaldiger Verteilung der internen Kontroll-DNA, eine
Verteilung auf die einzelnen Reaktionsgeféfde erfolgte. Enthielte eine Probe mehr Inhibitoren,
so wirde auch die interne Kontrolle geringer amplifiziert und der Quotient wirde sich
angleichen. In der Durchfihrung ergab sich das folgendes Problem. Erstellt man eine
Verdunnungsreihe ein und derselben Probe, so nimmt theoretisch mit jeder Verdinnung ja
auch die Konzentration der PCR-Hemmstoffe im gleichen Verhdtnis ab, d. h. bel gleicher
interner Kontroll-DNA-Konzentration wird die interne Kontrolle viel stérker amplifiziert als
ihr vom urspriinglichen Modell zustiinde.

Ein einfaches Zahlenbeispiel kann diese Verteilung verdeutlichen. Wenn eine imaginére
Probe per ELISA einen O. volvulus-Wert von 10 und einen |.K.-Wert von 5 hat, so erhélt die
Probe einen O. volwlus/ interne Kontroll-Quotientwert, aus dem die Abschdtzung der
Konzentration an PraPCR-O. volvulus-DNA-Konzentration erfolgt, von 10/5 = 2. Wirde man
10 m der besagten Probe jedoch in 10 m H,O verdinnen, so wirde nur halb soviel O.
volvulus-DNA der PCR zur Verfiigung stehen und der neue O. volvulus-Wert wére, gleich
effiziente Amplifikation vorausgesetzt, 10 x 0,5 = 2. Es stiinden doppelt soviele Primer fir die
Amplifikation der internen Kontrolle zur Verfliigung und der neue ELISA-Wert der internen
Kontrolle ware 10. Der neue O. volvulug interne Kontrolle-K onzentrations-Quotient wéare
also 2/10= 0,2. In unserem Beispiel wirkt sich eine Halbierung der O. volvulus-DNA und der
Inhibitoren derart aus, dass der Konzentrationsquotient auf ein Zehntel fallt. Es kann also kein

linearer, sondern es muss eher ein exponentieller Zusammenhang erwartet werden.
Im Rahmen von Vorversuchen Uberprifte ich anhand einer O. volvulus-DNA-

Verdunnungsreihe diese Uberlegungen. Das diente der Validierung dieser Methode, weshalb

die folgende Darstellung nicht im Ergebnisteil der Dissertation sondern hier erfolgt.
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O. volvulus- jd\\
ELISA-Wert/ 06 \
ELISA-Wert der
internen Kontrolle zj TN
' \‘\0‘47
U T T
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Verdinnung der O. volvulus-DNA-Konzentration

Abb. 3: Abhangigkeit des ELISA-O. volvulug/ interne Kontrolle-Quotienten von der O.
volvulus-DNA-K onzentration vor der PCR

Auf der X-Koordinate zeigt Abbildung 3 Verdiinnungsstufen bis zum 10™-fachen der Positiv-
Kontrolle, auf der Y-Achse sind die errechneten O. volvulus/ interne Kontrolle-Werte
aufgetragen. Hierbel wurde um die Darstellung anschaulich zu halten, der O. volvulus/ interne
Kontrolle-Quotient meiner unverdinnten Positivkontrolle als 1 definiert (der reale Messwert
fUr diese unverdinnte Positivkontrolle war 12,53). Bei Y=0,8 und X=0,05 (circa) entspricht
aso ein Zwanzigstel der eingesetzten DNA 80 % des Resultatwertes fir den
Konzentrationsquotienten der unverdiunnten Probe. Ein Zehntausendstel der Positivprobe
erreicht hingegen 10 % des unverdiinnten O. volvulug/ |.K.-Wertes.

In der Praxis enthdlt ein Skin Snip-Extrakt vielleicht nur halb soviel DNA wie ein anderer,
doch es ist in den meisten Féllen, von einer Inhibitorenkonzentration in &hnlicher
GroRenordnung auszugehen. Aus meinen Ausfuihrungen und dem praktischen Experiment der
Verdiunnungsreihe (Abbildung 3) wird deutlich, dass eine Vorhersage dartber, ob
zuverléssige quantitative Aussagen im Lauf der folgenden Experimentreihe gemacht werden
konnen oder nicht, aus theoretischen Uberlegungen nicht herzuleiten war. Es bedurfte also des
Versuchsergebnisses, um den Erfolg quantitativer Aussagen zu beurteilen.

Nach Austestung in mehreren Verdinnungsreihen gelang es mir, die Konzentration der
internen Kontroll-DNA zu bestimmen, die fir meine Zwecke optimal war. Verdinnt man die
interne Kontroll-DNA zu wenig, so kann sie die O. volvulus-Amplifikation unter die
Nachweisgrenze driicken. Verdinnt man zu stark, so erhdt man sehr hohe O. volvulus/
interne Kontrolle-Quotienten, mit denen schlecht Einteilungen mdglich sind, auf3erdem
besteht die Gefahr, dass die O. volvulus-DNA der internen Kontrolle keine Primer Ubrig |asst

und so eine Amplifikation unterbleibt.
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Fur die Test Strips spielt die Konzentration der O. volvulus-Dig-Sonde eine dhnliche Rolle.
Zu starke Verdinnung lasst positive Proben negativ aussehen, zu schwache fordert die Gefahr
von falsch positiven Resultaten durch schwache Kontamination.

Vorversuche ergaben als Resultat fir einen moglichst guten Versuchsansatz eine O. volvulus-

Dig-Sonden-Konzentration von 2 ng/ m.

2.7. Statistik

Im Rahmen der Auswertung der Ergebnisse zu quantitativen Aussagen des O. volvulus-PCR-
ELISAs wurde der Mann-Whitney-Wilcoxon-Test fir unverbundene Stichproben angewandt.
Dieser auch als U-Test bezeichnete Test ist ein sogenannter Rangtest, der unabhangig von
einer Normalverteilung ermittelt, ob zwei scheinbar unabhéngige Variablen, in unserem Fall
der Quotient aus O. volvulus-ELISA-Wert und ELISA-Wert der internen Kontrolle und die
mikroskopisch gezahlte Parasitenlast, doch von einander abhangig sind (siehe 3.1.3.).

Die mit der PCR erzielten Ergebnisse der Hautbiopsien von den Onchozerkosepatienten
wurden mittels c®-Test in der Vierfelderdarstellung tberpriift, um festzustellen, ob der ELISA
oder der Test Strip das sensitivere Verfahren zum Nachweis von O. volvulus-PCR-Produkten
ist (vgl. 3.1.3).

Fur die Auswertung der Resultate bezliglich der Micken-Pools aus Mainang wurde fir die
Berechnung der Infektionsrate der Micken das Poolscreen Programm, Version 2.02
verwendet (Katholi et al. 1995). Dieses Programm hat sich in vergleichbaren Studien bewahrt
(Goodman et al. 2003).
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3. Ergebnisse

3.1. Verbesserter Nachweisvon O. volvulusim M enschen

3.1.1. Entwicklung einer internen Kontroll-DNA

Um den PCR-Assay zu standardisieren und falsch negative PCR-Resultate zu bemerken,
wurde eine interne Kontroll-DNA entwickelt und wahrend der PCR koamplifiziert. Mittels
dieses Fragmentes war es moglich, zu erkennen, ob zu viele PCR-Inhibitoren den Ablauf der
PCR-Testung der einzelnen Proben storten oder nicht. Falsch negative Testergebnisse liessen

sich so al's solche erkennen.

3.1.2. Nachweisder O-150-PCR-Produkte

Einzelne Skin Snips von 127 Patienten wurden mittels drei verschiedener Assays getestet:
ELISA, DNA-Detection-Test Strip und Gelelektrophorese. 19 Testproben stammten von
Probanden aus einer Gegend, in der keine O. volvulus-Infektionen aber Mansonella-
Infektionen vorkommen (Fischer et al. 1998). Diese 19 Proben, von denen bel sieben
mikroskopisch eine Streptocerciasis nachgewiesen worden war, waren in jedem der drei
Assays negativ. Die interne Kontroll-DNA war jedoch bei alen 19 Proben nachweisbar,
sodass falsch negative Resultate, aufgrund von PCR-Inhibition, ausgeschlossen werden

konnten.

Diese Versuche sollten unter anderem zeigen, ob der Test Strip oder der ELISA am besten
zum PCR-basierten O. volvulus-Nachweis geeignet ist. Es wurden 108 Personen aus einem
far O. volvulus hochendemischen Gebiet getestet. Von diesen waren 69 als mikroskopisch

positiv diagnostiziert worden waren, 67 mittels Test Strip und 57 mittels ELISA.

Tabelle 5 und 6 zeigen, dass mit einer relativen Haufigkeit von 52 % Infizierte mittels ELISA
nachgewiesen wurden und mittels Test Strip mit einer relativen Haufigkeit 62 % Infizierte
wahrend in der Mikroskopie 69 Proben positiv waren, was einer relativen Haufigkeit von 64

% entspricht.



Tabelle 5: Vergleich von Mikroskopie und ELISA bei Proben aus einem O. volvulus-

Endemiegebiet

Positive
Testergebnisse ELISA-Mittelwert

Mikroskopie é;llzg:ltle(r:l]er X+ SA
ELISA(relative (Standardabwei chung)
Haufigkeit)

O Mf 39 10 (27 %) 20£0,7

0,1-3 Mf 37 20 (57 %) 1,4+0,2

3,1-100 Mf 22 17 (77 %) 3,2+0,6

>100 Mf 10 10 (100 %) 4,4+1,6

I(\;A%"f) nt(0-1000 44 57 (52 %)

Tabelle 6: Vergleich von Mikroskopie und Test Strip bei Proben aus einem O. volvulus-

Endemiegebiet
Positive
Testergebnisse
Mikroskopie é:tf:r?tleﬂer
Test Strip (relative
Haufigkeit)
O Mf 39 12 (31%)
0,1-3 Mf 37 24 (65%)
3,1-100 Mf 22 21 (95%)
>100 Mf 10 10 (100%)
Gesamt (0-1000 108 67 (62%)

Mf)
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Es konnen aso sowohl der ELISA as auch der Test Strip fur die Diagnostik der
Onchozerkose eingesetzt werden. Des weiteren gelang es zu zeigen, dass diese beiden PCR-
basierten Techniken in der Gruppe der mikroskopisch negativen Personen aus dem
Endemiegebiet 10 bzw. 12 Infizierte nachweisen konnten, wahrend die 19 nicht endemischen

Proben alle negativ waren, inklusive der sieben Proben von Personen mit Streptocerciasis.

Tabelle 7: Darstellung der Sensitivitat mit der Mikroskopie als Goldstandar d

In der Mikroskopie Vondiesen69im Vondiesen 69im
positive Proben ELISA positiv: Test Strip positiv:

69 47 55

Tabelle 7 vergleicht ELISA und Test Strip mit der bisher as Goldstandard anerkannten
Mikroskopie. In diesem Vergleich hétte der ELISA eine Sensitivitét von 68 % und der Test
Strip von 80 %, ginge man davon aus, dass nur die in der Mikroskopie positiven Proben

positiv waren.

Es zeigte sich, vergleicht man Test Strip und ELISA miteinander, dass der Test Strip mehr
positive Ergebnisse ergab, alsder ELISA. Der Unterschied zwischen diesen beiden Verfahren
istim c%Test mit P< 0,05 statistisch signifikant (Pischke et al. 2002).

Kombiniert man die Ergebnisse des ELISA und des Test Strip und wertet ale die Proben als
positiv, die in einem oder beiden Verfahren positiv waren, so waren ale Patienten mit einer

mikroskopisch nachgewiesenen Mikrofilariendichte von mehr als 3 Mf/ mg positiv.
Alle Patienten mit mehr als 100 Mf/ mg waren sowohl im ELISA, as auch im Test Strip

positiv.
Eine Ubersicht tiber die Ergebnisse der PCR-Testung der Skin Snips liefert Tabelle 8.
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Tabelle 8: PCR-Test mit den Skin Snips. ELISA verglichen mit Test Strips

Mikrofilarien ~ Anzahl der Anzahl der durch die PCR-Methoden positiv
promgHaut  untersuchten getesteten Proben
Proben
ELISA Test Strips ELISA und
Test Strips

Anzahl (%) X + SA? Anzahl (%)  Anzahl (%)*

0 19° 0 () - 0 () 0 ()

0 39* 10 (27) 20+0,7 12 (31 12 (31)
0,1-3 37 20 (57 14+02 24 (56) 26 (70)
3,1-100 22 17 (77) 32%06 21 (95 22 (100)
>100 10 10 (100) 44+16 10 (100) 10  (100)

! Prozentwert bezogen auf die Anzahl der untersuchten Proben. % X ist das arithmetische
Mittel der O. volvulus-/ internen Kontroll-Quotienten der jeweiligen Gruppe, SA =
Standardabweichung. ®Biopsien von Personen aus einem Mansonella-Endemiegebiet, in
welchem keine Onchozerkose bekannt ist. * Biopsien von mikroskopisch negativen

Individuen aus einem Onchozerkose-Endemiegebiet.

Das dritte Verfahren zum Nachweis von PCR-Produkten, ndmlich die Gelelektrophorese mit
Etidiumbromidférbung, ist schwierig zu interpretieren, da nur einige der positiven Proben auf
dem Gel as positiv zu erkennen waren und die eindeutige Interpretation von Gelbanden

manchmal nicht moglich ist.

Die folgenden Abbildungen 4 und 5 verdeutlichen den Nutzen der internen Kontroll-DNA zur
Quatitatskontrolle der PCR. Diese interne Kontrolle wurde im PCR-Ansatz von Probe 3 nicht
fur einen Nachweis ausreichend amplifiziert, so lief? sich die Inhibition der PCR von Probe 3
detektieren. Eine schwache Bande I&sst sich auf Abbildung 4b erahnen, dies kann jedoch auch
auf hertiber diffundierte DNA aus einer anderen Geltasche zuruckzufthren sein.



- 100 bp

- 100 bp

Abb. 4: Gelelektrophorese zu PCR-Produkten angefertigt mit Hotstar - Polymer ase (a)
und DNAzymel | -Polymer ase (b), 1 Negativkontrolle, 2 Positivkontrolle, 3 Probe mit zuviel
Inhibitoren, 4 negative Probe aus nichtendemischem Gebiet, 5 negative Probe aus
endemischem Gebiet, 6 Patient mit mikroskopisch 100 Mikrofilarien/ mg Haut, 7 Patient mit
0,2 Mikrofilarien/ mg Haut.

Abb. 5: DNA-Detection-Test Strip zu
O. volvulus-PCR-Produkten

- a Nachweis des O-150-Repet,
S N e i 1S Probenanordnung wie in Abb. 4, die
B R Proben 2; 6 und 7 sind positiv.

i b: Nachweis der internen Kontroll-
S e e s DNA, Probe 3 enthélt keine Kontroll-
? DNA (b3), folglich ist sie trotz
negativem Ausfall der O. volvulus-
| Detektion (a3) nicht als negativ zu
i bewerten, sondern als missgltickte
Testung.

I: Nachweidlinie fir das O-150-Repeat
mittels digoxigenierter O.v. S2-Sonde
I1: Nachweidlinie fir die interne
Kontroll-DNA mittels digoxigenierter
35 7o R A B O.v.l.K. Sonde

I T — (vgl. Tabelle 2)



Also enthielt Probe 3 nachweidlich Inhibitoren, die eine Amplifikation eventuell vorhandener
Target-DNA behindert haben koénnten. Probe 3 und ale anderen Proben, die sich so
verhielten, waren folglich nicht as negativ zu werten, sondern bedurften weiterer
Aufbereitung durch Ethanolféllung, Verdinnung oder mit einem kommerziellen Kit zur
Extraktion (z.B. Qia Tissue mini Kit) und erneuter Testung. In der Praxis entdeckte ich so
mehrere Proben, die zu viele Inhibitoren enthielten und daher nicht bewertbar waren. Diese
wurden nach 1/10-Verdinnung in Wasser dann teilweise doch noch positiv. Die meisten

blieben negativ, da sie von nicht infizierten Personen stammten.

Die quantitative Aussage, die sich Abbildung 4b entnehmen |&sst, dass Probe 6 mehr Target-
DNA als Probe 7 enthdlt, erscheint als Vorteil der DNAzymell-Polymerase. Doch es |8sst sich
nicht klar erkennen, ob Probe 4 nicht vielleicht auch positiv sein kénnte, was wiederum ein
Nachteil ist. In Abbildung 4a, also bei HotStar-Verwendung, l&asst sich hingegen nicht sicher
sagen, dass Probe 7 positiv ist.

Die Test Strips (Abbildung 5) zeigen anhand der Nachweidlinie I, die Proben 2, 6 und 7 als
positiv an (Abbildung 5a). Doch auch hier erscheint Probe 3 negativ, da aufgrund der
Inhibitoren keine DNA amplifiziert wurde. Verwendet man jedoch die |.K.-Dig-Sonde fir die
Test Strips (Abbildung 5b), so falt Probe 3 sofort als falsch negativ auf, auch ohne
Gelbetrachtung.

3.1.3. Nachweisin Hautbiopsien

Eine Zielsetzung dieser Studie mit der internen Kontroll-DNA-Studie war es, einen Assay zu
entwickeln, der nicht nur den Nachweis von O. volvulus-DNA fir eine Diagnose oder
Verlaufskontrolle ermdglicht, sondern auch die falsch negativen Testergebnisse durch zu hohe
Inhibitorenkonzentration erkennbar macht. Diese Fragestellung wurde beantwortet.

Der entwickelte Assay ermdglichte dank der Erkennung der falsch negativen Proben deren
Aufbereitung durch Ethanolféllung oder Verdinnung. So wurden in der Praxis mehrere

ursprunglich falsch negative Testergebnisse gefunden, die dann doch positiv wurden (s.0.).

Die zweite Zielsetzung der Studie mit der internen Kontroll-DNA war eine quantitative oder
semiquantitative Einstufung der Filarienlast des Patienten mit dem PCR-Produkte-ELISA zu
ermdglichen. Vergleicht man die ELISA-Quotienten von Patienten mit weniger als 3 Mf/ mg
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Haut mit denen mit mehr als 3 Mf/ mg Haut, so sind die von den Patienten mit mikroskopisch
nachgewiesener geringerer Mikrofilarienlast signifikant kleiner (P=0,035).

Des weiteren konnte eine positive Korrelation (rs =0,4, FG =55, P<0,01) zwischen
Mikrofilariendichte und ELISA-Quotient errechnet werden (vgl. Tabelle 8, vgl. Pischke et al.
2002).

3.2. Nachweisvon B. timori

3.2.1. Hhal-Repeat von B. timori

Nachdem es bereits gelungen war, mit den Hhal-Primern und der dazugehérigen Sonde DNA
im Blut von Personen mit B. timori aus Mainang zu finden (Kluber et al. 2001), konnte von
mir gezeigt werden, dass diese amplifizierte DNA wirklich das bereits bekannte Hhal -Repeat

war und es sich nicht um eine Kreuzreaktion handelte.

Anhand der Gelelektrophorese, lassen sich die Hhal-Kopien von B. timori, B. malayi und B.
pahangi nicht unterscheiden, was Abbildung 6 darstellt. Somit lief3 sich nicht sicher sagen, ob
die Hhal-Kopie der B. timori-Population der Insel Alor und die B. malayi-Kopie identisch
sind, was fir die B. timori-Population der Insel Flores bereits bewiesen war (Xie et al. 19944).
Signifikante Unterschiede zwischen B. malayi und B. pahangi hinsichtlich des Hhal waren
bereits aufgezeigt worden (Xie et al. 1994a). Somit ware es durchaus denkbar gewesen, dass

auch der B. timori-Stamm auf Alor eine Variation des Hhal -Repeats aufweist.

46



Abb. 6: Gelelektrophorese von Versionen des Hhal ver schiedener Spezies

1 = B. malayi-Version des Hhal-Repeats, 2 = B. timori-Version, 3 = B. pahangi-Version.
Eine Unterscheidung der 3 Spezies mittels Gelelektrophorese ist nicht méglich.

In Abbildung 6 sieht die B. pahangi-Bande zwar etwas schwécher und schmaler aus, diesist
jedoch noch im Rahmen von Variationen, wie sie auch bei den Gelbanden einer Spezies
beobachtet werden konnen.

Durch Sequenzierungen (Abbildung 8) gelang es, zu beweisen, dass das B. timori-Hhal-
Repeat von Alor identisch mit dem von B. malayi ist, abgesehen von interindividuellen
Unterschieden, die gefunden wurden. Durch Mikroskopieren und Abpipettieren einzelner
Mikrofilarien gelang es, zu belegen, dass es auch innerhalb eines B. timori-Genoms
intraindividuelle Unterschiede zwischen verschiedenen Versionen des Hhal-Repeats gibt.
Solche intraindividuellen Polymorphismen der Hhal-Sequenz waren fur B. malayi bereits
nachgewiesen worden (Williams et al. 1988).
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Abb. 7: Gelelektrophorese zu PCR- Produkten ver schieden langer Versionen des Hhal -
Repeatsvon B. timori-Mikrofilarien

(DNA aus Minipreps gewonnen), die Sequenzierung ergab folgende bp-Léngen:

1= 311bp, 2= 323bp, 3= 302, 4= 305, 5= 311, 6= 323, 7= 323 8= 311)

Abbildung 7 und 8 zeigen, dass es 3 Hhal-Subtypen gibt, die sowohl bei B. timori als auch bei
B. malayi vorkommen: ein ungeféhr 320 bp langer Typ (Bt 2, Bt 5, Bm 1, Bp); ein ungefahr
310 Bp langer Typ mit einer Deletion bel 87 bp (Bt 1 und Bt 4) und ein ungefahr 300 bp
langer Typ mit einer 2. Deletion 8 bp nach der ersten (Bt 3 und Bm 2). Es konnte spontan kein
B. malayi-Korrelat fir die 310 Bp lange Kopie gefunden werden, dies ist jedoch nicht
Uberraschend, da dieser Polymorphismus der seltensteist und ich nicht explizit weiter nach so
einer B. malayi-Version gesucht habe. Weitere Sequenzen und Alignments sind im Anhang
dargestellt (Abb. Al).



Bt 2 WMl GCGCATAAAT TCATCAGCAAAATTAATAAAACT TTCAATTAATCATGATTTTAATTCAAT
Bt 5 Wl GCGCATAAAT TCATCAGCAAAART A TAAAAGT TTCAATTAATCATGATTTTAATTCAAT)
Bt 1 WBl GCGCATAAAT TCATCAGCAAAATTAATAAAACT TTCAATTAATCATGATTTTAATTCAAT
Bt 4 KB GCGCATAAATTCATCAGCAAAAT TAAT AAAACT [BTCAATTAATCATGAT[@ATAATTCAAT
Bl WBl GCGCATAAAT TCATCAGCAAAATTAATAAAACTTTCAATTAATCATGATTTTAATT [EAA

Bt 3 Wl GCGCATAAATTCATCAGCAAAATTAATAAAACT TTCAATTAATCATGATTTTAATTCAAT
B2 KB GCGCATAAATTCATCAGCAAAATTAATAAAACT TTCAATTAITCATGATTTTAATTCAAT
Bp I GCGCAR

Bt 2 TTAAGAATTTAAATTAAATTTAAATTCAAATTTAABT TTTGAAT T TIATTAAAAATTTTAA
Bt 5 TTAAGAAETTAAATT@TTTAAATTCAAATTTAAGTTTTGAATTT TTAAAAATTTTAA
Bt 1 TTAAGAATTTAAATTAGATTTAAATT] TTGAATTTTTTAAAAATTTTAA
Bt 4 TTAAGAATTTAAATTAAATTTAAATT TTGAATTTTTTAAAAATTTTAA
Bril ETAAGAATTTAAATTAAATTTAAATTCAAATTTAARTTTTIAATTTTTTAAAAATTTTAA
Bt 3 TTAAGAARTTAAATIIAAATTTAAATT TTGAATTT]

Bne TTHAGAATTTAAATTAAYITTTAAATT TTGAATTT

Bp TTAAGAATTIAAATTAAATTTAAATTCAAATTTAABRTTTTGAATTTTTTAAAAATETTAA
Bt 2 AATTTGTTBTAGT TTTCTTACAT TAGACAAGGAAATTGGT TCTAATTTATCAATT [@TAA

Bt5 AATTTGTTGTAGT TTTCTTACABTAGACAAGGAAATTGGT TCTAATTTATCAATT{@TAA

Bt 1 AATTTGTTGTIGT TTTCTTACAT TAGACAAGGAAATTGGT TCTAATTTATCAATTTTAAT
Bt 4 AATTTGTTATAGSTTTCTTCAT T@GACAAGGAAATTGGT TCTAATTTATCAATTTTAAT
Bril AATTTGTTATAGT TTTCSTHCAT TAGACAAGGAIJATTGGT TCTAATTTATCAATTTTAAT
Bt 3 AATTTGTTATAGT TTTCT TACATTJGACAAGGAAATTGGTTCTAATTTATCAATTTTAA®
Bne AATTTANTATAGT TTTCTTACAT TAGACAAGGAAATTGGT TCTAATTTATCAATT[@TAA

Bp GAAAATTGGTTCTAARTTATCAATTTTAAT
Bt 2 TTTAATTAAGT GCCAAAACTACTAAAAAAAGCTJITATTTTGAAATTAATTGACTATGT TA

Bt5 TTTAATTAAGT GCCAAAACTACT AAAAAAAGCT IITATTTTGAAATTAATTGACTATGT TA

Bt 1 TTTAATTAAGT GCCAAAACTACT AAAAAAAGCTRITATTTTGAAATTAATTGACTATGI TA

Bt 4 TTTAATTAAGT GCCAAAACTACTAAAAAAAGCT

Bl T8 TAATTAAGT GCCAAAACTACT AAAAAAAGCTITATTTTGAAATTAATTGACTARGT TA
Bt 3 T@TAGT TAAGT GCCAAAACT ACT AAAAAAAGCTITATTTTGAAATTAATTGACTATGT TA

B2

Bp

Bt 2

Bt5 CGTGAATTGTACCAGT GCTGGT CGTATATTGCGT [@GTCATTTTATAGT TTAAATATTAAA

Bt 1 2l CGT GAATTGT ACCAGT GCTGGTCGTATATTGCGT YATEI T TTTATAGT TTAAATATTAAA
Bt 4 Xl CGT GAAT TGTACCAGT GCTGGT CGTATATTGCGT [@GT CATTTTATAGT TTAAATATTAJA
B yZXNE® TCJ8AT TGTACCAGT GCTGGTCGTBTATTJGTYGTCATTTTATAGT TTAAATATTAAA

Bt 3 AW CGT GAATTGT ACCAGT GCTGGTCTATATTGCGTYGTEITTTTATAGT TTAAATATTAAA

B2 PAR M CAGAATTGTACCAGT GCTGGT CGTATAT TGCGT [@GTCATTTTATAGT TTAAATATTAAA

Bp yZSERIAT AT TCSAQJEIECHEGGTATATATEE I TIEGTCATTTTATAGT TTAAATATTAAA

Bt 2 ATACGCTTTTGTAATTAAGTTTT <- 323 Bp
Bt5 ATACGCTTTTGTAATTAAGTTTT <- 323 Bp
Bt 1 ATACGCTTTTGTAATTAAGTTTT <- 311 Bp
Bt 4 ATACGCTTTTGTAATTAAGTTTT <- 311 Bp
Bril ATACGCTTTTGTAATTAAGTTTT <- 323 Bp
Bt 3 ATACGCTTTTGTAATTAAGTTTT <- 301 Bp
B2 GCTTTTGTAATTAAGTTTT] <- 303 Bp
Bp GCTTTTATAATTAAGTTTT] <- 323 Bp

Abb. 8: Alignment exemplarischer Hhal-Versionen
Bt 1-5 zeigen Hhal-Sequenzen, die aus B. timori-Proben von Alor gewonnen wurden, wobei

Bt 1-3 aus einer Probe stammen und Bt 4-5 aus einer anderen. Bm 1-2 zeigen Sequenzen, die
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aus B. malayi-Proben aus Sulawesi gewonnen wurden und Bp zeigt vergleichend die aus B.
pahangi gewonnene Version, die bereits bekannt war (Xie et al. 1994a).

3.2.2. Molekulare Marker fur B. timori

Um eine molekularbiologische Unterscheidung zwischen B. timori und B. malayi zu
ermoglichen, wurden DNA-Sequenzen gesucht, die verschiedene Genom-Variationen
enthielten.

Eine Sequenz, die diese Voraussetzung erfullt, fand ich in der jeweiligen B. malayi/ B. timori-
Kopie der Cytochromoxidase-2 (cox-2) (Genebank-Nummer AF499133). Die cox-2
entstammt aus dem mitochondrialen Genom der Parasiten. Dieses Enzym wird bei B. timori
durch eine leicht modifizierte Version des entsprechenden B. malayi-DNA-Abschnittes
kodiert. Anhand des Alignments der B. timori- und B. malayi-Versionen und mit Hilfe der
WebCutter Version 2 Software (http://firstmarket. Com/cutter/cut2.html) gelang es, eine
DNA-Position ausfindig zu machen, die sich bel B. malayi aber nicht bei B. timori als
Schnittstelle fur das Restriktionsenzym Hpal eignet. Mittels einer Restriktion mit Hpal lief3en
sich also B. timori-cox-2-PCR-Produkte von B. malayi-cox-2-PCR-Produkten unterscheiden.

Somit lief3en sich auch die beiden Parasiten molekularbiol ogisch unterscheiden.

Abb. 9: Gelelektrophor ese von Brugia-cox-2-PCR-Produkten vor und nach Hpal -
Verdau

1= 100 bp-Marker, 2= Negativkontrolle, 3-5= unverdaute PCR-Produkte, 6-8= 2 hmit 5 U
Hpal verdaute PCR-Produkte; 3= B. malayi aus Zentralsulawesi, 4= B. malayi aus
Sldsulawesi, 5= B. timori aus Mainang, 6= wie Bande 3 aber verdaut, 7= wie Bande 4 aber

verdaut, 8= wie Bande 5 aber verdaut



Abbildung 9 verdeutlicht, dass mittels Hpal-Verdau, wie in den Banden 6-8 dargestellt, eine
deutliche Unterscheidung von B. malayi (Bande 6 und 7) und B. timori (Bande 8) anhand
ihrer cox-2-Sequenz mdglich ist. Im unverdauten Zustand (Banden 3-5) lassen sich die B.

malayi- bzw. B. timori-Versionen anhand der Gelelektrophorese nicht unterscheiden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden auch andere DNA -Sequenz-Abschnitte von B. malayi und
B. timori sequenziert und verglichen (5s RDNA spacer, ITS-2, Wolbachia 16s rDNA,
Wolbachia FTSZ, vgl. Tabelle 1), um festzustellen, ob sie sich zur Unterscheidung der beiden
Parasiten eigneten. Hierbei zeigte sich, dass die ribosomale 5S-Sequenz der beiden identisch
ist (Genebank-Nummern AF499130 und AF499131). Die ribosomae |ITS-2-Sequenz
(Genebank-Nummern AF499132) zeigte hingegen bei beiden geringfligige Unterschiede, die
jedoch so gering sind, dass sie sich nicht fir eine zuverlassige Unterscheidung der beiden

Spezies eignen.

Was die beiden untersuchten DNA-Abschnitte der den Filarien innewohnenden Wol bachien-
Bakterien angeht, ndmlich die 16S5rDNA und FTSZ, so zeigte sich, dass auch B. timori genau
wie B. malayi Wolbachien enthélt, was bisher noch nicht untersucht worden war. Auf3erdem
konnte gezeigt werden, dass sich die Wolbachien von B. malayi und B. timori genetisch
unterscheiden (Genebank-Nummer AF499135 und AF499135, Fischer et a. 2002).

3.2.3. Nachweisvon B. timori im Tagblut

Um zu Uberprifen, ob die drei Konservierungs- und Extraktionsmethoden fir Guanidin,
EDTA und Urea prinzipiell geeignet sind, versetzte ich als Vorversuch mein eigenes
garantiert filarienfreies Blut (kein Tropenaufenthalt, keine Bluttransfusion) mit geringen
Mengen an Filarien. Ich fugte pro 200 nt Blut mehreren Probenansétzen je 30 Mikrofilarien
oder 3 Mikrofilarien oder jewells die extrahierte DNA aus 120 Mikrofilarien hinzu. Es
wurden verschiedene Variationen des Extraktionsprotokolls getestet.

Tabelle 9 zeigt die Resultate der Extraktionsmethoden. Die Etablierung der Probentestung
erfolgte in Rahmen von Vorversuchen mit Eigenblut, um das begrenzt verflgbare

Probenmaterial aus der Feldforschung erst im etablierten Nachwei ssystem einzusetzen.
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Tabelle 9: Vorversuche zur Etablierung der drei Extraktions- und

Konservierungsmethoden

Konservierungs- Hinzugeflgte Anzahl der Anzahl der

Methode Mikrofilarien getesteten Proben  Positiven
pro 200 m Blut

Urea 30 Mf

Guanidin 30 Mf

EDTA 30 Mf

Urea 3 Mf

Guanidin 3 Mf

EDTA 3 Mf

Urea freie DNA aus 120 Mf

Guanidin freie DNA aus 120 Mf

EDTA freie DNA aus 120 Mf

Nachdem sich so gezeigt hatte, dass alle drei Extraktions- und Konservierungsmethoden

angewendet werden kdnnen, sollte die Untersuchung an Patientenproben aus Mainang zeigen,

wie gut diese drei Verfahren verglichen mit dem Goldstandard Nachtblutfiltration und der vor
Ort durchgefuihrten Tagblutfiltration abschneiden. Tabelle 10 zeigt, dass jede der drei

Methoden deutlich weniger sensitiv ist, as die Nachtblutfiltration und auch die

Tagblutfiltration erscheint den Konservierungs- und Extraktionsmethoden nicht unterlegen zu

sein.
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Tabelle 10: Verschiedene Extraktionsmethoden ver glichen mit der Mikroskopie

o Positiv in Positiv in Positiv in
Positiv in

Mikrofilarien- der der EDTA-  der Tagblut-
Last (Mf) Probenanzahl dMeétldéii- Guanidin-  Methode  Filtration
im Nachtblut Methode

0 Mf 4 0 0 0 0

1-10 Mf 4 1 1 2 0

11-100 Mf 15 3 3 4 4
101-1000 Mf 11 2 1 1 3

> 1000 Mf 6 4 1 2 4
1->1000 Mf 36 10 6 9 11

Es wurden jedoch von jeder Person 1 ml Tagblut filtriert, aber nur 200 m Blut fur die
jeweilige Konservierungs- und Extraktionsmethode verwendet. Zieht man nun die Ergebnisse
der drel Extraktionsmethoden zusammen, d. h. wertet man all digjenigen as positiv, die in
einer oder mehr der drei PCR-Testungen positiv waren, so erhdlt man ein ganz anderes
Ergebnis, welches Tabelle 11 darstellt.

Tabelle 11: Ubersicht tiber die positiven Resultate mit allen 3 K onser vier ungs- und
Extraktionsmethoden

Methode Mikrofilariendichte/  Anzahl der Tagblut: Anzahl der
ml Nachtblut untersuchten Proben positiv getesteten:
PCR Filtration
Alledrei
Methoden 1->1000 36 18 (50 %) 11 (31 %)
zusammen

53



Jetzt zeigt die PCR-basierende Tagblut-Diagnostik 50 % der in der Nachtblutfiltration
positiven Personen als positiv an und die Tagblut-Filtrationsmethode verglichen hiermit 31 %

der in der Nachtblutfiltration positiven Personen.

Der Versuch, die Sensitivitét des PCR-Assays zu steigern, indem die extrahierten Proben in
einer ,nested PCR* amplifiziert wurden, scheiterte. Bei diesem speziellem PCR-Verfahren,
welches fur B. malayi bereits etabliert worden war (Cox-Singh et a. 2000), kann man die
Menge des Amplifikats und damit die Sensitivitat der Untersuchung steigern, indem man erst
eine PCR macht, dann in einer zweiten PCR mit speziellen Primern das Amplifikat erneut
amplifiziert. Diese Methode ist nicht praktikabel wegen der grof3en Kontaminationsgefahr, die

zu nicht verlasslichen Ergebnissen fuhrt.

3.2.4. Nachweisvon B. timori im Sputum

Nachdem fur W. bancrofti bereits ein PCR-Assay zur Diagnose mittels Sputumprobe
existierte (Abbas et al. 1996, 1999), versuchte ich, eine solche Nachweismethode fir B.
timori zu entwickeln.

Es zeigte sich, dass die Extraktionsmethode von Abbas und Mitarbeitern fir diese Zwecke
nicht verwendbar war. Von mehr as 50 Patienten mit B. timori-Mikrofilarien im Blut, lief3
sich mit dieser Methode bei keinem Patienten B. timori-DNA im Sputum nachweisen.

Ein Nachweis von Brugia-Hhal-DNA ist jedoch prinzipiell méglich. Durch Verwendung des
Qia Tissue Mini Kit konnte ich erstmals bei vier Patienten Brugia-DNA im Sputum
nachweisen. Diese Patienten hatten alle extrem hohe Mikrofilariendichten im Blut (Uber 1000
Mf/ ml). Tabelle 12 zeigt anschaulich, dass nur bei Patienten mit ausgepragter Mikrofilarémie
ein Nachweis von B. timori-DNA mdglich ist.



Tabelle 12: Nachweisvon B. timori-DNA im Sputum

Mikrofilariendichte im Nachweis von Brugia-DNA im Sputum
Nachtblut, Mf/ ml Positiv Negativ

0 0 32

1-100 0 21
100-1000 0 21

>1000 4 18

Ein Phanomen, das im Rahmen der Sputum-Diagnostik auftrat, waren Kreuzreaktionen der
Hhal-Primer mit DNA-Sequenzen, die nicht zum Genom von Brugia gehdren. Es kam im
Verlauf meiner Versuche bei Verwendung der DNAzymell-Polymerase zur fehlerhaften,
unspezifischen Anlagerung der Primer und anschlieender Amplifikation von DNA-
Sequenzen, die sich as verschieden lange Banden in der Gelelektrophorese zeigten. Dieses
Phanomen trat nicht bei Verwendung von extrahierten Blutproben auf. Das spricht dafir, dass
ein im Sputum und folglich, wenn auch in geringerer Konzentration, ebenfalls im
Sputumextraktionsprodukt enthaltener Stoff die PCR-Reaktionsbedingungen zugunsten von
unspezifischen Kreuzreaktionen verschiebt. Ob es sich bei dieser Storquelle um ein spezielles
Enzym handelt, eine besondere lonenkonzentration oder etwas anderes, ist nebensachlich, da
sich solche unerwiinschten, unspezifischen Amplifikationen durch Verwendung von Hotstar-
Polymerase vermeiden lief3en. Deswegen wurde fur die restlichen Sputum-Experimente nur

noch die Hotstar-Polymerase verwendet.
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Abb. 10: Falsch positive Kreuzreaktionen mit dem Southern Blot nachgewiesen. Oben:
Gelelektrophorese; unten Southern Blot. 1= Negativkontrolle, 2= Positivkontrolle, 3-18=
Sputumproben.

Der gezeigte Southern Blot (Abbildung 10 unten) zeigt die Kreuzreaktionen als falsch
positive Amplifikate an. Man sieht anhand des Southern Blot: nur die Positivkontrolle und
Probe 17 (schwach) enthalten wirklich das Hhal-Repeat und somit B. timori. Die Banden 3, 5,
7, 9-13 und 18 beruhen auf unspezifischen Primeranl agerungen wahrend der Amplifikation.

Eine Gelbetrachtung alleine (Abbildung 10 oben) wére hier irrefihrend. Sie wiirde die falsch
Positiven nicht als solche erkennen lassen. Andere Mdéglichkeiten, solche unerwiinschten
Amplifikate zu identifizieren, sind der ELISA und die Test Strips. Um herauszufinden,
welche DNA-Sequenzen diese Kreuzreaktionen verursachen, wurden einige dieser PCR-
Produkte sequenziert. So liefien sich anhand der gefundenen Sequenzen insgesamt finf
maogliche kreuzreagierende DNA-Sequenzen aus der Genebank identifizieren, die Tabelle 13
darstellt.



Tabelle 13: Mit den Hhal-Primern kreuzreagier ende Sequenzen

1) Mensch, Chromosom 823 ( vgl. NCBI-Signatur gi15216352/dbj/AP003787.2,
| dentities 623/643)

2) Mensch, HLA-B (gi/11125670/emb/AJ300181.1)

3) Mensch, Chromosom 7 (gi/9052126/gb/AC009541.16)

4) Menschliche DNA, nicht ndher bestimmt (gi/16303417/gbAC091903.2)

5) Mycobacterium ulcerans Alul, Ahnlichkeit vorhanden, jedoch keine
Ubereinstimmung, also u. U. eine Variante (gi/1293538/gb/U38540.1)

Damit kommt hauptsichlich menschliche DNA als Kreuzreaktant in Frage, aber auch
mykobakterielle DNA. Die beiden interessantesten potentiellen Kreuzreaktionsteilnehmer
sind sicherlich die humane und die mykobakterielle Version des Alu-Repeats, welche in

verschiedenen Versionen bei den Sequenzierungen gefunden wurden.

Dass zwischen humanem Alu- und filariellem Hhal-Repeat eine hohe Homologie beziglich
der Primer besteht, war bereits bekannt (Xie et al. 1994a). Dass diese Ahnlichkeit auch fir die
mykobakterielle Version gilt, ist zwar eine neue Erkenntnis in diesem Zusammenhang. Das
hétte man sich jedoch auch theoretisch tberlegen kénnen. Ganzlich neu und in der Literatur
bisher nicht beschrieben ist, dass es in diesem Ausmal3 zu Kreuzreaktionen zwischen diesen
Hhal-ahnlichen Sequenzen und den Hhal -Primern kommen kann.

Es schliefdt sich die Frage an, ob es einen phylogenetischen Zusammenhang zwischen Alu-
und Hhal-Repeat gibt. Diesist fir den medizinischen Bereich sicherlich weniger relevant, soll
aber aus evol utionsbiologischer Sicht doch kurz angesprochen werden.

Um einen solchen Zusammenhang aufzuzeigen, wurde die bekannte, komplett
durchsequenzierte mykobakterielle Alu-Sequenz aus der NCBI-Datenbank via Alignment mit
dem Hhal-Repeat verglichen (Abbildung 11). Entsprechendes war bereits fir die humane
Version gemacht worden (Xie et al. 1994a).
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Mcl 957 NeA Ne S e- V‘
B.t. TTh ATAAR eA ATAOGA o ATT A
Mycl 1015 NCAMAGA lA A
B.t. ATTIRTT TT TT ETTTT
MWcil 1073 EdM C- - [ecARAE eﬁ CAA SA AAGG NeAATNICC
B.t. 144 AMTT AT T ONJAAALI TACAASCAATI T LRI - IATIETAL STARLA
Mcl 1131 €W (}Iﬁ.ﬁq T- €AccdedAdecode A och
B.t. 201 [@VNAT--QTT--AWA-WTTT AT TEANAACTTALATUTIEAATI- - HANATTTA-
Mycl 1190 NNmIdesdAeqeca €T- BAATTRACSACECmIETGAECTEE AT(EALE G
B.t. 253 -INRIT-- ANATLIETTA d AN TN TIEAIRTA AT TEAA N E TUITINI TAATLILILEE
Mycl 1249 eCeCEQUATLIECEG
B.t. 310 QUEATEALTUTALECEC

Abb. 11: Vergleich des Mycobacterium ulcerans (Mycl) Alu-Repeats (Genebank-
Nummer : gi|219083|gb|AF003002.1] AF003002 M. ulcerans 1S2404-like element putative
transposase, complete cds) mit dem B. timori (B. t.) Hhal -Repeat

Man sieht, dass abgesehen von den Ahnlichkeiten der Primerbindungsstellen am Anfang und

Ende der Sequenz weitere Homol ogien bestehen.

Um zu prifen, ob sich auch DNA anderer Parasiten auf3er der von B. timori in den
Sputumproben finden lief3, machte ich exemplarisch mit 19 willkurlich ausgewahlten Proben,
aus der Gruppe der Proben, bei denen Kreuzreaktionen beobachtet worden waren, eine PCR
mit Ascaris lumbricoides-Primern. Ich fand eine positive Probe. Dies verdeutlicht, dass man
die am Beispid Hhal gewonnenen Erkenntnisse fur Sputum-PCR-Testungen auch auf
Ascaris-PCR-Assays Ubertragen kann.

Ich wahlte deshalb Proben aus dieser Gruppe, da die Kreuzreaktivitat dieser Proben belegte,
dass in ihnen DNA enthalten war. Das ist nicht unbedingt selbstverstéandlich, da es sicherlich
auch Probanden gab, die nicht richtig abhusten konnten und so nur weitestgehend DNA-freie
Speichelproben anstelle von Sputum abgegeben haben. A. lumbricoides ist der Erreger einer
humanen Helminthose mit weltweit mehr als 1 Milliarde Infizierten (Khuro et al. 1985; Bode
et al. 2000). Da Ascaris-Larven sich voriibergehend in der Lunge aufhalten und die Infektion
in Asien weitverbreitet ist, lag dieses Experiment nahe.



3.2.5. Nachweis von B. timori in Ubertrager miicken

Tabelle 14 zeigt die Ergebnisse fur die Testung der Moskito-Pools. Mittels des anerkannten
Pool -Screen-Programms (Katholi et al. 1995) lasst sich fir meine A. barbirostris-Pools eine
wahrscheinliche Infektionsrate der Moskitos von 88 % angeben und eine
Mindestinfektionsrate von 6,1 %. Andere Anopheles-Spezies, wie A. maculatus, A. subpictus
und A. sundaicus, waren nur vereinzelt gefangen worden, sodass sie im Rahmen dieser
Untersuchung nicht berticksichtigt wurden. Des weiteren wurden 624 Culex-Moskitos von Dr.
Fischer auf 33 Pools verteilt und von mir, nicht wissend welche Pools Culex oder Anopheles
enthielten, als negative Kontrollen bei den Extraktionen und der anschlief3enden PCR-Testung
mitgefihrt. Diese blinde Untersuchung der Proben war notwendig, um die Glaubwirdigkeit
der Studie zu gewdahrleisten. Da die Moskitos immer komplett extrahiert wurden, blieb also

kein Restmaterial fur eventuelle Nachtestungen im Falle falsch positiver Ergebnisse dbrig.
Das erklart die Anspriiche, die wir an diese Studie stellten. Alle so getesteten Culex-Pools
waren negativ, was den Erwartungen entspricht, gilt Culex doch as Vektor fuir Wuchereria

und nicht fUr Brugia.

Tabelle 14: PCR-Testung von M oskito-Pools aus Mainang auf Alor

Anzahl Mittlere Anzahl der PCR-Ergebnisse

Micken pro Pool positiven Pools

Mosquitos  Pools (Standardabweichung)

Anopheles barbirostris 642 61 10,5 (2,1) 39 (64%)
Culex 624 33 18,9 (3,5) 0

Im Rahmen von Vorexperimenten an in dem fir Brugia endemischen Dorf Mainang
gefangenen Culex war zu beobachten, dass einige dieser friheren Culex-Pools positiv fur das
Hhal waren. Ob es sich hierbei darum handelte, dass die infizierten Moskitos sich bei ihrem
Fanger, der sich selbst als Kéder anbot, durch eine Blutmahlzeit voribergehend infizierten

oder ob sie wirklich als Ubertrager fungieren konnten und infektiose Larven in ihren Kopfen
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hatten, zeigte ein klarendes Experiment: 120 Culex dieses Fanges wurden unter dem
Mikroskop die Kopfe abgetrennt. Dann wurden je 20 Culex-Korper gepoolt, finf Pools waren
positiv und einer negativ. Bei den Kopfen waren alle sechs Pools, a 20 Mosquito-K 6pfe,
negativ (Tabelle 15).

Tabelle 15: Hhal -PCR-Unter suchung von K épfen und K érpern von Culex

Positiv Negativ
K 6pfe (Pools a 20
Stiick) 0 6
Korper (Poolsa 5 1
20 Stiick)

Tabelle 15 zeigt, dass sich in keinem von 120 Culex-Kdpfen aber in mindestens funf der

dazugehorigen Koérper B. timori-DNA nachweisen lief3.

Somit war bewiesen, dass die positiven Resultate lediglich auf Mikrofilarien enthaltende
Blutreste im Magen-Darm-Trakt der Culex zuriickzuftihren waren und nicht auf eine
Ubertragungsfahige Infektion der Micken mit L3 im Kopf. Dass von den sechs Pools mit
jeweils 20 Culex-Koérpern ohne Kopf funf positiv waren, spricht dafir, dass wahrscheinlich

der Fanger eine Parasitdmie hatte, als die Moskitos an ihm saugten.

Die Anopheles-Moskito-Pools wurden auch mittels PCR auf eine P. falciparum- oder
Wuchereria-Infektion getestet (vgl. 3.2.6. und 3.2.7.). Keine Probe war fur W. bancrofti
positiv, aber zwei Anopheles-Pools enthielten P. falciparum-DNA. Dies ist nicht
Uberraschend, da die Moskitos ebenso wie die menschlichen Proben aus dem Dorf Mainang
stammten, welches, wie bereits erwahnt, fernab der Wuchereria-endemischen Kustenregion
lag, in welchem es aber gehauft Félle von Malaria tropica gab (Supali et al. 2002).

3.2.6. Simultaner Nachweisvon B. timori und W. bancrofti

Um eine einfache und schnelle Testung von Patienten- bzw. M ickenproben auf Brugia- und
Wuchereria-Infektion zu erméglichen, entwickelte ich einen Multiplex-PCR-Assay. Eine

Multiplex-PCR ist eine spezielle PCR, bei der mittels mehrerer Primerpaare (in diesem Fall
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zwel) mehrere verschiedene Target-Sequenzen simultan amplifiziert werden. Durch
Austestung anhand artifizieller Proben, weil leider kein natirlicherweise mit beiden Erregern
infiziertes Materia zur Verfigung stand, lief3 sich die empfehlenswerte Multiplex-PCR-Mix-
Konzentration ermitteln. Hierbei ist zu bedenken, dass das Wuchereria-Repeat etwa 400 mal
pro Zelle vorkommt, wahrend das Brugia-Repeat etwa in 60.000 Kopien vorliegt. Aul3erdem
haben beide DNA-Targets verschiedene Langen, raumliche Strukturen und damit auch
verschiedene Affinitéten zu ihren jeweiligen Primern. Folglich war zu erwarten, dass es fir
einen effizienten Nachweis von Brugia und Wuchereria mittels einer einzigen PCR der
Austestung verschiedener Primerverhaltnisse und PCR-Reakti onsbedingungen bedurfte.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

- w2 B - W 2B - W 2 B

Abb. 12: Gelelektrophorese von Wuchereria-Brugia-M ultiplex-PCR-Produkten

Die Produkte der Banden 1-4 entstanden mittels einer reinen W. bancrofti-PCR, die der
Banden 5-8 mittels einer W. bancrofti- zu B. timori-Primer-Konzentration von 1:1 und die der
Banden 9-12 mittels einer Konzentration von 2:1 des Multiplex-Gemisches. - = Negativ-
Kontrolle, W = nur Wuchereria-DNA, 2 = beides, W. bancrofti- und B. timori-DNA, B = nur
B. timori-DNA.

Somit ergab sich als ideale Primer-Konstellation, wie Abbildung 12 zeigt, ein Verhdltnis von
W. bancrofti-Primern zu B. timori-Primern von 1:1 bis 2:1. Es konnte gezeigt werden, dass es
keine Kreuzreaktionen zwischen W. bancrofti-Primern und B. timori-DNA gibt und vice
versa. Die Primer-Dimer-Bildung, die bei den Negativproben der Multiplexansétze auffallt, ist
anhand der unscharfen Bande als Artefakt deutlich erkennbar und nicht as falsch positiv

einzustufen.
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3.2.7. Simultaner Nachweisvon B. timori und P. falciparum

Um eine entsprechende Multiplex-PCR fur B. timori und P. falciparum, den Erreger der
Malaria tropica, zu entwickeln und auszutesten, verfuhr ich dhnlich wie bei der W. bancrofti/
B. timori-Multiplex-PCR. Diesma stand mir jedoch fir das Pilotprojekt authentisches
Probenmaterial in Form von Patienten- und Moskitoproben zur Verfiigung. Ich konnte P.
falciparum-Infektionen bel zwei Anopheles-Pools und bei acht, von insgesamt 40 Urea-Blut-
Proben nachweisen. Diese Stichprobe wirde fir Mainang eine Infektionsrate mit Malaria von
20 % ergeben. Das stimmte mit dem vor Ort mikroskopisch ermittelten Wert einer
Malariaendemizitét von 17 % (Supali et al. 2002 unverdffentlichte Daten) Gberein, wobei zu
bedenken ist, dass es nur eine sehr kleine Stichprobe war. Leider lagen fir die individuellen
Patienten keine mikroskopischen Daten zum Malariabefall vor, sodass ein Vergleich damit
nicht stattfinden konnte. Somit zeigte sich im Folgenden lediglich die Anwendbarkeit der P.
falciparumy B. timori-Multiplex-PCR, aber es ergaben sich keine konkreten Daten zur
Sensitivitét.

Das Problem beim Entwickeln dieser Multiplex-PCR bestand darin, dass die richtige Primer-

Konstellation schwer zu finden war.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

- PB 2 A - P B 2A - P B 2 A

Abb. 13: Gelelektrophorese von P. falciparum- B. timori-M ultiplex-PCR-Produkten
-=Negativkontrolle, P= P. falciparum-DNA, B= B. timori-DNA, 2=B. timori- und P.
falciparum-DNA, A= Probe aus Anopheles-Miicke, die sowohl fur B. timori alsauch fir P.
falciparum positiv war. Banden 1-5: Primerkonzentration P. falciparum-Primer/ B. timori-
Primer= 2/1, Banden 6-10=4/1, Banden 11-15= 8/1
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Man sieht in Abbildung 13, dass bei einem Primer-Verhdtnis von P. falciparum-Primer/ B.
timori-Primer von 2/1 (Banden 1-5) die Anopheles-Probe positiv fir das 208 bp-lange P.
falciparum-Fragment und das circa 320 bp-lange B. timori-Fragment ist, die , Probe 2°
\welche die artifiziell hinzugeflgten beiden DNA-Fragmente enthdlt, jedoch nur klar
erkennbar fur B. timori positiv ist. Diese Konzentration ist somit nur bedingt geeignet fur P.
falciparum-DNA, wenn ebenfalls B. timori-DNA enthalten ist. Nimmt man hingegen eine
Konzentration von 4/1 (Banden 6-10), so ist der schwach positive P. falciparum-Befund der
Anopheles-Probe erkennbar und bei der DNA beider Parasiten enthaltenden ,, 2-Probe” ist nun
das 208 bp-Stiick sichtbar. Bel dieser Konzentration kommt es jedoch auch zur Amplifikation
unerwinschter, unspezifischer Produkte, was man an der unscharfen Bande der B. timori-
Probe und den verwischten Banden der ,,2-Probe” sieht. Die Primer-Konzentration 8/1 hat als
Nachteil unspezifische Verwischung der Bande bei nur B. timori enthaltenen Proben, sichtbar
bei der B. timori-Probe ,,B“. Bel der ,A-Probe", die, wie erwahnt, beide Parasiten enthélt,
sind auch beide Banden schwach erkennbar. Bel der artifiziellen ,, 2-Probe” verschwindet das

positive B. timori-Ergebnis ebenfalls in einer unscharfen Bandendarstellung.

Als Fazit ist somit entweder eine Konzentration von 2/1 empfehlenswert, wobel eine
eingeschrankte Sensitivitét fur P. falciparum in doppelt infiziertem Material akzeptiert
werden muss oder man nimmt eine Konzentration von 4/1, muss sich dann aber mit dem
ungewohnten Bild unscharfer, verwischter Banden auseinandersetzen. Solche verwischten

Bandenergebnisse al's B. timori-positiv zu erkennen, bedarf etwas Ubung.

3.2.8. Gefrorener PCR-Mix (,, Frozen Mix“)

Die HotStar-Polymerase bendtigt im Gegensatz zu anderen Polymerasen eine langere
Aktivierungszeit zum Beginn der PCR bei 95° C. PCRs werden ublicherweise immer frisch
angesetzt, dann wird der Ansatz nur moéglichst kurz der Raumtemperatur ausgesetzt und es
wird schnell die Cycler-Reaktion gestartet. Ansonsten ist zu befurchten, dass im Rahmen der
PCR ein Wirkungsverlust der Polymerase eintritt, der die Sensitivitét des PCR-Assays senken
wirde. Dies wirft die Frage auf, ob die HotStar-Polymerase, weil sie besagten
Aktivierungsschritt bendtigt, vielleicht nicht sofort und frisch angesetzt werden muss, sondern
ob man sich aiquotierte Mastermixe einfrieren kann, die man dann bel Bedarf auftaut und

verwendet. Der Nutzen dieser Methode liegt auf der Hand. Zum einen ergibt sich eine Zeit-
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und Arbeitsersparnis, zum anderen kénnte man einen solchen ,, Frozen Mix“ im Rahmen von
Kooperationen an Kollegen verschicken, bzw. weltweit vertreiben und so fur eine
Vereinheitlichung der Ergebnisse verschiedener Labore sorgen.

Das geschilderte Prinzip funktioniert. Es war moglich, einen Brugia-Hhal-PCR-Mix,
inklusive Polymerase, einzufrieren und mehrfach aufzutauen und wieder einzufrieren, ohne
dass ein Wirkungsverlust der Polymerase PCR auffiel. Das Einfrieren wurde fur die HotStar-
Polymerase auch fur O-150-Ansédtze, Sspl-Ansédtze, Cox2-Ansédtze, P. falciparum-Ansdtze
und die Multiplex-Ansédtze ausprobiert. Ein Wirkungsverlust war bel bis zu dreimaligem
Einfrieren und wieder Auftauen nicht erkennbar, wie Abbildung 14 zeigt.

Eingefroren: 1x 2X 3X

1 1 1 1
-+ ot -+ ot -+ ot -+ it

Abb. 14: Gelelektrophoresevon , Frozen Mix“-PCR-Produkten

Diese Gelelektrophorese zeigt Hhal -PCR-Produkte zu 3 verschiedenen Proben: der
Negativkontrolle (-), der Positivkontrolle (+) und einer 1/10-Verdiinnung der Positivkontrolle.
Die ersten drei Banden gehodren zu einer PCR, in welcher der Mastermix frisch verwandt
wurde. Dann wurde der komplette Mix eingefroren, wieder aufgetaut und erneut fur die
selben drei Proben verwandt. Das wurde dreimal gemacht. Es zeigte sich, abgesehen von

kleineren Intensitétsschwankungen, kein deutlicher Wirkungsverlust des Mixes.



4. Diskussion

4.1. Diagnose der Onchozerkose

4.1.1. Wahl desrichtigen Assays. Test Strips

Der schnelle und zuverlassige Nachwels der O. volvulus-PCR-Produkte mittels DNA-Test
Strip ist ein weiterer Schritt zur Vereinfachung der PCR-Diagnostik der Onchozerkose. Die
Untersuchung von Hautbiopsien von mit O. volvulus infizierten Patienten mit einer niedrigen
Mikrofilariendichte zeigte, dass der Test Strip eine geringfligig hthere Sensitivitét hatte als
der zeitaufwendige ELISA. Im Gegensatz zu diesem Resultat hatten Untersuchungen an
experimentell hergestellten Verdinnungsrethen von O. volvuluss-DNA-Proben eine
geringfligig hohere Sengitivitdt des ELISA ergeben (5 ng, bzw. 1 ng, Mitteilung von Dr.
Fischer und Frau Dr. KlUber). Diese Diskrepanz erklart sich daraus, dass bel artifiziellen
Proben der Cut-Off-Wert des ELISA niedriger festzulegen ist as bei realen Patientenproben,
da Storfaktoren hierbei zu vernachl&ssigen sind. Somit 1&sst sich dieses Ergebnis nicht ohne
weiteres auf reale Patientenproben tibertragen.

Der routinemal3ige Nachweis von PCR-Produkten ist weltweit die Agarose-Gelelektrophorese
mit Ethidium-Bromid-Farbung und UV -Betrachtung. Die Nachteile dieser Methode sind, dass
eine UV-Anlage benttigt wird, toxische Chemikalien notwendig sind und die Methode an
Sensitivitdt und Spezifitét dem ELISA und somit auch dem Test Strip weit unterlegen ist.
Eine Steigerung von Sensitivitdt und Spezifitat lief3e sich u. U. noch durch den Southern Blot
erreichen. Doch da diese Methode sehr zeit- und arbeitsintensiv ist, scheidet sie fur die
Routinediagnostik aus. Das simple Test Strip-Verfahren wére fir den Einsatz in der Praxis
speziell unter eingeschrénkten Laborbedingungen in vielen Entwicklungslandern die beste
Nachweismethode, wéren da nicht die hohen Kosten pro Test Strip von ungefdhr 1 US $.
Zukunftige Preisentwicklungen werden zeigen, ob sich der Test Strip als Diagnostikmittel fur
die Routinediagnostik durchsetzt, wenn er preisich fur die betroffenen Entwicklungslander
erschwinglicher geworden ist.

Ein von einer amerikanischen Gruppe um G. Weil (Zhang et al. 2000) entwickelter PCR-
Assay, der , Genecomp*, sah ebenfalls zunachst sehr vielversprechend aus. Es wére sicherlich
interessant gewesen, diese Methode mit unserer zu vergleichen. Das war leider nicht moglich,

da die bendtigten Kaémmchen nicht mehr hergestellt werden.

65



Es konnte gezeigt werden, dass ein klar positives oder klar negatives Testergebnis einer
Gelelektrophorese nicht immer zu entnehmen ist und diese Technik, obwohl sie von mehreren

Autoren (Vincent et al. 2000) propagiert wird, daher nicht empfehlenswert ist.

4.1.2. Erfolgskontrolle des PCR-Assay durch interne Kontrolle

Die Entwicklung der internen Kontroll-DNA ermdglicht, falsch negative Proben mit zu hoher
Inhibitorenkonzentration zu erkennen. Der praktische Nutzen, der hieraus entsteht, wurde im
Rahmen dieser Dissertation deutlich, da einige Proben mit zuviel Inhibitoren as falsch
negative Testergebnisse erkannt wurden, was zu deren Aufarbeitung und Nachtestung gefuhrt
hat. Somit kann die entwickelte interne Kontrolle benutzt werden, um die Effizienz der O-
150-Amplifikation im Rahmen der PCR-basierten O. volvulus-Diagnostik zu evaluieren. Die
interne Kontrolle kann dabei helfen, PCR-Assays zu standardisieren und praktikabler zu
machen (Burkardt 2000). Die Standardisierung solcher Assays ist ein inzwischen von
Filariose-Experten ausdriicklich gefordertes Ziel, dem hiermit nachgekommen wurde (LF
Research Forum 2004).

4.1.3. Quantifizierung des PCR-Assay

Die zweite Zielsetzung an die interne Kontrolle war, durch eine Quantifizierung der PCR-
Produkte mittels ELISA, Ruckschlisse auf die Parasitenlast des infizierten Patienten zu
ziehen. Solche semiquantitativen Aussagen zu machen, ist schwer mdglich. Die Versuche
haben gezeigt, dass die gemessenen und errechneten ELISA-Daten zwar signifikant mit den
Ergebnissen der Mikroskopie korrelieren (vgl. 3.1.3.). Es gab aber etliche Proben, die
aufgrund der Einordnung nach ELISA-Daten in einer anderen Reihenfolge standen, als nach
der Einordnung aufgrund der Ergebnisse der Mikroskopie, so hétte eine quantitative
Einstufung anhand der ELISA-Daten die mit 0,1-3 Mf/ mg Haut Infizierten als geringer
infiziert angegeben, als die in der Mikroskopie negativen Patienten aus dem endemischen
Gebiet.

Das liegt daran, dass viele Patienten in dem auf der einen Koérperseite enthnommenen Skin
Snip mehr Filarien hatten a's in dem der anderen Seite. Auch innerhalb eines Onchozerkoms
kann es zu einer grofRen Variation der Mikrofilariendichte kommen. Daher sollte man
guantitative Aussagen nur fir epidemiologische Studien verwenden und nicht fir den

einzelnen Patienten. Die quantitative Einstufung mittels PCR-ELISA und interner Kontrolle
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eignet sich also zur Beurteilung der Parasitenlast in Patientenkollektiven, wie z. B. in ganzen
Dorfern. Fir die Beurteilung des Schweregrades der Onchozerkose beim individuellen
Patienten ist dieses Verfahren aber aufgrund der Variabilitdt der Mikrofilariendichte nur
eingeschrankt geeignet, denn es ermdglicht nicht Einstufungen im Bereich niedriger
Filarienlasten vorzunehmen. Wichtig ist es, dass die Methode es erlaubt, Patienten mit

niedriger und solche mit hoher Mikrofilarienlast zu unterscheiden.

In vielen Onchozerkose-Endemiegebieten Afrikas ist auch W. bancrofti endemisch. Um die
interne Kontroll-DNA im Rahmen zukinftiger Projekte auch zur Evaluation von W.
bancrofti-Assays nutzen zu konnen, wurde sie so konstruiert, dass sie mit der bereits
bestehenden Ssp [-Sonde fur W. bancrofti nachgewiesen werden kann (Fischer et al. 1999,
Bockarie et al. 2000, Vasuki et al. 2003).

4.1.4. Weiterfuhrende Ansatze

Zukunftige weiterfuhrende Forschung, welche die durchgefuhrte O. volvulus-Arbeit fortsetzt,

sollte die folgenden Fragestellungen untersuchen.

Im Rahmen epidemiologischer Studien sollte die Mdglichkeit zur quantitativen Einordnung
der Proben genutzt werden, um Vergleiche zwischen verschiedenen Dorfern und Arealen
durchzuftihren. Mittels PCR-ELISA ist ohne Mikroskopie und ohne in der Mikroskopie
geschultes Personal eine vergleichende Quantifizierung der Parasitenlast von
Patientenkollektiven moglich. Die hierfir benétigte Ausristung, namlich Thermocycler und
ELISA-Reader, ist zwar teurer und aufwendiger als ein Mikroskop, doch dadurch, dass dieses
Verfahren, wie diese Arbeit zeigt, so gut standardisierbar ist, lasst sich in einem Labor mit
dieser Ausriistung die Testung grof3er Patientenzahlen effizient durchfiihren. Auch ein Poolen

von Proben zur schnellen Vereinfachung des Assays ist in diesem Zusammenhang denkbar.

Bietet es einen Vorteil, wenn man die interne Kontrol|-DNA vor der Extraktion der Probe
zusetzt? Dies ist interessant, da sich so herausfinden l&sst, wie grof3 der Schwund an
nachweisbarer DNA bzw. wie hoch die Konzentration an stdrenden Inhibitoren bei

verschiedenen Extraktionstechniken ist. An authentischen Proben getestet, lassen sich
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relevantere Daten erheben als mit Hilfe einer Verdinnungsreihe einer Filarien-DNA-haltigen
Probe, es ist namlich u. U. davon auszugehen, dass z. B. auf Grund verschiedener
Enzymzusammensetzungen des untersuchten Gewebes bel verschiedenen Patienten nach der
Extraktion unterschiedlich viel DNA im Extrakt enthalten ist.

Was wére, wenn man Patienten aus verschiedenen Kontinenten, z. B. Stidamerika und Afrika,
im Rahmen einer Studie miteinander per ELISA vergleicht? Es ist mdglich, dass Patienten
verschiedener Rassen aufgrund der unterschiedlichen Hautfarbe und somit  des

unterschiedlichen Pigment-Gehaltes der Haut verschieden viele Inhibitoren enthalten.

Als der praktische Teil dieser Arbeit durchgefiihrt wurde, 2000-2002, begann eine neue
Methodik auf dem Sektor der PCR-Diagnostik sich durchzusetzen, die heute bei vielen
diagnostischen PCR-Assays zum Standard gehort, die Real-Time PCR. Diese spezielle PCR-
Methode ist, verglichen mit der in dieser Arbeit dargestellten PCR-Methodik, sehr viel
schneller und ermdglicht direkt wahrend des PCR-Laufes eine Quantifikation des PCR-
Produktes und mittels Sonden eine Kontrolle, ob das erwlnschte Target amplifiziert wurde,
sodass Nachweismethoden des Amplifikats wie Test Strips, ELISA, Gelelektrophorese oder
Southern Blot unnétig werden. AulRerdem ist die Kontaminationsgefahr bei der Real-Time
PCR deutlich reduziert. Leider stand mir die Real-Time PCR im Rahmen dieser Arbeit nicht
zur Verfligung, doch es wére sinnvoll, dieses Verfahren in kinftigen Studien fur die Filariose-
Diagnostik zu etablieren. Zwar sind sowohl der Cycler, a's auch die Reagenzien fur die Real -
Time PCR teurer als fir die herkémmliche PCR, doch oftmals lasst sich durch Real-Time
PCR eine Steigerung von Sensitivitét und Spezifitét erreichen, so dass unbedingt in kiinftigen
Studien Uberprift werden sollte, ob sich hierdurch die Diagnostik der Filariose verbessern
lief3.

Derartige Real-Time PCR-Assays wurden auf dem Gebiet der Parasitologie bereits fir etliche
Erreger entwickelt, z.B. fir W. bancrofti (Hoerauf et al. 2003c), P. falciparum (Malhotra et al.
2005) oder die Amdben (Qvarnstrom et al. 2005).

Nachdem gezeigt worden war (vgl 3.2.8. und 4.2.7), dass es moglich ist, PCR-Mastermixe mit
Hotstar-Polymerase, auch solche fir O-150, einzufrieren und nach dem Auftauen zu
verwenden, sollte diese praktische Frage weiter untersucht werden. Man sollte ausprobieren,
ob dieses Verfahren auch mit der in dieser Arbeit fir die O. volvulus-Experimente verwendete
DNAzymell-Polymerase funktioniert und man sollte testen, ob und wie gut der O-150-Assay

mit Hotstar-Polymerase funktioniert. Falls die Mdglichkeit besteht, den Assay auch mit
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Hotstar-Polymerase ohne EinbufRen in der Testqualitat durchzufihren, dann kénnte man das
Mastermix-Einfrier-Verfahren nutzen, ebenso fals dieses mit der DNAzymell-Polymerase
funktioniert. Dies wirde eine erhebliche logistische Erleichterung darstellen (vg. 4.2.7. und
4.2.8.).

4.2. Diagnoseder B. timori-Filariose

4.2.1. Nachweis des Hhal -Repeat bel B. timori

Fur die Brugia-Diagnostik ergibt sich, dass man die fir B. malayi entwickelte Hhal-Sonde
ebenso fir B. timori verwenden kann, da beide dasselbe Repeat haben. Dies war bisher noch
nicht bewiesen worden. Es war lediglich gezeigt worden, dass sich B. timori mit der Hhal-
Sonde detektieren lie3 (Kluber et al. 2001), doch der Beweis, dass sich die Wirmer

hinsichtlich des Repeats nicht unterscheiden, stand bisher noch aus.

Es wurde von mir gezeigt, dass es innerhalb des B. timori-Repeats Variationen gibt, dass sich
diese Langenpolymorphismen jedoch nicht auf die Detektion auswirken, da sie nicht das
sondenspezifische Hhal-Teilstiick betreffen. Hierbei besteht jedoch die Mdglichkeit, dass
beim Pipettieren einzelner Mikrofilarien unabsichtlich freie DNA einer anderen Mikrofilarie
mit pipettiert wurde. Um also absolut sicher zu gehen, dass sich mehrere intraindividuelle
Hhal-Versionen innerhalb eines B. timori-Genoms befinden, was fur B. malayi bereits gezeigt
worden war (Xie et al. 1994), hatte man am besten einen adulten Wurm genommen. Leider
stand zum Zeitpunkt dieser Arbeit kein adulter B. timori-Wurm zur Verfligung. Daher bleibt

dieser eindeutige Bewels vorerst aus.

Ob sich durch genaueres Katalogisieren der verschieden langen Fragmente Riickschl Gisse auf
bestimmte Brugia-Subpopulationen und somit auf relevante Verbreitungswege und
Infektionsketten schlieffen lassen, ist derzeit noch nicht absehbar. Zukiinftige Studien, die
regionale Verteilungsmuster verschieden langer Polymorphismen untersuchen, kodnnten
zeigen, ob sich mittels Kartografierung solcher Verteilungen von Subpopulationen

Erkenntnisse fir die Epidemiologie gewinnen lassen.
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4.2.2. Nutzen der molekularen Marker

Bel der Identifikation solcher Subpopulationen konnten die anderen identifizierten
genetischen Marker, 5s RDNA spacer, ITS-2, cox-2, Wolbachia 16s rDNA, Wolbachia FTSZ,
von Nutzen sein, da sich u. U. auch hier Polymorphismen finden lassen.

Das Aufdecken und anschlief3ende Unterbinden von Verbreitungswegen der Parasiten und
somit von Infektionsketten ist eine der Hauptaufgaben der Epidemiologie und der

Bekdmpfung. Das verdeutlicht die Relevanz der Ergebnisse.

Mittels cox-2-PCR und Hpal-Verdau ist eine molekularbiologische Unterscheidung von B.
timori und B. malayi moglich, was bei der Erforschung von Ubertragungswegen und
Verbreitung der Parasiten im Rahmen epidemiologischer Studien praktisch ist, erspart es doch
eine aufwendige mikroskopische Identifizierung der beiden Parasiten. Ebenso kdnnte man
natirlich zur molekularbiologischen Unterscheidung der beiden Brugia-Spezies die
Unterschiede im Genom ihrer endosymbiontischen Wolbachien-Bakterien nutzen. Da jedoch
noch nicht bekannt ist, ob die gefundenen 16SrDNA- (AF499135) und FTSZ-(AF499135)
Variationen nicht auch in anderen Bakterien vorkommen und es somit aufgrund
unerwinschter bakterieller Probenkontamination zu Kreuzreaktionen kommen konnte, ist die
Unterscheidung der beiden Spezies anhand ihrer eigenen mitochondrialen DNA gegenlber
der Unterscheidung auf Grund der DNA ihrer Endobakterien zu bevorzugen.

Der erstmalige Nachweis von Wolbachia-Endobakterien auch bei B. timori ist flr zukinftige
Therapieprogramme relevant. Falls es zur Entwicklung von Resistenzen kommt, stellt die
antibiotische Behandlung der Wolbachien ene Reserve im Rahmen der

Bekdmpfungsstrategien der Filariosen dar (vgl. 1.3.1.).

4.2.3. Nutzen der Sputumdiagnostik

Die invasive Probensammlung von Nachtblutproben ist nicht nur mit einem erheblichen
Aufwand verbunden. Sie stof3t bei der endemischen Bevdlkerung auch auf grof3en
Widerstand, der die Durchfuhrung von Surveys erheblich erschwert. Daher wére es gut, eine
nicht invasive Nachweismethode fir B. timori zu haben, wie z. B. einen Nachweis durch
Sputumproben.

Der hierfur entwickelte Sputum-Assay zeigte jedoch eine so geringe Sensitivitét verglichen
mit der Nachtblutfiltration, dass der Sputum-Assay fur die individuelle Diagnostik nicht
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brauchbar ist. Trotzdem denke ich, dass der erstmalige Nachweis von Brugia-DNA im
Sputum einen Fortschritt fir die Diagnostik darstellt. Sollte diese Methode in den néchsten
Jahren weliterentwickelt werden, z. B. durch die Entnahme von inhalativ provoziertem
Sputum oder Verwendung der ,,nested PCR", so lésst sich u. U. die Sensitivitét erheblich
steigern.

AuRBerdem besteht mit der Sputum-Diagnostik die Méglichkeit, im Rahmen eines ersten
Surveys in einem Gebiet in dem bisher noch kein Brugia-Vorkommen bekannt ist, nicht
invasiv Probenmaterial zu gewinnen. Diese Sputumproben kdnnte man dann poolen und per
PCR-Assay testen, um festzustellen, ob esin dieser Gegend Uberhaubt Brugia-Infizierte gibt.
Oft gibt es in abgelegenen Gegenden die Probleme, dass medizinisches Persona notwendig
ist und dass die Bevolkerung invasiven Mal3nahmen ablehnend gegenuber steht. Diese
Probleme lassen sich durch einen Sputum-Assay vermeiden. Die geringe Sensitivitét misste

man dann als Nachteil akzeptieren.

Dass auch der Nachweis einer Ascariasis mittels Sputum-PCR gegliickt ist, demonstriert die
Anwendungsbreite der Ergebnisse. Man koénnte z. B. bei Emigranten aus den Tropen as
Screening-Untersuchung Sputum per PCR auf verschiedenste Erreger untersuchen, wie z. B.
Thc, was schon lange mdglich ist, Wuchereria, was auch schon langer bekannt ist (Abbasi et
al. 1999) oder eben Brugia, wie esjetzt gezeigt wurde. Sicherlich lassen sich auch Multiplex-
PCR-Assays entwickeln, welche die schnelle, einmalige Testung einer Sputumprobe auf
mehrere dieser Erreger ermoglichen. Ein erster Schritt in diese Richtung ist der in dieser

Arbeit skizzierte Wuchereria/ Brugia-Multiplex-Assay.

Eine weitere Erfahrung der durchgefihrten Sputum-Experimente ist, dass es bei Verwendung
der DNAzymell-Polymerase zu Kreuzreaktionen, unter anderem mit menschlicher und
mykobakterieller DNA kommen kann, welche bel Verwendung der Hotstar-Polymerase
unterbleiben.

Diese Erkenntnisist fur weiterfihrende Forschungsprojekte, die Sputum und das Hhal -Repeat
verwenden, wichtig, da die unerwiinschten Kreuzreaktionen, wie erwahnt, zwar auftreten, sich

aber einfach vermeiden lassen.
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4.2.4. Nutzen der Multiplex-PCR

Die Entwicklungen der P. falciparuny Brugia-Multiplex-PCR-Assays und des erwahnten
Wuchereria/ Brugia-Multiplex-Assays ermdglichen die schnelle Untersuchung der Einwohner
ganzer Dorfer auf gleich zwei Erreger. Aulerdem zeigten meine Experimente, dass die
Multiplex-PCR im Rahmen der Vektorkontrolle einsetzbar ist, da sowohl die Filarien, as
auch die Plasmodien Uber die Anopheles-Mlicke Ubertragen werden.

Da es Anzeichen daflr gibt, dass eine Co-Infektion mit Plasmodien und Helminthen den
Verlauf der Malaria klinisch verschlechtert (Druilhe et a. 2005), hat ein simultaner Nachweis
von Plasmodium und B. timori in Gebieten, in denen beide Erreger endemisch sind, besondere
klinische Relevanz. Andere Multiplex-PCR-Assays fur weitere Helminthen und Plasmodien
konnten zukinftig entwickelt werden, um diese Problematik weiter zu behandeln.

Man muf3 jedoch bedenken, dass meine Multiplex-PCR-Experimente nur den Charakter einer
Pilotstudie haben. Es ist davon auszugehen, dass Untersuchungen an Patientenkollektiven
zeigen werden, dass bel den gezeigten Multiplex-PCR-Assays verglichen mit herkdmmlichen
PCR-Assays die Sensitivitat sinkt, da fur die Amplifikation eines in geringer Menge
vorhandenen Targets weniger Reagenzien zur Verfliigung stehen, da diese von dem
konkurierendem Primerpaar verbraucht werden. Somit erscheint mir die Multiplex-PCR als
nicht geeignet, wenn es um die Individualdiagnose und somit mdglichst hohe Sensitivitéat
geht. Zum schnellen und kostenginstigen Screenen der Bevolkerung im Rahmen
epidemiologischer Studien und somit fir Aussagen Uber grofere Kollektive ist diese

Verfahren jedoch gut geeignet.

4.2.5. Diagnostik von B. timori im Tagblut

Der von mir gezeigte Nachweis von B. timori-DNA im Tagblut eignet sich aufgrund seiner
gegeniber dem Nachtblut-Assay eingeschrankten Sensitivitét nicht zur Diagnostik fir
individuelle Patienten. Doch as vereinfachendes Screening-Instrument im Rahmen
epidemiologischer Untersuchungen und bei der Uberwachung von Bekampfungsmalinahmen
ist diese Nachweismethode gut geeignet. Bei der Supervision von Massenbehandlungen im
Rahmen von Bekampfungsprogrammen sind zunéchst Aussagen Uber den einzelnen Patienten
weniger interessant als Aussagen Uber den Rickgang der Infektion bei der gesamten
endemischen Bevolkerung. Hierfir ist die Methode einer Tagblut-PCR ein schnelles,

standardisiertes Verfahren.
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Interessant ist, dass die PCR-Methode der Tagblut-Filtration in der Gruppe der gering
Infizierten (1-10 Mikrofilarien/ mi Nachtblut) Uberlegen ist (vgl. 3.2.3.). Dies l&sst sich
wahrscheinlich dadurch erkléren, dass man manchmal zirkulierende freie DNA in Auflésung
befindlicher Mikrofilarien per PCR nachweisen kann (Fischer et al. 2000). Eine andere
Erklarung wére, dass zuféllig bei diesen Proben im Filtrat keine Parasiten enthalten waren,
wahrend welche in den Extraktionsproben vorhanden waren. Letzteres ist bei hoher
Parasitamie eher unwahrscheinlich, da 1000 m filtriert wurden aber nur insgesamt 600 mi
extrahiert wurden. Bei niedriger Mikrofilarienlast ist es aber gut mdglich.

Die vorliegenden Ergebnisse haben demonstriert, dass sich die Sensitivitéat solcher PCR-
Assays u. U. steigern lasst, wenn man anstelle von 200 pl Patientenblut 600 pl oder mehr

extrahiert. Das ist empfehlenswert.

Aufgrund der komplizierten Technik der Guanidin-Konservierung von Blut mit hochst
toxischen Chemikalien rate ich von diesem Verfahren ab, zumal die Methode verglichen mit
der EDTA- und der Urea-Methode keine deutlich sichtbare Sensitivitatssteigerung erbrachte.
Dieslasst sich trotz der geringen Anzahl an Proben sagen.

Im Ubrigen scheint es bei Betrachtung meiner Eigenblutversuche so, dass sich freie DNA
nach dem vorliegenden Protokoll viel schlechter extrahieren lasst, als in Mikrofilarien
enthaltene DNA. Das ist nicht Uberraschend, da dieses Protokoll fir ganze Mikrofilarien
entwickelt wurde und die ungeschitzte freie DNA sicherlich vermehrt beim grindlichen
Mischen zerstort wurde.

Die scheinbar schlechte Sensitivitét dieser Eigenblut-Versuche erklart sich bei genauer
Betrachtung daraus, dass hauptsachlich die geringe Nachweisbarkeit der freien DNA die
Ergebnisse negativ beeinflul?t. Um die Bedingungen im tropischen Mainang bel diesen
Eigenblutversuchen moglichst realistisch zu imitieren, wurden die Proben mehrfach auf 60° C

erwarmt. Vielleicht wirkte sich das auf freie DNA unverhaltnismaiig stark aus.
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4.2.6. Diagnose von Filarien in Stechmuicken

Die an den Moskitos gewonnenen Daten verdeutlichen mehreres. zum einen lief3en sich
epidemiol ogisch relevante Daten Uber die Moskitos auf der Insel Alor gewinnen, zum anderen
wurde die Anwendbarkeit der PCR-Methodik fur die Untersuchung der Vektoren anschaulich
verdeutlicht. Mit den gezeigten Multiplex-Assays kann man Moskito-Pools doppelt so schnell
auf zwei Erreger testen, as wenn man zwei getrennte Assays durchfihrt. Das stellt eine
enorme Vereinfachung fur die Logistik, das Personal und letztlich auch die Kosten von

Surveys dar.

AulRerdem hat diese Arbeit A. barbirostris, der bereits als Vektor fur B. timori auf Flores
bekannt war (Atmosoedjono et al. 1977), auch als Vektor auf Alor identifiziert und gezeigt,
dass wahrscheinlich Culex nicht als Ubertrager fungiert, da kein positiver Culex-Pool
gefunden werden konnte, sieht man von den Pools ab, bei denen die Culex-Micken Brugia-
DNA im Magen hatten. Diese Culex-Pools hatten keine Brugia-DNA in den Kdpfen und
kamen somit nicht als Ubertréger in Frage.

Da andere Anopheles-Spezies nur vereinzelt gefangen wurden, scheiden diese ebenfalls als
relevante Ubertrager aus.

4.2.7. Gefrorener PCR-Mix

Den Mastermix fir PCR-Reaktionen unmittelbar vorher anzusetzen, stellt nicht nur einen
grof3en logistischen und personellen Aufwand dar, es beinhaltet auch jedes Mal das Risiko
eines Fehlers bei der Herstellung, z. B. einer Kontamination. Somit stellt der in dieser Arbeit
geschilderte Vorgang, einen PCR-Mastermix anzusetzen, einzufrieren und bei Bedarf
aufzutauen eine deutliche Vereinfachung der Methodik dar. Auf3erdem ist es so moglich,
einen Mastermix in grofBerer Menge herzustellen und im Rahmen von Kooperationen an

andere Labore weiterzugeben. Dies ist ein Schritt in Richtung Standardisierung von PCR-

Assays.
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4.2.8. Weiterfuhrende Ansatze

Folgende weiterfihrende Ansétze ergeben sich aus meinen Ergebnissen.

Zukunftige Studien, die sich mit Infektionsketten beschaftigen, konnten die in dieser Arbeit
dargestellten molekularen Marker zur Aufdeckung von Verbreitungswegen nutzen. Sicherlich
lassen sich auch noch weitere Polymorphismen innerhalb verschiedener Populationen ener

Brugia-Spezies finden.

Im Rahmen epidemiologischer Studien bietet sich durch den Tagblut-PCR-Assay eine
Alternative zur aufwendigen Sammlung von Nachtblut an. Die eingeschrénkte Sensitivitét
lasst sich akzeptieren, solange man nur die anndhernde Pravalenz in ganzen Gegenden
erfassen will, da man die reale Pravalenz, welche hoher ist, abschdtzen kann. Sollte im
Rahmen von Bekdmpfungsmalihahmen die Préavalenz deutlich gesenkt werden, so braucht
man jedoch sensitivere Verfahren, wie die bisher angewendete Nachtblut-Mikroskopie oder
die Nachtblut-PCR.

Die Ergebnisse mit dem Sputum sollten dazu fihren, dass man ausprobiert, inwieweit sich
vergleichbare Assays flr andere Parasiten, wie z.B. Ascaris oder Dirofilaria etablieren lassen.
AuRerdem kann man den geschilderten Sputum-Assay nutzen, um im Rahmen eines ersten

orientierenden Surveys nicht invasiv erste Daten zu sammeln (s. 0.).

Die geschilderten Multiplex-PCR-Assays stellen deutliche V ereinfachungsmdglichkeiten dar.
Beide Verfahren sollten an groReren Patientenkollektiven getestet werden und mit
Mikroskopie und herkdmmlicher PCR-Methodik verglichen werden, um zu Uberprifen, in
wie welt eine Einschrankung der Sensitivitéat auftritt.

Auch sollten zur weiteren Vereinfachung Real-Time-Multiplex-PCR-Assays entwickelt und
evaluiert werden. Solch ein Assay wurde z.B. fir Entamoeba histolytica, Giardia lamblia und
Cryptosporidium parvum entwickelt (Vervelj et al. 2004), dieser zeigt laut den Entwicklern
keine deutliche Einschrankung von Sensitivitéat und Spezifitét.

Meine Empfehlungen zur Entwicklung von Real-Time-PCR-Assays fur O. volvulus (vdl
4.1.4.) erscheinen mir auch auf die lymphatische Filariose Ubertragbar: auch fur B. timori, B.

malayi und W. bancrofti sollten angesichts der rasanten Entwicklung auf diesem Sektor Real -
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Time PCR-Assays entwickelt werden. Diese sind aktuell aufgrund der immensen Kosten auf
absehbare Zeit in den Endemiegebieten nicht realisierbar, doch die Preissituation kénnte sich
zukinftig andern.

Die Erkenntnis, PCR-Mastermixe einfrieren zu kénnen, stellt eine erhebliche Vereinfachung
dar. Das sollte fur diverse PCR-Assays und auch fur verschiedene Polymerasen Uberprift

werden.
Zukunftige Therapiestudien mit Antibiotika, z.B. Doxycyclin, sollten auch in B. timori-

Endemiegebieten durchgefihrt werden, da erstmalig nachgewiesen wurde, dass auch B. timori
Wolbachien beherbergt.
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5. Zusammenfassung

Die Arbeit sollte neue Moglichkeiten zur Diagnose von Filarieninfektionen beim Menschen
und beim Ubertrager mit der Polymerase-Kettenreaktion zeigen. Von den Filarien wurden
Brugia timori und Onchocerca volvulus ausgewahlt, um fur diese Erreger die PCR-Diagnostik
zu verbessern.

Fur O. volwulus sollten Methoden zur Detektion falsch negativer Resultate und zur
Quantifizierung von O-150-PCR-Produkten entwickelt werden und es sollte untersucht
werden, ob ELISA oder Test Strip das bessere Verfahren zum Nachweis von O. volvulus-
PCR-Produkten ist.

Es wurde eine interne Kontrolle fir die PCR-basierte Diagnostik der Onchozerkose
entwickelt. Die Brauchbarkeit wurde anhand von Patientenproben evaluiert. Eine deutliche
Verbesserung der O. volvulus-PCR-Diagnostik wurde mit dem Test Strip-Verfahren erreicht,
das bel der Austestung an 127 Patienten dem ELISA Uberlegen war.

Fur die nur wenig untersuchte B. timori sollte gezeigt werden, ob der fur B. malayi
entwickelte PCR-Assay auf B. timori Ubertragbar ist, ob eine molekularbiologische
Unterscheidung von B. malayi und B. timori mdglich ist und ob B. timori Wolbachien-
Bakterien beherbergt. Um die Diagnostik von B. timori zu vereinfachen, sollten PCR-Assays
fur Tagblut und Sputum entwickelt werden. Zur einfachen Testung von B. timori und
simultanen Infektionen mit anderen Erregern sollten Multiplex-PCR-Assays entwickelt
werden. Des weiteren solIte der Ubertréger von B. timori auf Alor identifiziert werden.

Es konnte gezeigt werden, dass sich der Hhal-Assay auch fur B. timori nutzen l&sst. Dabei
wurden Polymorphismen innerhalb des Hhal-Repeats beobachtet. Es wurden molekulare
Marker zur Unterscheidung von B. timori und B. malayi identifiziert. Es gelang erstmal's, auch
bei B. timori Wolbachia-Endobakterien nachzuweisen, sodass auch diese Filariose mit
Doxycyclin behandelt werden kann. Zur DNA-Konservierung und Extraktion von Tagblut
ergaben drel Methoden, basierend auf EDTA, Guanidinthiocyanat oder Urea, brauchbare
Resultate. Es gelang der Nachweis von B. timori im Sputum bei Patienten mit hoher
Mikrofilardmie. Die Bedeutung dieses Nachweisverfahrens wurde diskutiert. Multiplex-
Assays zum Nachweis simultaner Infektionen mit Plasmodium bzw. Wuchereria wurden
entwickelt. Anopheles barbirostris wurde als Vektor der Brugia-Infektion auf der
indonesischen Insel Alor identifiziert.

Am Beispiel des Hhal-PCR-Mastermixes gelang es aufzuzeigen, dass man PCRs nicht immer

frisch ansetzen muss. Die Bedeutung dieser Erkenntnis wurde aufgezeigt.
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9. Anhang

GCGCAAAACTTAATTACAAAAGCGTATTTTAATATTTAAACTATAAAAT GACIGACGCAA
GCGCAAAACTTAATTACAAAAGCGTATTTTAATATTTAAACTATAAAAT GACEGACGCAA
GCGCAAAACTTAATTACAAAAGCGTATTTTAATATTTAAACTATAAAAT GACIIAACGCAA
GCGCAAAACTTAATTACAAAAGCGTATTTTAAT BT TTAAACTATAAAAT BACIAACGCAA
GCGCANAACTTAAT T CAAAAGCGTATTTTAATATTTAAACTATAAAAT GACGACGCEA
GCGCAAAACTTAATTACAAAAGCATATTTTAATATTTAAACTATAAAAT GACRIGACGCAA
GCGCAAAACTTAATTACAAAAGCGTATTTTAATATTTAAACTATAAAAXSACERIACGCAA
GCGCAAAACTTAATTACAAAAGCGTATTTTAATATTTAAACTATAAAAT GACIGACGCAA
GCGCAAAACTTAATTACAAAAGCGTATTTTAATATTTAAACTATAAAA NS ALRIAACGCAA
GCGCAAAACTTAATTACAAAAGCGTATTIRTAATATTTAAACTATAAAAT GAC GACGCAA
GCGCAAAJJCTTAATTACAAAAGCGT AT TTTAATATTTAAACTATAAAAT GACRIGACGCAA
GCGCAAAACTTAATTACAAAAGCATATTTTAATATTTAAACTATAAAAT GACRIGACGCAA
GCGCAAAACTTAATTACAAAAGCGTATTTTAATATRTEAACTATAAAAT GACIIGACGCAA
GCGCAAAACTTAATTACAAAAGCGTATTTTAATATT TAAACTATAAAA NS ACEIAACGCAA
GCGCAAAACTTAATTACAAAAGCGTATIRTTAATATTTAAACTATAAAAT GACIIGACGCAG
GCGCAAAACTTAATTACAAAAGCGTATTTTAATATTTAAACTAJRAAAAT GACIIGACGCAA
GCGCAAAACTTAATTACAAAAGCGTAT T NNNANI T TREAACT AT ARAATAACIAACGCAN
CTTAATTEICAAAAGCGTATTTTAATATTTAAACTAIINAAAT GACRIGACGCAA
CTTAATTRCAAAAGCGTATTTTAATATTTAAACTATAAAAT GACIIGACGCAA

CTTAATTACAAAAGCGTATTTTAATATTTAAACT JTAAAAT GAGIINA
CTTAATTACAAAAGCENATTTTAATATTTAAACT I TAAAANGAQYGACGCAN
GOGCAAAACTTAATTACAAAAGCGTATTTTAAT BT TTAAACTATAAAAT GACIGACGCAA
THACAAAAGCGTATTTTAATATTTAAACT IITANAATGAGIGACRICAA
GCGTATRTTAATATTTASACTATNAAANGACENAGNCAN

[TAACATAGT CAATTAATTTCAAAATAAGCT
[TAACATAGT CAATTAATTTCAAAATAAGCT
SAATTACET TCAAAATAAGCCT]
aAATTACET TCAAAATAACCT]
TAACATAGT CAATTAATTTCAAAATAAGCT]

TAACATAGTCAAT TAATTTCAAAATAAGCT
TAACATAGTCAATAATTTCAAAATAAGCT
TAACATAGTCAATTAATTTCAAAATAAGCT
TAACATAGTCAATTAATTTCAAAATAAGCT

GACCAGONCTGGTACAATECACART AACATEGTIRAAT TAGET TCAAAATAAGCT]
GACCANCACTGGTACAAT TCACNETAACATAGT CAATTAATTTCAAAATAAGCT
TAACATNANCAATTAATTTCAAAATAAGCT
TAAIIATAGT CAATTAATTTCAAAATJAGCT]
TAACATNGINAATTAATTT GCT|
TINACATAGNCAATTAATTTCAAAATAAGCT
TAACATEBGTCAATTAEETTCAAAATAAGCT]
TAACATAGT CAATTAATTTCAAAATJAGCT]

Fortsetzung nachste Seite
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Rl S Nl T T T T T TRACSAGT TTTGGCACTTAATTAAAATTAGAATTGAT

4717_ N TTTTTTRAGTAGT TTTGGCACTTAATTAAAATTAGAAT TGATAAA

53-27_ 118 NEREMI

4616__ 118 EEREMI

50-23__ 118

4- 5Bt _ 117

BMVB_ 118

9-15_ 118

4818_ 117

4922_ 118

BML_ 118

5- 6Bt _ 118

BMA_ 117

11-21Bt_ 116

3- 2Bt _ 116

7-12Bt_ 119

1941_ 118 CTTIATTAAAATTAGAATNGATAN

17-36Bt_ 118 CTTAARTANANNTANANTTGATNAGE

18-38_ 116

BM2_ 119

51-25_ AN CICTTGTCTAYTGTAAGAAAACTABAACAAATTTTAAAATTTTTAAIAAAT TCAAAASIRPVY
YR LI WGl C T TGT CTAAT GTAAGAAAACTAGAACAAAT TTTAAAATTTTTAAIAAATIACAAAAGIRPV
B = W I C T T GT CTAGT GTAAGAAAACTATAACAAAT TTTAAAATTTTTAARAAATTCAAAAIRVLYY
6- 8Bt _ 176 CTTGTCTAAEGTAAGAAAACEATAACAAATTTTAAAATTTTTAA”AAATT ATITTTAA
10- 16_ ANERCTTGTCTAATGTAAGAAAACT [FSAACAAAT TTTAAAATTTTTAAPAAATTCAAAAGIRFAYY

12-22Bt_ 176 CINKCIAGIPVNNE]PVNCLVVV01p
4717_ INASRCT TGTCTAATGTAAGAAAACT

S SCAAATTTTAAAATTTTTAAIAAATTCAAAAGIRIEN
SAACAAATTTTAAAATTTTTAAIIAAATTCAAAA SRV

53-27_ AN CTTGTCTAATGT AAGAAAACTABAACAAATTTTAAAAT TTTTAAAAAT TCAAAA SIS
4616 KNCICTTGTCTAATGTAAGAAAACH RAACAAATTTTAAAATTTTTAARAAATTCAAA I
R I W (W CT TGTCEAATAAAAGAAABCT ATAACAAAT TTTAAAAT TTTTAAIMAAAT TCAAAASEEES

VIEY= N -3 C T T GT CTAAT GTAAGAAAACT ATAACAAAT TTTAAA/A NI AATTCAAAA SR

BMB_ ANICT TGT CTAATGTAAGAAAACTATANCAAAT TTTAAAA SRR AATTCAAAA SN
9-15_ AR GTCTAATGT AAGAAAACTATAAAAAT TTTAAAASEEEEIE AATTCAAAA N
4818 _ ANERCTTGTARAAT GTAAGAAAACT ATAACAAAT TTTAAAA R AATTCAAA/A N
4922 AN (O CTTGTCTAATGTAAGAAAACT ABAACAAAT TTTAAAAT TTTTAAINAAATTCAAAASEIEE
BML_ ANAAICTTGTCTAATEATAA CTATAACAAATTTTAAAATTTTTAA”AAATI! AAA /AT
5- 6Bt _ AWEBCTTANCTAATGTA®] CTATAACAAATTTTAAAATTTTTAARAAATTCAAAAIRREYY
BWVA 176 CTTGTCTAATATAAGAAAACTATAACAEATTTTAAAATETTTAA”AAANT AAAATE.
11-21Bt _ 174 (emyeCeiyV.\y AAAACTINSAACAAATINTTAAART TTTTAAIAAAT TANAARPY.
3-2Bt _ AVEECTTGTNTAATGTNAGAAAACTATANCANAT TTTAAAA SIS AATTCASA AN
a2 S W CTTCACT AAT GTAABAAAACT ABNACAAAT TTTAAAA SRR ATTCAAAANEES
1941 SN CTTCNASAATARAANAAAACTATAR TNNTANAATTTTTAANAAT TCAAAASEIEE
17-36Bt _ 176 SINeI[&IN[EN.VN ACTABAA TTTTAANNTTTTTAARGANT TCAAAN G RPAY.Y
18-38_ AWERCTTCNETAANGTAA CTATNACAAANNTTAAAAEEEEEES AATNCAAAASEEE
BMVR_ KNEAlCTTGTCTAATGTAANAAAACT ABSACANAT TINAAAATTTTTAAINSAANT YNAASEEEE

Fortsetzung nachste Seite
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Abb. Al

T X RN R LT T TAAATINTAAT TTAAGT TCT TAAATTGAAT TAAAATCATGAT TAATTGAAAS
Y2 T X RN RREEY T TT AAAT TTAI TTTAAGT TCTTAAATTGAATTBAAAT CATGATTAATTGAAAG
I ] K <IN R R LGV T TTAAAT TTAATTTAARTTCTTAAATTGAATTAAAAT CATGATTAATTGAAA
L= S RN W R LIV T T TAAAT TTAAT TTAAATTCTTAAATTGAATTAAAAT CATGATTAAT BGAAAG
R K- 1IN R (e T T T AAAT TTAATTTAAATTCTTAAATTGAAT TAAAAT CABGATTAATTGAAAG
Ry S RN RREEY T TT AAATTTAATTTAAATTORTAAAT TGAATTAAAATCATGATTAATTGAAAG
4717_ ZX RN RRIENA T TTAAATTTAATTTAAATTCT TAAATTGAATTAAAATCATGATTAATTGAAAG
53- 27 231 -«-un--

TTTTETAATTTTTCT TAAATTGAATTAAAATCETGATTAATTGAAAG

4616__ 231 ------- TTTAAATIETAATTTAAATTCTTAAATTGAATTAAAATCATGATTAATTGAAAG
50-23__ 231 ------- TTTAAATTTAATTTAAATTCTTAAATTGAATTAJGATCATGATTAATTGAIIAG
4-5Bt _ 221 ------- TTTAAATTTAATTTAAATTCTIAAAATTGAAT TAAAATCATGAIRTAATTGAAGG
BMVB_ 222 ------- TTTAAARTTAATTTAAATTCTRAAATTGAATTAAMATCATGARTAATTGAAAG
9-15_ 222 ------- TTTAAATETAATTTAAATTCTTAAATTGAATTAAAAT CATGAT TAATTGAAA
4818_ 221 ------- TTTAAATTTIATTTAAGTTCTTAAATTGAAT TAAAAT CATGATTAATTGAAA
4922_ 225 ------- TTTAAATTTAATTTAAATTCTTAAATTGAARTAAAATCATGATTAATTGAAAG
BML_ 232 ------- TTTAAATTTAATTTAAATTCTTAAATTGAATTAAAAT CATGATTAATTGEAAG
= S VN R IO GV T T T AAATTTAAT TTAATTCTTAAATTGAATTAAAATCATGATTAATTGA[®

BMA_ 231 ------- TNTAAATTTAATTTAAATTCTTAAATTGAATTAAAATCATGATTAATTGEAAG
11-21Bt _ 234 ATTTGA TTTAAATTEAATTTAAETTCTﬁAﬂAﬂTGAATTTdITGATTAAﬂTGAm
3- 2Bt _ 219 ------- TTTAAATTTAATTTAAATTCTAAAATTGAATTAAAAT CAT GAJRTAATTGAAAG
7-12Bt_ 221 ------- TTTANATTTAATTTAAATTCT TAAATTGAATTAAAATCATGATTAATTGAAAG
1941_ 232 ------- TAAATTTAATT] TCTNANATINGAARTAAAATCNTGATTAATTGAARG
17-36Bt _ 236 ATNTGCARREYYINZYRRY-YcOfeiny AGAATTAAANNCERGATTAANNGANAG

18-38_ 219 ------- TTTAAATINTAATTAGAT TCTRANATTGAATTANAATCATGARTINATTGAAAG
BMVR_ 232 ------ 2T TTAAAT{ETINATTTANATTCTTAAATTGAAT TAAAATCATGATAATTGAAAG
)R L T Tl T T T TARTAGT TTTGCTGATGAAT TTAT
YR S Tl T TTTAT TAATTTTGCTGATGAATTTAT
O] K T T T TATTAATTTTGCTGATGAATTTAT
1= A Tl T T T TATTAATTTTGCTGATGAATTTAT
O A1l T 7T TATTAATTTTGCTGATGAATTTAT
21 S T T TTTATTAATTTTGCTGATGAATTTAT
4717_ PRLMTTTTATTAATTTTGCTGATGAATTTAT
X Ry B4V T TTTATTAATTTTGCTGATGAATTTAT
4616__ 284 |NEEENRVVNRRRICOEN(CVNRRVNY
(O K4V T T T TATTAATTTTGCTGATGAATTTAT
- Sy T TTTATTAATTTTGCTGATGAATTTAT
BMVB_ PYCRTTTTATTAATTTTGCTGATGAAT[NTAT
9-15_ PYERTTTTATTAATTTTGCTGATGAATTTAT
4818_ PYERTTTTATTAATTTTGCTGATGAATTTAT
4922_ PYEROTTTATTAATTTTGCTGATGAATTTAT
BML_ P T TTTATTAATTTTGCTGATGAATTTAT
= SV K T T T TATTAATTTTGCTGATGAATTTAT
BMVA_ I LT TTTATTAATTTTGCTGATGAATTTAT
11-21Bt _ 294 RINNINAIGICHLE NV ARIN.Yy
R4 S 4 I TIN T TATTAAT T TTGCTGATGAATTTAT
Lol V1= S Y T T T TATTAATTTTGCTGATGAATTTAT
1941_ PN T TTATTAATTTTGCTNATGAATTTAT
17-36Bt _ 296 IIAIGMGNIIG\NNIEANEVNIAIPN
18-38_ 272 NERRYARERICUC NIV ARRYA
BMVR_ Pl TTTATTAATTTTGCTGATGAATTTAT

Abb. Al: Unterschiedlich lange Versionen des Hhal -Repeats, 4 von B. malayi (BM1-4), 21
von B. timori, bei denen ein Langenpolymorphismus zwischen 299 und 323 Basenpaaren
schwankt. Bei diesen Versionen ist zwar keine ,,lange”, ungeféhr 320 Basenpaare lange B.
malayi-Version zu sehen. Doch um die Aussage zu treffen, diese Version des Hhal-Repeat sei

somit bel B. malayi seltener als bei B. timori ist die Stichprobe zu gering.



B.M
62- 15 _
58-9
60- 13 _
61-14_
20

B. M
62-15_
58-9
60-13_
61-14_

§T
ETEGT

CA- (ﬁTA

B.M
62-15_
58-9
60-13_
61-14_
20

B.M 143 q TATORTTTTTRT- TgTA
62-15_ 158 € TATTMATGCTﬂd‘T TT
58-9 157 GGCTRCGCTGRAACATAAC AGGF
60-13_ 160 TTTTTAT cAagartadiracaTh

61-_14_ 166 nATCCﬁ Tcﬁ @cﬁgﬁﬁT Gr‘TCCTTT

m—ﬂj ':

20 178 CI\ﬂTNTA

B.M 198 Mds GAAA TTRTT CTATGETACGTGAATTGTHOCAGTGCTGGT ATA
62-15_ 214 [€TT® WNCANACAAACATTECACCATT- - WGGAACTTCTGTACYTTA
58-9 213 [€ECA COCAGGACAGNT AAGCTTGAAGAT CANAGACNAI TGA

60-13_ 220 [EMATTRHETGOGC: - - - - - m- @ o wm o mmm e e e e o
61-14_ 226 LgTle ilc - GTEA EcaTTT TOACAGAAGATGRTGCCATTTACCCAICAT
‘T G\ﬁGTTT

20 238 @ NTACTGNNCGNI €CCTACCTTTTGAGJATT
B.M 257 T CGTCATTTTQTAETTT ITACECTT GT AGTTTTGCGC—
62-15_ 271 AATAT ATTGT TTEGAAAA ATTGTCTT TTGGTTTCCAA
58-9 273 AAA TGAAATAAATCTTANT.GCCAT@NGG‘GGT TTNGNGGGTGGCC
B0-13_ = e meeeeeeeeaieeeaieeiaiae-asae-asea-esss-essecessscassecan-

61-14_ 282 TAAT SATGITT] C(;AAATGT CTAGrGAd‘ATGAE Tﬁ AGTTTATCCAA
20 298 SGTCTN AGAGCT NNNCCCT EAAGACTT!

Abb. A2: Alignment der Sequenzen der kreuzreaktiven PCR-Produkte, dieim Rahmen
der Sputumdiagnostik auftraten.

Die Ahnlichkeiten am Sequenzanfang fuihrten zur kreuzreaktiven Amplifikation mittels
DNAzymell-Polymerase. Es folgen die wahrscheinlichen Ergebnisse der NCBI -Blast-
Sequenz-Bestimmung.

B.M .= B. malayi-Hhal-Repeat (dasselbe wie fur B. timori, s.0.),

62-15= menschliche DNA, Chromosom 8923 ( vgl. NCBI-Signatur
0i15216352/dbj/AP003787.2, | dentities 623/643 (96%)),

58-9= Ahnlichkeit mit menschlicher DNA, HLA-B (gi/11125670/emb/AJ300181.1),
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60-13= Ahnlichkeit mit mehreren menschlichen Sequenzen u.a. dem Chromosom 7
(0i/9052126/gb/AC009541.16),
61-14= Ahnlichkeit mit diverser menschlicher DNA (z. B.: i/16303417/gbAC091903.2),
20= Mycobacterium ulcerans Alul, keine exakte Ubereinstimmung, also u. U. eine Variante
(gi/1293538/gb/U38540.1).
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