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Zusammenfassung

Einleitung: Tropheryma whipplei, der Erreger des Morbus Whipple, wurde bisher insbesondere
in Stuhlproben asymptomatischer Trager nachgewiesen. Die Besiedlungspravalenzen des
Darmes der Betroffenen waren in Europa signifikant geringer als in tropischen Gebieten. Dabei
fulen diese Ergebnisse auf Stuhluntersuchungen mit verschiedene PCR-Verfahren, wobei
deren diagnostische Zuverlassigkeit nicht geprift wurde. Diesem Manko sollte mit der
vorliegenden Studie begegnet werden. Hier wurden die Leistungsparameter von zwei in-house

PCR-Verfahren mit einem kommerziellen System verglichen.

Methode: Als Untersuchungskollektive wurden zwei Personengruppen mit erfahrungsgeman
unterschiedlich hohen Pravalenzen flr einen T. whipplei Tragerstatus gewahlt. Das erste
Kollektiv bestand aus 300 Proben von Kindern der einheimischen Bevdlkerung Westafrikas,
das zweite Kollektiv beinhaltete 300 deutsche Soldaten und Polizisten, welche aus tropischen
Einsatzgebieten wiederkehrten. Das Untersuchungsmaterial waren Stuhlproben, woraus fir
vor dieser Studie durchgeflihrte diagnostische Untersuchungen Nukleinsduren extrahiert
worden waren. Bisher waren diese Patientenproben nicht auf das Vorhandensein von T.
whipplei getestet. Jede Probe wurde mit den drei PCR-Systemen getestet und die im
Nachweisfall jeweils ermittelten Ct (Cycling-Threshold) -Werte wurden miteinander verglichen.
Dabei konnte weder eines der Testsysteme noch die Messung mit einer anderen Methode als

Goldstandard betrachtet werden.

Ergebnisse: Basierend auf mathematischen Berechnungen wurde eine gute Ubereinstimmung
(kappa 0,67 (95% Konfidenzintervall 0,60;0,73)) der mit den PCR-Systemen ermittelten
Ergebnisse gezeigt. Diskordanten Ergebnisse wurden am ehesten fur hohe Ct-Werte, das
heil’t geringe Mengen an Ziel-DNA, gefunden. Auf der Basis der Messergebnisse wurde eine
T. whipplei-Besiedlungspravalenz der westafrikanischen Testpersonen von 28,3% und der

deutschen Soldaten und Polizisten von 5,0% erhoben.

Fazit: Trotz der beobachteten Unterschiede bei den diagnostischen Leistungsdaten kdnnen
PCR-basierte Screeningverfahren fir T. whipplei in Punktpravalenz- und Surveillancestudien
verwendet werden. Sofern die Sensitivitat und Spezifitat fir das Testerfahren bekannt sind,
kénnen die Testergebnisse durch genauigkeitsbereinigende mathematische Methoden
korrigiert werden. Fur die Untersuchung einzelner Testpersonen lassen sich solche Verfahren
nicht anwenden, so dass hier mindestens Messungen mit zwei verschiedenen Verfahren

genutzt werden sollten.
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4. Einleitung

4.1. Tropheryma whipplei (T. whipplei)

Bei T. whipplei handelt es sich um ein anaerobes, taxonomisch formal Gram-positives
Stabchenbakterium, welches 1907 von Georg Hoyt Whipple rein auf der Basis
mikroskopischer Praparate entdeckt wurde (Whipple, 1907). Das Bakterium erreicht in etwa
eine GrofRe von 0,2+2,0 um (Dobbins et al., 1967). Seine Bezeichnung setzt sich aus ,troph®
(griechisch: die Nahrung) und ,eryma“ (griechisch: die Barriere) zusammen, da es eine

Malabsorptionsstorung hervorrufen kann.

Lange Zeit entzog sich T. whipplei einer taxonomischen, physiologischen und
pathogenetischen Charakterisierung, da es mit konventionellen Methoden nicht kultivierbar
war. Erst im Jahr 1991 konnte mit molekularbiologischen Methoden, sprich einer partiellen
Sequenzierung seiner 16 S rDNA, gezeigt werden, dass das Bakterium zum Stamm der
Actinobakterien gehdrt (Wilson KH et al., 1991)

Die Kultivierung gelang erst im Jahr 2000 in HEL (human fibroblast cell line) Zellen (Raoult et
al., 2000). Das Bakterium konnte aus einer menschlichen Herzklappe isoliert (Raoult et al.,
2000) und in 18 Tagen zur Verdoppelung seiner Zellzahl gebracht werden (La Scola et al.,
2001). 2003 gelang es das Genom zu sequenzieren. Dabei wurde ein in seinem Gengehalt
sekundar reduziertes zirkulares Genom mit 927.303 bp (Basenpaaren) mit 54 RNA Genen und
4 RNA Polymerasen festgestellt (Bentley SD et al., 2003 Lancet 361: 637-44, Raoult et al.,
2003). Dem wahrscheinlich durch Anpassung an eine parasitare Lebensweise kleinen Genom
fehlen einige typische Reaktionswegsenzyme. Zum Beispiel ist kein Thioredoxinweg

vorhanden, dieser wird mit dem Pentosephosphatweg kompensiert (Raoult et al., 2003).

Bekannt sind bisher mehr als 70 Genotypen von T. whipplei (Rollin et al., 2017), die in vier
»highly variable genomic sequences“-Cluster (dt. hoch variable genomische Sequenzen
(HGVS)) eingeteilt werden (Li et al., 2008). Die Daten stammen aus verschiedenen
Untersuchungen aus den USA (Rollin et al., 2017), Europa (Raoult et al., 2010), Asien (Keita
et al., 2015) und Afrika (Keita et al., 2012). Die groRte Ahnlichkeit besteht mit den
Actinobakterien, jedoch liegt der G+C Gehalt des Genoms mit 47% wesentlich unter den
durchschnittlichen 60% der Actinobakterien. Auch ist T. whipplei das einzige Bakterium unter
den Actinobakterien, dass ein so stark in der GroRRe reduziertes Genom aufweist (Raoult et al.,
2003, Relman et al., 1992).

Bei der Kultivierung konnte eine intrazellulare und eine extrazellulare Form unterschieden
werden (La Scola et al., 2001). Die intrazellulare Form zeichnet sich durch schmale,
feingliedrige Bacilli in Vakuolen aus, wahrend die extrazellulare Form bevorzugt in Aggregaten

vorliegt (La Scola et al., 2001). Ebenfalls wurde fur die intrazellulare Form in der ersten
9



Kultivierung sowohl gram-positives als auch gram-negatives Farbeverhalten nachgewiesen
(Raoult et al., 2000).

Der natirliche Lebensraum von T. whipplei ist bisher noch nicht sicher identifiziert. Eine
Infektion von Mausen mit T. whipplei ist bis dahin missglickt (Al Moussawi et al., 2011),
ebenso konnte bei einer Untersuchung von 677 Arthropoden im Senegal kein positiver Befund
verzeichnet werden (Diatta et al., 2013). Gleiches gilt auch fur Affen, bei denen ebenso wenig
ein Nachweis gelang (Fenollar et al., 2008b). Ein Nachweis gelang regelhaft nur aus
menschlichen Proben, insbesondere Speichel, Stuhl sowie Siedlungsabwasser (Schoniger-
Hekele M et al., 2007). Daraus leitet sich der Verdacht ab, der Mensch konnte die dkologische

Nische beziehungsweise das Habitat von T. whipplei sein.

4.2. Morbus whipple (M. Whipple)

Nur selten verursacht T. whipplei die Infektionskrankheit Morbus Whipple, da neben der
Anwesenheit des Bakteriums als notwendige Bedingung der Befall von besonders

pradisponierten Menschen die hinreichende Bedingung ist.

Typischerweise ist M. Whipple eine Systemerkrankung, welche sowohl akut als auch
chronisch in Erscheinung treten kann. Eine lokalisierte chronische Infektion im Bereich eines

Organs kommt ebenfalls als Manifestationsform vor.

Die akute Infektionskrankheit zeichnet sich durch Diarrhd, Steatorrh6 und Gewichtsverlust aus
(Durand et al., 1997; Lagier et al., 2010; Fenollar et al. 2007, von Herbay et al., 1996, Herold,
2017). Weitere Symptome in der chronischen Phase kénnen Polyarthritis, Arthralgie, Anamie,
Fieber und ein Befall des zentralen Nervensystems sein (Durand et al., 1997; Lagier et al.,
2010, Fenollar et al., 2011, Herold 2017). Lokalisierte Erkrankungen sind in absteigender
Haufigkeit Adenopathie, Uveitis, pulmonaler Befall und Endokarditis (Lagier et al., 2010).

Da bis zu 50% der Patienten initial hinsichtlich eines Verdachtes auf rheumatoide Arthritis
behandelt werden, wird die Diagnose des M. Whipple haufig erst sehr spat gestellt (Lagier et
al., 2010). Zudem kann der Einsatz immunsuppressiver Medikamente im Rahmen der initialen

Verdachtsdiagnose einen fulminanten Verlauf der Krankheit begunstigen (Saito et al., 2018).

1952 bestatigte Paulley durch die erste wirksame Therapie mit Antibiotika, sprich ex
juvantibus, dass es sich bei der Krankheit M. Whipple um einen bakteriellen Erreger handeln
muss (Paulley, 1952). Es existieren unterschiedliche Empfehlungen und Publikationen zur
Behandlung von M. whipple mit Antibiotika. Die deutschen Leitlinien der S2k-Leitlinie
Gastrointestinale Infektionen und Morbus Whipple (Hagel et al, 2015) sehen eine tagliche
Behandlung mit Ceftriaxon 2 g i.v. (intravends) Uber 14 Tage gefolgt von Cotrimoxazol 2 x 960

mg p.o. (per os) uber 1 Jahr vor (Hagel et al., 2015, Herold, 2017). Bei einer Unvertraglichkeit
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gegen Ceftriaxon wird dieses durch Meropenem 3x1 g i.v. ersetzt und Cotrimoxazol durch

Doxycyclin 2 x 100 mg p.o. (Hagel et al., 2015).

Alternative Therapiemdglichkeiten wurden in weiteren Veroéffentlichungen untersucht und
thematisiert. Hierzu gehdren Behandlungen mit 14-tagiger intravendser Gabe von Ceftriaxon,
Ceftriaxon und Gentamicin, Amoxicillin und Gentamicin oder Piperacillin/Tazobactam, welche
durch eine anschliel3ende orale Behandlung mit Doxycyclin und Hydroxychloroquin fortgesetzt
wurden (Lagier et al., 2014). Eine Behandlung mit Sulfamethoxazol in Kombination mit

Trimethoprim schien in einer Studie keine Wirkung zu zeigen (Fenollar et al., 2009b).

4.4. Epidemiologie und Pravalenz von T. whipplei

In westlichen Industrielandern gehért M. Whipple zu den seltenen Erkrankungen. Die
Pravalenz der Erkrankung lag in einer Analyse im Nordwesten ltaliens bei 3 von 1.000.000
(Biagi et al., 2015). Die Inzidenz liegt bei kleiner 1:10.000.000 weltweit (von Herbay et al.,
1997). In Afrika ist bisher lediglich ein Fall beschrieben worden (Berbich et al., 1967). Es wurde
ein Zusammenhang zwischen der Besiedlungsdichte von T. whipplei und der klinischen

Auspragung postuliert. In einer Studie von Fenollar et al. (2008a) konnte eine Besiedlung mit

5 cfu(colony forming units) ;-\ gStyh| der erkrankten Patienten nachgewiesen werden
g (gramm)

(Fenollar et al., 2008a).

5,7 %10

Hinsichtlich asymptomatischer Trager lag die Pravalenz allerdings sehr viel hoher,
beispielsweise in Europa bei 1-4% (Fenollar et al., 2008 a/b, 2012). Sie kann jedoch auch 12-
25% bei Abflusskanalarbeitern, HIV-positiven und Obdachlosen erreichen (Schéniger-Hekele
et al., 2007; Fenollar et al., 2008b; Garcia-Alvarez et al., 2016, Keita et al., 2013). 33% der
Familienangehdrigen von M. Whipple-Patienten in Frankreich wiesen ein positives PCR
Ergebnis auf (Fenollar et al., 2012). Die weniger industriell entwickelten Lander erreichen eine
hohere Pravalenz. So sind im landlichen Ghana 27,5% der Kinder im Alter zwischen dem 2
Monat bis zum 15.Lebensjahr nachweislich positiv getestet worden (Vinnemeier et al., 2016).
In Gabun erreicht die Kolonisierungsrate sogar bis zu 40% bei Kindern (Ramharter et al., 2014)
und im dorflichen Senegal bis zu 44% im Alter zwischen 2 bis 10 Jahren (Fenollar et al.,
2009a). Insgesamt hatten 31% der gesunden Bevolkerung des Senegal im Alter zwischen O
bis 99 Jahren einen positiven PCR-Nachweis von T. whipplei, 75% davon bei Kindern unter 4
Jahren (Keita et al., 2011). In einer Studie im stid-ost-asiatischen Laos erreichte die Pravalenz
der Kinder im Alter von 4-7 Jahren sogar 63%, bei Kindern unter 4 Jahren lag sie jedoch nur
bei 33% (Keita et al., 2015).

Auch bei den asymptomatischen Tragern besteht eine Korrelation zwischen

Besiedlungsdichte und der fehlenden Symptomatik, so wurde eine deutlich geringere
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Besiedlung mit 7,4*1026’% belegt (Fenollar et al., 2008a). Die hohen Zahlen an

asymptomatischen Tragern in den Entwicklungslandern lassen auf eine Beziehung zwischen
der Anzahl der Trager und dem hygienischen Standard schlieRen (Ramharter et al., 2014). Die
Haushalte mit niedrigen T. whipplei Pravalenzen im landlichen Senegal unterschieden sich
von den Haushalten mit hohen T. whipplei Pravalenzen einzig in der Anwesenheit einer
Toilette mit deutlicher raumlicher Trennung von der Trinkwassergewinnung beziehungsweise
-lagerung (Diatta et al., 2013). Gleichzeitig waren die Wasseruntersuchungen im Senegal alle
negativ, weshalb eine Ubertragung Uber diesen Weg unwahrscheinlich ist (Keita et al., 2011,
Diatta et al., 2013). Des Weiteren wurden in der Schweiz Klaranlagen auf Besiedlung mit T.
whipplei untersucht. Dabei konnten in 17 von 46 (37%) Klaranlagen in der Schweiz T. whipplei
nachgewiesen werden, die 17 positiven Befunde befanden sich alle in landwirtschaftlicher
Umgebung (Schoéniger-Hekeler et al., 2007). So wird angenommen, dass sich Tropheryma
whipplei iber die fakal-orale und die oral-orale Ubertragung verbreitet (Keita et al., 2011, Diatta
et al., 2013, Schneider & Moos, 2015).

Eine Ubertragung auf in den Tropen Reisende wurde beschrieben (Gautret et al., 2014). In
dieser Untersuchung waren 27% der Reisenden mit Diarrhd heimgekehrt. 3,4 % der
Untersuchten mit Diarrhd waren vorher in ihren Stuhlproben negativ auf T. whipplei getestet
worden und hatten nach der Reise ein positiv PCR Ergebnis (Gautret et al., 2014). Des
Weiteren fiel bei den Tropenreisenden in den Senegal eine prophylaktische Wirkung von
Doxycyclin auf, welches als Malaria Prophylaxe zuvor verabreicht worden war (Gautret et al.,
2014).

4.5. Diagnostik von M. Whipple

Durch den potentiell letalen Verlauf von M. Whipple und die Differentialdiagnose zu einer
Reihe von Autoimmunerkrankungen ist eine schnelle und zuverlassige Diagnostik notwendig.
In Deutschland sehen die Leitlinien eine Diagnostik unter Einbeziehung der Endoskopie,

Histopathologie und ggf. Mikrobiologie vor (Hagel et al., 2015).

Endoskopisch fallt dabei eine gelb verfarbte Mukosa im Duodenum und Jejunum mit
Erythemen und ulzerierenden Abschnitten auf (Saito et al., 2018). In anderen Untersuchungen
konnten nur gelb-weildliche Belege mit abgeflachten Zotten dargestellt werden (Lagier et al.,
2010). Mittels Biopsie aus diesen Abschnitten und Anfarbung mit der PAS (Periodic Acid
Schiff) -Farbung ist eine dringende Verdachtsdiagnose moglich (LaScola et al., 2001). In der
PAS-Farbung leuchten infizierte Makrophagen rot auf (LaScola et al., 2001). Ebenfalls soll
histologisch eine Einteilung in verschiedene Typen von Makrophagen nach von Herbay
erfolgen, wobei Typ 1 Makrophagen fir die Erkrankung charakteristisch sind (von Herbay et

al., 2001). Des Weiteren soll eine Anfarbung in der Ziehl-Neelsen Farbung erfolgen, um einen
12



Ausschluss von atypischen mykobakteriellen Infektionen vornehmen zu kénnen (Hagel et al.,
2015).

Jedoch ist die Methode fiir ein Screening oder eine Uberwachung des Verlaufes sehr invasiv
und beeinflusst so die Lebensqualitat der Patienten. Zusatzlich kann ein PAS Nachweis immer
noch positiv ausfallen, obwohl die Krankheit bereits ausgeheilt ist (Fenollar et al., 2007), denn
es kommt hier haufig bei einer erfolgreichen Therapie nur zur Verschiebung des Typs 1 nach
von Herbay hin zu Typ 2-4 Makrophagen (Herbay et al., 1996). Deswegen ist es naheliegend,

die Ergebnisse durch eine geeignete mikrobiologische Diagnostik zu komplettieren.

Den Grundstein fir eine molekulare Diagnostik legten 1992 Relman et al. Die
Forschungsgruppe konnte durch Elektronenmikroskopie die 16S-rRNA nachweisen (Relman
et al., 1992). Darauf aufbauend wurden konventionelle und real-time PCR (,polymerase chain
reaction = ,Polymerasekettenreaktion®) Verfahren fir die Diagnostik von T. whipplei
entwickelt. Dabei liegen die Zielsequenzen unter anderem auf verschiedenen ribosomalen
Genabschnitten, darunter die 16S-rRNA (ribosomale RNA) (Maibach und Altwegg, 2003), die
16S-23S rRNA Zwischensequenz (Hinrikson et al.,1999) und in weiteren Genen wie hsp65
(Sloan et al., 2005), rpoB (Moter et al., 2013) und Dig 15 (Fenollar et al., 2008a).

Die PCR-Tests funktionieren mit verschiedenen Probenarten, beispielsweise Liquor, Blut,
Stuhl, Speichel oder Gewebeproben. Unterschiedliche Proben kdnnen auch zu
unterschiedlichen Ergebnissen bei einem Patienten fliihren und somit in epidemiologischen
Studien die Daten der Gesamtpravalenz beeinflussen. So lassen sich in Abhangigkeit von
Stadien der reinen Kolonisierung oder Infektion deutliche Differenzen zwischen Blut- und
Stuhlproben (Fenollar et al., 2010) und zwischen Speichel- und Stuhlproben (Fenollar et al.,
2008b) aufzeigen. Des Weiteren fiel auf, dass vereinzelt asymptomatische Trager positive
Stuhlergebnisse und negative Speichelproben aufwiesen. Waren jedoch die Speichelproben
positiv auf T. whipplei, so war auch immer die Stuhlprobe positiv (Fenollar et al., 2008a/b). In
einer Analyse von febrilen Patienten im Senegal war lediglich 1 von 440 Blutproben positiv
(Sokhna et al., 2013), was auf einer tatsachlich geringen Prasenz der Bakterien in diesem
Kompartiment oder auf einer in diesem Material geringen Sensitivitat des eingesetzten Tests
beruhen koénnte. Weitere Differenzen fallen bei unterschiedlicher Durchfuhrung und

Interpretation der Ergebnisse der PCR auf (Garcia Alvarez et al., 2016).
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4.6. Zielsetzung

Im Zuge der Globalisierung ist sowohl mit der Erregerakquise im Rahmen tropischer Reisen

als auch mit dem Import der Erreger durch Migration zu rechnen.

Friher waren nur vereinzelt Europader in den Landern Afrikas und Sidamerika auf Reisen.
Durch politische Veranderungen und durch die Sicherheitsentwicklung in den einzelnen
Landern wurden zum Beispiel die Einsatzkrafte von Bundeswehr und internationalen Armeen
quantitativ verstarkt. Ebenso haben sich die Lander touristisch weiterentwickelt, weshalb viel
mehr Touristen auch diese Lander der Welt bereisen. Durch enge Kontakte zwischen den
Reisenden und der Bevolkerung kann es zum Austausch von Krankheiten kommen. In
parallele kommt es mit Uber die Zeit wellenhaften Haufungen zu einer Migration von

Einwohnern aus diesen Landern nach Europa.

Unter dem Einfluss dieser Situation erscheint es sinnvoll die Diagnostik von tropischen
Krankheiten in den europaischen Landern technisch verbessern und einer breiteren Zahl von
Anwendern zuganglich zu machen. Dabei eignet sich die PCR als Screeningoption fur T.
whipplei, sowohl in Europa als auch im ressourcenlimitierten tropischen Umfeld. Allerdings
sind die verschiedenen PCR-Ansatze der T. whipplei Diagnostik bezlglich ihrer Sensitivitat,
Spezifitat, Reliabilitdt und Robustheit unterschiedlich leistungsstark, was zu diagnostischen
Unsicherheiten fihren kann und damit die Belastbarkeit von Aussagen der

Screeninguntersuchung in Frage stellt.

Ein primares Ziel dieser Arbeit war daher die Vergleichbarkeit von Ergebnissen haufig
angewendeter Verfahren des T. whipplei-Nachweises zu prifen, um dann die Wertigkeit der

Pravalenz- und Beobachtungstudien verschiedener Forschungsgruppen zu vergleichen.

Dazu wurden in dieser Studie zwei gut etablierte und haufig verwendete in-house real-time
PCR Verfahren (Moter et al., 2013, Fenollar et al., 2008a) mit einem kommerziellen System
von Tib MolBiol verglichen, ohne dass daflr ein Goldstandard zur Verfigung stand. Die
Verfahren wurden in ihrer Sensitivitat und Spezifitdt zur Detektion asymptomatischer Trager

gepruft und bewertet.
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5. Material und Methoden

5.1 Materialien

5.1.1. Chemikalien

e QIAmp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, 40724 Hilden, Deutschland)

e LightCycler FastStart DNA Master HybProbe Mix (Roche Diagnostics, 68305
Mannheim, Deutschland)

e HotStarTaq Master Mix (Qiagen, 40724 Hilden, Deutschland)

o LightMix Modular T. whipplei (Tib MolBiol, 12103 Berlin, Deutschland)

¢ Roche Master (Roche Diagnostics, 68305 Mannheim, Deutschland)

e PhHYV Kontrolle (Tib MolBiol, 12103 Berlin, Deutschland)

5.1.2. Weitere Materialien

¢ Einmalhandschuhe (Neolab, 69123 Heidelberg, Deutschland)
Eppendorf-Reaktionsgefall 1,5 ml/ 2 ml (Eppendorf, 22339 Hamburg, Deutschland)
o Pipettenspitzen, sterilisiert (Neolab, 69123 Heidelberg, Deutschland)

o Abwurfbehalter flr Pipettenspitzen (Neolab, 69123 Heidelberg, Deutschland)

e PCR Tubes 0,2 ml (Qiagen, 40724 Hilden, Deutschland)

e Strip Tubes and Caps 0,1 ml (Qiagen, 40724 Hilden, Deutschland)

e LightCycler Capillaries 20 ul (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland)

5.1.3. Laborgerate

e LightCycler 2.0 Instrument (Roche Diagnostics, 68305 Mannheim, Deutschland)

e Corbett Rotor Gene 6000 Real-time PCR Maschine (Qiagen, 40724 Hilden,
Deutschland)

e Corbett Rotor Gene Q (Qiagen, 40724 Hilden, Deutschland)

e Pipetten 2,5, 10, 20, 200, 1000 pl (Eppendorf, 22339 Hamburg, Deutschland)

e Vortex Genie 2 (Neolab, 69123 Heidelberg, Deutschland)

e Thermomixer (Eppendorf, 22339 Hamburg, Deutschland)

e Zentrifuge 5424 (Eppendorf, 22339 Hamburg, Deutschland)

e Zentrifuge mit Vortexer (Neolab, 69123 Heidelberg, Deutschland)
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5.1.4. Software

e Microsoft Office (Word und Excel 2016), Microsoft Corporation, Redmond, WA 98052,
USA
e Microsoft Paint, Microsoft Corporation, Redmond, WA 98052, USA

5.2. Grundlagen

Fur den Nachweis von T. whipplei mittels der real-time PCR wurde aus Stuhlproben extrahierte
DNA verwendet. Die DNA wurde fur die PCR mit dem Mastermix versetzt. Der Mastermix
beinhaltete unter anderem die Tag-Polymerase, Magnesium, die Primer und die Sonden. Zur
Kontrolle der PCR hinsichtlich Kontaminationsfreiheit und Leistungsfahigkeit wurden
Negativkontrollen und Positivkontrollen mitgefihrt. Auf eine interne Kontrolle im Sinne einer

Inhibitionskontrolle mit Nichtziel-DNA wurde fur die in-house PCRs verzichtet.

Eine Ausnahme hiervon bildete das kommerzielle System. Bei der Tib MolBiol PCR wurde
eine Inhibitionskontrolle auf der Basis eines Nukleinsduretargets des Phocine-Herpesvirus
(PhHV) durchgeflihrt.

Fur die in-house PCRs wurden als Positivkontrollen Positivkontrollplasmide (pEX-A128 vector
backbone, Eurofins Scientific SE, Luxembourg) synthetisiert. Die Negativkontrollen wurden bei

jedem Durchlauf mitgefihrt und beinhalteten Wasser mit PCR-Reinheitsgrad.

Um einen Testlauf als auswertbar anzuerkennen, mussten die Positivkontrollen in der PCR
immer zu einem messbaren Signal (Fluoreszenz) fuhren. Im Gegensatz durfte bei den

Negativkontrollen niemals ein Signal messbar sein.

5.3. Patientenkollektive

Die Studie wurde als Test-vergleichende Untersuchung gestaltet, in der kein Messverfahren
als Goldstandard diente (Hahn et al.,2017, Gart & Buck, 1966; Hui & Walter, 1980). Hierflr
standen insgesamt 600 Nukleinsdureextrakte von, beziglich der Spender, anonymisierten
Stuhlproben zur Verfugung, die zwischen 2007 und 2017 fur diagnostische Untersuchungen

archiviert und bei —80°C eingefroren gelagert wurden.

300 Stuhlproben gehoérten zu einem Kollektiv mit erwartungsgemaf niedriger Pravalenz fur
eine Besiedelung mit T. whipplei. Sie wurden von der Abteilung XXI fur Mikrobiologie und
Krankenhaushygiene des Bundeswehrkrankenhauses Hamburg, Aulenstelle BNITM,
archiviert und von Soldaten und Polizisten abgegeben, die nach Rickkehr von Einsatzen aus

tropischen Gebieten routinemafRig eine Stuhlprobe zur Untersuchung eingeschickt hatten
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(Frickmann et al., 2013,2016, Hahn et al., 2017). Bei den Proben erfolgte keine weitere

Unterteilung in Patienten mit Diarrhd oder symptomlose Patienten.

300 weitere Stuhlproben gehorten zu einem bereits voruntersuchten Kollektiv mit bekannt
hoher T. whipplei Besiedlungspravalenz von 27,5% in den frischen Stuhlproben (Vinnemeier
et al., 2016, Krumkamp et al.,2015). In den nun genutzten Residualmaterialien, bei denen es
sich um andere Proben aus dem gleichen Kollektiv handelte, war die spezifische Pravalenz
nicht bekannt. Die Proben wurden in einer landlichen Region Ghanas bei an Diarrhd
erkrankten Kindern sowie bei nicht erkrankten Kindern im Alter zwischen 2 Monaten und 15
Jahren gesammelt und durch das Bernhard-Nocht-Institut fur Tropenmedizin (BNITM) in

Hamburg zur Verfligung gestellt.

5.4. Ethische Freigabe

Die ethische Freigabe flr die anonymisierte Verwendung von Residualmaterialien zu
Testevaluationszwecken wurde von der Ethikkommission der Arztekammer Hamburg

(Registrierungsnummer WF-043/16) erteilt.

5.5. real-time PCR Prinzip

Die Methoden, die in dieser Arbeit verglichen werden, gehorten alle zu den real-time PCR
Verfahren. Grundsatzlich bieten real-time-PCR Verfahren die Mdglichkeit, die

Nukleinsaureamplifikation in Echtzeit darzustellen.

Das Prinzip der PCR beruht auf einem sich wiederholenden Prozess aus
temperaturabhangigen chemischen Reaktionszyklen, in dem eine spezifische Ziel-DNA
innerhalb eines Zyklus in drei Schritten verdoppelt wird. Die drei Schritte beginnen mit der
Denaturierungsphase, wahrend der die Wasserstoffbrickenbindungen einer doppelstrangigen
DNA denaturieren und somit die DNA in Einzelstrange aufgespalten wird. Danach folgt die
Annealingphase. In der Annealingphase wird der Primer an seine spezifische Bindungsstelle
des komplementaren Strangs angelagert. In der Elongationsphase wird mit Hilfe der Tag-
Polymerase beginnend am 3‘ Ende des gebundenen Primers entlang der einzelstrangigen
Matrix- DNA ein Doppelstrang generiert. In der PCR wird dieser Prozess mit jedem Zyklus
wiederholt, so dass es im Idealfall zu im geometrischen Maflie wachsenden Mengen der Ziel-
DNA kommt (Abbildung 1).
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Temp. Denaturierung Annealing Elongation Denaturieren

95°C

J0°C

60°C

Zeit

ABBILDUNG 1: EXEMPLARISCHES TEMPERATURPROFIL EINER PCR-REAKTION MIT
DENATURIERUNG, ANNEALING UND ELONGATION

Zur Echtzeitiberwachung der wachsenden Ziel-DNA-Mengen dienen Sonden, welche, je nach

Anforderung, unterschiedlich konfiguriert sein kdnnen.

Eine der haufigsten Varianten ist die Hydrolisierungssonde (auch TagMan Sonde genannt).
Hierbei besteht die Sonde aus einem Reporter mit einem Fluorophor und einem Quencher.
Solange die Sonde intakt ist, unterdriickt die Nahe des Quenchers zum Fluorophor das
Strahlen des Reporters. In der Annealingphase der PCR hybridisiert die Sonde an den
komplementaren DNA Strang. Bei der folgenden Elongation wird die TagMan Sonde abgebaut
und auf diese Art die Fluoreszenz des vom Quencher getrennte, Fluorophor, des Reporters

kann nun gemessen werden (Holzapfel und Wickert, 2007).

Die Molecular Beacon Methode funktioniert nach dem gleichen Prinzip, jedoch hat hier die
Sonde eine Hufeisenform, in der Quencher und Fluorophor direkt beieinander liegen und die
Fluoreszenz des Reporters messbar wird, sobald durch die Hybridisierung an die Zielsequenz

die Hufeisenform der Sonde aufgeldst wird.

Fir die Methode der dualen Hybridisierungssonden missen zwei mit unterschiedlichen
Komponenten eines Fluorophors markierte Sonden nah aneinander an den DNA Strang
hybridisieren. Dabei kommt die Donor- in eine stabile rdumliche Nahe zur Akzeptor-
Komponente und das aktive Fluorophor entsteht. Konkret gibt bei Einstrahlung mit Licht der
geeigneten Wellenlage die Donor-Komponente Energie an die Akzeptor-Komponente ab,

welche dann fluoresziert (Holzapfel und Wickert, 2007).
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Bei jeder dieser Methoden nimmt die Fluoreszenz im Testansatz durch den
Vervielfachungsvorgang der PCR proportional zur Menge der PCR Produkte zu. Wenn die
exponentiell ansteigende Fluoreszenzintensiat die Signale des Hintergrundrauschens
Ubertrifft, wird der betreffende Amplifikationszyklus als ,Cycling- Threshold“ (Ct) oder
,Crossing point“ (Cp) als ,Zykluszahl“ abgelesen.

Zur weiteren Sicherung der Spezifitdt der Amplifikationsprodukte kann beim Verfahren der
untersuchten Hybridisierungssonden eine Schmelzpunktbestimmung der entstandenen DNA-
Strange angeschlossen werden. Hierbei wird die Temperatur am Ende des zyklischen
Prozesses von der Mindesttemperatur von in der Regel 40 °C bis zu einer Temperatur von 94
°C langsam gesteigert. Beim Abschmelzen der Hybridisierungssonde und damit dem
Ubergang in die Einzelstrangform verringert sich die messbare Fluoreszenz. In einer
Messkurve dargestellt, fihrt das zu einem sigmoiden Verlauf beziehungsweise in der ersten
Ableitung zu einem scharfen Gipfel. Dabei hangt die Temperaturstabilitdt des Doppelstrangs
von der Komplementaritat der Einzelstrange ab — je vollkommener diese ist, umso hoher ist
die Stabilitdt. Entsprechend hat ein definiertes Probenmaterial eine typische
Schmelztemperatur mit deren Erreichen dann ein weiterer Nachweis der PCR-
Produktspezifitat geliefert wird (Holzapfel & Wickert, 2007).

An die jeweiligen Sonden sind Fluoreszenz-Farbstoffe unterschiedlicher Bauart gebunden,
was mit unterschiedlichen Fluorszenzmaxima einhergeht. Fir das Fluorophor FAM liegt das

Fluoreszenzmaximum zum Beispiel bei 520 nm.

Die Wahl des Farbstoffes hangt zum einen von dem benutzten Gerat und seinen Merkmalen
ab und zum anderen davon, ob eine Multiplex-PCR durchgeflhrt werden soll oder nicht.
Hierbei werden verschiedene Primer und Sonden mit jeweils anderen Fluorophoren und damit
Fluoreszenzmaxima benutzt und in Parallele gemessen. Fir dieses Verfahren ist es wichtig,
dass die Fluoreszenzmaxima der Fluorophore weit genug auseinander liegen, damit es nicht

zu Uberstrahlungen bei den Messungen und damit falsch positiven Messergebnissen kommt.

Um die Abwesenheit von unspezifischen Ziel-DNAs zu dokumentieren, werden Negativ-
Kontrollen in jedem Testansatz mitgefuhrt, die alle Reagenzien mit Ausnahme des
Probenmaterials enthalten, und bei denen folglich auch nach sehr vielen Amplifikationszyklen
kein Signal messbar sein darf. Entsprechend werden zur Dokumentation, dass die PCR
prinzipiell funktionieren kann, sprich alle Reagenzien in erforderlicher Qualitat und Menge
vorliegen sowie keine stdérend wirkenden Substanzen enthalten sind, Positivkontrollen
mitgeflhrt, die alle Reagenzien enthalten und denen eine Ziel-DNA in definierter Menge
zugesetzt wurde. Um eine PCR-Messung quantitativ, das heif3t unter Angabe der detektierten

Genkopie / Genome, auswerten zu kdnnen, ist typischerweise die simultane Messung eines
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in seiner Kopienzahl genau bekannten Referenzgens in einer Verdlinnungsreihe im linearen
Bereich des PCR-Verfahrens erforderlich.

5.6. DNA Aufreinigung

Die oben beschriebenen Patientenproben aus den Jahren 2007-2017 waren zuvor mithilfe des
QIAmp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, 40724 Hilden, Deutschland) nach Herstelleranleitung

aufgereinigt worden.

Die Aufreinigung wurde in den fur diese Untersuchung zugelassenen Raumen des BNITM

gemal dem folgenden Protokoll durchgeflhrt.

Vorbereitend wurden die Stuhlproben in 2,0 ml ReagenzgefalRen (Eppendorf Tubes 2,0 ml
Reaktionsgefald, Eppendorf, 22339 Hamburg, Deutschland) zur Lyse =zelluldarer und
gegebenenfalls auch makromolekularer Strukturen im Thermomixer (Eppendorf, 22339

Hamburg, Deutschland) auf 70 °C vorgewarmt.

Fur die weiteren Schritte wurden eine interne Extraktionskontrolle und eine negative
Extraktionskontrolle mitgefiihrt. Die Reaktionsgefalte (Eppendorf Tubes 1,5 ml
Reaktionsgefald, Eppendorf) wurden wie in Tabelle 1 gezeigt mit Proben und / oder

Reagenzien beflllt.

TABELLE 1: PIPETTIERSCHEMA FUR DIE DNA AUFREINIGUNG

Proben Negative Interne
Extraktionskontrolle (NC) | Extraktionskontrolle (IC)
H20 200 pl 200yl
Stuhlprobe 180-220 mg
Puffer ASL 1,4 ml 1,4 ml 1,4 ml
(Qiamp DNA stool
mini kit, Qiagen)
Inhibitionskontrolle 10 10
(PhHV)

Im Anschluss wurden alle 1,5 ml Reaktionsgefal3e mit dem Laborschuttler (Vortex Genie 2,
Neolab, 69123 Heidelberg, Deutschland) fur 1 Minute (Min) durchmischt. Danach wurden die
Proben 5 Min bei 70°C erhitzt, dann wieder 15 Sekunden (Sek) mit dem Laborschuttler
durchmischt und 1 Min bei 20.000 x g (Zentrifuge 5424, Eppendorf, 22339 Hamburg,
Deutschland) zentrifugiert. 1,2 ml des zu diesem Zeitpunkt gegebenenfalls noch triiben
Uberstands wurden in ein neues 1,5 ml Reagenzgefal (berfiihrt. Das Sediment wurde

verworfen.
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Im nachsten Schritt wurde die InhibitEX-Tablette des Testgebindes (Qiamp DNA stool mini kit,
Qiagen), die PCR-inhibierende Substanzen bindet beziehungsweise inaktiviert und damit
unschadlich macht, zugegeben. Dazu wurden die Tabletten direkt aus der Packung in die
Ansatze Uberflihrt, um mogliche Kreuzkontaminationen zu vermeiden. Dann wurde das
geschlossene Roéhrchen mit dem Laborschittler geschittelt bis sich die Tablette aufloste. Im
Anschluss wurden die Proben 1 Min bei Raumtemperatur stehen gelassen. Danach wurden
sie 6 Min bei 20.000 x g zentrifugiert.

Der neue Uberstand wurde in ein frisches 1,5 ml ReagenzgefaR Uberfiihrt. Nach erneuter

Zentrifugation fir 3 Min bei 20.000 x g bildeten sich zum Teil Ausflockungen an der Oberflache.

In wieder neue 1,5 ml Eppendorfer Reaktionsgefale wurden 15 ul Proteinase K-Ldsung
vorgelegt und 200 pl des Uberstands hinzu pipettiert. Nach der Zugabe von 200 pl Puffer AL

wurde der Ansatz wieder 15 Sek mit dem Laborschuttler durchmischt.

Die Proben wurden nun 10 Min bei 70 °C inkubiert und danach kurz zentrifugiert. Nach Zugabe
von 200 pl absolutem Ethanol wurde erneut durchmischt und kurz zentrifugiert. Im folgenden
Schritt wurde das gesamte Lysat eines Ansatzes auf jeweils eine QlAamp Spin Column
gegeben. Diese wurde dann 1 Min bei 20.000 x g zentrifugiert, bei Verbleib von Lysat auf der
Saule musste die Zentrifugation wiederholt werden. Die Saule wurde im Anschluss wieder in

ein neues Collection-tube gestellt.

Das Filtrat wurde verworfen. 500 pl Puffer AW 1 wurden auf jede Saule pipettiert, welche dann
1 Min bei 20.000 x g zentrifugiert wurden. Erneut wurde die Saule in ein neues Collection-tube

gestellt. Das Filtrat wurde verworfen.

Auf die Saule wurden 500 ul Puffer AW 2 pipettiert, fir 3 Min bei 20.000 x g zentrifugiert und
die Saule in neues Collection-tube gestellt. Das Filtrat wurde verworfen. Die Saule wurde
nochmals fir 1 Min bei 20.000 x g zentrifugiert und in ein neues 1,5 ml Reagenzgefal} gestellt.

Das alte Collection-tube wurde verworfen.

Im Anschluss wurden 200 ul Puffer AE auf die Saule pipettiert und 1 Min bei RT stehen
gelassen. Danach wurde das Ganze wieder 1 Min bei 20.000 x g zentrifugiert und die Saule

zuletzt verworfen.

Zum Schluss wurden die 1,5 ml mit Proben-Nr. und Datum gekennzeichnet und bis zur

weiteren Verwendung bei -80 °C eingefroren.
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5.7. Positivkontrollen

Die Plasmide mit den Sequenzen fir die Positivkontrollen (pEX-A128 vector backbone)
wurden von der Firma Eurofins Scientific SE, Luxemburg hergestellt. Ein Abgleich der
Sequenzen erfolgte in der Blast Gendatenbank (URL.: ,https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi®,
letzter Zugriff am 13. Juli 2018).

Alle Plasmid- und Primersequenzen der verschiedenen PCR-Ansatze sind der Tabelle 2 zu

entnehmen.
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TABELLE 2: PLASMID- UND PRIMERSEQUENZEN DER IN-HOUSE PCR 1 UND PCR 2

ALLE NUKLEOTIDSEQUENZEN SIND ENTSPRECHEND DER INTERNATIONALEN KONVENTION IN
RICHTUNG 5'NACH 3 ABGEBILDET.

PCR PCR 1 (Moter et al., PCR 2.1 (Fenollar et al., PCR 2.2 (Fenollar et
2013) 2008a) al., 2008a)
Rekom- AAATCGCAAACTC CTGGAGTTTCTGAG CTGGAGTTTCTGA
binante GGTGTTGATGTTGAT | TGATGGTAGTCTGA GTGATGGTAGTCT
Fragmente | CCAACTCGGATGGT | GAGATATGTGTTAT GAGAGATATGTGT
der Positiv- | TCTTACGAGGTCGGA | CTATCTGTTTGTGTA TATCTATCTGTTTG
kontroll- TATTATCGCAACAATT | TGGGAACAGTTATC TGTATGGGAACAGT
plasmide CGTTATCTCGCGGCC | TTTGGTTTCTCTGTT TATCTTTGGTTTCT
TTGCATCTCGGTTTC | ACATGTATGTCAAA CTGTTACATGTATG
TCCGAGGTTGCGGT | GAAGAAGATGTTAC TCAAAGAAGAAGA
GCTAAACAGCAACA | GGGTTGTTAGGAG TGTTACGGGTTGT
AGCTATGAGATTG TAGGAGAGCTATGA
GTTGTTGTCTTTGT GATTGGTTGTTGTC
TATGGAGACTACTTTC | TTTGTTATGGAGAC
TACTTTC
Primer TwrpoB-F4 Tw27 Tw13
Forward CTCGGTGTTGAT TGTTTTGTACTGCTT TGAGTGATGGTAG
GTTGATCCAA GTAACAGGATCT TCTGAGAGATATGT
Primer TwrpoB-R Tw182 Tw163
Reverse GCACCGCAACC GATGATAGGAGGGA TCCATAACAAAGAC
TCGGAGAAA TAGAGCAGGA AACAACCAATC
Sonde TwrpoB-HP1 27 forward- 182 reverse 13 forward—163
ACGAGGTCGGATATT | 6-FAM- reverse
ATCGC-FL AGAGATACATTTGTGTT | 6-FAM-
TwrpoB-HP2 AGTTGTTACA-TAMRA | AGAAGAAGATGTT
Red 640-ACAATTC ACGGGTTG-TAMRA
GTTATCTCGCGGCC

Die in dieser PCR genutzten Sequenzen wurden der Veréffentlichung von Moter et al. (2003)

entnommen. Dies galt fur die beiden Primer TwrpoB-F4 und TwrpoB-R und die beiden

Hybridisierunssonden TwrpoB-HP1 und TwrpoB-HP2. Alle vier Sequenzen entsprachen

Abschnitten auf dem rpoB Gen von T. whipplei (Moter et al., 2013). Das Plasmid fur die
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Positivkontrollen wurde so gewahlt, dass sich sowohl links, als auch rechts von den beiden
Primerzielsequenzen zehn Basen mehr befanden. So ergab sich die 143bp-(Basenpaare)-

lange Sequenz.

Das gleiche Prozedere wurde mit den Sequenzen aus der Veroffentlichung von Fenollar et al.
(2008a) durchgefihrt. In diesem PCR-Verfahren war der Forward Primer Tw27 und der
Reverse Primer Tw182 mit der Tagman-Sonde 27 forward- 182 reverse auf dem T. whipplei
spezifischen Dig 15 Gen zu finden (Fenollar et al., 2008a, Raoult et al., 2010). Auch hier
wurden fur die Herstellung des rekombinanten Plasmids zehn Basen an beiden Seiten

zusatzlich stehen gelassen. Somit entstand ein Plasmid Insert mit 188 bp (Basenpaaren).

Nach dieser Screening-PCR wurde im Anschluss eine weitere PCR zur Ergebnissicherung
durchgeflihrt. Auch diese DNA Abschnitte waren auf dem isolierten Dig 15 Gen zu finden. Zur
Anwendung kamen der Forward Primer Tw13 und der Reverse Primer Tw163. Die zu dieser
PCR gehoérende Tagman-Sonde war die 13 forward—163 reverse-Sonde, die ebenfalls mit
FAM markiert war (Fenollar et al., 2008a, Raoult et al., 2010). Das rekombinante Fragment
bestand aus 182 bp.

5.8. PCR Ansatze

Im Folgenden wurde die PCR nach Moter et al. (2013) PCR 1 genannt, die nach Fenollar et
al. (2008a) PCR 2 und die kommerzielle PCR von Tib MolBiol PCR 3.

5.8.1. PCR 1: rpoB Gen

PCR 1 wurde von Moter et al. (2013) beschrieben. In den 20 yl PCR Ansatzen befanden sich
2 ul LightCycler FastStart DNA Master HybProbe Mix (Roche Diagnostics, 68305 Mannheim,
Deutschland), insgesamt 5 mM MgCl, 250 nM Primer TwrpoB F4, 500 nM Primer TwrpoB R,
200 nM jeder Sonde und schlieBlich 5 pl Proben-DNA (Moter et al., 2013). Da der LightCycler
FastStart DNA Master HybProbe Mix (Roche Diagnostics) schon 2,5 mM MgCl., beinhaltete,
wurden zu den bereits enthaltenen 2,5 mM MgCl, noch weitere 2,5 mM MgCl. hinzugeflgt.
Das Pipettierschema fur den Mastermix, dargestellt am Beispiel von 72 Proben, wurde wie
folgt pipettiert (Tabelle 3). Pro Reaktionsansatz wurden 15 pl Reaktionsmix mit 5 yl Proben-
DNA versetzt. Im Falle der Positivkontrolle wurde das Plasmid in der Verdinnungsstufe 10
(634 Kopien) als Proben-DNA hinzugegeben, bei der Negativkontrolle stattdessen Wasser mit
PCR-Reinheitsgrad.
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TABELLE 3: PIPETTIERSCHEMA PCR 1 AM BEISPIEL VON 72 PROBEN

Anteiliges Volumen Gesamtes flr den
fur 1 Probe (ul) jeweiligen Ansatz
verwendetes
Volumen (ul)
1. LightCycler Fast HybProbe 2 144
2. MgCl. 2 144
3. H20 10,2 7344
4. Primer TwrpoB F4 0,2 14,4
5. Primer TwrpoB R 0,2 14,4
6. Sonde TwrpoB HP 1 0,2 14,4
7. Sonde TwrpoB HP 2 0,2 14,4
Gesamt 15 1080

Die PCR 1 wurde auf dem Roche Light Cycler Version 2.0 (LightCycler 2.0 Instrument, Roche
Diagnostics, 68305 Mannheim, Deutschland) durchgefiihrt. Zum PCR-Protokoll gehdrte eine
Denaturierungsphase von 15 Min bei 95 °C. Daran schlossen sich 50 Zyklen mit 10 Sek
Denaturierung bei 95 °C, 20 Sek Annealing bei 55 °C und 30 Sek Elongation bei 75 °C an
(Moter et al., 2013).

Im Anschluss an die Zyklen erfolgte eine Schmelzpunktbestimmung, beginnend bei 40 °C mit
einem Anstieg von 0,2 °C pro Sekunde bis auf 95 °C. Fur T. whipplei lag der spezifische Tm-
Wert (Schmelztemperatur) bei 63 °C (Moter et al.,, 2013). Eine Probe wurde als positiv
bewertet, wenn ein exponentieller Anstieg der Amplifikationskurve zu sehen war und der T, -
Wert 63 °C + 1 °C betrug.

5.8.2. PCR 2: Dig 15 Gen

PCR 2, zusammengesetzt aus den Einzel-PCRs PCR 2.1 und 2.2, wurde von Fenollar et al.
(2008a) beschrieben. PCR 2.1 enthielt die Primer Tw 27 und Tw 182 und die Sonde 27
forward- 182 reverse. Hier bestand ein PCR-Ansatz ebenfalls aus 20 pl. In diesem befanden
sich 10 ul HotStarTaq Master Mix (Qiagen, 40724 Hilden, Deutschland), insgesamt 8 mM
MgClz, 250 nM je Primer, 50 nM Sonde und 2 pl Nukleinsaureextrakt (Fenollar et al., 2008a).

In dem Mastermix befanden sich in den 10 ul schon 1,5 mM MgCl,, so dass noch 6,5 mM
MgCl. hinzugefugt wurden, um auf die finalen 8 mM MgCl, zu kommen. Das Pipettierschema
des Mastermixes wird am Beispiel von 72 Proben in Tabelle 4 veranschaulicht. Zu 2 pyl DNA-

Probe wurden 18 pl des Mastermixes hinzugefiugt. Als Positiv- beziehungsweise
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Negativkontrolle wurden jeweils 18 pl des Mastermix und 2 pl Positivkontrollplasmid der

Verdiinnungsstufe 10 (138) beziehungsweise 2 ul Wasser mit PCR-Reinheitsgrad eingesetzt.

TABELLE 4: PIPETTIERSCHEMA PCR 2.1/ 2.2 AM BEISPIEL VON 72 PROBEN

Anteiliges Volumen Gesamtes fur den
fur 1 Probe (ul) jeweiligen Ansatz
verwendetes

Volumen (pl)

1. HotStar Taq 10 720

2. MgCl; 5,2 374,4
3. H.O 2,2 158,4
4. Primer Tw 27 / Tw 13 0,2 14,4
5. Primer Tw 182/ Tw 163 0,2 14,4
6. Sonde Tw 27-182 / Tw 13-163 0,2 14,4
Gesamt 18 1296

Bei diesem in-house Verfahren wurde vom Protokoll aus der Veroffentlichung Fenollar et al.

(2008a) in einigen Punkten abgewichen. Im Detail waren dies folgende Veranderungen.

In den Verodffentlichungen waren keine genauen Angaben zu den optimalen MgCl,
Konzentrationen zu finden, sondern nur in einer Quelle eine Angabe eines Mastermix Kits
(Raoult et al., 2010). Dieses Kit beinhaltete gemaR Herstellerangabe 8 mM MgCl;, diese
Konzentration wurde flr den Ansatz Gbernommen. Des Weiteren wurde im Protokoll eine
Sondenmenge von 5 pl mit einer Konzentration von 2 pymol/ul angegeben (Fenollar et al.,
2008a). Hierbei handelte es sich offenbar um einen Tippfehler in der Publikation, da bereits
eine Menge von 0,2 ul mit einer Konzentration von 2 pmol/ul zu reproduzierbaren Ergebnissen

bei guter Fluoreszenzintensitat fuhrte.

Die PCR wurde nicht wie in der Publikation von Fenollar et al. (2008a) auf dem Light Cycler
(LightCycler Version 2.0 Instruments, Roche Diagnostics) durchgefuhrt, sondern auf der
Corbett Rotor Gene 6000 (Corbett Rotor Gene 6000 Real-time PCR Maschine, Qiagen, 40724
Hilden, Deutschland) und dem Corbett Rotor Gene Q-Cycler (Corbett Rotor Gene Q, Qiagen,
40724 Hilden, Deutschland). Das Protokoll war fir beide PCRs identisch.

Es umfasste eine Denaturierungsphase von 15 Min bei 95 °C, danach 40 Zyklen mit je 15 Sek
Denaturierung bei 95 °C, gefolgt von 60 Sek bei 60 °C flr Annealing und Elongation. Im
Anschluss wurde innerhalb von 30 Sek auf 40°C abgekuhlt (Fenollar et al., 2008a, Raoult et
al., 2010). Als Fluorophor wurde FAM eingesetzt, welches bei 520 nm Wellenlange sein

Maximum der Fluoreszenzemission aufweist. Immer im Anschluss an die Annealing- und
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Elongationsphase wurde bei jedem Zyklus die Fluoreszenzintensitat gemessen. Proben mit

einem exponentiellen Fluoreszenzanstieg wurden als positiv gewertet (Abbildung 2).

Der Kontrolldurchlauf mit dem zweiten Primerpaar Tw 13 und Tw 163 war genauso anzusetzen
wie PCR 2.1. PCR 2.2 wurde in dieser Studie als qualitative Bestatigungs-PCR eingesetzt und
nicht, wie beschrieben, zu Quantifizierungszwecken (Fenollar et al., 2008a). Eine Probe galt

als positiv, wenn PCR 2.1 und PCR 2.2 ein positives Ergebnis zeigte.

03

04

Marm . Fluorao.

0,1

0,0 -
—1d 15 20 24 30 34 40
Cycle

ABBILDUNG 2: PCR 2.1 POSITIVKONTROLLPLASMID-VERDUNNUNGSREIHE, 10%— 10° KOPIEN,
EXPONENTIELLER ANSTIEG BIS 102 KOPIEN PRO REAKTIONSANSATZ

5.8.3. PCR 3: Tib MolBiol

Ferner wurden die Proben mit dem kommerziellen System getestet. Die PCR 3 wurde mit dem
LightMix Modular T. whipplei (Cat. No. 53-0606-96, Tib MolBiol, 12103 Berlin, Deutschland)
gemal der Herstelleranleitung durchgefiihrt. Diese PCR erfolgte auf der Corbett Rotor Gene
6000 und auf der Corbett Rotor Gene Q.

Ein 20 yl PCR Ansatz enthielt 4,0 yl Masterkit Roche Master (Roche Diagnostics, 68305
Mannheim, Deutschland), 10 yl Wasser mit PCR-Reinheitsgrad, 0,5 pl gelbe Reagenz (T.
whipplei Primer und Sonden, Tib MolBiol, 12103 Berlin, Deutschland), 0,5 ul griine Reagenz
(PhHV Kontrolle: Cat. No. 66-0625096, Tib MolBiol, 12103 Berlin, Deutschland) und 5 ul DNA-
Probe. Nach Pipettieren des Mastermixes (Tabelle 5) wurden jeweils 15 pl davon mit 5 pl

Nukleinsaureextrakt in die Reaktionsgefalle gegeben. Ware aus anderem Probenmaterial
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DNA gewonnen worden, hatte man gemal der Herstellerangaben 10 pyl DNA zu 10l

Mastermix pipettieren missen.

Bei dieser PCR wurde als Positivkontrolle das Reagenz im schwarzen Probengefall (Tib
MolBiol, 12103 Berlin, Deutschland), das extrahierte T. whipplei DNA enthielt, verwendet und
fur die Negativkontrolle Wasser mit PCR-Reinheitsgrad. Der Herstelleranleitung war zu
entnehmen, dass es sich bei der Positivkontrolle um ein 85-bp-Fragment aus der ,genomic

repeated sequence” von T. whipplei handelte.

TABELLE 5: PIPETTIERSCHEMA PCR 3 AM BEISPIEL VON 72 PROBEN

Anteiliges Volumen Gesamtes flir den
fur 1 Probe (ul) jeweiligen Ansatz
verwendetes

Volumen (pl)

1. Roche Master 4 288
2. H>O 10 720
3. Gelbe Reagenz (T. whipplei) 0,5 36
4. Grune Reagenz (PhHV) 0,5 36
Gesamt 15 1080

Das Protokoll flir PCR 3 sah eine Denaturierungsphase bei 95 °C flr 5 Min vor, im Anschluss
daran folgten 45 Zyklen zu je 5 Sek bei 95 °C, dann 15 Sek bei 60 °C und 15 Sek bei 72 °C.
Zum Schluss wurde innerhalb von 30 Sek auf 40 °C abgeklhlt. Das Fluorophormolekail fur T.
whipplei war FAM, welches sein Fluoreszenzmaximum bei 520 nm hat und im 530 nm Kanal
der Corbett Rotor Gene 6000 und der Corbett Rotor Gene Q gemessen wurde. Ferner war

PhHV mit LC670 gelabelt, was bei 660 nm sein Maximum an Fluoreszenz erreichte.

Eine Probe galt als positiv fur T. whipplei, wenn der Ct-Wert unter 42 lag und die
Negativkontrolle kein Signal zeigte. Ferner war das Ergebnis gemeinsam mit der PhHV-PCR,
welche als Inhibitionskontrolle diente, zu bewerten. Bei nicht inhibierten Proben, die keine T.
whipplei DNA beinhalteten, war ein positives PhHV-Signal zu erwarten. Wenn eine Probe im
T. whipplei Kanal kein Signal zeigte, aber im PhHV Kanal ein Signal detektierbar war, so galt
diese Probe als auswertbar und somit negativ fir den Parameter T. whipplei. Zeigte eine Probe
in beiden Kanalen kein Signal, so galt diese Probe als inhibiert und konnte nicht ausgewertet

werden. Vereinzelt gab es Proben, die im 530 nm Kanal positiv wurden, jedoch kein Signal im
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660 nm Kanal zeigten. Diese waren dennoch als positiv fur T. whipplei zu bewerten, da hier

von einem Kompetitionsphanomen auszugehen war.

5.9. Statistische Methoden

Um eine Vergleichbarkeit der drei PCR-Systeme 2zu gewahrleisten, wurden die
Testcharakteristiken bestimmt. Hierzu gehorten Sensitivitat und Spezifitat. Ferner wurden die

Ct-Werte deskriptiv analysiert.

5.9.1. Sensitivitats- und Spezifitatsberechnung

Die Leistungsparameter Sensitivitat und Spezifitat wurden in dieser Arbeit wie folgt verwendet:
Die Sensitivitat gibt den Prozentsatz der mit T. whipplei Besiedelten oder Infizierten, die im
Test auch korrekt als positiv erkannt wurden, an. Mathematisch lasst sich dies als Quotient
der richtig positiven Testergebnisse geteilt durch die Summe der richtig positiven und der
falsch negativen Testergebnisse beschreiben. Der Parameter Spezifitat gibt den Prozentsatz
der Nichtinfizierten bzw. Nichtbesiedelten, die im Test korrekt als negativ erkannt wurden, an.
Dies wiederum lasst sich mathematisch als Quotient aus den richtig negativen
Testergebnissen geteilt durch die Summe der richtig negativen und der falsch positiven

Testergebnisse beschreiben.

Die Bestimmung der Sensitivitdt und Spezifitat fur die PCR-Ansétze erfolgte mittels indirekter
Methode nach den Ansatzen von Hui und Walter (1980) sowie Gart und Buck (1966). Die
Methode von Hui und Walter wurde auf PCR 2.1 und 2.2 angewandt, da hier die Proportionen
uber beide Kollektive vergleichbar waren. Es wurden zwei Vierfeldertafeln erzeugt, jeweils fur
eine Population (Abbildung 3). Gegenubergestellt wurden PCR 2.1 als Test 1 und PCR 2.2 als
Test 2. Dabei wurde bewertet, ob das Ergebnis des Tests positiv (T+) oder negativ (T-) war.
Die Probenanzahl, die bei beiden Tests positiv ausgefallen war, stand so im Feld a. Im Feld d
stand die Probenanzahl fur alle Proben, die in beiden Tests negativ waren. Abweichungen der
beiden Testsysteme spiegelten b und c wider. Die Variable n stand fir die Gesamtpopulation.

Aus den folgenden Formeln konnten nun die Sensitivitat und die Spezifitat errechnet werden.
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Test 1

Test 2
T+ T-
T+ ai bi gi
T- Ci di h
ei fi n;

ABBILDUNG 3: VIERFELDERTAFEL

Im Folgenden wurde davon ausgegangen, dass die Einschrankungen von Sensitivitat und
Spezifitat in beiden Populationen den gleichen Messungenauigkeiten unterlagen. Somit
wurden die beiden Populationen mit ihren unterschiedlichen Pravalenzen zur Bestimmung der
Testgenauigkeiten genutzt (Abbildungen 4,5).
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ABBILDUNG 4: BERECHNUNG SENSITIVITAT (SE) UND SPEZIFITAT (SP) NACH Hul UND
WALTER, 1980.

In die oberen Formeln zur Berechnung von Se und S, wurde der Teil-Term F eingesetzt. Er
war in diesem Fall einzeln dargestellt, da fir F spezielle Voraussetzungen fur dessen Glltigkeit
erfullt sein mussten. Der Term F kann ein positives und ein negatives Ergebnis annehmen.
Damit F jedoch gultig war, musste die Summe aus Sensitivitat und Spezifitat grofRer 1 sein. So
musste der Wert F zum Beispiel negativ gewahlt werden, wenn der Nenner negativ war, um

wieder ein positives Ergebnis zu generieren.
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Fir die PCR 1 und 3 wurden Sensitivitat und Spezifitdt mit dem Ansatz von Gart und Buck
(1966) unter Verwendung der PCR-Plattform 2.1 als Referenztest bewertet. Die Methode
konnte genutzt werde, da die Sensitivitat und Spezifitdt von PCR 2.1 aus dem Ansatz von Hui
und Walter (1980) bekannt waren. Die Variablen blieben die gleichen wie oben in der
Vierfeldertafel dargestellt. Hierflr wurde eine Vierfeldertafel pro Population aufgestellt (mit der

zu untersuchenden PCR und der Referenz-PCR).

. gSpR—b
(6) Se" o n(SpR—1)+e
hS,, —c
— €R
(7) Sp" - nSeR —e

ABBILDUNG 5: BERECHNUNG VON SENSITIVITAT UND SPEZIFITAT NACH GART UND BUCK,
1966.

N STEHT HIER FUR PCR 1 BEZIEHUNGSWEISE 3 ALS UNTERSUCHTE TESTS, R DEFINIERT DEN
REFERENZTEST, ALSO PCR 2.1.

Eine Ubereinstimmung zwischen den drei PCR-Tests wurde Uber die Fleiss' Kappa Formel
berechnet. Der Fleiss” Kappa ist ein statistisches MafR, das angibt, ob die Ubereinstimmung,
im hier geschilderten Fall von den verschiedenen Testsystemen, zufallig oder begrindet 1 ist,
das heit den Wert 0 oder 1 annimmt. Hierfir wurde eine Kontingenztafel aus den drei
Systemen erstellt. Verwendet wurde die Software Stata / IC 14.1 fur Mac 64-Bit Intel (College
Station, Texas, USA).

2i hiii
1 =2l
(1) po ==
1 Z
(2) Pe = 3 X Li=1hi. X hy X h;
Po—Pc
3 K, =
( ) n 1_pc
N = Summe aller Proben Po = Ubereinstimmende Einschatzung der Tests
h = Urteilshaufung p. = erwartete zufallige Ubereinstimmung

Kn = Fleiss' Kappa Wert

ABBILDUNG 6: BERECHNUNG DES FLEISS' KAPPA WERTES
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Die Einteilung der Ubereinstimmung zwischen den PCR-Verfahren von K, erfolgte nach Landis
und Koch in die Kategorien: schlecht (unter 0,00), gering (0,00-0,20), ausreichend (0,21-0,40),
mittelgradig (0,41-0,60), beachtlich (0,61-0,80) und fast vollkommen (0,81-1,00) (Landis &
Koch, 1977). Hierfur wurde ein 95% Konfidenzintervall (KI) angegeben.

5.9.2 Auswertung der Ct-Werte

Die Ct -Werte aller PCRs mit einem positiven T. whipple-Nachweis wurden deskriptiv beurteilt.
Dazu wurden die fiir die Proben gemessenen Ct - Werte verschiedenen Klassen zugeordnet.
Die Einteilung erfolgte in ,stark positive“ Ergebnisse, wenn alle drei Tests fir die jeweilige
Probe positiv ausfielen, in ,positive“ Ergebnisse, wenn positive Ergebnisse flr zwei von drei
Testplattformen beobachtet wurden und in ,schwach positive* Ergebnisse, wobei nur bei
einem Test ein positives Ergebnis auftrat. Innerhalb der Gruppen wurden die Ct-Werte fir
jedes einzelne Verfahren gesammelt und statistisch ausgewertet. Ein Vergleich wurde fir
Mittelwerte neben Standardabweichungen (standard deviation, SD) und fir Mediane mit den
Intervallen aus den verschiedenen Klassen durchgefihrt. Die Intervallgrenzen bestanden aus
Minimum und Maximum der jeweiligen Ct-Werte fur die Proben, die in die jeweilige Klasse

gehorten.
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6. Ergebnisse

Mittels PCR 3 konnten 11 Stuhlproben der deutschen Soldaten und Polizisten sowie 1
Stuhlprobe der ghanaischen Kinder mit PCR-inhibierenden Eigenschaften identifiziert werden.
Die Proben gingen in die Berechnungen fir PCR 3 nicht als negative Resultate ein, sondern
wurden fir diese Auswertung nicht miterfasst. In einem Fall wurde eine der inhibierten Probe
aus PCR 3 in allen anderen PCR-Systemen als positiv erkannt. Bei den in-house PCRs 1 und
2 wurden keine Inhibitionskontrollen mitgefiihrt. Somit wurden dort die Ergebnisse aus allen

300 Proben in die Berechnungen aufgenommen.

6.1. Technische Sensitivitatsgrenzen

Die Sensitivitdtsgrenze wurde bei PCR 1, PCR 2.1 und PCR 2.2 jeweils durch Einsatz von
Verdinnungsreihen der Stufen 10 bis 102 der Positivkontrollplasmide bestimmt. Damit
wurde fir jedes PCR-Systeme die Verdiinnungsstufe ermittelt, welche als letzte noch positiv

detektiert wurde. Die Ergebnisse sind Tabelle 6 zu entnehmen.

In beiden Teilanalysen der PCR 2 wurde ein positives Ergebnis mit der Positivkontrolle noch
bei einer Verdinnungsstufe von 108 erreicht. Bei einer PlasmidgroRe von 2638 bp fiir die
Positivkontrolle der PCR 2.1, lie® sich die Sensitivititsgrenze bei circa 138 Kopien
(http://scienceprimer.com/copy-number-calculator-for-realtime-pcr, letzter Zugriff am 28. Mai
2018) ermitteln. Das Plasmid der Positivkontrolle fur die PCR 2.2 hatte eine Grofe von 2632
bp und somit wurde die Grenze bei etwa 100 Genomaquivalenten berechnet. Fir die
Messungen mittels der PCR 2.1 und 2.2 waren die technischen Sensitivitatsgrenzen also

nahezu identisch.

Die Verdinnungsreihe der Positivkontrolle von PCR 1 zeigte noch ein positives Ergebnis bei
einer Verdinnungsstufe von 108. Die GroRe dieses Plasmids betrug bei 2593 bp. Somit lag

die technische Sensitivitatsgrenze von PCR 1 bei 634 Genomaquivalenten.

Fir PCR 3 gibt der Hersteller eine Sensitivitatsgrenze von 10 genomaquivalenten Kopien an.
Damit ist sie nominell zehnmal sensitiver als PCR 2. Als Grund daflr fuhrte der Hersteller die

Verwendung eines Multicopy-Targets als Zielstruktur an.
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TABELLE 6: SENSITIVITATSGRENZEN VON PCR 1 UND PCR 2.

DIE MINIMAL DETEKTIERBAREN GENOMISCHEN AQUIVALENTE WURDEN ANHAND DER
KONZENTRATIONEN DER POSITIVPLASMIDE MIT DER SOFTWARE , THE SCIENCEPRIMER"
(HTTP://SCIENCEPRIMER.COM/COPY-NUMBER-CALCULATOR-FOR-REALTIME-PCR, LETZTER
ZUGRIFF AM 28. MAI 2018) BERECHNET.

PCR Basenpaare | Letzte Konzentration der | Kopienanzahl
positive Stammlbsung
Verdiinnungsstufe
PCR 1 2593 108 36 ng/ul 6,34*10?
PCR 2.1 | 2638 108 20 ng/ul 1,38*102
PCR 2.2 | 2632 108 15 ng/pl 1,04*10?

6.2. Sensitivitat und Spezifitat der PCR Plattformen

Die mittels indirekter Verfahren (siehe Kapitel 5.8.1) errechneten Angaben zu Sensitivitat und

Spezifitat sind in Tabelle 7 zusammengefasst.

TABELLE 7: SENSITIVITAT UND SPEZIFITAT DER UNTERSUCHTEN PCR-PLATTFORMEN

PCR Sensitivitat Spezifitat
PCR 1 0,48 1
PCR 2 0,86 1
PCR 2.1. 1 1
PCR 2.2. 0,85 0,96
PCR 3 0,68 0,97

Der Fleiss* Kappa Wert lag fir den Vergleich von PCR 1, 2 und 3 bei 0,66 (95%
Konfidenzintervall Kl: 0,58; 073) und bei zusatzlicher Einzelbetrachtung der PCR 2.1 und der
PCR 2.2 mit 0,67 (KI: 0,60; 0,73) nur unwesentlich héher.

Wahrend alle drei PCR-Plattformen eine sehr gute bis exzellente Spezifitat von 96% bis 100%
aufwiesen, unterschieden sich die errechneten Sensitivitaten teils deutlich. Das hinsichtlich
der Sensitivitat beste Ergebnis wurde von PCR-Plattform 2 erreicht, gefolgt von PCR 3 und
PCR 1.
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6.3. Ubereinstimmung und Diskrepanzen der Testsysteme

Des Weiteren wurden die Ubereinstimmungen der PCR-positiven Ergebnisse wie folgt
charakterisiert. Die Einteilung erfolgte in ,stark Positive®, wenn drei von drei PCR Plattformen
positive Ergebnisse zeigten, sowie ,Positive“, wenn zwei von drei PCR Plattformen positiv
waren und ,schwach Positive, wenn eine PCR von drei PCR Plattformen ein positives

Ergebnis zeigte (Tabelle 8).

TABELLE 8: UBEREINSTIMMUNGEN POSITIVER ERGEBNISSE IN DER PCR. DARSTELLUNG DER
KATEGORIEN.

»SCHWACH POSITIV* (1 POSITIVES ERGEBNIS UNTER DEN 3 TESTPLATTFORMEN), ,POSITIV®
(zwEI VON DREI PCR-TEST ZEIGEN EIN POSITIVES) UND ,STARK POSITIV* (DREI VON DREI
SYSTEMEN SIND POSITIV FUR DIE). EBENFALLS DARGESTELLT IST DIE ANZAHL DER
GESAMTPOSITIVEN AUS EINEM SYSTEM.

Erreger PCR Schwach Positiv Stark Insgesamt
positiv n (%) positiv positiv
n (%) n (%) n (%)
‘ PCR 1 0 7(1) 40 (7) 47 (8)
T. whipplei | PCR2* 14 (2) 31 (5) 40 (7) 85 (14)

PCR 3 19 (3) 24 (4) 40 (7) 83 (14)

*FUR PCR 2 WURDEN HIER NUR DIE PROBEN DARGESTELLT, DIE IN BEIDEN TEILSYSTEMEN
POSITIV WURDEN. INSGESAMT WURDEN IN PCR 2.1 99 PosITIVE ERGEBNISSE UND IN PCR
2.2 101 POSITIVE ERGEBNISSE VERZEICHNET.

Mit 99 beziehungsweise 101 positiven Ergebnissen konnten insgesamt mehr positive
Ergebnisse in den einzelnen PCRs 2.1 und 2.2 verzeichnet werden, Ubereinstimmungen
zwischen den beiden Teil-PCRs ergaben sich aber nur fir 85 (14%) Proben, die dann fir die

Gesamtplattform PCR 2 als positiv gewertet wurden.

Eine Diskrepanzanalyse fur die ,Positiven” zeigte, dass die 7 ,Positiven”in PCR 1 alle mit PCR
2 und nie mit PCR 3 Uibereinstimmten. Bei PCR 2 stimmten von den 31 ,Positiven® 7 mit PCR
1 und 24 mit PCR 3 Uberein. Von den 24 ,Positiven® in PCR 3 zeigten alle eine
Ubereinstimmung mit PCR 2, wéahrend eine solche Ubereinstimmung mit PCR 1 nie

beobachtet wurde.
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6.4. Ct-Wert Bereiche

Der Ct-Wert wird in der PCR-basierten mikrobiologischen Diagnostik fliir eine semiquantitative
Abschatzung der mutmallich in der Probe vorhandenen Erregermenge eingesetzt. Ein
niedriger Ct-Wert, also ein positives Ergebnis nach weniger Replikationszyklen, deutet auf
einen hoheren anfanglichen Gehalt an Ziel-DNA in der Probe hin. In den folgenden Tabellen
sind alle detektierten Ct-Wert-Intervalle mit der Unterscheidung in ,schwach Positive“ (Tabelle
9), ,Positive” (Tabelle 10) und ,Stark Positive* (Tabelle 11) aufgefihrt. Eine Auswertung von
PCR 2 fand fur die Teil-PCRs 2.1 und 2.2 getrennt statt.

TABELLE 9: AUSWERTUNG VON MITTELWERT (MEAN) MIT STANDARDABWEICHUNG (SD) UND

MEDIAN MIT INTERVALLGRENZEN BEI ,,SCHWACH POSITIVEN® PROBEN

Schwach Positive

Mean Median
n (SD) (Min, Max)
PCR 1 0 - -
T. whipplei PCR 2
PCR 2.1 14 33 (2,9) 33 (27,37)
PCR 2.2 14 30 (2,7) 30 (24,33)
PCR 3 19 35 (2,2) 36 (29,39)

TABELLE 10: AUSWERTUNG VON MITTELWERT (MEAN) MIT STANDARDABWEICHUNG (SD)
UND MEDIAN MIT INTERVALLGRENZEN BEI ,,POSITIVEN“ PROBEN

Positive
Mean Median
n (SD) (Min, Max)
PCR 1 7 33 (6,6) 29 (25,41)
T. whipplei PCR 2

PCR 2.1 31 32 (2,5) 33 (27,35)

PCR 2.2 31 30 (3,4) 30 (23,36)

PCR 3 24 34 (2,5) 34 (29,39)
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TABELLE 11: AUSWERTUNG VON MITTELWERT (MEAN) MIT STANDARDABWEICHUNG (SD)
UND MEDIAN MIT INTERVALLGRENZEN BEI ,,STARK POSITIVEN“ PROBEN

Stark Positive

Mean Median
n (SD) (Min, Max)
PCR 1 40 31 (4,3) 29 (25,40)
T. whipplei PCR 2
PCR 2.1 40 30 (2,3) 30 (25,34)
PCR 2.2 40 27 (2,2) 27 (23,31)
PCR 3 40 32 (2,4) 32 (27,36)

Bei allen PCR Systemen gab es nur geringe Unterschiede bezlglich des Mittelwertes und des
Medians. Insofern lag fur kein PCR-Verfahren eine offensichtliche Rechts- oder

Linksverschiebung der Wertepaare vor.

6.5. Besiedlungspravalenz fur T. whipplei

Fur alle Proben wurden die Beurteilung, ob eine Probe negativ oder positiv war, und die
zugehdrigen Ct-Werte dokumentiert. Fir die Probanden aus Gruppe 1, die aus ghanaischen
Kindern bestand, waren in PCR 1 44 von 300 Proben mit einem positiven Ergebnis
vergesellschaftet, was auf der Basis dieses Tests einer Besiedlungspravalenz von 14,7%
entsprach. Mittels PCR 2 lag fir dieses Kollektiv die Besiedlungspravalenz bei 24,3%, da 73
von 300 Proben ein Signal in beiden Teilanalysen zeigten. In Einzelbetrachtung der
Ergebnisse aus PCRs 2.1 und 2.2 waren 28,3% (85/300) beziehungsweise 26,7% (80/300)
der Probanden besiedelt. Eine Besiedlungspravalenz von 18,1% wurde auf der Basis der
Ergebnisse aus PCR 3 dokumentiert, denn dort waren 54 von 299 nicht-inhibierten Proben als

positiv ausgewiesen.

Fir Gruppe 2, bestehend aus deutschen Soldaten und Polizisten, die aus Einsatzen in
tropischen Weltregionen zurtickgekehrt waren, wurden mittels PCR 1 nur 4 Positive unter 300
Proben verzeichnet, was einer Besiedlungspravalenz von 1,5% entsprach. In PCR 2 waren 13
von 300 Proben positiv mit einer daraus resultierenden Besiedlungspravalenz von 4,3%. In
den Teil-PCRs 2.1 und 2.2 lagen die Werte bei 5,0% (15/300) beziehungsweise bei 7,3%
(22/300). In PCR 3 zeigte sich eine Pravalenz von 10,0% (29/289) auf der Basis der positiven

Testergebnissen unter den nicht inhibierten Proben.

Anhand der im vorausgegangenen errechneten Testcharakteristika aller drei PCR-Verfahren
konnte die T. whipplei Besiedlungspravalenz in der Gruppe der ghanaischen Kinder auf 28,3%
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und die der Soldaten und Polizisten nach Rickkehr aus tropischen Einsatzen auf 5,0%

geschatzt werden.
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7. Diskussion

Die Studie verglich zwei etablierte in-house PCR Verfahren aus Marseille, Frankreich, und
Berlin, Deutschland, mit einem kommerziellen Testsystem von Tib MolBiol, Berlin,
Deutschland, hinsichtlich ihrer diagnostischen Zuverlassigkeit fir den Nachweis von T.

whipplei in Stuhlproben im Rahmen tropischer Surveillance-Screenings.

Im Folgenden werden nun die die Nachweisqualitdt bestimmenden Leistungsparameter der
drei PCR-Verfahren auf der Basis der in dieser Studie ermittelten Werte miteinander
verglichen: dies sind die Nachweisgrenzen, Sensitivitdt und Spezifitat sowie die Ct-Werte der
PCR-Verfahren.

7.1. Auswertung der Nachweisgrenze (technische
Sensitivitatsgrenze)

Der Leistungsparameter Nachweisgrenze wird fir eine PCR in Genomaquivalenten pro
Reaktion angegeben. Er bedeutet fir diese PCR, ob nur Patienten mit viel Erreger-DNA zum
Beispiel im Rahmen einer floriden Infektion oder auch Menschen mit wenig Erreger-DNA im
Rahmen einer Rekonvaleszenz oder eines asymptomatischen Tragerstatus erkannt werden.
Er sagt zu dem etwas Uber die Intaktheit der Ziel-DNA und damit etwas Uber die Qualitat des

Transports und der Lagerung der jeweiligen Probe aus.

PCR 1 hatte mit circa 600 Genomagquivalenten die schlechteste Sensitivitat der untersuchten
PCRs, gefolgt von PCR 2 mit circa 100 Genomaquivalenten. PCR 3 ist mit den circa 10
Genomaquivalenten die sensitivste PCR. Zu erwarten ware somit, dass PCR 3 auch Proben

mit geringeren Mengen an T. whipplei hatte detektieren kdnnen (s.u.).

Mittels PCR 1 wurden keine ,schwach positiven“ Proben im Gegensatz zu PCR 2 und PCR 3
nachgewiesen. Mit ,schwach positiven“ Proben sind Proben gemeint, die nur in einer von drei
Plattformen zu einem positiven Ergebnis gefuhrt haben. Dies kdnnte damit im Zusammenhang
stehen, dass die Nachweisgrenze von PCR 1 mit circa 600 Genomaquivalenten im Vergleich
zu PCR 2 mit circa 100 und PCR 3 mit circa 10 Genomaquivalenten héher lag. Somit konnten
PCR 2 und 3 noch Proben mit sehr geringeren Ziel-DNA-Mengen im Bereich ihrer jeweiligen

Nachweisgrenze detektieren, die von PCR 1 schon nicht mehr nachgewiesen wurden.

Durch DNA Fragmentierung, die aufgrund der Kuhlung der aus den Patientenproben
praparierten DNA auf —80 °C zu erwarten war, erbringen PCRs mit kurzen Amplifikaten eher
Ergebnisse als solche mit langeren Amplifikaten. Dies wirde bedeuten, dass die PCR 1 mehr

positive Ergebnisse erbringen sollte. Das Gegenteil war der Fall, so dass sich der geringe
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GroRenunterschied der Amplifikate gegenliber den weiteren EinflussgroRen nicht bemerkbar

machte.

Des Weiteren fiel auf, dass in PCR 3 mit der nominell niedrigsten Nachweisgrenze auch die
gréldte Anzahl an ,schwach positiven“ Proben nachgewiesen wurden, was eine Ursache flr
die errechnete geringere Spezifitat (s.u.) sein konnte. Allerdings ist nicht auszuschlie3en, dass
einige der scheinbar falsch positiven Befunde tatsachlich existierende asymptomatische

Tragerstadien mit geringer Keimdichte dokumentierten.

7.2. Auswertung der Ct-Werte

Der Ct-Wert einer PCR beschreibt die Zyklenzahl der Reaktion, ab der es zu messbaren
Mengen an PCR-Produkt kommt. Damit ist der Ct-Wert ein alternatives Mall fur die
Nachweisgrenze des jeweiligen Tests. Probenergebnisse mit vielen Zyklen beinhalten weniger
Ziel-DNA, als Probenergebnisse mit weniger Zyklen, welche viel Ziel-DNA aufweisen. Ebenso
wurde eine Einteilung in ,schwach positive®, ,positive“ und ,stark positive“ Proben, anhand der

qualitativen Ubereinstimmung der Ergebnisse, vorgenommen (siehe Kapitel 6.3).

Im Allgemeinen bestand eine Ubereinstimmung der Minima und Maxima der Ct-Werte bei den
»schwach positiven“ und bei den ,positiven* Proben innerhalb eines jeden PCR-Systems in
dieser Studie. Es lieRen sich kaum Unterschiede zwischen den Ct-Wert-Intervallen bei den als
»schwach positiv* und ,positiv‘ charakterisierten Proben erkennen, die mit hohen Ct-Werten,

also wenig Ziel-DNA in den Proben, assoziiert waren.

Die Ct-Wert-Intervalle bei den ,stark positiven Proben waren jedoch in einem sichtbar
niedrigeren Bereich angesiedelt. Die zu erwartende niedrige Kolonisationsdichte bei den
asymptomatischen Probanden, von denen die Proben stammten, ist ein Faktor, welcher die
beobachteten, nur marginalen Unterschiede der Ct-Werte der untersuchten Testsysteme
zwischen ,schwach positiven® und ,positiven Proben, im Bereich der diagnostischen
Sensitivitdtsgrenze bedingt haben kann. Bei den ,stark positiven“ Proben lie} sich eine sehr
gute Ubereinstimmung der Ct-Werte (iber die verglichenen Systeme hinweg feststellen. Da bei
Patienten mit M. Whipple, die in der hier vorgestellten Studie nicht vertreten waren,
bekanntermalen hohere Ziel-DNA-Konzentrationen vorliegen als im Fall von
Kolonisationsereignissen (Fenollar et al., 2008a), waren Proben von M. Whipple-Patienten

vermutlich von allen untersuchten Testplattformen detektiert worden.

PCR 1 enthielt keine Proben der Kategorie ,schwach positiv*. In der Kategorie ,positiv fand
sich ebenfalls bei PCR 1 im Vergleich zu den anderen PCRs der geringste Anteil. Das heilt,
mehr als 80% (40 von 47) aller ,positiven® Proben wurden von allen anderen Tests ebenfalls

als positiv erkannt und 100% von mindestens einem anderen Test. Dies ist im Einklang mit
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der hohen Spezifitat des Testsystems PCR 1. Die Ct-Werte waren bei ,positiven“ und ,stark

positiven® Proben praktisch identisch.

PCR 2.1 und 2.2 zeigten bei den ,stark positiven® Proben den geringsten Ct-Wert, die Differenz
zu den Ct-Werten von ,schwach positiven“ Proben war aber weniger deutlich als bei PCR 3.
Anzunehmen ist, dass noch weitere Faktoren neben der DNA-Konzentration fur die
Abweichungen zwischen den Testsystemen und damit fur die Eingruppierung in ,schwach
positiv beziehungsweise ,positiv‘ verantwortlich sind, zum Beispiel PCR-spezifische

Inhibitionsunterschiede sowie unterschiedliche Testspezifitaten.

Des Weiteren liel} sich fur alle PCR-Systeme zeigen, dass sich die ,stark positiven Proben
um drei bis vier Zyklen von den ,schwach positiven“ Proben unterschieden. Diese drei bis vier
Zyklen entsprechen, Linearitat der Amplifikation vorausgesetzt, in etwa einer Menge von einer
Zehnerpotenz T. whipplei- DNA im Stuhl. Zusammenfassend folgt aus den
Ubereinstimmenden Ergebnissen in der Kategorie der ,stark positiven® Proben fir die
untersuchten Testsysteme, dass alle Tests bei mehr als marginaler Ziel-DNA-Menge T.
whipplei zuverlassig nachweisen konnen. Bei sehr geringen DNA-Mengen im Bereich der

Sensitivitdtsgrenzen reagierten die Tests dagegen teils unterschiedlich.

PCR 1, welche die hochste Nachweisgrenze aufwies und damit am wenigsten sensitiv ist,
zeigte keine ,schwach positiven“ Proben, was damit im Zusammenhang stehen kdnnte, dass
PCR 2.1, 2.2 und 3 Proben mit geringeren Ziel-DNA-Mengen unterhalb der Nachweisgrenze
von PCR 1 als positiv detektieren konnten. Des Weiteren zeigte sich, dass PCR 2 und PCR 3
in etwa gleich viele ,schwach positive” Proben nachweisen konnten und 24 Gbereinstimmende
Ergebnisse bei den ,positiven® Proben zeigten. Weder bezlglich der diagnostischen
Nachweisgrenze noch bei den Ct-Wertdifferenzen zwischen ,positiven“ und ,schwach
positiven“ Proben lielen sich fur die PCR-Plattformen 2 und 3 relevante Unterschiede

aufzeigen.

Als Fazit I&sst sich somit — keinesfalls unerwartet - zusammenfassen: Je weniger Zielgen-DNA
die Proben enthielten, desto unsicherer wurden die Zielsequenzen von allen drei Systemen
detektiert.

7.3. Auswertung von Sensitivitat und Spezifitat

Der Leistungsparameter Sensitivitdt und Spezifitat in der Infektionsdiagnostik reflektieren, wie
viele Menschen als Keimtrager oder Infizierte Gberhaut und dann richtig erkannt werden (siehe
Kapitel 5.9.1). Die beiden Parameter sind keine absoluten Grofen, sondern hangen von der
Pravalenz des detektierten Zustandes ab. Fleiss” Kappa gibt die aufgetretene

Ubereinstimmung der PCR Messergebnisse an (siehe Kapitel 5.9.1).
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Der Fleiss” Kappa Wert aller PCR Systeme war mit 0,66 beziehungsweise bei gesonderter
Mitbetrachtung der Teilanalysen PCR 2.1 und 2.2 als Bestandteile der Plattform PCR 2 — mit
0,67 als beachtlich zu bewerten (Landis & Koch, 1977).

PCR 1 wies in den Versuchen mit 48% eine geringe Sensitivitat auf, mit 100% jedoch eine

hervorragende Spezifitat.

Moter et al. (2013) nutzten die von uns als PCR 1 bezeichnete PCR in ihrer Evaluationsstudie
mit anderen Probenkollektiven und fanden im Vergleich zum Goldstandard der
histopathologischen Untersuchung nur 3% falsch negative Befunde, das heil3t eine Sensitivitat
von 97%. Diese Studie war jedoch mit Proben von Gesunden und an M. Whipple Erkrankten
durchgeflihrt worden. In unserer Studie waren 40 von 47 in PCR 1 positiven Stuhlproben der

,stark positiven“ Gruppe zugeordnet.

Dies legt den Schluss nahe, dass PCR 1 wegen der hohen Spezifitat fir die Diagnostik von
Patienten sehr gut einsetzbar sein kdnnte. Fir ein Screening von asymptomatischen Tragern
in Hochendemiegebieten sollte diese PCR weniger in Betracht gezogen werden, da fir ein
epidemiologisches Screeningverfahren auch eine hohe Sensitivitdt winschenswert ist.
Unterstutzt wird diese Einschatzung von den Daten von Fenollar et al. (2008a), dass sich bei
Patienten mit M. Whipple quantitativ mehr T. whipplei Genomaquivalente im Stuhl nachweisen
lieRen. Um dies weiter zu evaluieren, sind Untersuchungen mit Proben von an M. Whipple

Erkrankten nétig.

Die Sensitivitat von PCR 2 veranderte sich unter Beriicksichtigung der Ergebnisse aus beiden
Teil-PCRs von 1 beziehungsweise 85% auf 86%. Hier stellt sich die Frage, ob eine Analyse
von beiden Teil-PCRs zusammen notwendig ist, oder ob auch eine Einzelbewertung der
beiden Teil-PCR-Systeme in Frage kommt. PCR 2.1 konnte bei isolierter Betrachtung mit einer
hervorragenden Sensitivitdt und Spezifitdt Uberzeugen, wahrend die Sensitivitat in der
Gesamtauswertung der PCR 2 sank. Zu Uberlegen ware daher, PCR 2.1 als Einzelsystem zu
etablieren. Fur die Einzelbewertung sprache auch, dass die Fleiss’ Kappa Werte unter
Einschluss der Subanalysen gleichwertig mit denen waren, bei denen keine Diskriminierung
der Einzel-PCRs stattgefunden hatte. Eine Beschrankung auf PCR 2.1 wurde auch von
anderen Autoren wie Garcia-Alvarez et al. (2016), als Option diskutiert. Durch die gemeinsame
Auswertung der Teil-PCRs wurde die Spezifitdt nicht schlechter, sondern blieb bei 1, wie es

auch fir die isolierte Betrachtung der PCR 2.1 dokumentiert werden konnte.

PCR 3, mit 68%-iger Sensitivitat und 97%-iger Spezifitat, lag im Mittelfeld der untersuchten

Methoden. Die geringe errechnete Sensitivitat war bei einer Zielsequenz, die bekanntermallen

in zahlreichen Kopien im Erregergenom vorliegt, unerwartet. Den Herstellerangaben zufolge

wurde der kommerziell vertriebene Test geprift und wies in der Firmenevaluation eine

Sensitivitat und Spezifitdt von 100% auf, was sich in dieser Arbeit nicht bestatigen lies. Uber
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die Grunde flr die Diskrepanz zwischen den eigenen und den Firmen-Ergebnissen kann nur
spekuliert werden, da die Firma die Zielsequenz fiir die PCR nicht 6ffentlich zuganglich macht.
Fur PCR 3 fehlt ferner aufgrund der Unmdglichkeit einer in-silico-Evaluation bei unbekannter
PCR-Zielsequenz, ein Beweis flr das ausschlielliche Vorkommen des Zielgens im Genom
von T. whipplei. Somit kann eine Ergebnisbeurteilung bei epidemiologischen Studien nur unter

Anwendung der mathematischen Algorithmen (Rogan und Gladen, 1978) erfolgen.

7.4. Zielsequenzen, Moglichkeit und Grenzen der Analytik

Bei der Beurteilung der Testsysteme muss man berlcksichtigen, dass die durchgangige
Anwesenheit der fir die PCR-Systeme verwendeten Zielsequenzen rpoB, Dig15 und die
repetitive Sequenz in den jeweiligen Bindungssequenzen fir die eingesetzten Oligonukleotide
oder gar Uberhaupt bisher nicht untersucht, sondern postuliert wurde. Es ist aulerdem
maoglich, dass sequenzgleiche Zielstrukturen auch in anderen, stammesgeschichtlich und
genetisch eng verwandten Spezies, vorkommen kdnnen, auch wenn sich mittels
Datenbanksuche (URL: ,https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi®, letzter Zugriff 17.07.2018)

keine Hinweise auf solche Spezifitdtsprobleme in den dort hinterlegten Sequenzen finden.

In PCR 1 wurde erganzend versucht, das Risiko mdglicher falsch positiver Reaktionen durch
die Auswertung einer Schmelzpunktbestimmung zu reduzieren. Hierbei zeigten sich in den
Kurven meist zwei doppelgipflige Maxima, was fur die PCR 1 typisch ist (Moter et al., 2013).

Spezifische Schmelzpunkte konnten fur alle positiv befundeten Proben nachgewiesen werden.

Bei der Interpretation der ermittelten Testcharakteristika ist zu beachten, dass es sich um die
Resultate mathematischer Algorithmen diskutiert werden, die nicht die wahre Haufigkeit von
Besiedlungen mit T. whipplei berlicksichtigen. Die Zuverlassigkeit der berechneten Werte wird
von den oben genannten systematischen Fehlerrisiken, wie zum Beispiel Kreuzreaktionen mit
phylogenetisch engverwandten Spezies beziehungsweise von zweifelhafter Sequenzstabilitat

der Zielgene, beeintrachtigt.

Diese Limitationen lieken sich aus den erhobenen Daten nicht auflésen und waren somit
Quellen einer moglichen Verzerrung des Rechenmodells. Somit handelte es sich in dieser
Arbeit um einen relativen Vergleich der Zuverlassigkeit der Testsysteme ohne letzte
Sicherheit, da es keinen Goldstandard zur Kontrolle gab. Zum Ausschluss solcher Bias-
Quellen kommen nur Untersuchungen mit gut charakterisietem Patientenmaterial und
histologischer Kontrolle als Goldstandard in Frage, wie sie zum Beispiel von Moter et al. (2013)

fur PCR 1 durchgefihrt worden waren.
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7.5. Praktische Anwendung der PCR-Systeme

Von der Kostenseite betrachtet, sind die in-house PCR Verbrauchsmittelkosten mit circa 2-3
Euro pro Probe bei Nutzung des Standardmixes ohne DNA-Aufreinigung anzusetzen. Das ist
etwas kostenglnstiger als die kommerzielle PCR von Tib MolBiol, die ohne Mastermix
angeboten wird. Vorteilhaft an dieser PCR 3 war dagegen der geringe Aufwand der
Durchfiihrung und das sofortige Bereitstehen der fertigen Reaktionsgemische. Somit kann
eine Verwendung im tropischen Umfeld auch durch weniger erfahrenes Personal einfacher
gehandhabt werden. Die fertigen Reagenzien missen nur bei 4-6 °C gelagert werden, weshalb

das Vorhandensein eines Tiefkuhlschranks keine Voraussetzung darstellt.

Die beobachteten Unterschiede der Testcharakteristika sind vor allem fir Surveillance- und
Punktpravalenzstudien zum Nachweis von asymptomatischen Tragern mit T. whipplei von
Bedeutung. Im klinischen Gebrauch kann die sehr niedrige Sensitivitdtsgrenze von PCR 3 eine
gute Voraussetzung flr Verlaufskontrollen sein. Da Patienten mit M. Whipple deutlich erhdhte
Mengen von T. whipplei im Stuhl aufweisen (Fenollar et al., 2008a), sollten die Unterschiede
der Nachweisgrenzen bei den untersuchten PCR-Systemen fiir die Erstdiagnose von
Erkrankten jedoch keine Probleme bereiten. Als Puzzlestein im Rahmen der Diagnostik von
symptomatischen Patienten kommen mithin alle Systeme in Frage, da Proben mit niedrigeren
Ct-Werten von allen PCRs erkannt wurden. Ein Vergleich der PCR-Systeme mit Proben von
an M. Whipple Erkrankten ware jedoch erforderlich, um die Hypothese mit schllissiger Evidenz

abzusichern.

PCR 2.1 kénnte auch als Einzel-PCR fir ein Surveillance-Screening zur Anwendung kommen,
da ihre Sensitivitat und Spezifitat fur diese Anwendung mit 1 berechnet wurde. Die in-house
PCRs erfullen die Voraussetzungen fur tropische Surveillance und sind zugleich
kostengunstiger als der kommerzielle Ansatz. Beim unmittelbaren Vergleich der Ergebnisse
der einzelnen PCR Systeme ohne mathematische Korrektur ist jedoch Vorsicht geboten, da

sich deutliche Unterschiede in der Sensitivitat der Protokolle zeigten.

Falls eine Benutzung der in-house PCR Techniken als Element individualmedizinischer M.
Whipple Diagnostik erwogen wird, bestatigen unsere Ergebnisse die Studien von Rolain et al.
(2007), dass besser mehr als eine real-time PCR durchgeflhrt werden sollte, um eine
ausreichende diagnostische Zuverlassigkeit zu gewahrleisten. So werden fiir die Diagnose
von M. Whipple zwei PCR Ansétze, eine histologische Untersuchung und ein Abgleich mit dem

klinischen Bild als notwendig empfohlen (Hagel et al., 2015).
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7.6. Limitationen der Studie

Durchfiihrung

Bei jeder PCR- basierten Diagnostik kann es wahrend des Arbeitsablaufs zu Kontaminationen
kommen, welche die Richtigkeit der Ergebnisse beeinflussen. Selbstverstandlich kdnnen auch
menschliche Fehler, zum Beispiel beim Durchfiihren und Messen, oder technische Fehler
vorkommen. Aulerdem fehlten fir die PCR-Systeme PCR 1 und 2 Inhibitionskontrollen, um
mogliche Inhibitionen in die Beurteilung der in-house Techniken mit einbeziehen zu kénnen.
Damit waren falsch negative Resultate in PCR 1 und 2 auch aufgrund nicht detektierter

Inhibitionen mdglich.

Es handelte sich bei den verwendeten Berechnungen um verzerrungsanfallige Schatzungen
von Sensitivitdt und Spezifitdt, der Qualitdt davon abhangig ist, wie gut die angewendeten
mathematischen Modelle auf die Probenkollektive anwendbar sind. Aufgrund disproportionaler
Unterschiede der Sensitivitaten fur die Einzelkollektive wurden PCR 1 und 3 nicht mit dem
Ansatz von Hui und Walter (1980) bewertet. Die Hauptaussagen zur moglichen Nutzung der

PCR Ansatze bleiben hiervon jedoch unberihrt.

Bei diskrepanten Ergebnissen wurde von einer Klonierung und Sequenzierung nach Sanger
abgesehen (Sanger et al., 1977). Die Begrindung hierfir lag in den fehlenden finanziellen

Mitteln. Ferner standen die Sequenzen der Primer von Tib MolBiol nicht zur Verfligung.
Grenzen des Probenmaterials

Eine weitere Limitation liegt im Fehlen von Kontrollstuhlproben von M. Whipple Erkrankten.
Uberdies fehlten auch Vergleichsproben mit erheblichen Mengen an T. whipplei, wie es bei
Stuhlproben von Erkrankten oft der Fall ist. Ebenso fehlten Vergleichsproben, in welchen
definitiv kein T. whipplei war. AuRerdem fehlte eine Korrelation mit Symptomen, die flr das
mathematische Modell jedoch irrelevant war. Tropische Proben von Patienten mit M. Whipple
sind nicht realistisch zu beschaffen. So wurde aus Afrika beispielsweise lediglich ein Fall eines
M. Whipple beschrieben (Berbich et al., 1967). Vorausgegangene Forschungen zu T. whipplei
Kolonisationen belegen auch keine Assoziation mit Symptomen wie zum Beispiel Durchfall
(Vinnemeier et al., 2016), so dass auch solche Parameter nicht zur Beurteilung in Frage
kamen. Da es sich in dieser Arbeit um eine retrospektive Studie mit Proben aus den Jahren
2007-2017 handelte, waren diese Limitationen unabanderlich. Entsprechend konnten mit

dieser Studie nur Aussagen zur Darmkolonisierung getroffen werden.

Fur diese Studie wurde die DNA aus Stuhlproben gewonnen, was eine weitere Limitation mit
Blick auf die klinische Interpretierbarkeit der Ergebnisse darstellt. Die Nukleinsaureextraktion

aus Stuhl ist fir die Diagnostik von T. whipplei in den deutschen Richtlinien fiir Arzte sehr
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umstritten (Hagel et al., 2015). Durch den engen Kontakt von Magen und Darm zur Umwelt
gibt es auch regelmaRig Kolonisationen mit fakultativ pathogenen Erregern beziehungsweise
ihrer DNA. Bei der Ausscheidung kann es auch zur Extraktion von DNA-Fragmenten
kolonisierender Erreger kommen, welche dann in der PCR aus Stuhlproben nachweisbar sind.
Trotzdem setzen einige Labore auf die Diagnostik aus Stuhlproben, da der klinisch relevante
Befall sich in den Makrophagen im Dinndarm abspielt. In den deutschen Leitlinien (Hagel et
al., 2015) wurde eine Diagnostik aus DNA, die aus Liquor und Blut aufgereinigt wurde, als die
PCR-Methode der Wahl beschrieben, um M. Whipple zu diagnostizieren. Ein besonderer
Vorteil der PCR-basierten Detektion von DNA aus Stuhlproben ist die Einfachheit und geringe
Invasivitat der Probenentnahme, im Gegensatz zum Beispiel zur Gewinnung von Liquor.
Aul3erdem ist eine PCR in vielen Laboren durchfuhrbar, wogegen eine Untersuchung von
einem Pathologen, der die Makrophagen-Typen klassifizieren kann, nur sehr viel

hoherschwelliger erreichbar ist.

Ein austherapierter M. Whipple zeigt lediglich eine Typanderung im histologischen Praparat.
Die Ziel-DNA fir den PCR-Nachweis kann eliminiert sein, muss es aber nicht. Damit ist diese
Situation PCR-technisch nicht von einer méglichen Neubesiedlung als asymptomatischer
Trager zu unterscheiden. Bei Abflusskanalarbeitern kam es beispielsweise nach
Erstkolonisation spater zu einer Neubesiedelung mit einem anderen Stamm, was durch
Sequenzierung gesichert wurde (Fenollar et al., 2015). Deswegen wird fur die M. Whipple

Diagnostik zu einer Kombination von histologischen Untersuchungen und PCR geraten.

Forschungen zur Punktpravalenz sowie die Surveillance in den Tropen profitieren jedoch von
der sehr kostenginstigen und unkomplizierten Gewinnung von Stuhlproben fir die PCR. Auch
die Forschungen zu den Ubertragungswegen von T. whipplei und den Reservoiren des

Erregers profitieren von einem einfachen PCR-gestutzten Nachweis.

7.7. Pravalenzanalyse

Die Pravalenz einer Erkrankung beschreibt zu einem definierten Zeitpunkt (Punktpravalenz)
oder Zeitraum (Periodenpravalenz) den Anteil der Erkrankten an den Untersuchten bzw. in die
Analyse Einbezogenen. In diesem Fall wurde die Besiedlungspravalenz mittels
mathematischer Algorithmen bestimmt und beschreibt jeweils die Anzahl der Trager von T.

whipplei im Bezug zur Gesamtheit der jeweiligen Kollektive.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Besiedlungspravalenz von 28,3% uber alle PCR-

Systeme fur das untersuchte Kollektiv der ghanaischen Kinder berechnet, was nahezu mit

dem von Vinnemeier et al. (2016) verdffentlichten Wert von 27,5% Ubereinstimmte.

Betrachtete man die mittels der ebenfalls von Vinnemeier et al. (2016) angewendeten

Kombinations-PCR 2 ermittelten Pravalenz, so war diese mit 24,3% ebenfalls mit dem eigenen
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Ergebnis vergleichbar. Die, wenngleich geringen, Unterschiede resultieren daraus, dass bei
gleichem Patientenkollektiv andere Proben als bei der Vinnemeier-Studie fir die Untersuchung
genutzt wurden. Anders als in der vorgestellten Studie wurden von Vinnemeier et al. (2016)
keine Berechnungen zur Korrektur der Ergebnisse nach den Vorgaben von Rogan und Gladen
(1978) angewandt, sondern es hatte eine direkte Auswertung der PCR Ergebnisse

stattgefunden.

Bei Einzelauswertung der Ergebnisse von PCR 2.1 und 2.2 lagen die Pravalenzen der Gruppe
ghanaischer Kinder mit 28,3% und 26,7% sehr nah an den 27,5% der von Vinnemeier et al.
(2016) postulierten Besiedlungspravalenz. Bei den Soldaten und Polizisten, welche aus
tropischen Einsatzen zurickgekommen waren, betrug die Pravalenz asymptomatischer
Trager 5,0% und war damit nur sehr geringflgig hdher als die Besiedlung der
durchschnittlichen Europaer mit T. whipplei, die mit 1-4% angegeben wird (Fenollar et al., 2008
a/b, 2012). Somit finden sich keine Hinweise, dass kurzfristige Tropenaufenthalte mit einem

relevant erhdhten Besiedlungsrisiko durch T. whipplei einhergehen.

Diese Ergebnisse unterstitzen nicht die These, dass eine erhéhte Gefahr fur die Besiedelung
mit T. whipplei bei kurzbefristeten Tropeneinsatzen bestehen kénnte. Somit kann nicht zu einer
Aufnahme von T. whipplei in das Standardscreeningverfahren fur Tropenriickkehrer geraten

werden.

Die Folgen einer Erkrankung an M. Whipple sind jedoch fatal. Deshalb sollte eine Diagnostik
bei auffalligen Symptomen, wie einer Kombination aus Arthritis, Gewichtsabnahme und
Diarrhoe, chronisch seronegativer Arthritis, kulturnegativer Endokarditis oder Blicklahmung
und Myoklonus, in Erwagung gezogen werden (Hagel et al., 2015). Bei Reisenden mit M.
Whipple-typischer Symptomatik sollte T. whipplei mit in die mdglichen Differentialdiagnosen
relevanter Erreger aufgenommen und im Einzelfall mittels leitliniengerechter Diagnostik

diagnostiziert werden. Dabei kann die PCR nur ein einzelnes Element unter vielen sein.
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7.8. Ausblick

Weitere Forschungen zum Vergleich von verschiedenen diagnostischen Methoden zum
Nachweis von T. whipplei sind zuklnftig winschenswert. Folgeuntersuchungen sollten
Stuhlproben von M. Whipple Erkrankten sowie Stuhlproben, die von zweifelsfrei gesunden
Vergleichsgruppen stammen, beinhalten. Eine weitere Untersuchung sollte zum Abgleich der
Makrophagen-Typen nach Herbay (Hagel et al., 2015) aus den endoskopischen Biopsien
beider Kollektive durchgeflihrt werden, um genauere Aussagen zur Infektionsaktivitat treffen
zu koénnen. Da in der deutschen S2k-Leitlinie ,Gastrointestinale Infektionen und Morbus
Whipple“ (Hagel et al., 2015) eine Diagnostik aus Liquor und Blutproben empfohlen wurde,
sollte, sofern realisierbar, auch eine Testung dieses Probenmaterials von den benannten

Kollektiven erwogen werden.

7.9. Fazit

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass alle drei PCR-Systeme eine befriedigende Spezifitat
aufwiesen. PCR 2.1 und PCR 2.2 eignen sich aufgrund ihrer Sensitivitat sowohl in Kombination
als auch einzeln fir den Nachweis von T. whipplei, auch wenn diese in geringer Dichte
vorliegen. Unter diesem Aspekt schnitten sowohl PCR 1 als auch 3 vergleichsweise schlechter
ab. Die daraus resultierende unterschiedliche Zuverlassigkeit der Testverfahren muss
bertcksichtigt werden, wenn Punktpravalenz- und Surveillancestudien zum T. whipplei-

Tragerstatus ausgewertet werden und zueinander in Bezug gesetzt werden sollen.

Jedoch koénnen alle Verfahren grundsatzlich fir Forschungszwecke zur Anwendung kommen,
wenn die korrigierenden Algorithmen von Rogan und Gladen (1978) angewendet werden,
wobei Sensitivitat und Spezifitat der Tests in die Korrektur der Ergebnisse einbezogen werden.
Die sehr sensitive PCR 2.1 zeigte Potential, als alleiniges Screeningtool in Surveillance-
Screenings zur Anwendung zu kommen, was durch Untersuchungen im Gefolge dieser Arbeit

verifiziert werden soll.
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10. Thesenblatt

1. Eine hohere Pravalenz ist in den Proben von den ghanaischen Kindern zu
erwarten, welche ungefahr die von Vinnemeier et al. (2016) beschriebene

Pravalenz erreichen kann.

2. Fur Arbeiter, welche in tropischen Einsatzgebieten befristet eingesetzt werden,
besteht ein allenfalls moderates Besiedlungsrisiko mit T. whipplei, weshalb die

Pravalenz geringflgig hoher als 1-4% liegt.
3. Die drei PCR Systeme unterscheiden sich in lhrer Sensitivitat und Spezifitat.
4, Alle PCR Systeme kénnen T. whipplei nachweisen und sind flr Punktpravalenz-

und fur Surveillancestudien einsetzbar und ihre Ergebnisse nach Einsatz

mathematischer Korrekturverfahren vergleichbar.
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