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EINLEITUNG 1

1. Einleitung

11 Amobiasis: ein Forschungstiberblick

Die Amobiasis ist eine weltweit verbreitete Krankheit, die durch das Protozoon Entamoeba
histolytica verursacht wird. Hauptverbreitungsgebiete der Amébiasis sind die tropischen und
subtropischen Lénder. In der Medizin spielten schon seit geraumer Zeit Fieber und Dysenterie
eine grof3e Rolle. Hippokrates berichtete als erster von einer ulzerativen Erkrankung des Darmes
(KAPFERER, 1930). Einen Zusammenhang zwischen den im menschlichen Stuhl gefundenen
Amobentrophozoiten und den pathologischen Verénderungen des Darmes wurde jedoch
erstmals von LOSCH im Jahre 1875 anhand eines an Amdbenruhr erkrankten Patienten aus St.
Petersburg beschrieben (LOSCH, 1875). Obgleich LOSCH sowohl der Nachweis von
Erythrozyten in diesen Trophozoiten als auch die Infektion eines Hundes mit denselben
Trophozoiten gelang, war es nicht moglich, die klinischen Zeichen einer Amobenruhr durch
Infektion eines Menschen zu erreichen. Dies fiihrte ihn zu der Uberzeugung, dass nicht
ursdchlich die Amaben fir diese Krankheitssymptome verantwortlich seien. KOCH wies 1883
Amoben in Leberabszessen nach (KOCH, 1887). Im Jahre 1891 zeigten COUNCILMAN &
LAFLEUR den klinisch-pathologischen Zusammenhang zwischen Entamoeba histolytica mit
Dysenterie und Leberabszessen (COUNCILMAN und LAFLEUR, 1891). QUINCKE und
ROOS beschrieben 1893 die Zystenform von Entamoeba histolytica. (QUINCKE & ROOS,
1893). SCHAUDINN fihrte 1903 die Bezeichnung Entamoeba histolytica fir die
krankheitserregenden Amdben und Entamoeba coli fur die nicht krankheitserregenden Amaoben
ein ( SCHAUDINN, 1903).

BRUMPT schlug 1925 die Bezeichnung Entamoeba dispar fir eine apathogene Spezies vor, die
sich zwar morphologisch nicht von der krankheitserregenden Spezies Entamoeba histolytica
unterscheiden lief3, aber keine Erythrozyten zu phagozytieren schien. BRUMPT setzte darum
die apathogene Spezies von der pathogenen Spezies ab, die er dann ,, Entamoeba dysenteriae"
nannte (BRUMPT, 1925). Obwohl SIMIC durch human- und tierexperimentelle Studien die von
BRUMPT beschriebene Existenz zweier morphologisch identischer Spezies zu bestétigten
vermochte (SIMIC 1931a; SIMIC 1931b; SIMIC 1931c), erhielt BRUMPTSs Vorschlag wenig

Zustimmung.
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Nachdem in einer Studie eine Differenzierung von asymptomatischen und symptomatischen
Personen mittels |soenzymmusterbestimmung gelang (SARGEAUNT et d., 1978a), ist die von
BRUMPT aufgestellte Hypothese eine heute allgemein anerkannte Meinung. Man unterschei det
somit zwei Spezies, eine pathogene, ndmlich Entamoeba histolytica, und eine apathogene,
Entamoeba dispar, deren Darmlumenformen morphologisch identisch sind (SARGEAUNT et
al., 1978a; TANNICH et al., 1989; GARFINKEL et al., 1989; KRETSCHMER, 1990; CLARK
& DIAMOND, 1991b; SPICE & ACKERS, 1992; BRUCKNER, 1992; DIAMOND & CLARK,
1993; HORSTMANN, 1994 RAVDIN, 1995; KNOBLOCH et al., 1996).

WALKER und SELLARDS fiihrten kontrollierte Studien an philippinischen Haftlingen mit
Entamoeba histolytica durch und stellten fest, dass die Ubertragung héchstwahrscheinlich durch
Zysten und nicht durch Trophozoiten zustande gekommen war. Dabei vermuteten sie, dass die
asymptomatischen Trager wahrscheinlich das Erregerreservoir darstellten und somit fir die
Ubertragung von Entamoeba histolytica verantwortlich waren. Ferner postulierten sie
individuelle Unterschiede im Erkrankungsrisiko sowie Unterschiede in der Virulenz der Erreger
(WALKER & SELLARDS, 1913).

Erste Versuche einer Kultivierung von Entamoeba histolytica wurden von MUSGRAVE und
CLEGG mit Bakterien auf Blutagarplatten unternommen (MUSGRAVE & CLEEG, 1905).
Jedoch erst unter Verwendung von Lockes Lésung, Eiern und entweder Albumin oder Serum
war eine Routinekultivierung moglich (BOECK & DRBOHLAYV, 1925). Weitere
Verbesserungen wurden 1946 unabhéngig von BALAMUTH und JONES, und 1968 von
ROBINSON erzielt, so dass seitdem eine effektive, kostengiinstige und routineméaRige
Kultivierung von Amdében zur Verfligung steht (BALAMUTH, 1946; JONES, 1946;
ROBINSON, 1968).

Ein grof3er Fortschritt bedeutete auRerdem die axenische Kultivierung von Amdben, d. h. die
Kultivierung ohne andere Mikroorganismen (DIAMOND, 1961; DIAMOND, 1968), und die
verbesserte xenische Kultivierung mit dem TYS-GM-9-Medium (DIAMOND, 1982). Dadurch
konnte auch die Herstellung von Forschungs- und Testmaterial, wie z. B. Antigene fir ELISA-

Tests, wesentlich vereinfacht und verbessert werden.
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12 Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar: zur Morphologie,
Ubertragung, Pathogenitit und Verbreitung

1.2.1 Morphologie von Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar

Bel der Spezies Entamoeba histolytica handelt es sich um die pathogene Ruhramdbe, die durch
breiigen Durchfall, schwere Dysenterie, bis hin zur Darmperforation, Peritonitis und
Abszessbildung symptomatisch werden kann. Die Spezies Entamoeba dispar lebt ausschlieRlich
als harmloser Kommensale im Darm und verursacht keine krankhaften Veranderungen
(DIAMOND & CLARK, 1993; HORSTMANN, 1994; KNOBLOCH et al., 1996 ). Zum
Nachteil der klinischen Diagnostik lassen sich die Darmlumenformen dieser zwei Amdbenarten

jedoch bei lichtmikroskopischer Betrachtung nicht unterscheiden.

Bei Entamoeba histolytica konnen drei Stadien der Entwicklung unterschieden werden: Zysten,
Minutaform und Magnaform. Bei Entamoeba dispar lassen sich lediglich Zysten und
Minutaform unterscheiden (siehe Abbildung 1.1). Die Zysten von Entamoeba histolytica und
Entamoeba dispar besitzen, abhangig von ihrer Reife, gewdhnlich ein, zwei oder vier Kerne
und feingekdrntes Zytoplasma mit Glykogen-Vakuolen. Die reifen vierkernigen Zysten von
Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar, sind ca. 10 bis 20 um grof3 und besitzen feines,
gleichmaRig verteiltes peripheres Kernchromatin und gewohnlich einen zentral gelegenen
Nukleolus. Zysten von Entamoeba coli hingegen besitzen gewdhnlich zwei bis acht Kerne und
weisen groberes, weniger gleichmaRig verteiltes peripheres Kernchromatin und einen eher
exzentrisch gelegenen Nukleolus auf. Charakteristisch fur Entamoeba histolytica und
Entamoeba dispar sind auRerdem sogenannte Chromidialkérper mit abgerundeten Enden, die
aus kondensierten Ribosomen bestehen und im Plasma der Trophozoiten sowie vor allem in den
unreiferen Stadien der Zysten vorkommen (BRUCKNER, 1992). Auch das Zytoplasma von
Entamoeba histolytica- und Entamoeba dispar-Trophozoiten, welches viele kleine Vakuolen
enthalt, erscheint fein granuliert (BRUCKNER, 1992). Die Magnaform (20-60 pum) und die
Minutaform (10-20 um) bilden bruchsackartige (,,fingerartige®) Pseudopodien, mit denen sie
sich amdboid fortbewegen kénnen (GUERRANT, 1986). Die Magnaform, die die invasive
Form darstellt, ist aufgrund ihrer phagozytierten Erythrozyten (siehe Abbildung 1.1) von der

Minutaform zu unterscheiden.
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Abbildungen 1.1: Stadien der Entwicklung von Entamoeba histolytica und
Entamoeba dispar

1. Zyste mit typischem Chromidialkorper
2. Magnaform mit phagozytierten Erythrozyten
3. Minutaform

4. Magnaform mit phagozytierten Erythrozyten

1.2.2 Ubertragung von Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar

Zysten von Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar sind in einer feuchten Umgebung
mehrere Wochen bis Monate lebensfahig (NOBLE & NOBLE, 1976; BRUCKNER, 1992) und
werden entweder Uber fakalienverunreinigtes Wasser und verunreinigte Speisen Ubertragen oder
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aber Uber Fliegen, die Zysten von Kot aufnehmen und auf Nahrungsmitteln ablegen
(GUERRANT, 1986, PIEKARSKI, 1987).

1.2.3 Pathogenitat von Entamoeba histolytica

Durch noch nicht geniigend bekannte Prozesse entwickelt sich gelegentlich die Minutaform von
Entamoeba histolytica zur Magnaform. Dyspeptische Stérungen und Subaziditét, wie sie bei der
physiologischen Belastung in den Tropen h&ufig sind, scheinen diesen Umwandlungsprozess zu
beglinstigen (FLEISCHER & TANNICH, 2000).

1.2.4 Verbreitung von Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar

Da die Unterscheidung von Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar in der klinischen
Diagnostik erst Anfang bis Mitte der neunziger Jahre umgesetzt wurde, sind alle friiheren
Wertangaben sowie Schétzungen der an Entamoeba histolytica infizierten Menschen nur mit
Vorsicht und nach genauer Betrachtung zu benutzen. Allerdings kann mit ziemlicher Sicherheit
angenommen werden, dass die Angaben Uber die hier besprochenen Amobeninfektionen bis
Ende der achtziger Jahre nur zu etwa 10 % Entamoeba histolytica nach der heutigen

Nomenklatur betreffen.

Fur das Jahr 1981 schatzte WALSH die Zahl der weltweit mit Entamoeba histolytica bzw.
Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar Infizierten auf ca. 480 Millionen (WALSH, 1986),
von denen die meisten in tropischen und subtropischen Lé&ndern mit mangelhaftem
Gesundheitswesen lebten. Weiterhin gibt WALSH einen Wert von 34 bis 50 Millionen fir die
Menschen an, die weltweit klinische Symptome einer Entamoeba histolytica-Infektion
aufweisen (WALSH, 1986). In einer neueren Arbeit aus dem Jahre 2000, die sich ebenfalls auf
WALSH bezieht und darum nicht als eine Neueinschéatzung betrachtet werden darf, wird
allerdings ein Wert von ungefahr 50 Millionen fur die Anzahl der an Entamoeba histolytica
infizierten Menschen angefuhrt (QUE & REED, 2000). Von den Menschen mit klinischen

Symptomen einer Amoébeninfektion entwickeln nur ca. 10 % bzw. 2 bis 20 % im Laufe der Zeit
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eine invasive Amobiasis (BRUCKNER, 1992; RAVDIN, 1995) und von diesen sterben jahrlich
wiederum 40.000 bis 110.000 (WALSH, 1986; GUERRANT, 1986; QUE & REED, 2000).

1.3 Klinik, Diagnostik und Therapie der Amdbiasis

Klinische Symptome werden nur von Entamoeba histolytica verursacht. Entamoeba dispar gilt
heute als ein harmloser im Darm lebender Kommensale, der keine Symptome hervorrufen kann

und daher auch nicht therapiert werden muss.

1.3.1 Klinik der Amdbiasis

An erster Stelle sind die intestinalen Manifestationen zu nennen. In der Regel kennzeichnen sich
diese durch eine geméaRigte Symptomatik mit Bauchschmerzen und ein bis zwei Wochen
andauernde waéssrig-breiige Durchfalle. Ein schwererer Verlauf geht mit ,,schleimig-blutig-
himbeergeleeartigen* Durchfallen einher. Bei einem Drittel der Falle tritt Fieber auf (ADAMS
& MACLEOD, 1977a; RAVDIN, 1995, REED, 1992). Die bei mangelerndhrten oder
immunsupprimierten Personen und bei Kindern unter zwei Jahren vorkommende fulminante
Kolitis tritt ganz plotzlich auf mit profusen blutigen Stuhlen und diffusen abdominalen
Schmerzen, und ist mit Fieber vergesellschaftet. Die fulminante Kolitis fiihrt bei Kindern bis zu
75 % der Falle zu einer Kolonperforation (REED, 1992). Sie hat insgesamt eine Letalitit von
tber 50 % (RAVDIN, 1995).

Die bei intestinaler Amébiasis auftretenden Bauchschmerzen reichen von Druckgefiihl, leicht
ziehenden Schmerzen und Koliken vor der Defékation bis hin zu Tenesmen und Schmerzen, die
in zwei Drittel der Félle in den Riicken einstrahlen (KNOBLOCH et al., 1996; RAVDIN, 1995;
REED, 1992).

Komplikationen der intestinalen Amdbiasis sind in ein bis vier Prozent der Félle die gefahrliche
Darmperforation mit Peritonitis, ein toxisches Megakolon und gelegentlich eine spezifische
Appendizitis (GUERRANT, 1986). In ungefahr ein Prozent der Falle wird ein granulomatdser
Tumor, das sogenannte Amébom, beobachtet (REED, 1992; KNOBLOCH et al., 1996).

An zweiter Stelle sind die extraintestinalen Manifestationen zu nennen. Dabei ist der

,»Amdbenleberabszess”, eigentlich eine Kolliquationsnekrose, am haufigsten. Dieser enthélt im
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Zentrum gewohnlich keine Amdében und besteht typischerweise aus opakem, rot bis
dunkelbraunem, nekrotischem Material (ADAMS & MACLEOD, 1977b). Trophozoiten sind

nur am Rande des Abzesses zu finden.

Die Patienten mit Leberabszess haben eine akute Symptomatik mit oft weniger als zehn Tagen
andauernden Oberbauchschmerzen im rechten oberen Quadranten (KATZENSTEIN et al.,
1982). Die Schmerzen kénnen in die Schulter und den Riicken einstrahlen, und es lasst sich fast
immer ein Thoraxkompressionsschmerz nachweisen. AuBerdem tritt intermittierendes oder
remittierendes Fieber auf, und eine Abwehrspannung kann ebenfalls nachweisbar sein.
Epigastrische Schmerzen im Zusammenhang mit linksseitigem Leberabszess bereiten
differenzialdiagnostische Probleme (KNOBLOCH et al., 1996). Chronische Krankheitsverlaufe
mit geringem Krankheitsgefuhl sind selten (KNOBLOCH et al., 1996) und subakute Verlaufe
zeigen in weniger als 50 % der Félle Fieber (REED, 1992). Bei ca. 50 % der Personen mit
extraintestinaler Amagbiasis und bei ca. zwei Drittel der Personen mit Leberabszess ist keine
intestinale Amobiasis in der Anamnese feststellbar (ADAMS & MACLEOD, 1977b; IRUSEN
et al., 1992). Nur ein Drittel der Personen gibt gleichzeitig eine Diarrhg an (REED, 1992). Die
Leber ist bei akutem Verlauf in ca. einem Drittel der Falle vergréRert und schmerzhaft (REED,
1992; KATZENSTEIN et al., 1982). Die Serumwerte flr Transaminasen sind meist nur
geringfligig erhdht. Die Beteiligung der cholestaseanzeigenden Enzyme héngt von der
Lokalisation des Abszesses und dem daraus resultierenden Druck auf die Gallenwege ab
(KNOBLOCH et al., 1996; REED, 1992), dabei ist ein lkterus ungewohnlich (ADAMS &
MACLEQOD, 1977b; RAVDIN, 1995).

Komplikationen eines Leberabszesses sind in 20 bis 35 % der Félle die pleuropulmonale
Amobiasis mit Perforation in den Pleuraraum, Pleuraempyem, Lungenabszess und
hepatobronchiale Fistel. In 2 bis 7,5 % der Falle kommt eine Perforation in die Bauchhéhle vor
(REED, 1992). Als schwerste Komplikation tritt in 1,5 % der Félle die Perforation in das
Perikard auf (ADAMS & MACLEOD, 1977b). Selten kommt es zur h&matogenen Absiedlung
von Trophozoiten in das Gehirn, die Milz, die Nieren, die Haut oder die Gelenke (THAN-SAW
etal., 1992).

v
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132 Diagnostik der Amobiasis

Die Diagnostik einer Infektion mit Entamoeba histolytica sollte durch den mikroskopischen
Nachweis von Trophozoiten mit phagozytierten Erythrozyten nach Mdglichkeit mit noch
warmen Stuhl durchgefuhrt werden. Dabei sollten bei ausbleibendem Nachweis immer mehrere
Proben untersucht werden. Dies erlaubt die sofortige Diagnose der Amdbenkolitis und gilt als
Goldstandardmethode. Ist eine sofortige Stuhluntersuchung nicht mdglich, sollte der Stuhl
gekahlt (RAVDIN, 1995) oder mit alkoholischer Kupfersulfatldésung oder Formaldehydldsung
fixiert werden (HOREN, 1981). Als Ausschlussdiagnose und zur Therapiekontrolle sollten
mindestens drei Stuhlproben an verschiedenen Tagen z. B. mit der Merthiolat-Jodid-
Formaldehyd-Konzentrierungs-Methode (MIF-C-Methode) untersucht werden (SAPERO &
LAWLESS, 1953; ALDEEN et al., 1993). Der Nachweis mit Hilfe der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) und die Isoenzymauftrennung mittels Gelelektrophorese sind bei
erfolgreicher Stuhlkulturanzucht hilfreich, jedoch aufgrund des zeitlichen Aufwandes und
verschiedener Probleme bei der Kultivierung der Amdében langwierig (RAVDIN, 1995). Ein
Testverfahren zum routineméRigen Nachweis von Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar
ist mit der kolorimetrischen Polymerase-Kettenreaktion (k-PCR) gegeben. Inzwischen haben
sich auch unterschiedliche Stuhl-ELISA-Kits etabliert, die mit Hilfe verschiedener Antikorper
gegen ein Entamoeba histolytica spezifisches Oberflachenglykoprotein eine hohe Sensitivitat
und Reproduzierbarkeit erreichen. Darlber hinaus stellen diese Kits ein schnelles

Diagnostikverfahren dar.

Durch die oben beschriebenen nicht-invasiven Nachweismethoden kénnen endoskopisch-
bioptische Methoden vermieden werden (KNOBLOCH et al., 1996). Spielt sich jedoch der
Krankheitsprozess im Colon ascendens ab, so gelingt der Nachweis nicht immer, wobei dann
eine vorsichtig durchgefihrte Rekto-Sigmoido-Koloskopie mit Randbiopsie des oftmals
charakteristischen Ulkus oder der Schleimhaut mit nachfolgender mikroskopischer
Untersuchung diagnostisch sein kann (RAVDIN, 1995).

Die Diagnose des Amdbenleberabszesses beruht auf bildgebenden Verfahren und dem
simultanen Nachweis spezifischer Serumantikdrper (KNOBLOCH et al., 1996). Der Nachweis
von Serumantikdrpern gegen Entamoeba histolytica ist fiir Personen aus nicht endemischen
Gebieten in 85-95 % der Falle positiv bei invasiver intestinaler Amdébiasis und extraintestinaler
Amobiasis (RAVDIN et al., 1990; RAVDIN, 1995). Es ist jedoch auch mdglich, dass ein

ausschlieBlicher Darmlumenbefall mit Entamoeba histolytica zur Bildung spezifischer

8
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Serumantikorper fuhrt (KNOBLOCH et al., 1996). Als schnelle und risikoarme Standard-
methode bei der Diagnose von Leberabszessen ist die Ultraschallmethode verflgbar. Dies gilt
sowohl fur den differenzialdiagnostischen Ausschluss (Gallensteine, andere Obstruktionen etc.)
als auch fir den Nachweis, der sich typischerweise als ein klar begrenztes, inhomogenes, rund
ovaldres, echoarmes Areal mit dorsder Schalverstarkung darstellt (RAVDIN, 1995). Der
Abszess kann aber auch, inshesondere in den frihen Stadien, echoreich erscheinen
(STRECKER et d., 1991; AHMED et al., 1992). Zu Beginn der Erkrankung, wenn die
Reflexunterschiede zwischen Nekrose und gesundem L eberparenchym noch gering sind, kann
eine Computertomographie empfindlicher a's die Sonographie sein (KNOBLOCH et al., 1996).
Auch ein rupturierter Abszess oder anatomische Gegebenheiten kdnnen Schwierigkeiten
bereiten, enen Abszess sonographisch darzustellen. In solchen Falen ist eine
Computertomographie oder eine Magnetresonanz-Tomographie erforderlich (RAVDIN, 1995).
Die Punktion eines Abszesses zum direkten Nachweis von Amoben ist nicht indiziert, da diese
im Punktat nur selten gefunden werden, und well sie randstéandig im noch gesunden
L ebergewebe parasitieren (KNOBLOCH et d., 1996).

Fur die epidemiologischen Studien sind die Verfahren wie Polymerase-K ettenreaktion (PCR)
und Isoenzymauftrennung mittels Gelelektrophorese zur Differenzierung von Entamoeba
histolytica und Entamoeba dispar zu zeit- und kostenaufwendig und haben deshab die
bendtigte Datenerhebung bisang erschwert. Mit neu erprobten Methoden wie die oben
erwdhnten Stuhl-ELISA-Kits koénnen ohne zeitaufwendiges Kultivieren von Amdben
epidemiol ogische Studien angelegt werden. Der Einsatz von Stuhl-EL ISA-Kits zur Bestimmung
von Entamoeba histolytica in endemischen Gebieten der Erde ist 1997 von der

Weltgesundheitsorganisation als Empfehlung ausgesprochen worden.

Zur Differenzialdiagnose einer Amadbiasis ware Folgendes zu erwéghnen: Die akute intestinale
Amobiasis muss von einer bakteriellen Kolitis abgegrenzt werden. Eine hdufig durch
Bakterientoxine verursachte Reisediarrhd darf dann nicht weiter angenommen werden, wenn
diese nicht innerhalb einiger Tage sistiert (KNOBLOCH et al., 1996). Bei blutig-schleimigen
Durchféllen ist die wichtigste Differenziddiagnose die Shigellose. Welitere bakterielle
Durchfallerkrankungen wie Salmonellosen, Campylobacter-Infektionen und seltener auch die
enteritische Yersiniose sowie virale Durchfallerkrankungen, sind von chronisch-entziindlichen
Darmerkrankungen u. a. Morbus Crohn und Calitis ulcerosa abzugrenzen. Der Amdbenl eber-

abszess ist besonders von einem bakteriellen Abszess zu differenzieren, der durch eine Infektion
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mit Anaerobiern, Staphylokokken oder Enterobacteriaceae bedingt sein kann. Das Amdbom ist

vorwiegend von einer Kolonneoplasie abzugrenzen (KNOBLOCH et al., 1996).

133 Therapie der Amobiasis

Ein Darmlumenbefall mit Zysten und Minutaformen ohne Serumantikdrper gegen Entamoeba
histolytica ist ohne aktuellen Krankheitswert und muss nicht behandelt werden (KNOBLOCH et
al., 1996). Werden aber gleichzeitig Antikorper gegen Entamoeba histolytica gefunden, so darf
ein Befall mit Entamoeba histolytica angenommen werden, und eine Therapie ist indiziert.
Werden jedoch keine Serumantikorper gegen Entamoeba histolytica gefunden, und kann eine
Differenzierung der im Stuhl gefundenen Amében nicht vorgenommen werden, so ist wegen der
Moglichkeit einer asymptomatischen Infektion mit Entamoeba histolytica eine medikamentose
Therapie angebracht (GATHIRAM & JACKSON, 1987).

Der Darmlumenbefall wird mit Diloxanidfuroat Gber 10 Tage oral in der Dosierung von 3 X
500 mg /Tag, (Kinder: 20 mg/kg/Tag) behandelt (KNOBLOCH et al., 1996).

Fur die intestinale und extraintestinale Amobiasis sind 10 Tage mit Metronidazol ora in der
Dosierung von 3 x 10 mg/kg/Tag zu verabreichen. Metronidazol kann auch intravends in der
gleichen Dosierung gegeben werden (KNOBLOCH et al., 1996). Alternativ kdnnen auch andere
Nitroimidazole wie Tinidazol oder Nimorazol gewdhlt werden. Beim Leberabszess ist
Chloroguin wirksam und kann in schweren Fallen zusétzlich gegeben werden (KNOBLOCH et
al., 1996).

Im Anschluss an jede Therapie sollte eine Nachbehandlung mit Diloxanidfuroat vorgenommen
werden, um die im Darmlumen noch eventuell vorhandene Zysten von Entamoeba histolytica
zu eliminieren (IRUSEN et a., 1992; REED, 1992).

Eine Kontrolluntersuchung des Stuhles zur Verifizierung des Therapieerfolges bei intestinaler
Amobiasis ist nicht vor 6 Wochen nach Abschluss der Behandlung durchzufiihren
(KNOBLOCH et d., 1996).
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Sollte der Leberabszess nicht auf eine medikamentdse Therapie ansprechen oder ein hohes
Risiko einer Abszessperforation mit Beteiligung anderer Organe bestehen, ist eine Drainage
oder eine Aspiration des Abszesses erforderlich (RAVDIN, 1995; KNOBLOCH et al., 1996).
Bestehen bei einem Amobom funktionell wirksame Stenosen nach medikamentdser Therapie
oder besteht weiterhin der Verdacht auf einen Dickdarmtumor anderer Atiologie, so ist ein
chirurgisches Vorgehen indiziert (KNOBLOCH et al., 1996). Bei einem toxischen Megakolon
muss gegebenenfalls das ganze Kolon entfernt werden (RAVDIN, 1995).

14 Methoden zur Differenzierung von Entamoeba histolytica und

Entamoeba dispar

141 Hexokinase-1 soenzymauftrennung mittels Gel el ektrophorese

Unterschiede zwischen Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar lassen sich vor allem mit
zwei Isoenzymen nachweisen, der Phosphoglucomutase und der Hexokinase. Ein anderes
Enzym, die Glucose-Phosphat-lsomerase, zeigt lediglich Unterschiede in der geographischen
Verbreitung von Entamoeba histolytica- und Entamoeba dispar-Isolaten an (SARGEAUNT et
al., 1978a; BRUCKNER, 1992). Die genannten Enzyme zeigen in der Elekrophorese
verschiedene Banden, die wiederum unterschiedliche Muster bilden, sogenannte Zymodeme. Es
sind derzeit 23 Zymodeme bekannt, von denen neun Entamoeba histolytica und zwolf
Entamoeba dispar zuzuordnen sind. Zwei Zymodeme sind noch nicht sicher einzuordnen, eins
davon scheint aber Entamoeba histolytica (Zymodem 13) und eins Entamoeba dispar
(Zymodem 21) zu entsprechen (BRUCKNER, 1992). Das am besten zur Differenzierung
geeignete Enzym ist nach BRACHA die Hexokinase (BRACHA et al., 1987), die in der

vorliegenden Arbeit Anwendung fand.

142 Differenzierung mittels Polymerase-K ettenreaktion

Bereits Ende der achtziger Jahre wurden die ersten molekularbiologischen Methoden
entwickelt, um einen vereinfachten und schnelleren Nachweis von Entamoeba histolytica zu

erzielen. Durch Klonierung wurde eine 145-bp-DNA-Sonde gewonnen, welche spezifisch an

11
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eine hochrepetitive, Adenin-Thymin-reiche, leicht degenerierte DNA-Sequenz von Entamoeba
histolytica bindet (SAMUELSON et a., 1989). Die Sonde differenziert nicht zwischen
Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar. Sie bindet nicht an DNA anderer Amdben wie
Entamoeba moshkovskii, Entamoeba invadens und Entamoeba histolytica Laredo bzw.
heutzutage Entamoeba moshkovskii Laredo. Eine weitere ebenfalls durch Klonierung
selektionierte 133-bp-DNA-Sonde band an DNA aus Entamoeba dispar (GARFINKEL et al.,
1989). Die erwahnten DNA-Sonden wurden einige Jahre spéater reproduzierbar in klinischen und
epidemiologischen Studien eingesetzt (ROMERO et al., 1992; ACUNASOTO et al., 1993).

Die genetische Unterscheidung von Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar wurde durch
die Riboprinting-Polymerase-Kettenreaktion (r-PCR) moglich. Entamoeba histolytica und
Entamoeba dispar weisen ndmlich spezifische Unterschiede in der DNA-Sequenz auf, die fur
die ribosomale RNA kodiert. Somit konnte durch die r-PCR gezeigt werden, dass die Fragmente
der rRNA codierenden DNA-Region, die durch verschiedene Restriktionsverdaue entstanden
sind, sogenannte Riboprints, zwar flr 18 ,,pathogene* Stdmme identisch sind, sich aber von den
entsprechenden Fragmenten 13 ,apathogener” Stamme unterscheiden. Dabei wurde ein
Oligonucleotid (Primer) entwickelt, der hoch sensitiv und spezifisch flir Entamoeba histolytica
ist (CLARK & DIAMOND 1991a; CLARK & DIAMOND 1991b). Auch zur Identifizierung
anderer Amdbenarten konnte diese Methode zur Anwendung kommen (CLARK & DIAMOND
1992). In der vorliegenden Arbeit fand diese erprobte Methode aufgrund der schnellen,

praktikablen Durchflhrbarkeit Anwendung.

Erwédhnt sei ein Verfahren, bei dem genomische cDNA-Unterschiede zwischen Entamoeba
histolytica und Entamoeba dispar fiir einen pathogenen Stamm cEH-P1 (HM-1: IMSS) und
einen apathogenen Stamm cEH-NP1 (SAW 1734), aber ebenso fir andere Spezies, klar
beschrieben und analysiert werden konnten (TANNICH et al., 1989). Dabei konnten identische
5’und 3"-Oligonucleotid-Sequenzen fir Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar gefunden
werden, die aber innerhalb eines 482-bp-Fragmentes unterschiedliche Basensequenzen fur
bestimmte Restriktionsendonucleasen aufwiesen (TANNICH & BURCHARD, 1991).

Ebenso gelang es, ohne Hybridisierung oder Restriktionsenzymverdau der DNA mittels zwei
spezifischer Primerpaare, pll und pl2 fur Entamoeba histolytica und pl3 und pl4 fir
Entamoeba dispar, ein 100-bp-Produkt des 30-kDa-Antigens fiir Entamoeba histolytica und ein
101-bp-Produkt fur Entamoeba dispar zu amplifizieren und elektrophoretisch darzustellen
(TACHIBANA et al., 1991).
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143 Amplifizierung der DNA aus Stuhlproben mittel s kol orimetrischer
Polymerase-K ettenreaktion

Zum Nachweis der Amodben-DNA im Stuhl wurde in der vorliegenden Arbeit die
kolorimetrische Polymerase-Kettenreaktion (k-PCR) nach BRITTEN verwendet (BRITTEN et
al., 1997). Diese Methode setzt die in Abschnitt 1.4.2. genannten spezifischen Oligonucleotide
mit 133 bp und 145 bp als Primer ein und lasst sich gut innerhalb eines Arbeitstages durch-

fihren.

AGUIRRE und Mitarbeiter entwickelten eine andere Stuhl-PCR-Methode, an die sich ein
ELISA-Verfahren zur Sichtbarmachung des Ergebnisses anschloss (AGUIRRE et al., 1995).

Von ZINDROU und Mitarbeitern wurde ein Eh6F / Eh6R Oligonucleotidpaar hergestellt, das
spezifisch am HLY-Gen von Entamoeba histolytica bindet. Die bisher durchgefiihrten Tests mit
dieser PCR-Methode zeigen, dass mittels dieses antiparallelen Primerpaares sowohl RNA von
Entamoeba histolytica im Stuhl, wie auch im Leberabszess spezifisch nachgewiesen werden
kann. Im Vergleich zu der in Abschnitt 1.4.2 zitierten PCR-Methode, die von dem Primerpaar
pll und pl2 gebrauch macht, und einer anderen PCR-Methode, die ein fir Entamoeba
histolytica spezifisches Primerpaar (EHP1 und EHP2) anwendet, zeigte die von ZINDROU und
Mitarbeitern entwickelte Methode mit den Primern Eh6F / En6R weit sensitivere Ergebnisse
(ZINDROU et al., 2001).

144 I mmunol ogische Nachwei smethoden

Vorweg sei bemerkt, dass die Weltgesundheitsorganisation die Empfehlung aussprach, Stuhl-
ELISA-Kits zur Differenzierung von Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar in
endemischen Gebieten der Erde einzusetzen (WHO, 1997).

Nach dem von ENGVALL und PERLMANN beschriebenen Prinzip eines enzymgekoppelten
Immunnachweises (ELISA d. h. ,,enzyme-linked immunosorbent assay*) wurde in dieser Arbeit
Rohantigen SAW 1734 zur Bestimmung von Anti-Entamoeba dispar-Antikdrpern und Roh-

antigen HM-1: IMMS zur Bestimmung von Anti-Entamoeba histolytica-Antikdrpern im Serum

13
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verwendet (ENGVALL & PERLMANN, 1972). Dieser Test gilt als sehr sensitiv und ist in der
Lage, die Immunantwort des Organismus Uber einen langeren Zeitraum hinweg aufzuzeichnen
und damit die Durchseuchung der Population festzustellen (KNOBLOCH & MANNWEILER,
1983).

In den letzten Jahren wurden einige Antigennachweis-Verfahren entwickelt, die Entamoeba
histolytica bzw. Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar aus Stuhlmaterial nachweisen
kénnen. Darunter sei hier der ,fecal antigen capture ELISA* (FAC-ELISA) erwahnt, der
Entamoeba histolytica spezifisch nachweist. Im Vergleich zur Stuhlmikroskopie und dem
Isoenzymnachweis betrug fir Entamoeba histolytica die errechnete Sensitivitat 87 % und die
Spezifitdt 100 % (GONZALES-RUIZ et al., 1994a).

Eine andere Forschungsgruppe stellte sechs monoklonale Antikorper jeweils gegen ein
bestimmtes Epitop der 170 kDa Untereinheit des Galaktose-Adhesins von Entamoeba
histolytica / Entamoeba dispar her. Zwei dieser Antikorper erwiesen sich als spezies-
unspezifisch, vier vermochten dagegen spezifisch Entamoeba histolytica zu identifizieren.
Mittels ELISA kamen diese Antikdrper dann in zwei Stuhl-Antigen-Tests zur Anwendung, die
nun von TechLab, Blacksburg, VA, USA als Diagnostik-Kits vertriecben werden. Der
spezifische Stuhl-Antigen-Kit zeigte im Vergleich zur mikroskopischen Kontrolle und dem
Isoenzymnachweis eine Spezifitat von 97 % und eine Sensitivitdt von 100 %, allerdings in einer
weiteren Studie desselben Labors nur noch eine Sensitivitit von 80 % (HAQUE et al., 1995).
Auch andere Studien vermochten die hohe Sensitivitat und Spezifitat beider Tests zu bestétigen.
So die Studie von PILLAI und Mitarbeitern, die zudem noch andere ELISA-Tests miteinander
verglich. Der unspezifische TechLab-Kit zeigte dabei mit dem ProSpecT-Test, (Alexon-Trend,
Ramsey, MN, USA) eine Ubereinstimmung von 92,9 % (PILLAI et al., 1999). Wie
Nachkontrollen mit spezifischen Stuhl-ELISA-Tests zeigten, verfehlte dieser TechLab-Kit
leider, im Gegensatz zum ProSpecT test, bei 7,1 % der untersuchten Patienten die korrekte
Diagnose. Die Ergebnisse des spezifischen TechLab-Kits stimmten allerdings mit denen des
Merlin Optimum S Tests (Merlin Diagnostika, Bornheim-Hersel, Deutschland) vollkommen

Uberein.

14
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15 Epidemiologische Studien zur Verbreitung von Entamoeba
histolytica und Entamoeba dispar

In Tabelle 1.1 sind epidemiologische Studien aufgelistet, die Querschnitte von
unterschiedlichen Anteilen der Bevilkerung wiedergeben. Tabelle 1.2 stellt dagegen Studien
dar, die nur bestimmte sel ektionierte Bevolkerungsanteile erfassen, und damit sind die in dieser
Tabelle angefihrten Studien nicht ohne weiteres untereinander vergleichbar, und noch weniger
mit denen aus Tabelle 1.1.

Wird anhand der Daten in Tabelle 1.1 fir die mit Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar
Infizierten bzw. Kontaminierten ein Durchschnittswert der zwischen 1985 und 2000
untersuchten Personen (9295) errechnet, so erhdt man eine Prévalenz von 3,5 % fir Entamoeba
histolytica und 8,7 % fiir Entamoeba dispar. Bemerkenswert ist bel einigen Studien die Anzahl
der Doppelinfektionen. Aus Mexiko wird berichtet, dass 14 von 201 Personen (7 %) doppelt
infiziert waren (ACUNA-SOTO et al., 1993). In einer anderen Studie, aus Mexiko, waren es die
Haélfte der 84 Untersuchten (ROMERO et al., 1992). Eine weitere Studie ebenfalls aus Mexiko
ergab, dass drei von insgesamt 1730 Personen (0,2 %) doppelt infiziert waren (MARTINEZ-
GARCIA et a., 1990). In einer Studie aus Bangladesch waren 3 von 680 Personen (0,4 %)
doppelt infiziert (HAQUE et a., 1999). Eine andere aus Bangladesch stammende Studie
(HAQUE et d., 1998) zeigte, dass 12 der 98 Personen (12 %) doppelt infiziert waren; in China
waren es eine Person von 42 Personen (3,6 %; GUO et al., 1995). Eine Studie untersuchte
Proben von tropenmedizinischen Ambulanzen aus Deutschland und von Dérfern aus Taogo.
Darin zeigte sich, dass 3 Personen von 246 Personen (1 %) doppelt infiziert waren (PICKEL,
1994). Aus den dargestellten Studien mit Doppelinfektionen l&sst sich somit kein gehauftes

V orkommen derselben fiir bestimmte Regionen der Welt heraus esen.

Weitere epidemiologische Studien kdnnen der Tabelle 1.1 entnommen werden, so Studien aus
Brasilien (POVOA et d., 2000), Agypten (ABD-ALLA et al., 2000), Athiopien (GATTI et al.,
1998), Bangladesch (HAQUE et a., 1997a; HAQUE et a., 1999), Brasilien (ACA et a., 1993;
ACA et a., 1994 ; BRAGA et a., 1996), Philippinen (RIVERA et al., 1996), ndrdliche
Philippinen (RIVERA et al., 1998), Seychellen (SARGEAUNT, 1992) und Sidafrika
(GATHIRAM & JACKSON, 1985; JACKSON et al., 1985).

Zu den Studien aus selektionierten Bevilkerungsanteilen der Tabelle 1.2 lasst sich Folgendes

bemerken: Eine Studie aus Dhaka zeigte, dass von 98 Patienten mit Diarrhd 54,1 % mit
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Entamoeba histolytica infiziert waren (HAQUE et a., 1998), wahrend in einer Studie Uber das
L ufthansapersona mit 6856 Untersuchten nur von 0,06 % Infizierten berichtet wurde (WEBER
et a., 1990). Eines der Grinde fir diese Prozentzahlen dirfte sicherlich der im Durchschnitt

weit hohere Hygienestandard des L ufthansapersonals gegeniiber den der Patienten aus Dhaka

sein. In den anderen Studien liegen die Prozentzahlen fir die Pravalenzen fir Entamoeba

histolytica dazwischen.

Tabellel.1: Epidemiologische Studien zur Verbreitung von Entamoeba histolytica und
Entamoeba dispar
Entamoeba | Entamoeba N .
Untersuchte | An- . . ) Veroffentli-
SR Bevolkerung | zahl stelies: g HEhese chung
Infizierte |Kontaminierte
Personen der ..|POVOA et dl.,
Brasilien |Stadt Belém, der | 438 [127| 200% | — | — STt“h'HLE;SA'K“ 2000
Region Para (Tec )
Dorfbevolkerung, o o ) _ |ABD-ALLA et
Agypten |Kafer Daoud 182 [ 39 [ 214% | 44| 24,2 % ﬁt_l:hl TEL IhSI_Aab al.. 2000
bei Menufia its (Techl.ab)
Kinder zwischen 0 o ) _ |[HAQUEet .,
Bangladesch|2 und 5 Jahren 680 32| 4,7% | 86| 126% ﬁt.l:hl TE L IhSI_Aab 1999
aus Slums, Dhaka| its (Tec )
Nordliche |Personenin o on v RIVERA et d.,
Philippinen |14 Gemeinden 1872| 18 | 0,96 % (137| 7,3% |r-PCR 1008
Athiopien VSYJngrI Ssthai':\glgaebi o 123| 2 | 16% |27 | 22% |(Isoenzymanalyse ggTTllggs
Dorfkinder aus o o |1S0enzymanalyseHAQUE et al.,
Bangladesch|der Gegend von 087 8 108% 21 21% 1997a
Mirzapur Upazila 0 or |Stuhl-ELISA-
10| 1.0% | 69| 7,0% Kits (TechL ab)
Slumbewohner in o or |Stunl-ELISA zur BRAGA et al.,
Brasilien |Gongalves Dias, 1551 41 26% | 101 65% Bestimmung von {1996
Fortaleza Ga/Ga-Nac
Lektin
_— Zufdllig
Philippinen ausoewshite 721 0 0% | 19| 26,4% |k-PCR RIVERA et d .,
g 1996
Personen
Landliche o o i GUOet al.,
China  |Bevdlkerung, 401 4 10% | 4| 10% k-PCR 1995
Shandong
Brasilien E‘j‘e\r;g'l k:?gngid;h 663| 0 | 0% |108| 16,3 % |Isoenzymanalyse ’1*9%3 etd.,
Pernambuco
Brasilien TSIr\]JO;]rrezr\iv 1und 155| 0 0% 4 | 25% |lsoenzymanalyse ﬁ%g etal.,
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Fortsetzung der Tabelle 1.1
Entamoeba | Entamoeba ; .
Untersuchte | An-| . . Veroffentli-
SR Bevolkerung | zahl histolytica- dispar- Methode chung
Infizierte |Kontaminierts
Mexiko |Bewohner einer 0 on 1o ACUNA.SOTO
landl. Gegend 201 23 |114% | 15| 75% |k-PCR etal. 1993
Seychellen [Landbevoélkerung| 313 | 8 | 2,6 % | 40 | 12,8 % |Isoenzymanalyse %‘SI;ZGEAUNT'
Landliche. 0 0 MARTINEZ-
Mexiko |Bevdlkerung im 17301 33 | 1,9% | 70| 4% lsoenzymanalyse GARZIA et al.,
Hochland 1990
SR Eg’i”Dberggn“”er 1381) 14 | 1% [125| 9% [Isoenzymanalyse| >y Lo &
1985
Sudafrika |Dorfbewohner 0 o JACKSON et
bei Durban 303 | 17 | 56% | 33| 10,9 % |lsoenzymanalyse al.. 1985
Stuhl-ELISA-Kit (TechLab)  vgl. Abschnitt 1.4.4
Gal/GalNAc Galaktose / N-Acetyl-D-Galaktosamin
k-PCR kolorimetrische Polymerase-Kettenreaktion
r-PCR Riboprinting-Polymerase-Kettenreaktion
Tabelle 1.2: Studien zur Verbreitung von Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar
aus selektionierten Bevolkerungsteilen
Entamoeba | Entamoeba
Land Untersuchte An- | higtolytica- dispar- Methode | Verdffent-
Bevolkerung | zahl| Infizierte | Kontaminierte lichung
Bangladesch|Patienten mit 98 | 53 [54,1%]| 28 | 28,6 % |Isoenzym- HAQUE et
Diarrh6 in Dhaka analyseund |al., 1998
PCR-Methode
Bangladesch|Kinder mit Diarrh6({1049| 13 [12% | 3 | 0,3% |Isoenzym- HAQUE et
im Krankenhaus analyse al., 1997a
44 |42% | 68 | 6,5% |Stuhl-ELISA-
Kit (TechLab)
Japan Geistig Behinderte| 50 | 5 [ 10% | O 0% |r-PCR SAHARA
einer Einrichtung etal., 1996
in Shizuoka
Italien Ménnliche geistig | 77 | 11 {143%| O 0% |lsoenzym- GATTI et
Behinderte einer analyse al., 1995b
Anstalt
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Fortsetzung der Tabelle 1.2
Entamoeba | Entamoeba
Land Untersuchte An-| higtolytica- dispar- Methode | Veroffent-
Bevolkerung | zahl| Infizierte | Kontaminierte lichung
Deutschland |181 Proben aus 246 | 29 (11,8%| 57 | 23,2% |[r-PCR, Iso-  |PICKEL,
und Togo |tropenmedizin. enzymana- 1994
Ambulanzen, 65 lyse, Komple-
Patienten aus Togo mentlysetest
Mexiko Krankenhaus- 84 | 42 |50,0%| 50 | 60,0% |k-PCR ROMERO
patienten (Kinder) etal., 1992
mit Diarrhd in
Mexiko City
Indien Krankenhauspa- |678| 5 |0,7% | 43 | 6,3% |lsoenzym- BAVEJA
tienten aus New analyse etal., 1990
Dehli
Deutschland |Personal der 6856| 4 |0,06%| 81 | 1,2% |lsoenzym- WEBER et
Lufthansa analyse al., 1990

Stuhl-ELISA-Kit (TechLab)

r-PCR

16

vgl. Abschnitt 1.4.4

Riboprinting-Polymerase-Kettenreaktion

Seroepidemiol ogische Studien zur Verbreitung von

Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar

Entamoeba histolytica-Antikdrper kénnen Uber Monate und Jahre im Blut des Menschen
persistieren (KNOBLOCH & MANNWEILER, 1983) und deren Nachweis im Blut zeugt damit

von einem Kontakt mit Entamoeba histolytica. Einige Studien der Seroprdvalenz von

Entamoeba histolytica sind in der Tabelle 1.3 wiedergegeben. Es ist aber zu beachten, dass

allgemein die hierfir gemessenen Werte mit der Art des verwendeten Antigens, dem Typ des

serologischen Tests, dem ,,Cut-off-Point”, dem Bestimmungszeitpunkt, der Endemizitat und
anderen StorgroRen eng zusammenhdngen (KNOBLOCH & MANNWEILER, 1983;
KNOBLOCH & DELGADO, 1985). In einer Mammutstudie aus Mexiko mit einer Gesamtzahl
von 67668 untersuchten Personen wurden unterschiedliche Gebiete und Bevélkerungsschichten
sehr genau erfasst (CABALLERO-SALCEDO et al., 1994). Auffallend war in dieser Studie die
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signifikant unterschiedliche Geschlechtsverteilung bei dem Serumantikdrpernachweis gegen
Entamoeba histolytica. So wurde bei dem weiblichen Geschlecht eine Rate von 9,34 % und bel
dem mannlichen Geschlecht eine Rate von 7,09 % ermittelt. Die Altersgruppe der 5- bis 9-
Jahrigen hatte mit 11,02 % die héchste Seroprévalenz, die mit dem Alter stetig abnahm, bis auf
6,02 % bei den Uber 50-Jéhrigen. Eine frihere Studie stellte ebenso die hdchste Infektionsrate
von 16,4 % bei 214 Schulkindern fest (MANULA et al., 1986). Fur die landliche und stédtische
Gesamtbevdlkerung lag der Serumantikdrperwert hingegen nur bei 135 % von 800
untersuchten Personen. In einer weiteren Studie (CHACIN-BONILLA & BONPART, 1981)
fand sich die hochste Infektionsrate mit 8,7 % bei den 12- bis 24-Jahrigen. Sie nahm jedoch mit
zunehmendem Alter ab. Auch in einer anderen Studie zeigte sich die hdchste Infektionsrate bei
den 6- bis 14-Jahrigen und zwar mit 40 % (BRAGA et al., 1996). Studien aus Bangladesch und
Brasilien zeigten fir Slumbewohner hohe Seroprévalenzen fir Entamoeba histolytica, ndmlich
32,7 % fir Bangladesch (HAQUE et a., 1999) und 24,7 % bzw. 19,7 % fir Brasilien (BRAGA
et al., 1996; BRAGA et al., 1998). In Siidamerika, genau genommen Surinam, fand sich unter
den Eingeborenen der Hindustani eine Seropréavalenz von nur 2 %, aber unter den
~Ameroindianer* eine Seroprévalenz von 33,9 % (BOS et a., 1980). In einer landlichen
Bevdlkerung in Mexiko ergab sich eine Seroprévalenz von 7,3 %. Eine turkische Studie verglich
225 Personen ohne gastrointestinalen Beschwerden mit 157 Personen mit gastrointestinalen
Beschwerden und Trophozoiten im Stuhl und errechnete fir die erste Gruppe eine
Seropravalenz von 1,8 % fir Entamoeba histolytica. Bei der zweiten Gruppe zeigte sich jedoch
eine Seroprévalenz von 6,4 % (BALCI et al., 1993).

Zusammenfassend erkennt man, dass weltweit die mittels ELISA-Nachweis festgestellten Sero-
pravalenzen fir Entamoeba histolytica im Durchschnitt héher liegen als die durch alle anderen
Methoden ermittelten. Hiermit gemeint sind die Polymerase-Kettenreaktion, der Isoenzym-
nachweis, die kolorimetrische-PCR-Analyse und der Stuhl-Antigennachweis (siehe Tabellen
1.1,1.2und 1.3).

19
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Tabelle 1.3: Serologische Studien, die Antikdrper gegen Entamoeba histolytica
nachwiesen.
Anti-
Zahl
Entamoeba
Untersuchte der ) . ; .
Land Bevélkerung Unter- RISt.(ﬂl)l/tl ca- Methode Veroffentlichung
suchten | AAnUKOrper-
Trager
Mexiko Staq.t- und Land- 2140 8.6 % IHA DEL-CARMEN-
bevolkerung aus 217 SANCHEZ-
Gemeinden von Puebla 6,4 % IHA / ELISA GUILLEN etal.,
2000
Bangladesch|Zwei bis fiinfjahrige 232 32,7%  |ELISA fir - HAQUE et al.,
Kinder aus Slums, Dhaka Gal/GalNAc- 1999
Lektin Antikorper
Brasilien  |Slumbewohner im 401 19,7%  |ELISA fur - BRAGA et al.,
Nordosten von Brasilien Gal/GalNAc- 1998
Lektin Antikorper
Brasilien  |Slumbewohner in 335 24,7%  |ELISA fur BRAGA et al.,
Gongcalves Dias, in (Gal/GalNAC) 1996
Fortaleza Lektin Antikorper
Mexiko Mexiko City und Land 67668 8,41 % IHA CABALLERO-
Mexiko in verschiedenen SALCEDO et al.,
Bevolkerungsgruppen 1994
Tirkei Patienten mit gastroin- 157 6,4 % IHA
testinalen Beschwerden u. BALCI et al., 1993
Trophozoiten im Stuhl
Personen ohne Symptome| 225 1,8 %
Nicaragua |6 bis 15 Jahrige in Leon 562 48 % ELISA TELLEZ-SIERRA
IHA etal., 1992
Mexiko Landliche Bevélkerung 1886 7,3% IHA MARTINEZ-
im Hochland CEIP GARZIA et al.,
1990
Indien Unterschiedliche Gruppen| 800 135% |IHA MANJULA
in Hyderabad (Stadt) & HABIBULAH,
1986
Bangladesch|Familien in der 200 ca.65% |IFA HOSSAIN et al.,
Umgebung von Matlab 1983
Venezuela |Blutspender und Patienten| 848 | 4,4 bis 6,5 % [IHA CHACIN-
eines Krankenhauses von BONILLA &
Maracaibo BONPART, 1981
Stidamerika |Gebiete in Surinam, 9 912 | 2 bis 33,9 % [ELISA BOS et al., 1980
verschiedene
Bevolkerungsgruppen
ELISA : Enzym-Immuntest (enzyme-linked immunosorbent assay)
CIEP: Gegenstrom-Immunelektrophorese (counterimmunoelectrophoresis)
GDP: Gel-Diffusionsprazipitation
Gal/GalNAc : Galaktose / N-Acetyl-D-Galaktosamin
IFA: Indirekte Immunfluoreszenz (indirect immunofluorescent antibody test)
IHA : Indirekte Hamagglutination
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17 Fragestellung

Als Folgestudie einer anderen Promotionsarbeit (JETTER, 1998) sollten in der vorliegenden
Arbeit das Vorkommen von Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar in Stuhlproben einer
unselektionierten Landbevolkerung Anatoliens (Sud-Ost-Turkei) bestimmt werden, und zwar
anhand dreier unabhéngiger Nachweismethoden: der Hexokinase-lIsoenzymauftrennung, der
Riboprinting-Polymerase-Kettenreaktion (r-PCR) und der kolorimetrischen Polymerase-
Kettenreaktion (k-PCR). Als MaR fir die Durchseuchung der Bevélkerung sollte gleichzeitig im
Serum der untersuchten Personen eine Bestimmung der Antikdrper gegen Entamoeba
histolytica und Entamoeba dispar durchgefiihrt werden. Des Weiteren sollten Daten zur Person,
zur 6konomischen und sozialen Lage, zur Trinkwasser- und Brauchwassersituation und zum
Hygieneverhalten der Probanden erhoben werden. Diese Daten sollten mit den Ergebnissen der

oben genannten Methoden verglichen werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

211 Chemikalien

Adenosin-5' -triphosphat Dinatriumsalz (ATP)
Agar-Agar (Pulver)

g-Aminocapronsaure

Ammoniumsulfat ((NHg)2 SO,)

Ampuwa

Anti-Digoxigenin, M eerrettichperoxidase markiert
Anti-Fluoreszein, Meerrettichperoxidase markiert
Avidin

Bactopepton

Biotin

Bromphenolblau

Bromthymolblau

Citronensdure-M onohydrat (C; H; OH (COOH); - H,0)
Tetramethylbenzidin

Diatomeenerde (Kieselguhr)

Diethanolamin
Dimethylthiazol-Diphenyl-tetrazoliumbromid (MTT)
Dithiothreitol

DNA-Molekul argewichtsmarker V1

Eisessig

Ethilendiamintetraessigsaure (EDTA)
Ethidiumbromid

Hersteller

Sigma, Minchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Minchen
Merck, Darmstadt
Fresenius, Bad Homburg
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Sigma, Minchen
Difco-Nordwa d-KG,
Detroit, USA

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Poole,
GrofRbritannien

Sigma, Poole
Grol3britannien

Sigma, Minchen
Sigma, Minchen
Sigma, Minchen
Boehringer, Mannheim
Merk, Darmstadt
Sigma, Minchen
Sigma, Minchen
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Ficoll, Type 400

Glucose-Monohydrat
Guanidiniumthiocyanat
Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumhydrogenphosphat (KH,PO,)

Konjugat aus Anti-human-1gG-K aninchen-Antikorper und

Alkalischer Phosphatase

Magnesiumchlorid (MgCl, - 6H,0)
Magnesiumsulfat (MgSO, ' 7H,0)

Maleinsdure

Milchpulver

Milchsaure (C, H; OH COOH)

Mineral &l

Dinatriumcarbonat (NaCOs)

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO5)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)
Natriumazid (NaN5)

Natronlauge, 40 % (NaOH aqg.)
NEEO-Rotigarose

Ni coti nami dadenindinucl eotidphosphat (NADPH)
Octylglucosid

Phthalat

Paranitrophenyl phosphat

Phenazinmetasulfat (PMS)

Reisstarke

Rinderserum

Salzsaure, 32% (HCl ag.)

Starke fur Elektrophorese
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris-Base)
Polyoxyethylen(20)-sorbitan Monolaureat (Tween 20)
Wasserstoffperoxid, 30 %

Pharmacia, Uppsaa
Schweden

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Daco, Glostrup, Danemark

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Fink, Herrenberg
Merck, Darmstadt
Sigma, Minchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma, Minchen
Sigma, Minchen
Sigma, Minchen
Sigma, Minchen
Merck, Darmstadt
Sebak, Aidenbach
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Sigma, Minchen
Sigma, Minchen
Sigma, Poole,

Groffbritannien
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2.1.2 Enzyme

24

Hersteller
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (G6PDH) Merck, Darmstadt
TfI-DNA-Polymerase (aus Thermus flavus, thermostabil) Epicentre Technologies,
Madison, USA
Tag-DNA-Polymerase (aus Thermus aquaticus, thermostabil) Perkin Elmer Cetus,
Norwak, USA
2.1.3 Nucleotide, Primer und DNA-Sonden
Hersteller
Desoxynucl eotidtriphosphat Set Boehringer, Mannheim

Primer fUr die Riboprinting-Polymerase-K ettenreaktion (r-PCR): MWG-Biotech, Ebersberg

pP-S 24 5—GGC CAA TTC ATT CAA TGA ATT GAG—3°
pP-aS25 5—CTC AGA TCT AGA AAC AAT GCT TCT C=3¢

apP-S19 5 —GT GCC CAA TTT ATG TAA GT—3¢
apP-aS23 5—GGA TTT ATA AAC AAT GTT TCT TC—3¢

Primer fUr die kolorimetrische Polymerase-K ettenreaktion (k-PCR): R&D Systems
Europe Ltd,
Abingdon, UK

pP-S 22 5'—Biotin-TCA AAA TGG TCG TCG TCT AGG C—3°

pP-aS25 5 —CAG TTA GAA ATT ATT GTA CTT TGT A—3°

apP-S25 5'—TCG GAT CCT CCA AAA AAT AAA GTT T3¢
apP-aS25 5'—Biotin-ACA GAA CGA TAT TGG ATA CCT AGT A—3°¢
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DNA-Sonden flr die kolorimetrische Polymerase-Kettenreaktion:

DNA-Sonde spezifisch fur Entamoeba histolytica:
5‘—Digoxigenin-CCC GAG GTT CTT AGG AAA TGG A—3¢

DNA-Sonde spezifisch fur Entamoeba dispar:
5‘—Fluoreszein-AAT GAG GTT GTA GCA GAG CCC C—3°

214 Antibiotika

Hersteller
Penicillin Grinenthal, Stolberg
Streptomycin Sigma, Minchen
2.15 Mikroorganismen

Hersteller
Escherichia coli DH5a Max-Planck-Institut flr

Entwicklungsbiologie

Abteilung Il, Ttbingen
Entamoeba histolytica HM-1: IMSS (Referenzstamm) Bernhard-Nocht-Institut fr

Tropenmedizin, Hamburg
Entamoeba dispar SAW 1734 (Referenzstamm) Weizmann Institute of Science

Rehovot, Israel
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2.1.6 Puffer und LOsungen

a)

b)

c)

d)

f)

9)

h)

i)

Amplifizierungspuffer:
0,4M (NH,),SO, 30 mM MgCl, in 1M Tris-HCI (pH 9)

Blockpuffer:
5% Milchpulver in PBS, pH 7,2

Carbonatpuffer (pH 9,6-9,8):
Stammldsung 1 (pH 8,0): 50 mM NaHCO3;, 3 mM NaNj3
Stammlésung I (pH 11,2): 50 mM Na,COj3, 3 mM NaN3

Gebrauchslésung (pH 9,6-9,8):  Stammldsung | + Stamml6sung Il im gleichen Verhaltnis

Isoenzymcocktail-Konzentrat:
0,2 M Dithiothreitol, 0,2 M e-Aminocapronséure, 0,2 M EDTA in H,O bidest., eingestellt
aufpH 8

Gel-Lade-Puffer fur das DNA-Gel:
0,25 % Bromphenolblau, 15 % Ficoll (Typ 400) in H,O bidest.

Laufmarker fiir das Isoenzymgel:

1 % Bromphenolblau

Phosphatpuffer (PBS, pH 7,4):
200 mM NacCl, 20 mM Na,HPO,, 25 mM KCI, 15 mM KH»PO, in H,O bidest., autoklaviert

Phosphatpuffer (PBS, pH 7,2):
140 mM NacCl, 5,5 mM Na,HPO,, 2,7 mM KClI, 1,5 mM KH,PO,, 3 mM NaN; in H,0O

bidest., autoklaviert

Substratpuffer (pH 9,8):
1 M Diethanolamin, 0,5 mM MgCl, 6 H,O
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j) TAE (50x konzentriert, pH 8,0):
2M Tris-Acetat und 0,05 M EDTA in H,O bidest., autoklaviert

k) TrisEDTA (pH 8,0):
10 mM Tris, 1 mM EDTA

I) Tris-Maleinséurepuffer (pH 7,4):
0,1 M Tris, 0,1 M Maleinsdure, 10 mM EDTA, 10 mM MgCl, in H,O bidest.

m) Verdinnungspuffer:
1% Milchpulver in PBS, pH 7,2

n) Waschlosung (0,01 %)

0,01 % Tween 20 in Leitungswasser

2.2 M ethoden

221 Studienaufbau

Diese im Rahmen des Avicenna-Programmes von der Europdischen Union geftrderte Studie
wurde Anfang September 1996 begonnen, nachdem das positive VVotum der Ethikkommission
der Medizinischen Fakultat der Universitat Tubingen eingeholt worden war. Die Befragung der
Personen und das Einsammeln der Proben — Stuhl und Blut — war Mitte Oktober 1996
abgeschlossen. Die Bereitstellung und Aufbereitung der Proben im Labor der Universitét
Diyarbakir ermdglichten Dr. Kadri Gil und Dr. Vedat Goral sowie Mitarbeiter der Universitat
Diyarbakir. Die Personen, die in diese Studie aufgenommen wurden, stammten aus der Siid-Ost-

Tirkei aus folgend genannten Dorfern:

1. HIDIRELYAZ  (Diyarbakir)
2. KOZAN (Diyarbakir)
3. BAGPINAR (Diyarbakir)
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Das Dorf Hydirelyaz mit ungefahr 250 Einwohner lag im Tigris-Tal ca. 15 km flussabwarts von
Diyarbakir entfernt. Die 17 untersuchten Haushalte waren im gesamten Dorfbereich verteilt.
Kozan mit ungefahr 600 Einwohnern lag im Tigris-Tal ca. 5 km von Diyarbakir flussabwarts.
Aus Kozan wurden aus allen Teilen insgesamt 23 Haushalte untersucht. Das dritte Dorf,
Bagpwar mit anndhernd 800 Einwohnern, lag ca. 20 km 6stlich von Diyarbakir. Aus diesem

wurden 25 Haushalte aus dem ganzen Dorfgebiet untersucht.

Die Wasserentsorgung fur alle drei Dorfer erfolgte tiber Schachte und Gruben.

2.2.2 Fragebbgen

Die personen- und haushaltsbhezogenen Fragebdgen sind im Anhang dargestelIt (siehe Abbildung
Seite 116/ 117). Die Fragen wurden von Mitarbeitern der Universitét von Diyarbakir mindlich
auf turkisch und / oder kurdisch gestellt.

2.2.3 Auswahl und Aufbereitung der Stuhlproben

Nachdem die Stuhlproben aus den Dérfern eingesammelt waren, wurden sie nach dem MIF-C-
Verfahren (SAPERO & LAWLESS, 1953) zur mikroskopischen Untersuchung auf Protozoen-
Zysten und -Trophozoiten angereichert. Von alen Patienten, deren Stuhlproben entweder
Zysten von Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar oder Trophozoiten (Magna- oder
Minutaformen) aufwiesen, wurde eine Kultur nach ROBINSON (ROBINSON, 1968) angelegt
(siehe Protokall, Seite 118). Um auszuschliefen, dass Entamoeba histolytica / Entamoeba
dispar mit anderen Amoben verwechselt oder gar Ubersehen wurde, wurden ebenfalls alle
Stuhlproben angeziichtet, deren Préparate mehr als 5 Zysten anderer Darmprotozoen aufwiesen,
ganz unabhangig davon, ob von Entamoeba coli, Entamoeba hartmanni oder Jodamoeba

butschlii. Es wurden immer zwei Ausstrichpréparate von einer Stuhlprobe angefertigt.
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2.2.4 Auswahl der Blutproben

Gleichzeitig mit dem Ausflllen der Fragebdgen wurde den Personen mit einem Stich in die
Fingerbeere wenige Tropfen Blut in einem 1,5 ml- Eppendorf-Reaktionsgefald entnommen. Das
zwischen 5 und 10 Min. bei 300 x g abzentrifugierte Serum wurde bei ca. —20 °C eingefroren
und spéter auf Antikorper gegen Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar mit Hilfe eines
ELISAs (,enzyme-linked immunosorbent assay”) bestimmt (ENGVALL & PERLMANN,
1972). Diese Bestimmung erfolgte im Institut fir Tropenmedizin des Universitétsklinikums

TUbingen.

2.25 Anzucht der Referenzstdmme von Entamoeba histolytica und
Entamoeba dispar und Referenzproben fir die Hexokinase-

| soenzymauftrennung und ELISA

Die Referenzproben fir die Hexokinase-1soenzymauftrennung und den ELISA wurden von Frau
Dr. Brigitte Walderich, Institut fir Tropenmedizin des Universitétsklinikums, Tubingen, zur
Verfigung gestellt. Diese Proben wurden aus den in TYI-S-33 Medium kultivierten
Referenzstdmmen Entamoeba histolytica HM-1: IMSS und Entamoeba dispar SAW 1734

gewonnen.

2.2.6 Kulturbedingungen und Medien fir Entamoeba histolytica und
Entamoeba dispar

Die Anzichtung und Aufbereitung der Kulturen nach ROBINSON fand im Labor des
Mikrobiologischen Institutes der Universitét Diyarbakir (Turkel) statt. Sobald ausreichend viele
Amobentrophozoiten herangereift waren, konnten die Kulturen geerntet und Proben zur
weiteren Differenzierung mittels |soenzymanalyse und Riboprinting-Polymerase-K ettenreaktion
(r-PCR) hergestellt werden. Diese Differenzierung zwischen Entamoeba histolytica und
Entamoeba dispar wurde spéater im Institut fur Tropenmedizin des Universitétsklinikums

TUbingen vorgenommen.
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2.2.6.1 Medien und Loésungen zur Kultivierung von Entamoeba
histolytica und Entamoeba dispar nach ROBINSON

Durch Autoklavieren bei 121 °C fiir ca. 30 Min. wurden sterile Ldsungen hergestellt. Fir alle

Ldsungen wurde in Diyarbakir einfach und in Tlbingen zweifach destilliertes Wasser verwendet.

a) Bactopeptonlésung:

20 % Bactopepton, autoklaviert und bei +4 °C aufbewahrt

b) Basales Am@dbenmedium (BR):
Ca. 400 ml Medium R wurde in eine 800 ml Zellkulturflasche steril abgefullt und mit einer
Impfdse Escherichia coli DH5a zugegeben. Die Ldsung wurde ca. 12 Stunden bei 37 °C

inkubiert und anschlielend bei +4 °C gelagert.

c) Erythromycin-Penicillin-Lésung:
1g Streptomycin und 10 10° IE Penicillin wurden in 20 ml PBS, pH 7,4 , aufgelést und in

2 ml-Eppendorf-Reaktionsgefale portioniert und eingefroren.

d) Medium-R-Konzentrat:

50¢ Natriumchlorid
20g Citronensdure, Monohydrat
5¢g Kaliumhydrogenphosphat
10¢g Ammoniumsulfat
5¢g Magnesiumsulfat, Heptahydrat
100 ml Milchsaure

Der pH dieser Ldsung wurde auf 7,5 eingestellt, auf 1 Liter mit destilliertem H,O aufgefulit

und autoklaviert.

e) Medium (R):
100 ml Medium-R-Konzentrat
75 ml Natronlauge, 40 %
2,5ml Bromthymolblaulésung, 0,04%



f)

9)

h)

)
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Die Loésung wurde auf pH 7,5 eingestellt und auf 1 Liter mit destilliertem H,O aufgefillt und
autoklaviert. Eine Nachkontrolle des pH-Wertes ist zu empfehlen, da sich der pH-Wert durch
das Autoklavieren erniedrigen kann.

Dieses Medium wurde bei +4 °C aufbewahrt und war bis zu vier Wochen haltbar.

NaCl-Schragagar:
20 ¢ Agarpulver
70 Natriumchlorid

Agarpulver und Natriumchlorid wurden mit destilliertem H,O auf 1 Liter aufgefillt und
autoklaviert. Wéhrend die Flissigkeit noch heil3 war, wurde sie in Kulturflaschchen gefiillt
und erstarrte Uber Nacht in Schraglage. Am nédchsten Morgen konnten die Kulturflaschchen

dann bei Zimmertemperatur gelagert werden.

Phthalat-Ldsung:
0,5 M Phthalat in destilliertem H,O

Die Losung wurde auf pH 6,3 eingestellt, autoklaviert und bei +4 °C aufbewahrt.

Reisstarke:

Reisstarke wurde fur 3 Stunden bei 80 °C erhitzt und bei Raumtemperatur aufbewahrt.

Rinderserum (S):
Das Rinderserum war sterilfiltriert. Vor Gebrauch wurde das Serum zweimal fiir 35 bis 40
Min. bei 56 °C im Wasserbad inaktiviert und dann bei =20 °C aufbewahrt.

ROBINSON-Medium (Gebrauchsmedium):

Fir ca. 100 ml Medium:

25 ml Basales Amgbenmedium (BR)
25 ml Rinderserum (S)

5 ml Phthalat-Ldsung

45 ml autoklaviertes destilliertes H,O
4 ml Bactopeptonldsung

0,1ml Erythromycin-Penicillin-Lésung

Das ROBINSON-Medium wurde taglich frisch angesetzt.
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2.2.6.2 Anzucht von Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar im
ROBINSON-Medium

1Tag:

Es wurden pro Stuhlprobe immer zwei Kulturen angesetzt. Schragagarglaschen wurden zu zwei
Dritteln mit ROBINSON-Medium gefillt und ein erbsengrofes Stlick Stuhlprobe jeweils mit
der ausgeglihten Impfése zugesetzt und geldst. AnschlieBend wurde eine Spatelspitze
Reisstarke (ca. 10 mg) hinzugegeben. Die Agarglaschen wurden fur 24 Stunden bei 37 °C

inkubiert.

2.Tag:
Das Medium wurde gewechselt durch kurzes Abkippen des Uberstandes und neues Auffiillen
mit ROBINSON-Medium. Je nach Verbrauch der Reisstarke wurde dem Medium erneut

Reisstérke zugegeben. Es wurde fur weitere 24 Stunden bei 37 °C inkubiert.

Folgende Tage:

Das Sediment des Kulturmediums wurde unter dem Mikroskop auf Entamoeba histolytica- /
Entamoeba dispar-Trophozoiten untersucht. Der pH-Wert des Kulturmediums wurde bestimmt.
Hatte dieser einen Wert von sechs oder kleiner, musste das Medium gewechselt werden. An
jedem weiteren Tag wurde das Medium auf Entamoeba histolytica- / Entamoeba dispar-
Trophozoiten untersucht und je nach pH-Wert sofort oder spétestens alle zwei Tage gewechselt.

Waren die Amdbenkulturen ausreichend angewachsen, wurden sie geerntet.

War keine eindeutige Vermehrung der Amoben zu erkennen, wurde von der entsprechenden

Stuhlprobe eine neue Kultur angelegt.

2.2.7 Probenvorbereitung fiir Hexokinase-Isoenzymauftrennung und

Riboprinting-Polymerase-Kettenreaktion

Die abgeernteten Amobenkulturen aus Stuhlproben wurden zweimal mit PBS, pH 7.4,
gewaschen. Abzentrifugiert wurde bei +4 °C wahrend 5 Min. bei 300 x g. AnschlieRend wurde

das Sediment der Proben in 250 ul PBS, pH 7,4, aufgenommen.
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2.2.7.1  Zellaufschluss und Probenvorbereitung ftir die Hexokinase-

Isoenzymauftrennung

Die gewaschenen Proben wurden 3 Min. bei 300 x g zentrifugiert. Durch dreimaliges Einfrieren
und Wiederauftauen wurden die Zellen aufgeschlossen. In Tibingen wurden diese Proben mit
flussigem Stickstoff behandelt, also bei —70 °C. In Diyarbakir wurde das Einfrieren, allerdings
mangels flussigem Stickstoff, nur bel ca. —20 °C in einem Gefrierfach der Klasse **
vorgenommen. Nach dem Zellaufschluss erfolgte eine weitere Zentrifugation von 10 Min. bel
4500 x g. Der Uberstand wurde mit einem 1:200 verdiinnten Isoenzymcocktail in gleichen
Voluminaversetzt und im Gefrierfach bei ca. —20 °C aufbewahrt.

2.2.7.2 DNA-Gewinnung fur die Riboprinting-Polymerase-K ettenreaktion

Fur die Riboprinting-Polymerase-Kettenreaktion (r-PCR) erfolgte der Zellaufschluss der
gewaschenen Proben (siehe Abschnitt 2.2.7) zwar wie in Abschnitt 2.2.7.1 beschrieben durch
dreimaliges Einfrieren und Wiederauftauen, jedoch wurde nach der sich anschlief3enden
zehnminitigen Zentrifugation bei 4500 x g nicht der Uberstand sondern das Pellet
weiterverwendet. Dieses wurde in 500 pl PBS, pH 7,4, aufgenommen und dann im Wasserbad
for ca. 10 Min. gekocht.

2.2.8  Hexokinase-1soenzymauftrennung mittels Starkegel el ekrophorese

1) Herstellung des Elekrophoresegels:
5g Gelelektrophorese-Starke wurden in 60 ml 1:10 verdinntem Tris-Maleinsdurepuffer,
unter Erwdrmen und standigem Rihren gelést. Sodann unverziglich auf einer Gelplatte
ausgegossen und im K dihlschrank zum Erstarren gebracht. Mit einer Pipette wurden vor dem

Auftragen der Proben V ertiefungen von ca. 2 mm Durchmesser in das Gdl gesaugt.



2)

3)

4)
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Auftragen der Proben:

Die Gdplatte wurde in eine horizontale, vorgekihlte Gelelektrophoresekammer (LKB
Multiphor 11) gelegt. In die Vertiefungen bzw. Probentaschen wurden jeweils 10 bis 20 pl
Probe pipettiert. Referenzproben der HM-1: IMSS- und SAW 1734-Stdmme wurden mit-
aufgetragen. Seitlich zur Markierung der Lauffront wurden zusdtzlich 5 pl einer 1%

Bromphenol blaul 6sung aufgetragen.

Laufpuffer und Laufbedingungen:
Die Proben liefen bei 190 V, 30 mA und 8 °C fir ca. zweieinhalb Stunden. Als Laufpuffer

wurde 0,1 M Tris-Maleinsurepuffer verwendet.

Die Hexokinase von Entamoeba histolytica-1solaten weist mehr positive Ladungen auf als
die Hexokinase von Entamoeba dispar-Isolaten, und 18uft in einer Stérkegel elektrophorese
deshalb schneller. Eine Unterscheidung zwischen Entamoeba histolytica und Entamoeba
dispar ist somit moglich (BRACHA et al., 1987).

Entwicklung des Gels:

Entwicklerldsung fur Hexokinase-1soenzymgel:

Losungl: 100mg Glucose
12mg ATP
12mg NADPH
10mg Magnesiumchlorid
Img MTT

in 25 ml 1:10 verdinntem Tris-Mal einsdurepuffer

Losung Il: 400 mg Agarpulver

in 25 ml 1:10 verdinnten Tris-Mal einsdurepuffer

Beide Losungen wurden zueinandergegeben und erhitzt bis sich eine klare Ldsung bildete.
Nun wurde diese Losung auf ca. 60 °C abgekihlt und ihr 5 mg PMS und 2 mg Glucose-6-
phosphat-Dehydrogenase (G6PDH) hinzugegeben.

In noch flissigem Zustand wurde diese Losung zlgig auf dem Elekrophoresegel verteilt.
Bei 37 °C wurde das Gel Ulber Nacht inkubiert. Es fanden folgende Reaktionen statt:
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Hexokinase N
Glucose + ATP »  Glucose-6-phosphat + ADP +H

Glucose-6-phosphat + NADP*
Glucose-6-phosphat-Dehydr ogenase

6-Phosphoglucono-§-lacton + NADPH + H*

Das entstandene 6-Phosphoglucono-5-lacton reagiertemit PMSund MTT Uber NADPH + H*

zu einem blauen Azofarbstoff.

5) Dokumentation:
Anschlief3end wurde das Ergebnis abgelesen und dokumentiert. Fir die typische, schnell
laufende Doppelbande von Entamoeba histolytica bzw. die typische, langsam laufende
Doppelbande von Entamoeba dispar wurden bei der Versuchsauswertung die
Referenzproben HM 1: IMSS bzw. SAW 1734 herangezogen.

2.2.9 Riboprinting-Polymerase-K ettenreaktion

Mit der Riboprinting-Polymerase-Kettenreaktion (r-PCR) konnte Entamoeba histolytica von
Entamoeba dispar aufgrund punktueller Unterschiede in den fir rRNA kodierenden DNA-
Abschnitten differenziert werden. Dazu wurde die chromosomale, doppelstrangige DNA durch
Zellaufschluss freigesetzt und durch Kochen denaturiert bzw. in Einzelstrange aufgetrennt
(siehe Abschnitt 2.2.7.2). Fur Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar spezifische Primer
mit komplementérer Basensequenz gaben die entsprechenden Stellen fir die Verviefétigung
der bekannten DNA-Sequenz an (Anlagerung). Damit war fir die DNA-Polymerase der
jeweilige Startpunkt zur Vervollstdndigung des K omplementérstranges gegeben (Synthese). Die
so produzierten Amplifikate konnten dann elektrophoretisch aufgetrennt und mit UV-Licht
sichtbar gemacht werden (CLARK & DIAMOND, 1991a; CLARK & DIAMOND, 1991b).
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2.29.1 Enzym-Ansatz fir die Riboprinting-Polymerase-Kettenreaktion

Der Enzym-Ansatz fiir die Riboprinting-Polymerase-Kettenreaktion (r-PCR) war wie folgend:

1)

2)

3)

4)

Enzym:
Tfl-DNA-Polymerase (thermostabil)

Primer fiir die rRNA kodierenden DNA-Abschnitte:

Bei Entamoeba histolytica wurde fiir den sense DNA-Abschnitt als DNA-Primer ein
spezifisches 24-bp-Oligonucleotid (pP-S 24) verwendet, fur den antisense DNA-Abschnitt
ein 25-bp-Oligonucleotid (pP-aS 25). Bei Entamoeba dispar wurde fir die DNA-Abschnitte
entsprechend ein 19-bp- bzw. 23-bp-Oligonucleotid (apP-S 19 bzw. apP-aS 23) benutzt.

Desoxynucleotidtriphosphate (DNTPS):
Die Nucleotide fir die r-PCR wurden im Reaktionsgemisch in einer Konzentration wvon

10 mM eingesetzt.

Amplifizierungspuffer:

0,4 M Ammoniumsulfat

30 mM Magnesiumchlorid, Heptahydrat
in 1M Tris-HCL (pH 9)

Es wurde jeweils ein Ansatz mit Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar spezifischen

Primern angesetzt. Die Enzym-Ansétze wurden folgendermalRen zusammenpipettiert:



Ansatz fur Entamoeba histolytica:
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Ansatz fiir Entamoeba dispar:

H,0O bidest. (Ampuwa) 37,5 pl 37,5l
Amplifizierungspuffer 5,5 ul 5,5 ul
Tfl-DNA-Polymerase 1,0 ul 1,0
DNTPs: 1,0 1,0
Primer: pP-S 24 1,0 -

Primer: pP-aS 25 1,0 ul -

Primer: apP-S 19 - 1,0 pl
Primer: apP aS 23 - 1,0 pl
Patientenprobe 5,0 ul 5,0 ul

Dem Reaktionsgemisch wurden 20 pl Mineralél aufpipettiert, um ein Verdampfen bzw.

Konzentrieren der Ansdtze wéahrend der Amplifizierungsreaktion zu vermeiden.

2.2.9.2 Amplifizieren der DNA mittels Polymerase-K ettenreaktion

Amplifiziert wurde in einem automatischen Thermocycler (Autogene 1l Grant, Minchen) nach

folgendem Programm:

Vorbehandlung:

Denaturierung des Doppelstranges:

35 Zyklen:

Anlagerung der Primer:

Synthese des Komplementérstranges:

Denaturierung des Doppelstranges:

Nachbehandlung:

Anlagerung der Primer:

Synthese des Komplementérstranges:

94 °C fiir 5 Minuten

50 °C flr 2 Minuten
72 °C fir 1,5 Minuten
94 °C fir 1,5 Minuten

50 °C fiir 2 Minuten
72 °C flr 8 Minuten




MATERIAL UND METHODEN 38

2.2.9.3 Agarosegelelektrophorese

Die durch das Amplifizieren der DNA synthetisierten DNA-Fragmente wurden auf einem
2 %igen Agarosegel (NEEO-Rotigarose) elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel war mit
Ethidiumbromid versetzt, und zwar 0,5 pug Ethidiumbromid / ml. Neben der Proben wurde zur
Identifizierung der Laufbanden ein DNA-Molekulargewichtsmarker mitaufgetragen. TAE-
Puffer diente als Lauf-Puffer. Die Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung von 65 V fiir ca.
40 Min. Danach wurden die aufgetrennten DNA-Banden bei UV-Licht betrachtet und mit einer

Polaroid-Kamera fotografiert werden.

2.2.10  Kolorimetrische Polymerase-K ettenreaktion aus Stuhlproben

Alle Stuhlproben wurden eingefroren und an Dr. J. P. Ackers, Department of Infectious and
Tropical Diseases, London School of Hygiene and Tropical Medicine, geschickt. Diese Proben
wurden mittels kolorimetrischer Polymerase-Kettenreaktion (k-PCR) auf Entamoeba histolytica
und Entamoeba dispar getestet, um die Ergebnisse mit denen der Riboprinting-Polymerase-
Kettenreaktion (r-PCR) und der Hexokinase-lsoenzym-auftrennung zu vergleichen. Mit der
verbesserten Arbeitsmethode nach BRITTEN konnte in einem Gramm Stuhl noch die DNA-
Menge von einem Zehntel Entamoeba histolytica-Trophozoit bzw. ein bis zehn Entamoeba
dispar-Trophozoiten in Abwesenheit der jeweils anderen Spezies nachgewiesen werden. Bei
Anwesenheit von 10 ° Trophozoiten der jeweils anderen Spezies lag die Nachweisgrenze des in
einem Gramm Stuhl enthaltenen DNA-Materials bei zehn Trophozoiten fiir Entamoeba
histolytica bzw. 100 fiir Entamoeba dispar (BRITTEN et al., 1997).
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2.2.10.1 Gewinnung der DNA aus Stuhlproben

Die Durchfihrung der Methode benttigt ungeféhr einen Tag. Es wurde folgendermalen

vorgegangen:

1) Gewinnung der DNA aus Stuhlproben:
Ca 1 g Stuhlprobe wurde in 3 ml PBS, pH 7,2, gelést und filtriert. Durch dreimaliges
Tiefgefrieren in flissigem Stickstoff, jeweiligem Auftauen und eine Behandlung mit
Guanidiniumthiocyanat wurde die DNA freigesetzt. Um die DNA von Zellfragmenten
sowie restlichem Stuhlmaterial zu trennen wurde diese an Diatomeenerde adsorbiert. Zum

Schluss wurde die DNA mittels Tris-EDTA-Puffer aus dem Adsorbens ausgewaschen.

2) Bestimmung der DNA-Konzentration und Reinheit der Probe:
Die Konzentration bzw. die Verunreinigung der Probe wurde photometrisch bei 260 nm und
bei 280 nm bestimmt. Lag der OD-Quotient 260/280 zwischen 1,8 und 2, dann galt die
Probe als ,rein*. War der Wert des OD-Quotienten kleiner galt die Probe as verunreinigt.
Eine optische Dichte von 1 entsprach einer Menge von 50 ug doppelstrangiger DNA pro mi
Probe (SAMBROOK et a., 1989).

2.2.10.2 Amplifizieren der DNA mittels Polymerase-K ettenreaktion

Als Primer fur das Amplifizieren der DNA kamen ein 22-bp-Oligonucleotid (pP-S 22) as sense
Stick und ein 25-bp-Oligonucleotid (pP-aS 25) als antisense Stiick zur Anwendung, welche
spezifisch an ein 145-bp-Oligonuclectid von Entamoeba histolytica banden. Als spezifische
Primer fir ein 133-bp-Oligonucleotid von Entamoeba dispar wurde ein 21-bp-Oligonucleotid
(apP-S 21) als sense Stiick und ein 22-bp-Oligonucleotid (apP-aS 22) als antisense Stiick
eingesetzt. Die spezifischen Primer fUr Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar waren
jeweils mit Biotin gekoppelt. Fur jede Probe wurde ein Amplifikationsansatz mit jeweils alen
vier Primern hergestdlt. Als Enzym wurde die thermostabile Tag-DNA-Polymerase verwendet
(SAIKI et al., 1988)
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Amplifiziert wurde in einem automati schen Thermocycler nach folgendem Programm:

V orbehandlung:

Denaturierung des Doppel stranges: 94 °C fur 2 Minuten
35 Zyklen:

Denaturierung des Doppel stranges: 94 °C fur 30 Sekunden

Anlagerung der Primer: 58 °C fur 1 Minute

Synthese des Komplementarstranges: 72 °C fur 2 Minuten
Nachbehandlung:

Synthese des Komplementéarstranges: 72 °C fur 10 Minuten

2.2.10.3 Photometrische Bestimmung des PCR-Ergebnisses
mit Hilfe eines ELISAs

Nach dem Amplifizieren wurden zwel spezifische DNA-Sonden zu jeder Probe zugegeben, die
jeweils komplementédr zu den erwarteten Amplifikaten der PCR-Reaktion waren. Die fur
Entamoeba histolytica spezifische Sonde war mit Digoxigenin konjugiert, die andere Sonde, fur

Entamoeba dispar spezifisch, mit Fluoreszein.

Auf vier mit Avidin beschichteten Reaktionsgefal3e wurde jeweils ein Aliquot des Amplifikats
zugegeben. Nach Auswaschen der ReaktionsgeféfRe wurde je zwei Reaktionsgefélien ein
Aliquot Meerrettich-Peroxidase markiertes Anti-Digoxigenin bzw. ein Aliquot Meerrettich-
Peroxidase markiertes Anti-Fluoreszein zugesetzt. Nach erneutem Waschen wurde den Proben
Wasserstoffperoxid und Tetramethylbenzidin zugegeben und inkubiert. Eine Blauférbung

bedeutete ein positives Ergebnis. Diese konnte photometrisch bei 450 nm gemessen werden.
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2211  Antikdrpernachweis mittels ELISA

1)

2)

3)

Antigengewinnung:

Das Antigenmaterial wurde aus Entamoeba histolytica- und Entamoeba dispar-Stdmmen
gewonnen, die in TYI-S-33-Medium gewachsenen waren (siehe 2.2.5). Die Trophozoiten
wurden dreimal in PBS, pH 7,2, gewaschen. Zentrifugiert wurde bei 300 x g, +4 °C fur
jeweils 5 Minuten. Danach wurden die Zellen in PBS, pH 7,2, aufgenommenen und fiir 10
mal 30 Minuten einer Ultraschallbehandlung (Sonifer 250, Branson Ultrasonics, Danbury,
CT, USA) ausgesetzt. Nach Zugabe von 0,8 %igem Octylglucosid wurde der Ansatz auf
+4 °C heruntergekihlt und anschliefend bei 10000 x g und +4 °C fur 20 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in einem Dialyseschlauch (MWCO 1000, Roth,
Karlsruhe) gefillt. Dialysiert wurde gegen bidestilliertem H,O unter stdndigem Rihren fir
ca. 12 Stunden. Anschlielend wurde die Proteinkonzentration in den Ansétzen mit einem
Total-Protein-Test, Biorad, Minchen, bestimmt. Die Konzentration des Antigens bei
Entamoeba histolytica betrug 0,9 mg/ml, bei Entamoeba dispar 0,7 mg/ml. Die Ansitze

wurden bei =70 °C aufbewahrt.

Antigenanlagerung:

Das Antigenmaterial wurde so in Carbonatpuffer verdiinnt, dass eine Konzentration der
Flachbodenplatte von 1pg/ Cup fiir Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar erreicht
wurde. Zur Anlagerung des Antigens wurde fur 16 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
Die Flachbodenplatte wurde dreimal mit Tween 20-Waschldsung (0,01 %) gewaschen.
Zwischen jedem Waschgang wurde die Platte kréftig auf FlieBtlichern ausgeklopft. Dem
schloss sich eine Inkubation mit Blockpuffer fir eine Stunde bei 37 °C an. Schlief’lich
wurde noch einmal mit Tween 20-Waschloésung gewaschen. Dann war es mdoglich, die

Flachbodenplatte einzufrieren, um den Arbeitsvorgang zu unterbrechen.

Antigen-Antikorper-Reaktion:
Fur die Antikorperbestimmung wurde das Patientenserum 1:100 mit Verdiinnungspuffer
versetzt und eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die Flachbodenplatte

wieder mit Tween 20-Waschlésung gewaschen.

Neben den zu bestimmenden Patientenseren wurde zusatzlich eine Pufferkontrolle, eine
Negativkontrolle mit Serum, die keine Antikérper gegen Entamoeba histolytica und

Entamoeba dispar aufwies und eine Positivkontrolle (Kontrolle mit dem Entamoeba



4)

5)

6)
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histolytica-Referenzstamm HM-1. IMSS bzw. Entamoeba dispar Referenzstamm SAW

1734) jeweils doppelt angesetzt, so dass eine Auswertung méglich war.

Einsetzen des Konjugates:

Das Konjugat bestehend aus Anti-human-lgG-Kaninchen-Antikorper und alkalischer
Phosphatase wurde 1: 30000 mit Verdunnungspuffer versetzt (1 pl Konjugat auf 30 ml
Puffer) und in die Cups der Flachbodenplatte gegeben. Nach einer Inkubation von einer
Stunde bei Raumtemperatur, wurde die Platte wieder mit Tween 20-Waschlésung

gewaschen.

Zufuhren von Substrat und Extinktionsmessung:

Paranitrophenylphosphat wurde in einer Konzentration von 26,4 mg pro 10 ml
Substratpuffer eingesetzt. Nach Zugabe der Substratldsung in die Cups der Flachbodenplatte
wurde im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert bis sich ein Ergebnis in Form einer
deutlichen oder einer leichten Gelbfarbung bei den Positivkontrollen entsprechend fur
Entamoeba histolytica und fir Entamoeba dispar abzeichnete. Die Extinktion wurde bei

405 nm mit einem Spektrophotometer (EL 312 Microplate, Bio-Tek Instruments) gemessen.

Versuchsauswertung:

Wenn die Positivkontrollen fiir Entamoeba histolytica und fir Entamoeba dispar gegen die
Pufferkontrollen (Leerwert) abgeglichen wurden, erhielt man nach ca. 15 bis 25 Minuten
einen Extinktionskoeffizienten zwischen 0,750 bis 0,900. Nun wurde nach erneutem
Messen der Extinktion die Negativkontrollen abgeglichen und man erhielt einen Wert von
0,500 bis 0,650. Die Patientenseren konnten nun abgelesen werden. Ein Ergebnis galt als
positiv, wenn der Wert groRer als 0,100 war. Dieser Wert von 0,100 entsprach in der

vorliegenden Arbeit 10 Antikorpereinheiten.

2.2.12  Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit dem JMP-Programm (Version 3.2.2)

am Institut fir Medizinische Biometrie der Universitat Tubingen. Die methodische Auswertung
orientierte sich an der Fachliteratur von SACHS und LORENZ (SACHS, 1997; LORENZ,
1996).
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3. Ergebnisse

Vorweg sei darauf hingewiesen, dass bel einigen wenigen Personen entweder Fragebdgen und /
oder Blut- und / oder Stuhlproben fehlten, und deshalb unterschiedliche Gesamtzahlen fiir die

Personengruppen resultierten.

31 Ergebnisse der Fragebdgen

3.1.1 Auswertung der personenbezogenen Daten

Insgesamt wurden 265 Personen mit Hilfe von Fragebtgen befragt. Es wurden je zwei
unterschiedliche Fragebtdgen benutzt, ndmlich ein Fragebogen, der u. a. personliche Daten
erfasste und ein anderer, der sich auf die gegebenen Haushaltszustdnde bezog (siehe Seite
116/117). Von den 265 Personen waren 92 aus dem Dorf Hyduelyaz, 67 Personen aus dem Dorf

Kozan und 106 Personen aus dem Dorf Bagpwnar.

Da 11 Fragebdgen bezlglich der Geschlechtsangabe nicht zu verwerten waren, konnte fir die
Statistik nur von einer Gesamtzahl von 254 Personen ausgegangen werden. Das Alter reichte
von acht Monaten bis 85 Jahre, wobei der Mittelwert bei 20,8 Jahren und der Median bei 15
Jahren lag. Die Standardabweichung war 18 (*). Von den 254 Personen waren 111 ménnlichen
Geschlechts (43,7 %) und 143 weiblichen Geschlechts (56,3 %). Tabelle 3.1 gibt die

Altersverteilung in Bezug auf das Geschlecht fir die untersuchte Bevolkerung wieder.

Im Dorf Hydwelyaz lag der Altersmittelwert der Untersuchten bei 20,7 Jahren (0=17,4); im
Dorf Kozan lag er bei 19,4 Jahren (0=20,3) und im Dorf Bagpwar bei 21,7 Jahren (0=17,1).
Von den 92 Personen aus Hyduelyaz waren 42 mannlichen Geschlechts (46 %) und 50
weiblichen Geschlechts (54 %). In Kozan lag der Anteil ménnlicher Individuen bei 39 (61 %)
und weiblicher Individuen bei 25 (39 %). In Bagpwar setzte sich die Anzahl der Untersuchten
aus 68 Personen weiblichen Geschlechts (69 %) und 30 mannlichen Geschlechts (31 %),

zusammen (siehe Tabelle 3.2).

(*) x = arithmetischer Mittelwert; = Median; o© = Standardabweichung
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Tabelle 3.1: Geschlechtshezogene Altersverteilung bel den Untersuchten
mannlich weiblich gesamt
Altersgruppen
in Jahren absolut in % absolut in % absolut in %
0-5 20 18 20 14 40 16
6-10 22 20 28 20 50 20
11-15 21 19 18 13 39 15
16-20 14 13 20 14 34 13
21-25 7 6 13 9 20 8
26-30 6 5 9 6 15 6
31-35 5 5 4 3 9 4
36-40 8 7 6 4 14 6
41-45 1 1 5 4 6 2
46-50 0 0 3 2 3 1
51-55 3 3 4 3 7 3
>55 4 4 13 9 17 7
gesamt 111 100 143 100 254 100
Tabelle 3.2: Geschlechtsbezogene Altersverteilung bei den Untersuchten in Hydrelyaz,
Kozan und Bagpwar
Alters- Hyduelyaz Kozan Bagpwar
gruppen
in mannlich weiblich mannlich weiblich mannlich weiblich
Jahren | apsolut| in % |absolut| in % |absolut| in % |absolut| in % |absolut| in % |absolut| in %
0-5 8 19 3 6 9 23 9 36 3 10 8 12
6-10 10 24 8 16 9 23 7 28 3 10 13 19
11-15 | 11 26 8 16 3 8 1 4 7 23 9 13
16-20 5 12 7 14 5 13 0 0 4 13 13 19
21-25 3 7 7 14 2 0 0 2 7 6 9
26-30 0 0 6 12 2 0 0 4 13 3 4
31-35 0 0 0 0 1 0 0 4 13 4 6
36-40 0 0 2 4 7 18 2 8 1 3 2 3
41-45 0 0 3 6 0 0 0 0 1 3 2 3
46-50 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 4
51-55 3 7 2 4 0 0 2 8 0 0 0 0
>55 2 5 4 8 1 3 4 16 1 3 5 7
gesamt | 42 | 100 | 50 | 100 | 39 | 100 | 25 | 100 | 30 | 100 | 68 | 100




ERGEBNISSE

Von insgesamt 253 Personen gaben 69 Personen (27,3 %) akute gastrointestinale Symptome an.
Von diesen nannten acht Personen (12 %) eine ,,Diarrh6“, 57 Personen (83 %) ,,Bauch-
schmerzen® und acht Personen (12 %) Symptome, die trotz eingehender Fragen der Untersucher
nicht einer genau definierbaren gastrointestinalen Symptomatik zuzuordnen waren. Aus den
Mehrfachnennungen folgt, dass von den bereits aufgezéhlten Untersuchten zwei (3 %) ,,Diarrho*
und ,,Bauchschmerzen* und zwei andere (3 %) ,,Bauchschmerzen* und weitere nicht genau
definierbare Symptome hatten. Von den acht Personen mit ,Diarrhé“ nannten drei eine
»Schleimige Diarrhd®, vier erwdhnten ,,Fieber*, zwei ,,.Bauchschmerzen“ und zwei gaben an,
dass sich ihre ,,Diarrh6* durch einen plétzlichen Beginn manifestiert hatte. Bei zwei dieser acht
Falle bestand die ,,Diarrhd“ mit Sicherheit weniger als zehn Tage, bei zwei anderen l&nger als
zehn Tage. Von den 57 Personen, die an ,,Bauchschmerzen* litten, nannten 32 (46 %) auch
»Fieber”, und zwei (3 %) wussten von sich, dass sie Parasitentrédger seien, konnten jedoch die
Art bzw. Arten nicht prazisieren. Uber die 253 Untersuchten sei noch zu berichten, dass bei
zwei Personen Salmonellen nachgewiesen wurde. Eine von diesen beiden hatte ,,Fieber”.
Weitere acht Personen von den 253 hatten nur ,,Fieber”, und zwei Personen waren Parasiten-
trager konnten jedoch die Art bzw. Arten nicht prézisieren. Keiner der untersuchten Personen

war Blutbeimengungen oder Blutauflagerungen im Stuhl aufgefallen.

Auffallend bei der Analyse der Symptomangaben der untersuchten Dorfbewohner war die
Haufung der akuten gastrointestinalen Symptome in Hydwelyaz und Bagpwar im Verhéltnis zu
Kozan. Von den in Hyduelyaz untersuchten 92 Personen zeigten 35 Personen akute
gastrointestinale Symptome. In Bagpwnar zeigten 31 von 98 Personen diese Symptome, und in

Kozan waren es nur 3 von 63 Personen.

Von den 253 Untersuchten gaben 40 Personen (15,8 %) an, dass sie an systemischen
Krankheiten (,,anderen Krankheitssymptomen®) leiden. ,,Bluthochdruck” wurde dreimal,
»Diabetes mellitus“, ,,Bronchitis“ sowie ,Kopfschmerz* wurden zweimal, ,Arthrose”,
.srheumatoide Arthritis“, ,,Nierensteinleiden®, ,,Nierenschmerzen®, ,,Hamorrhoiden*, ,,Anosmie*
und ,,Cholelithiasis /Nierenzysten* wurden jeweils einmal genannt. Weitere 24 Personen (9,5 %)
erwéhnten systemisch erkrankt zu sein, verschwiegen aber, um welche Krankheiten es sich

dabei handelte. Keiner der Untersuchten nahm regelméiig Medikamente ein.

312 Ergebnisse aus 6konomischen und sozialen Daten

Aus 253 Fragebtgen konnten Auswertungen fiir 6konomische und soziale Daten erhoben

45



ERGEBNISSE 46

werden. Unter den 121 Erwerbstatigen waren 65 Hausfrauen (53,7 %), 26 Bauern (21,5 %),
7 Arbeiter (5,8 %), ein Angestellter (0,8 %) und 12 ,sonstige” nicht naher bezeichnete

Erwerbstatige (9,9 %). Von den Erwerbsféhigen waren 10 Personen (8,3 %) arbeitslos.

Das monatliche Einkommen eines Haushaltes betrug im Durchschnitt 9,9 Millionen Tirkische
Lira (TL). Das monatliche Durchschnittseinkommen lag in Hydwelyaz bei 20,5 Mio. TL, in
Kozan bei 10,2 Mio. TL und in Bagpwar bei 1,2 Mio. TL. Das niedrigste Einkommen pro Kopf
hatte ein 20-Personen-Haushalt in Bagpwar (0 Mio. TL), das hochste ein acht Personen
Haushalt in Hydwelyaz (30 Mio. TL). Im September 1996 war eine Mio. TL ungefahr 10 DM.

Von den insgesamt 62 ausgewerteten Haushalten, wobei Haushalt und Familie als gleich-
bedeutend zu sehen ist, lag die GroRe bei einer bis 28 Personen. Ein Haushalt hatte im
Durchschnitt zehn Mitglieder. Allerdings wurden im Mittel nur vier Personen pro Haushalt
untersucht. Fur die einzelnen Dorfer lagen die Zahlen beziiglich der HaushaltsgréRe wie
folgend: Hydwelyaz: 4 bis 16 Personen (x = 8,8) * ; Kozan: 5 bis 28 Personen (x =13,0);
Bagpuwar: 1 bis 12 Personen (X = 6,6).

Die Erhebungsdaten beziglich der Schulbildung sind in Abbildung 3.1 in absoluten Zahlen und
in Prozent angegeben. Dabei wird zwischen ,keine Schulbildung“, ,,Hauptschule®,
,weiterfihrende Schule / Gymnasium® und ,,Universitat* unterschieden. In Abbildung 3.2 sind
diese Daten in Bezug auf jedes der drei untersuchten Dorfer bzw. Hyduwelyaz, Kozan und
Bagpwar wiedergegeben. Bemerkenswert ist der grofle Anteil an Personen, die keine

Schulbildung genossen hatten.

Abbildung 3.1:  Schulbildung in absoluter Zahl der Personen und relativer Haufigkeit

weiterfiihrende
Schule/
Gymnasium:
14

Hauptschule:

129 55%
51,0%
Universitat:
1
0,4 %
keine
Schulbildung:
109
43,1 %

(*) x=arithmetischer Mittelwert
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Abbildung 3.2:  Schulbildung in absoluter Zahl der Personen und relativer Haufigkeit fur

Hyduwelyaz
weiterfilhrende
Schule/
Gymnasium:
6
6,5 %
Hauptschule
48
52,2 %
keine
Schulbildung
38
41,3 %

Abbildung 3.3 Schulbildung in absoluter Zahl der Personen und relativer Haufigkeit fur

Kozan
Universitat
1
1,6 %
weiterfiihrende
Schule/
Gymnasium .
1 keine
1.6 % Schulbildung
45
70,3 %

Hauptschule
17
26,6 %

Abbildung 3.4:  Schulbildung in absoluter Zahl der Personen und relativer Haufigkeit fur

Bagpwar
weiterflrende
Schule/
Gymnasium
7
72 %
keine Schulbildung
46
47,4 %

Hauptschule
44
45,4 %
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3.13 Ergebnisse aus Trinkwasserversorgung, Brauchwasserversorgung

und Hygieneverhalten

Die Daten uber die Herkunft von Trinkwasser und Brauchwasser ergaben sich aus der Aus-
wertung der haushaltsbezogenen Fragebdgen fr 257 Personen. Beziiglich des Hygieneverhalten

konnten lediglich 253 Fragebdgen verwertet werden.

Was die Trinkwasserversorgung betrifft ist Folgendes flr die drei Dorfer zu sagen. In
Hydwelyaz und Kozan hatten zusammengerechnet 152 Personen eine eigene Trinkquelle
(Brunnen), sieben Personen nicht. Diese sieben Personen teilten sich mit Mitgliedern von
anderen Haushalten eine Trinkquelle. Die Trinkwasserversorgung Bagpnars erfolgte aus einer
einzigen Quelle, wobei das hochgepumpte Wasser fiir 58 Personen direkt ins Haus geleitet
wurde, und fiir weitere 40 Personen durch gemeinschaftlich genutzte Leitungen zur Verfligung
stand. Durch diese Besonderheit lasst es sich nicht behaupten, dass irgendeiner der Einwohner
eine eigene Trinkwasserquelle besal’. Die Einwohner dieses Dorfes nutzten eben eine einzige

gemeinsame Quelle.

Alle Haushalte gaben an, ihr Obst und Gemdise vor dem Verzehr zu waschen und keinen rohen

Fisch oder rohes Fleisch zu essen.

Das Brauchwasser zur Bewdasserung der Anbaufelder wurde Uber Kanéle und Leitungen vom
Oberlauf des Tigris den Dorfern Hyduelyaz und Kozan zugeleitet. Bagpwnar bezog sein Wasser
ausschlieBlich aus der oben erwahnten einzigen Quelle, also waren dort Trink- und

Brauchwasser identisch.

Auf die Frage: ,,Waschen Sie sich nach dem Defézieren die Hande?", antworteten 223 Personen
(88,1 %) mit ,,ja“, 30 Personen (11,9 %) mit ,,nein“. Fir Hydwelyaz waren das: 72 ,.ja“ und 19
»hein“, fur Kozan: 53 ,ja“ und 11 ,nein* und flir Bagpwar: 98 ,ja“ und 0 ,nein“
Stichprobenartige Untersuchungen zu den Handewaschvorrichtungen der einzelnen Haushalte
zeigten aber, dass diese oft umstandlich zu bedienen und ein gutes Stiick weit weg von der
Defakationsstelle gelegen waren, oder sogar vollig fehlten. Alle Haushalte hatten eine eigene

Toilette bzw. Defakationsstelle.
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3.2 Stuhlproben

3.2.1 Ergebni sse aus mikroskopischer Untersuchung

Es wurden 265 Stuhlproben gesammelt und im MIF-C-Verfahren (SAPERO & LAWLESS,
1953) auf Amdbben untersucht. Nur bei 15 Proben (5,7 %) wurden unter dem Mikroskop
eindeutig Zysten von Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar und in zwei Féllen auch
Minuta-Formen von Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar gefunden. Magna-Formen
wurden keine gefunden. Bei anderen 102 Proben wurden Zysten von Entamoeba coali,
Entamoeba hartmanni und Jodamoeba butschlii gefunden (siehe Tabellen 3.3 und 3.4). In 76
Proben (28,7 %) wurden mehr als funf, in 26 Proben (9,8 %) funf oder weniger Zysten pro
untersuchtem Stuhlpraparat gefunden, ganz unabhangig davon, ob von Entamoeba coli,
Entamoeba hartmanni oder Jodamoeba bitschlii (siehe Tabelle 3.3). Die absoluten und
relativen Haufigkeiten der ausgewerteten Darmprotozoen-Spezies in der Stuhlmikrokopie sind

in Tabelle 3.3 zusammengestellt.

Tabelle 3.3:  Ergebnisse der Stuhlmikroskopie fiir Hyduelyaz, Kozan, Bagpwar und gesamt

49

Proben Hyduelyaz Kozan Bagpwnar gesamt

infiziert bzw. kontaminiert
mit Entamoeba histolytica / 6 (6,5 %) 3 (4,5%) 6 (57%) | 15 (57 %)
Entamoeba dispar , darunter

auch andere Darmprotozoen *

kontaminiert mit anderen
Darmprotozoen * :

T als 5 Zysten pro Praparat |3 (33%) |8 (11,9%) | 15 (14,2%)| 26 (9,8 %)

> als 5 Zysten pro Préparat 21 (22,8%) |11 (16,4%) | 44 (415%)| 76 (28,7 %)

insgesamt 24 19 59 102

ohne Darmprotozoen * und
keine Entamoeba histolytica/ |62 (67,4 %) |45 (67,2%) | 41 (38,7 %) | 148 (55,9 %)
Entamoeba dispar

Gesamtzahl 92 (100%) |67 (100%) |106 (100 %) |265 (100 %)

* Entamoeba coli, Entamoeba hartmanni, Jodamoeba biitschlii
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Tabelle 3.4 Ergebnisse der Stuhlmikroskopie fiir Hydwelyaz, Kozan, Bagpwar und
gesamt hinsichtlich anderer Darmprotozoen-Spezies
Anzahl der Proben
Spezies
Hyduwelyaz Kozan Bagpwar gesamt
Entamoeba coli 20 15 42 77
Entamoeba hartmanni 0 1 2 3
Jodamoeba butschlii 2 0 2 4
Entamoba coli und 0 0 1 1
Entamoeba hartmanni
Entamoeba coli und 2 3 12 17
Jodamoeba bitschlii
Entamoeba hartmanni 0 0 0 0
und Jodamoeba butschlii
gesamt 24 19 59 102

Da laut Protokoll (siehe Abschnitt 2.2.3) nicht nur alle Stuhlproben angeziichtet werden sollten,

in denen Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar mikroskopisch vorgefunden wurde, sondern

auch die Proben mit mehr als 5 Zysten anderer Darmprotozoen bzw. Entamoeba coli,

Entamoeba hartmanni und Jodamoeba bdtschlii, wurden von den 265 Proben 91 (34,3 %) fiir

die Kulturanziichtung nach ROBINSON verwendet. Diese Anzahl von 91 Proben ergab sich aus

den 15 Proben, die mit Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar kontaminiert waren, und

weiteren 76 Proben, die mehr als 5 Zysten pro Prdparat von Entamoeba coli und / oder

Entamoeba hartmanni und / oder Jodamoeba butschlii aufwiesen (siehe Tabelle 3.5).
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Tabelle 3.5: Gesamtanzahl der Proben fiir die Kulturanziichtung nach ROBINSON
Proben Hyduelyaz Kozan Bagpwar gesamt
infiziert bzw. kontaminiert
mit Entamoeba histolytica / 6 (6,5%) 3 (4,5 %) 6 (57%) | 15 (57 %)

Entamoeba dispar , darunter
auch andere Darmprotozoen *

kontaminiert mit anderen
Darmprotozoen * :
> als 5 Zysten pro Préparat

21 (22,8 %)

11 (16,4 %)

44 (41,5 %)

76 (28,7 %)

Gesamtproben fur Anzucht:

27 (29,3 %)

14 (20,9 %)

50 (47,2 %)

91 (34,3 %)

* Entamoeba coli, Entamoeba hartmanni, Jodamoeba bditschlii

322

Von 91 Stuhlproben war die Anzucht bei 53 Stuhlproben (58 %) mdglich. Eine ausreichende
Vermehrung der Amgben zur Testdurchfihrung fir die Hexokinase-lsoenzymauftrennung und
Riboprinting-Polymerase-Kettenreaktion gelang bei 42 Stuhlproben (46 %). Die Ergebnisse der
Kultivierung sind fir die drei Dorfer Hydwelyaz, Kozan und Bagpwar in der Tabelle 3.6

dargestellt.

Tabelle 3.6

Ergebnisse der Anzucht

Anwuchsraten, dargestellt fir Hydwelyaz, Kozan und Bagpnar

Hyduelyaz Kozan Bagpwnar gesamt
Anzahl gelungener Anziichtungen 15 10 28 53
Proben fiir die Hexokinase-Isoenzym- 9 9 24 42
auftrennung und r-PCR

r-PCR

Riboprinting-Polymerase-Kettenreaktion
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3.3 Ergebnisse der Hexokinase-1soenzymauftrennung, der
Riboprinting-Polymerase-K ettenreaktion und der
kolorimetrischen Polymerase-K ettenreaktion

331 Ergebnisse der Hexokinase-1soenzymauftrennung

Fur die Hexokinase-1soenzymauftrennung konnten 42 Proben aufbereitet werden (siehe Tabelle
3.6). In zwei dieser Proben (5 %) wurde das fir Entamoeba histolytica typische Bandenmuster
nachgewiesen. Weitere 24 Proben (57 %) zeigten das fir Entamoeba dispar typische
Bandenmuster. Eine Probe (2 %) wies mit zwei Doppelbanden auf eine Doppelinfektion mit

Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar hin. Weitere 15 Proben (36 %) waren negativ.

Die Verteilung von Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar auf Hyduelyaz, Kozan und
Bagpwnar ergab folgende Ergebnisse:

Hyduelyaz (9 untersuchte Stuhlproben): Entamoeba histolytica 0 Personen

Entamoeba dispar 8 Personen
negativ 1 Person
Kozan (9 untersuchte Stuhlproben): Entamoeba histolytica 1 Person
Entamoeba dispar 3 Personen
negativ 5 Personen

Bagpnar (24 untersuchte Stuhlproben): Entamoeba histolytica 1 Person
Entamoeba dispar 13 Personen
Doppelinfektion 1 Person

negativ 9 Personen
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332 Ergebnisse der Riboprinting-Polymerase-K ettenreaktion

Insgesamt wurden 42 aufbereitete Proben der Riboprinting-Polymerase-K ettenreaktion (r-PCR)
zugeflhrt (siehe Tabelle 3.6). Davon zeigte eine Probe (2 %) das Entamoeba histolytica-
Bandenmuster, 25 Proben (60 %) das Entamoeba dispar-Bandenmuster und 16 Proben (38 %)
ein negatives Ergebnis.

Die Verteilung von Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar auf Hyduwelyaz, Kozan und

Bagpwnar ergab folgende Ergebnisse:

Hyduelyaz (9 untersuchte Stuhlproben): Entamoeba histolytica 0 Personen

Entamoeba dispar 8 Personen
negativ 1 Person
Kozan (9 untersuchte Stuhlproben): Entamoeba histolytica 0 Personen
Entamoeba dispar 7 Personen
negativ 2 Personen

Bagpuwnar (24 untersuchte Stuhlproben): Entamoeba histolytica 1 Person
Entamoeba dispar 10 Personen
negativ 13 Personen

3.33 Ergebnisse der kol orimetrischen Polymerase-K ettenreaktion
aus Stuhlproben

Zur Unterscheidung von Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar durch die
kol orimetrische Polymerase-K ettenreaktion blieb in 47 Proben ausreichend Stuhlmaterial Gbrig.
In den 47 Proben wurde null mal Entamoeba histolytica, sieben mal Entamoeba dispar und 40
mal ein negatives Ergebnis nachgewiesen (siehe Tabelle 6.1).
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Die Verteilung von Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar auf Hyduelyaz, Kozan und

Bagpwnar ergab folgende Ergebnisse:

Hyduelyaz (20 untersuchte Stuhlproben):  Entamoeba histolytica 0 Personen

Entamoeba dispar 2 Personen
negativ 18 Personen
Kozan (13 untersuchte Stuhlproben): Entamoeba histolytica 0 Personen
Entamoeba dispar 3 Personen
negativ 10 Personen

Bagpnar (14 untersuchte Stuhlproben): Entamoeba histolytica 0 Personen
Entamoeba dispar 2 Personen
negativ 12 Personen

3.34 Gesamtergebnis aus der Hexokinase-1soenzymauftrennung,
der Riboprinting-Polymerase-K ettenreaktion und
der kolorimetrischen Polymerase-K ettenreaktion

Die Anwendung verschiedener Differenzierungsmethoden (Hexokinase-1soenzymauftrennung,
Riboprinting-Polymerase-K ettenreaktion, kol orimetrische Polymerase-K ettenreaktion) ergab fur
etliche Proben nicht tbereinstimmende Ergebnisse, was die Infektion mit Entamoeba histolytica
bzw. die Kontamination mit Entamoeba dispar betrifft. Da jedoch die Festlegung eines
Endresultates fir diese Studie erst recht fur die klinische Anwendung erforderlich war, wurde

folgende Richtlinie festgel egt:

* Eine Probe galt als mit Entamoeba histolytica infiziert bzw. mit Entamoeba dispar
kontaminiert, wenn mindestens eine der drei Methoden ein positives Ergebnis lieferte,
gleichglltig ob die anderen zwei Methoden ein negatives Ergebnis lieferten oder gar nicht

angewandt wurden.
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e Waurde mit Hilfe der drei Methoden, unabhangig ob mit derselben oder unterschiedlicher
Methoden, Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar in derselben Probe nachgewiesen,

so galt dies als eine Doppelinfektion.

» Eine Probe galt als negativ, wenn bei keiner der drei Methoden ein positives Ergebnis

erzielt wurde, gleichgultig wie viele Methoden angewandt wurden.

Hieraus ergeben sich folgende Endergebnisse: drei Entamoeba histolytica, 35 Entamoeba
dispar, eine Doppelinfektion und 32 negative Ergebnisse (siehe Tabelle 6.1). Aus den 265
untersuchten Stuhlproben errechnet sich fur die Bevolkerung der untersuchten Region eine

Prévalenz von 1,1 % fur Entamoeba histolytica und von 13,6 % fiir Entamoeba dispar.

34 Ergebnisse aus der Antikérperbestimmung

Aus 251 Seren wurden Ergebnisse mit Hilfe eines ELISAs zur Bestimmung der Menge
vorhandener Antikorper gegen Rohantigen von Entamoeba histolytica bzw. Entamoeba dispar
gewonnen. Die Antikdrperbestimmung gegen Rohantigen von Entamoeba dispar war bei zwei

Proben nicht méglich, sodass sich die Ergebnisse nur auf 249 Seren beziehen.

Fur die Antikdrperkonzentration wurde ein Grenzwert von 10 Antikdrpereinheiten (AKE)

festgelegt. Ein Ergebnis von 11 und mehr AKE galt als positiv.

Insgesamt wiesen 36 Personen Antikorper gegen Entamoeba histolytica auf. Die Werte der
Antikorperkonzentration lagen zwischen 11,1 und 54,2 AKE (x = 22,6; pu= 20,3; o= 10,6) * .
Bezogen auf die 251 untersuchten Personen errechnet sich somit eine Seroprévalenz von 14,3 %
fiir Entamoeba histolytica. Antikérper gegen Entamoeba dispar wiesen insgesamt 114 Personen
auf, wobei die Werte der Antikérpermenge von 11,9 bis 154,9 AKE reichten (x= 45; u= 36,6;
0=31,7). In Bezug auf die 249 untersuchten Personen ergibt dies eine Seropravalenz von 45,8 %
fiir Entamoeba dispar. Die entsprechenden Serumwerte der Antikorperbestimmungen sind fir

die drei Dorfer Hydwelyaz, Kozan, Bagpwnar und insgesamt in der Tabelle 3.7 dargestellt.

(*)  x=arithmetischer Mittelwert; = Median; ¢ = Standardabweichung
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Tabelle 3.7 Ergebnisse der Antikdrperbestimmung flr die Dorfer Hydwelyaz, Kozan,

Bagpwnar und insgesamt

56

Hyduwelyaz Kozan Bagpwar insgesamt

Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak
gegen | gegen | gegen | gegen | gegen | gegen | gegen | gegen
E.h. E.d. E.h. E.d. E.h. E.d. E.h. E.d.

Personen 9 22 8 36 19 56 36 114

Minimum in AKE | 11,2 11,9 15,5 141 11,1 11,9 111 11,9

Median (p) in 14,8 21,2 19,2 46,5 21,3 37,5 20,3 36,6
AKE
Maximum in 41,4 146 28,5 112,2 54,2 154,9 54,2 154,9
AKE

arithmetischer
Mittelwert (X) in
AKE

19,7 311 20,3 49,9 24,9 47,4 22,6 45,0

Standardab- 10,4 29,1 4,6 28,9 12,3 33,3 10,6 31,7
weichung (0)

Seropravalenz in 10,0 24,2 12,5 59,0 19,6 57,7 14,3 45,8
% der Dorfer

bzw. insgesamt *

* berechnet aus 251 Seren, die auf Antikdrper gegen Entamoeba histolytica,
bzw. 249 Seren, die auf Antikdrper gegen Entamoeba dispar untersucht
wurden

Ak gegen E.h. Antikorper gegen Entamoeba histolytica davon einige mit Antikérper gegen
Entamoeba dispar vgl. Tabelle 3.8

Ak gegen E.d. Antikérper gegen Entamoeba dispar davon einige mit Antikdrper gegen
Entamoeba histolytica vgl. Tabelle 3.8

AKE Antikdrpereinheiten

Von den 251 Untersuchten hatten lediglich sieben Personen (2,8 %) ausschlieflich gegen
Entamoeba histolytica Antikdrper. Antikdrper nur gegen Entamoeba dispar hatten dagegen 85
von den 249 untersuchten Personen (34,1 %). Antikdrper gegen beide Spezies wiesen 29
Personen (11,6 %) der 249 Untersuchten auf. AufRerdem hatten 128 Personen (51,4 %) der 249
Untersuchten weder Antikérper gegen Entamoeba histolytica noch gegen Entamoeba dispar
(siehe Tabelle 3.8).
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Tabelle 3.8 Ergebnisse der Antikdrperbestimmung
Antikorper | Antikorper | Antikorper Antikorper | Antikorper | keine
gegen gegen gegen b gegen gegen Anti-
Entamoeba
Entamoeba | Entamoeba | histolytica Entamoeba | Entamoeba | kdrper
. . : (E.h.) und . . .
histolytica | dispar Entamoeba histolytica | dispar
(ausschlieBlich)|(ausschlieglich) - 4ISP&r (E.d.) | (insgesamt)) (insgesamt)
(Eh) | (Ed)
Personen 7 85 29 36 114 128
Minimum in 11,2 11,9 11,1 | 150 11,1 11,9
AKE
Median () 13,8 29,3 214 | 71,7 20,3 36,6
in AKE
Maximum in 25,2 93,1 54,2 | 154,9 54,2 154,9
AKE
Arithmetischer 15,4 34,9 243 | 75,2 22,6 45
Mittelwert (X)
in AKE
Standardab- 5 20,4 10,9 | 39,3 10,6 31,7
weichung (o)
in % aller 2,8 34,1 11,6 14,3 45,8 51,4
untersuchten
Personen *
* berechnet aus 251 untersuchten Seren auf Antikdrper gegen Entamoeba
histolytica bzw. 249 untersuchten Seren auf Antikorper gegen Entamoeba dispar
35 Vergleich der Ergebnisse der verschiedenen Methoden
351

Vergleich der stuhlmikroskopischen Untersuchung von

Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar, Entamoeba coli,
Entamoeba hartmanni und Jodamoeba butschlii

In den 15 Proben, in welchen Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar eindeutig in der

Stuhlmikroskopie nachgewiesen wurde (siehe Abschnitt 3.2.1), fand sich

regelmaRig

57
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Entamoeba coli. Entamoeba hartmanni und Jodamoeba butschlii hingegen wurden in den

genannten 15 Proben jeweils nur einmal beobachtet, siehe Tabelle 3.9.

Tabelle 3.9: Stuhlmikroskopischer Nachweis von Entamoeba histolytica / Entamoeba

dispar im Vergleich zu anderen Darmprotzoen-Spezies bezogen auf

Hydirelyaz, Kozan, Bagpinar und gesamt

58

Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar

Stuhlproben
Hyduwelyaz Kozan Bagpwar gesamt

Entamoeba coli 5 3 5 13
Entamoeba hartmanni 0 0 0 0
Jodamoeba bdtschlii 0 0 0 0
Entamoeba coli und 0 0 1 1
Entamoeba hartmanni
Entamoeba coli und 1 0 0 1
Jodamoeba bdtschlii
Entamoeba hartmanni 0 0 0 0
und Jodamoeba butschlii
gesamt 6 3 6 15

3.5.2 Vergleich der Ergebnisse der Hexokinase-1soenzymauftrennung,

der Riboprinting-Polymerase-K ettenreaktion und der

kolorimetrischen Polymerase-K ettenreaktion

Die Ergebnisse der drei Differenzierungsmethoden wurden zuerst fiir je zwei Methoden

verglichen. In einem zweiten Schritt wurden dann alle drei Methoden miteinander verglichen,

waobei allerdings die Anzahl der vergleichbaren Proben viel geringer war.

In der Tabelle 3.10 wird der paarweise Vergleich der drei Methoden wiedergegeben. Dabei wird

die Ubereinstimmung der vergleichbaren Proben absolut und in Prozent dargestellt. Fir den
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Vergleich der Hexokinase-lsoenzymauftrennung mit der Riboprinting-Polymerase-K etten-
reaktion konnten 42 Proben herangezogen werden, fur den Vergleich der Hexokinase-
Isoenzymauftrennung bzw. der Riboprinting-Polymerase-Kettenreaktion mit der kolorimet-
rischen Polymerase-Kettenreaktion jedoch jeweils nur 19 Proben. Als Beispiel sei der Vergleich
zwischen den Entamoeba dispar-Ergebnissen der Hexokinase-Isoenzymauftrennung und der
Riboprinting-Polymerase-Kettenreaktion erwahnt. Mit den beiden genannten Methoden wurden
aus 42 Proben 32 positiv auf Entamoeba dispar getestet. Allerdings waren von den 32 positiven

Proben nur 17 tibereinstimmend. Dies ergibt eine Ubereinstimmung von 17 in 32, also von 53 %.

Tabelle 3.10 Ubereinstimmung von je zwei Differenzierungsmethoden hinsichtlich ihrer
Ergebnisse
Ubereinstimmung
Ergebnisse Isoenzym / r-PCR Isoenzym / k-PCR r-PCR / k-PCR
absolut in % absolut in % absolut in %
Entamoeba 0/3 0 0/2 0 0/1 0
histolytica
Entamoeba 171732 53 3/11 27 4713 31
dispar
Entamoeba
histolytica und 170 0 170 0
Entamoeba
dispar
negativ 7124 29 5/16 31 5/15 33
Isoenzym Hexokinase-Isoenzymauftrennung
r-PCR Riboprinting-Polymerase-Kettenreaktion
k-PCR kolorimetrische Polymerase-Kettenreaktion

Fur den gleichzeitigen Vergleich der drei Differenzierungsmethoden untereinander konnten
lediglich 19 Proben herangezogen werden, da von den getesteten Stuhlproben nur 19 identisch

waren. Die vergleichbaren Ergebnisse sind in der Tabelle 3.11 dargestellt.
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Tabelle 3.11 Ubereinstimmung der drei Differenzierungsmethoden hinsichtlich ihrer
Ergebnisse
Gruppierung der Proben L"J-berein-
Anzahl stimmung
Hexokinase- | Riboprinting- | kolorimetrische | der absolut | in %
Protozoen-Spezies | lsoenzym- | Polymerase- | Polymerase- Proben
auftrennung | Kettenreaktion | Kettenreaktion
E.h. neg neg 2
Entamoeba histolytica Eh+Ed Eh. neg 1 0/3 0%
E.d. E.d. E.d. 3
E.d. E.d. neg 5
Entamoeba dispar E.d. neg neg 2 3/15 | 20%
neg E.d. E.d. 1
neg E.d. neg 4
Entamoeba histolytica | E.h.+E.d. E.h. neg 1 0/1 0%
und Entamoeba dispar
neg neg neg 1
neg E.d. neg 4
neg E.d. E.d. 1
negative E.h. neg neg 2 1/16 | 6%
E.d. E.d. neg 5
E.d. neg neg 2
E.h.+E.d. E.h. neg 1
E.h. Entamoeba histolytica
E.d. Entamoeba dispar

neg negativ
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Nimmt man die Ergebnisse der r-PCR-Methode als Referenz und errechnet fur die Hexokinase-
Isoenzymauftrennung die Sensitivitdt und Spezifitat flir Entamoeba histolytica / Entamoeba
dispar, so erhélt man 69 % Sensitivitdt und 44 % Spezifitat. Wird jedoch die Hexokinase-
Isoenzymauftrennung als Referenz-Methode genommen, errechnet sich eine Sensitivitadt von
67 % und Spezifitat von 47 % fir die r-PCR-Methode. Unter Referenznahme der Hexokinase-
Isoenzymauftrennung bzw. der r-PCR-Methode errechnet sich eine Sensitivitit von 23 % bzw.
28 % und eine Spezifitat von 83 % bzw. 100 % flr die k-PCR-Methode.

353 Vergleich der Ergebnisse der Hexokinase-1soenzymauftrennung,
der Riboprinting-Polymerase-K ettenreaktion und der kol orimet-

rischen Polymerase-K ettenreaktion mit der Serumuntersuchung

Fur die nachfolgenden Vergleiche konnten die Ergebnisse von 235 Personen Ubernommen

werden.

Um die Ergebnisse der Hexokinase-lsoenzymauftrennung, der Riboprinting-Polymerase-Ketten-
reaktion und der kolorimetrischen Polymerase-Kettenreaktion mit den Ergebnissen der
Serumuntersuchung besser vergleichen zu kénnen, wurden alle Ergebnisse in der Tabelle 6.1
zusammengefasst (siehe auch Abschnitt 3.3.4). AuBRerdem werden in Tabelle 3.12 noch die
Zahlen der Personen mit Antikérpern gegen Entamoeba histolytica und / oder Entamoeba
dispar angegeben, deren Proben auch mit Hilfe der Hexokinase-lsoenzymauftrennung, der
Riboprinting-Polymerase-Kettenreaktion und der kolorimetrischen Polymerase-Kettenreaktion

untersucht wurden.

Von sieben Personen, die ausschlieBlich Antikdrper gegen Entamoeba histolytica aufwiesen,
wurde mit Hilfe der drei oben genannten Differenzierungsmethoden einmal Entamoeba dispar
vorgefunden. VVon 79 Personen, die ausschlieBlich Antikérper gegen Entamoeba dispar gebildet
hatten, war in Stuhlproben von 12 Personen Entamoeba dispar nachweisbar. Unter 29 Personen,
welche Antikdrper gegen Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar aufwiesen, fanden sich
durch die oben genannten Differenzierungsmethoden zwei Personen mit Entamoeba histolytica,
13 mit Entamoeba dispar und eine mit einer Doppelinfektion. Unter 120 Personen, welche
keine Antikdrper gegen Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar zeigten, fand sich

Entamoeba dispar in den Stuhlproben von neun Personen. In Tabelle 3.12 sind Personen mit
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Antikdérpern gegen Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar im Vergleich der Ergebnisse
der Hexokinase-lsoenzymauftrennung, der Riboprinting-Polymerase-Kettenreaktion und der

kolorimetrischen Polymerase-Kettenreaktion wiedergegeben.

Tabelle 3.12: Ergebnisse der Antikdrperbestimmung der Personen in Bezug auf die
Ergebnisse der Differenzierungsmethoden (Hexokinase-
Isoenzymauftrennung, Riboprinting-Polymerase-Kettenreaktion und

kolorimetrische Polymerase-Kettenreaktion)

Ergebnisse der r-PCR,
Isoenzymbestimmung und k-PCR
E.h. E.d. |Doppelinfektion: | negativ |nicht gesamt
E.h. und E.d. ntersucht

Antikdrper 0 1 0 2 4 7
gegen E.h.
ausschlieBlich
Antikorper 0 12 0 13 54 79
gegen E.d.
ausschlieBlich
Antikdrper gegen 2 13 1 2 11 29
E.h. und E.d.
keine Antikorper 0 9 0 13 98 120
gesamt 2 35 1 30 167 235

r-PCR Riboprinting-Polymerase-Kettenreaktion
k-PCR  kolorimetrische Polymerase-Kettenreaktion
E.h. Entamoeba histolytica

E.d. Entamoeba dispar
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3.54 Vergleich der Ergebnisse der Hexokinase-1soenzymauftrennung,
der Riboprinting-Polymerase-K ettenreaktion und der
kolorimetrischen Polymerase-K ettenreaktion mit den Daten aus

den Fragebtgen und den serologischen Ergebnissen

Fur die Ergebnisse der personenbezogenen Daten wie auch der Daten zur 6konomischen und
sozialen Situation, zur Trinkwasser- sowie Brauchwasserversorgung, zum Hygieneverhalten
und zur Serologie der Probanden sind in allen nachfolgenden Tabellen die Konfidenzintervalle
(KI) der Odds Ratio (OR) auf einem Wahrscheinlichkeitsniveau von a= 0,05 (5 %-Niveau)
angegeben. Signifikante Ergebnisse sind mit dem Symbol * versehen. In einigen Fallen konnten
aus statistischen Griinden u. a. wegen zu geringer Fallzahlen (LORENZ, 1996) keine
Konfidenzintervalle und keine zuverlassigen p-Werte berechnet werden. Hierfir wurde der
Fisher exakte Vierfeldertest angewendet, und die entsprechenden Tabellenzeilen mit dem
Symbol ° gekennzeichnet. Signifikante Ergebnisse (p<0,05) wurden auch in diesem Fall mit

dem Symbol * markiert.

3.5.4.1 Vergleich der Ergebnisse der Hexokinase-Isoenzymauftrennung,
der Riboprinting-Polymerase-Kettenreaktion und der
kolorimetrischen Polymerase-Kettenreaktion mit den

personenbezogenen Daten

Unter ,Infizierte* sind in allen nachfolgenden Tabellen Personen zu verstehen, bei denen der
Nachweis von Entamoeba histolytica und / oder Entamoeba dispar mit Hilfe der Hexokinase-
Isoenzymauftrennung, der Riboprinting-Polymerase-Kettenreaktion (r-PCR) oder der kolorimet-
rischen Polymerase-Kettenreaktion (k-PCR) gelang (siehe Abschnitt 3.3.4). Flr den Vergleich
wurden die Ergebnisse der personenbezogenen Daten und der Hexokinase-lIsoenzym-

auftrennung sowie r-PCR und k-PCR nochmals in der Tabelle 3.13 wiedergegeben.
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Tabelle 3.13: Personenbezogene Daten im Vergleich zu den Ergebnissen der Hexokinase-
I soenzymauftrennung, der r-PCR und der k-PCR mit Angabe der Chancen-
Verhaltnisse (Odds-Ratio) und deren Konfidenzintervalle
Infizierte aller Gbrigen | Odds-Ratio | Fishers
Infizierte pro Gruppen pro exakter
Gesamtzahl der Gesamtzahl der (Konfidenz- | Vier-
Parameter Personen der Gruppe | Personen aller anderen | intervall) | felder-
Gruppen test
absolut in % absolut in %
0-10 | 12/83 | 145% | 26/156 | 16,7 % 0,845
(0,390-1,744)
1120 | 17/69 | 246% | 21/170 | 12,4% 2,319 *
(1,127-4,732)
21-30 | 5/35 | 143% | 33/204 | 162% 0,864
Altersgruppe (0,279-2,221)
31-40 3/22 | 136% | 35/217 16,1 % 0,821 ° 1,000
41-50 1/ 8 125% | 37/231 16,0 % 0,7490 ° 1,000
>50 0/22 0 % 38/217 17,5% 0° 0,029 *
gesamt | 38/239
mannlich | 15/103 | 14,6% | 23/137 | 16,8% 0,845
(0,387-1,623)
Geschlecht |\ veiblich | 23/137 | 168% | 15/103 | 14,6 % 1,184
(0,588-2,443)
gesamt | 38/240
akute gastro- ja 7164 | 109% | 31/175 | 17,7% 0,570
. . (0,215-1,278)
intestinale
, nein | 31/175 | 17,7% | 71/64 10,9 % 1,753
Symptomatik (0,768-4,534)
gesamt | 38/239
andere ja 9/40 | 225% | 29/199 | 14,6 % 1,702
. (0,702-3,835)
Krankeits-
nein | 20/199 | 146% | 9/40 | 225% 0,588
symptome ** (0,261-1,424)
gesamt | 38/239
* signifikante Ergebnisse auf einem Wahrscheinlichkeitsniveau von a= 0,05
(5 %-Niveau) bzw. p<0,05
*x vgl. Abschnitt 3.1.1
° keine Konfidenzintervalle berechenbar (vgl. Abschnitt 3.5.4), daher Anwendung

des Fishers exakten Vierfeldertests
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Wiahrend fur 11- bis 20- Jahrige ein signifikant erhohtes Infektions- / Kontaminationsrisiko
(OR=2,319, KI=1,127-4,732) zu verzeichnen war, zeigte sich bei den 41- bis 50- J&hrigen
(OR=0,749) und bei den uber 50- Jahrigen (OR=0) eine gegenléufige Tendenz. Aufgrund des
Wertes der Odds Ratio und dem Ergebnis des Fishers exakten Vierfeldertests (p<0,05) ist bei
der letzteren Altersgruppe ein Schutz vor einer Infektion bzw. Kontamination mit Entamoeba
histolytica / Entamoeba dispar anzunehmen. Die Gruppe der Personen mit akuter gastro-
intestinaler Symptomatik war seltener mit Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar infiziert
bzw. kontaminiert (OR=0,570, KI=0,215-1,278), hingegen die Gruppe der Personen mit
»anderen Krankheitssymptomen* (siehe Abschnitt 3.1.1) haufiger infiziert bzw. kontaminiert
(OR=1,702, K1=0,702-3,835).

3.5.4.2 Vergleich der Ergebnisse der Hexokinase-1soenzymauftrennung,
der Riboprinting-Polymerase-K ettenreaktion und der
kolorimetrischen Polymerase-K ettenreaktion mit den

Okonomischen und sozialen Daten

Im Folgenden sind die Ergebnisse der 6konomischen und sozialen Daten im Vergleich zur
Hexokinase-1soenzymauftrennung, der Riboprinting-Polymerase-K ettenreaktion (r-PCR) und
der kol orimetrischen Polymerase-K ettenreaktion (k-PCR) in Tabellenform wiedergegeben.
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Tabelle 3.14: Okonomische und soziale Daten im Vergleich zu den Ergebnissen der
Hexokinase-1soenzymauftrennung, der r-PCR und der k-PCR mit Angabe
der Chancen-Verhdtnisse (Odds-Ratio) und deren Konfidenzintervalle
Infizierte pro Infizierte aler Odds-Ratio | Fishers
Gesamtzahl der tbrigen Gruppen exakter
Parameter Personender | pro Gesamtzah! der Vier-
Gruppe Personen aller (Konfidenz- | felder-
anderen Gruppen intervall) test
absolut in % absolut in %
Bauer | 3/26 |11,5% | 35/213 |164% | 9063
(0,152-2,042)
Angestellte| 0/1 0% 38/238 | 16,0 % 0 ° 1,000
Arbeiter 1/5 20% | 37/234 | 158% 1,331 ° 0,583
Berufsgruppe| Arbeitdose| 2/10 20% | 36/229 | 157 % 1,340 ° 0,663
Hausfrau | 10/61 | 164% | 28/178 | 1579% | 90
(0,458-2,251)
sonstige 3/11 |273% | 35/228 | 153% | 2,068 ° 0,388
Schiler | 19/125 | 152% | 19/114 | 167% | 116
(0,555-2,242)
gesamt 38/239
<as1MTL| 17/100 | 17,0% | 201123 | 1639% | 19
Einkommen (0,549-2,141)
Yals1MTL| 20/123 | 163% | 17/100 |17,0% | 994
(0,467-1,942)
gesamt 371223
. 0,856
keine 18/121 | 149% | 20/117 | 17,1%
(0,425-1,716)
Bildung |Hauptschule| 18/102 | 17,6% | 20/136 | 14,7% | 12>
9 (0,621-2,517)
weiter-
fihrende 2/14 |143% | 36/224 | 161% | 0875 ° 0,865
Schule /G.
Universitét 0/1 0% | 38/237 | 16,0% 0
gesamt 38/238
<asl1MTL Einkommen kleiner als 1 Million Tirkische Lirapro Kopf eines Haushaltes
im Monat
Yas1IMTL Einkommen von einer Million und mehr Turkische Lira pro Kopf und Monat

o
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keine Konfidenzintervalle berechenbar (vgl. Abschnitt 3.5.4), daher Anwen-
dung des Fishers exakten Vierfeldertests
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Wahrend fur Bauern ein vermindertes Risiko fir eine Infektion bzw. Kontamination mit
Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar bestand (OR=0,663, K1=0,152-2,042), lief3 sich fur
die Personen ,sonstiger Berufsgruppen® (siehe Abschnitt 3.1.2) ein erhdhtes Risiko fur eine
Infektion bzw. Kontamination (OR=2,068) nachweisen, alerdings nicht mit dem Fisher exakten
Vierfeldertest (p>0,5).

3.5.4.3 Vergleich der Ergebnisse der Hexokinase-1soenzymauftrennung,
der Riboprinting-Polymerase-K ettenreaktion und der
kolorimetrischen Polymerase-K ettenreaktion mit den Daten aus

Trinkwasser-, Brauchwasserversorgung und Hygieneverhalten

Im Folgenden sind die Ergebnisse aus Trinkwasserversorgung, Brauchwasserversorgung und
Hygieneverhalten im Vergleich zur Hexokinase-lsoenzymauftrennung der Riboprinting-
Polymerase-K ettenreaktion (r-PCR) und der kolorimetrischen Polymerase-K ettenreaktion
(k-PCR) in Tabellenform wiedergegeben.



ERGEBNISSE 68

Tabelle 3.15: Daten aus Trinkwasser- Brauchwasserversorgung und Hygieneverhalten im
Vergleich zu den Ergebnissen der Hexokinase-1soenzymauftrennung, der
r-PCR und der k-PCR mit Angabe der Chancen-Verhaltnisse (Odds-Ratio)
und deren Konfidenzintervalle

Infizierte aller Konfidenz-
ubrigen Gruppen intervalle
Infizierte pro der Odds-
pro Gesamtzahl der Ratio
Gesamtzahl der
Parameter Personen aller | Odds-
Personen der Ratio
Gruppe anderen Gruppen ggf. Fishers
exakter
absolut | in% | absolut | in% Vleifelder-
est
ja 18/145 | 124% | 20/97 |20,6% | 0,546 |0,269-1,096
eigene nein 20/97 |206% | 18/145 |124% | 1,833 |0,912-3,710
Trinkquelle
gesamt 38 /242
Tigris- 18/152 | 118% | 20/97 |206% | 0,517 |0,256-1,038
Wasser
Brauch-
wasser Gemein-
same Quelle
Q 20/97 | 206% | 18/152 |118% | 1,934 |0,964-3,907
gesamt 387249
Hande- ja 38/209 |182% 0/29 0% °
waschen -
nein 0/29 0% 38/203 | 182% 0 0,006 *
nach dem
Defazieren gesamt 38/238

keine Konfidenzintervalle berechenbar (vgl. Abschnitt 3.5.4)
signifikant auf dem Wahrscheinlichkeitsniveau p<0,05 mit dem Fisher

exakten Vierfeldertest
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Ein vermindertes Risiko fur eine Infektion bzw. Kontamination mit Entamoeba histolytica /
Entamoeba dispar bestand fur die Personen, deren Haushalt Uber eine eigene Trinkquelle
verfiigte (OR=0,546, K1=0,269-1,096), und bei den Personen, die ihr Brauchwasser aus dem
Fluss Tigris bezogen (OR=0,517, KI=0,256-1,038). Ein erhdhtes Risiko fir eine Infektion bzw.
Kontamination bestand also fir die Personen, die keine eigene Trinkquelle hatten, und die

Personen, die ihr Brauchwasser aus einer gemeinsamen Quelle bezogen (vgl. Abschnitt 3.1.3).

Ein Schutz vor einer Infektion bzw. Kontamination mit Entamoeba histolytica / Entamoeba
dispar bestand fur Personen, die sich nach dem Defézieren die Hande nicht wuschen (Fishers
exakter Vierfeldertest, p<0,05). Wie schon in Abschnitt 3.1.3 dargestellt, machte eine
stichprobenhafte Untersuchung der sanitdren Verhaltnisse aber deutlich, dass eine Handewasch-

moglichkeit oft nicht oder nur in unzureichender Weise gegeben war.

3.5.4.4 Vergleich der Ergebnisse der Hexokinase-1soenzymauftrennung,
der Riboprinting-Polymerase-K ettenreaktion und der kol orimet-
rischen Polymerase-K ettenreaktion mit den serologischen Daten

Im Folgenden sind die Ergebnisse aus den serologischen Daten im Vergleich zur Hexokinase-
Isoenzymauftrennung, der Riboprinting-Polymerase-Kettenreaktion (r-PCR) und der kolorimet-

rischen Polymerase-Kettenreaktion (k-PCR) in Tabellenform wiedergegeben.
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Tabelle 3.16: Trager von Anti-Entamoeba histolytica- und Anti-Entamoeba dispar-
Antikorpern im Vergleich zu den Ergebnissen der Hexokinase-
Isoenzymauftrennung, der r-PCR und der k-PCR mit Angabe der Chancen-
Verhdltnisse (Odds-Ratio) und deren Konfidenzintervalle

Infizierte pro Infizierte aler
Gesamtzahl der Ubrigen Gruppen _
Personen der pro Gesamtzahl der Konfidenz-
intervalle
Parameter Gruppe Personen aller Odds- der Odle.
anderen Gruppen Ratio
Ratio

absolut in % absol ut in%

Trager von positiv 17/36 |472% | 21/202 | 10,4% | 7,712 * |3,488-17,253
Anti-
Entamoeba-
histolytica-

negativ 21/202 | 104% | 17/36 | 47,2% |0,129* | 0,058-0,287

Antikorpern

insgesamt | gesamt 38/238

* %

Tragervon | positiv | 28/109 [257% [10/127 |7,9% |4,044* |1,9189,178
Anti-

Entamoeba-

dispar- negativ 10/127 |79% |28/109 25,7% |0,247 * |0,109-0,521

Antikorpern

insgesamt | gecamt | 38/236

* k%

* signifikante Ergebnisse auf einem Wahrscheinlichkeitsniveau von a= 0,05
(5 %-Niveau)
**  davon einige Tréager mit Antikorpern gegen Entamoeba dispar (vgl. Tabelle 3.8)
***  davon einige Trager mit Antikorpern gegen Entamoeba histolytica (vgl. Tabelle
3.8)
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Tréager von Anti-Entamoeba histolytica-Antikorpern hatten ein signifikant hohes Risiko
(OR=7,712, KI=3,488-17,253) mit Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar infiziert bzw.
kontaminiert zu sein. Fir Tréger von Anti-Entamoeba dispar-Antikorpern war das Risiko
ebenfalls signifikant hoch (OR=4,044, K1=1,918-9,178).

355 Vergleich der Ergebnisse der Serumuntersuchung mit den

Fragebogen

Ein Vergleich von Serumuntersuchungen zu Altersgruppen, Geschlecht und akuter
gastrointestinaler Symptome ist in Tabelle 3.17 wiedergegeben. Zur Bewertung der Infektions-
haufigkeiten sind die Konfidenzintervalle (K1) der Odds Ratio (OR) auf einem Wahrscheinlich-
keitsniveau von a= 0,05 (5 %-Niveau) angegeben. Signifikante Ergebnisse sind mit dem
Symbol * versehen. In einigen Fallen konnten aus statistischen Grinden u. a. wegen zu geringer
Fallzahlen (LORENZ, 1996) keine Konfidenzintervalle und keine zuverldssigen p-Werte
berechnet werden. Die entsprechenden Tabellenzeilen wurden mit dem Symbol °

gekennzeichnet und der Fisher exakte Vierfeldertest angewendet.
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Tabelle 3.17: Personenbezogene Daten im Vergleich zu Tragern von Anti-Entamoeba
histolytica- und Anti-Entamoeba dispar-Antikdrpern mit Angabe der
Chancen-Verhaltnisse (Odds-Ratio) und deren Konfidenzintervallen
Tréger von Tréger von
Anti- Anti-
Entamoeba . . Entamoeba ] )
histolytica- Odds-Ratio | Fishers|  gigpar- Odds-Ratio | Fishers
Antikorpern . exakter| Antikorpern . exakter
pro (I_(onfldenz- Vier- pro (I_<onf|denz- Vier-
Gesamtzahl | 'Nervall) i feider-| Gesamtzahl | intervall) | fejder-
der Personen test | der Personen test
der Gruppe der Gruppe
absolut | % absolut | %
0-10 | 12/86 |14 0,946 35/86 | 41 0,739
(0,435-1,967) (0,433-1,251)
11-20 | 12/73 |16 1,254 43/72 | 60 2,245 *
(0,573-2,623) (1,289-3,958)
21-30 | 5/35 |14 0,989 14735 | 40 0,768
(0,319-2,554) 0,364-1,577
Alters- 3140 | 3/23 |13 ° 1,000 [ 7/22 [32 ° 0,188
gruppe 41-50 219 |22 ° 0,621 | 2/9 |22 ° 0,187
>50 2/24 |8 ° 0,545 | 12/24 | 50 1,217
(0,520-2,854)
gesamt | 36 / 250 113/ 248
ménnlich | 14 /109 |13 0,797 43/107 | 40 0,681
(0,380-1,626) (0,408-1,131)
Geschlecht | weiblich | 22/141 |16 1,255 70/141| 50 1,467
(0,615-2,634) (0,884-2,448)
gesamt | 36/ 250 113/248
akute ja 10/68 |15 1,034 22/68 |32 0,468 *
gastro- (0,451-2,219) (0,257-0,833)
intestinale | nein 26/182 |14 0,9667 91/180| 50 2,138 *
gesamt | 36/ 250 113/ 248

signifikante Ergebnisse auf einem Wahrscheinlichkeitsniveau von a= 0,05
(5 %-Niveau)
keine Konfidenzintervalle berechenbar (vgl. Abschnitt 3.5.4)
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Kinder im Alter von 0 bis 10 Jahren und Erwachsene im Alter von 21 bis 30 Jahren schienen
seltener Antikorper gegen Entamoeba dispar zu bilden (OR=0,739, KlI=0,433-1,251 bzw.
OR=0,768, KI=0,364-1,577). Die Altersgruppe der 10- bis 21- J&hrigen hingegen wies
signifikant hohere Antikorpertiter gegen Entamoeba dispar auf (OR=2,245, Kl=1,289-3,958).
Bei dem mannlichen Anteil der Untersuchten waren Antikorper gegen Entamoeba histolytica
bzw. Entamoeba dispar seltener nachweisbar (OR=0,797, KI=0,380-1,626 bzw. OR=0,681,
KI1=0,408-1,131). Personen mit akuten gastrointestinalen Symptomen waren signifikant seltener
Tréger von Anti-Entamoeba dispar-Antikérpern (OR=0,468, K1=0,257-0,833).

Von der Serumuntersuchung sind noch folgende Ergebnisse zu erwdhnen: In den Haushalten
mit einem Einkommen von einer Million und mehr Tirkische Lira pro Kopf und Monat fanden
sich hdufiger Personen, die Tréger von Anti-Entamoeba histolytica-Antikdrpern waren
(OR=1,774, KI=0,832-3,978) als in Haushalten mit einem Einkommen, das geringer als eine
Million Tirkische Lira war (OR=0,564, KI=0,251-1,201). In Bezug auf Trdger von Anti-
Entamoeba dispar-Antikorpern wurde allerdings das Gegenteil beobachtet. Es fanden sich
signifikant weniger Trager von Anti-Entamoeba dispar-Antikdrpern in Haushalten mit einem
Einkommen von einer Million und mehr Turkische Lira (OR=0,551, KI=0,325-0,928) als in
Haushalten mit einem Einkommen unter eine Million Turkische Lira (OR=1,814, KI=1,077-
3,078).

Im jeweiligen Vergleich eines der drei Dorfer zu den anderen beiden zeigte sich Folgendes: In
Hyduelyaz schien die Anzahl der Trager von Anti-Entamoeba histolytica-Antikdrpern und der
Tréger von Anti-Entamoeba dispar-Antikorpern erniedrigt bzw. signifikant erniedrigt zu sein
(OR=0,551, KI=0,2135-1,191 bzw. OR=0,228, KI=0,127-0,401). In Kozan war die
Antikorperbildung gegen Entamoeba dispar signifikant erhéht (OR=2,031, Ki=1,134-3,683),
ebenso in Bagpwmar (OR=2,214, KI=1,322-3,739). In Kozan bestand bei der Bevilkerung eine
verminderte Antikorperbildung gegen Entamoeba histolytica (OR=0,812, K1=0,329-1,811) und
in Bagpwar ein erhOhtes Risiko fur eine Antikorperbildung gegen Entamoeba histolytica
(OR=1,963, KI=0,964-4,037).

In Bagpuwar hatte kein Haushalt eine eigene Trinkquelle (vgl. Abschnitt 3.1.3). Dort hatten, im
Vergleich zu den beiden anderen Dorfern, wo fast alle Haushalte eine eigene Trinkquelle
besalRen, alle Mitglieder der Haushalte haufiger positive Antikorpertiter gegen Entamoeba
histolytica (OR=1,949, KI=0,9589-4,022) bzw. signifikant haufiger positive Antikorpertiter
gegen Entamoeba dispar (OR=2,004, K1=1,205-3,356).
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Personen ohne Schulbildung waren seltener Trager von Anti-Entamoeba histolytica-Antikorpern
und Tréger von Anti-Entamoeba dispar-Antikorpern (OR=0,878, KI=0,430-1,783 bzw.
OR=0,796, K1=0,482-1,313) als Personen mit Schulbildung.

Das Handewaschen nach dem Defazieren fiihrte bei den betroffenen Personen zu einem
signifikant haufigerem positiven Antikdrpertiter fiir Entamoeba histolytica bzw. Entamoeba
dispar (OR=0,190, K1=0,010-0,937, bzw. OR=0,076, KI=0,012-0,264).

3.5.6 Vergleich der Ergebnisse der Hexokinase-1soenzymauftrennung,
der Riboprinting-Polymerase-K ettenreaktion,
der kolorimetrischen Polymerase-K ettenreaktion mit der
untersuchten Bevdélkerung in Hydwelyaz, Kozan und Bagpwar

(Erstellung eines Risikoprofiles)

In den folgenden Tabellen sind die Daten zur Person, zur 6konomischen und sozialen Lage, zur
Trinkwasser- Brauchwassersituation und zum Hygieneverhalten einschlielich der Serumwerte
der Probanden fir Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar jeweils im Verhéltnis zu den
Ergebnissen der Hexokinase-Isoenzymauftrennung, der Riboprinting-Polymerase-Ketten-
reaktion (r-PCR) und der kolorimetrischen Polymerase-Kettenreaktion (k-PCR) wieder-
gegeben. ,,Infiziert“ bedeutet in allen nachfolgenden Tabellen eine Infektion mit Entamoeba
histolytica und / oder die Kontamination mit Entamoeba dispar. Flr eine korrekte statistische
Auswertung war hier der Fisher exakte Vierfeldertest angebracht. Die errechneten Werte sind

fiir die Verteilungen einer Vierfeldertafel (p<0,05) mit dem Symbol * als signifikant markiert.
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3.5.6.1 Vergleich der Ergebnisse der Hexokinase-1soenzymauftrennung,
der Riboprinting-Polymerase-K ettenreaktion, der
kolorimetrischen Polymerase-K ettenreaktion mit den

personenbezogenen Daten

Tabelle 3.18: Personenbezogene Daten im Vergleich zu den Ergebnissen der Hexokinase-
Isoenzymauftrennung, der r-PCR und der k-PCR mit Angabe der Chancen-
Verhaltnisse (Odds-Ratio) und deren Konfidenzintervalle fiir Hydwelyaz,
Kozan und Bagpnar (vgl. Abschnitt 3.5.4.1)

Hyduelyaz Kozan Bagpwnar
Infizierte pro | Fishers | Infizierte pro | Fishers | Infizierte pro |Fishers
Parameter Gesamtzahl ex_akter Gesamtzahl ex.akter Gesamtzahl ex_akter
der Personen | Vier- der Personen | Vier- der Personen | Vier-
der Gruppe |felder- | der Gruppe |felder- | der Gruppe | felder-
absolut| in% |t |absolut| in% |t |absolut| in% |test
0-10 | 0/27 0 0,029 | 6/32 19 0,269 |6/24| 25 |0,776
11-20 | 6/31 19 0,087 1/8 13 1,000 |10/30| 33 |0,106
Alters- 21-30 | 2/16| 13 |1,000 | 0/4 0 |1,000 |3/15| 20 |1,000
gruppe 31-40 | 1/2 50 |0,211 1/9 11 (1,000 |1/11 9 0,444
41-50 | 1/3 | 33 |0,301 0/5 0 0,583
>50 0/11 0 0,604 0/6 0 0,583 0/5 0 0,583
gesamt | 10/90 8/59 20/90
méannlich | 2/40 5 0,175 | 6/35| 17 (0,449 |7/28| 25 (0,785
Geschlecht| weiblich | 8 /50 | 16 2125 8 13/62] 21
gesamt |10/90 8/60 20/90
akute ja 3/33| 9 0,740 | 0/3 0 |1,000 |4/28| 14 |0,281
gastro-
intestinale nein 7157 12 8/56 | 14 16/62| 26
SYmpto- I e camt [ 10790 8759 20790
matik
andere Y| ja [2/11| 18 [0352 | 0/5 | O [1000 |7/24| 29 [0,394
Krankeits- | nein 8/79 10 8/54| 15 13/66| 20
symptome 10/90 8/59 20/90

Y vgl. Abschnitt 3.1.1
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In Hyduelyaz sind Null von 27 Personen (0 %) der 0- bis 10- Jahrigen mit Entamoeba

histolytica / Entamoeba dispar infiziert bzw. kontaminiert, was fir p< 0,05 ein signifikantes

Ergebnis bedeutet.

3.5.6.2 Vergleich der Ergebnisse der Hexokinase-1soenzymauftrennung,

der Riboprinting-Polymerase-K ettenreaktion, der

kolorimetrischen Polymerase-K ettenreaktion mit den

0konomischen und sozialen Daten

Tabelle 3.19: Okonomische und soziale Daten im Vergleich zu den Ergebnissen der
Hexokinase-Isoenzymauftrennung, der r-PCR und der k-PCR mit Angabe
der Chancen-Verhéltnisse (Odds-Ratio) und deren Konfidenzintervalle fir
Hyduwelyaz, Kozan und Bagpwmar (vgl. Abschnitt 3.5.4.2)
Hyduelyaz Kozan Bagpwar
Infizierte pro | Fishers | Infizierte pro |Fishers| Infizierte pro | Fishers
Gesamtzahl |exakter| Gesamtzahl |exakter| Gesamtzahl |exakter
Parameter
der Personen | Vier- der Personen | Vier- der Personen | Vier-
der Gruppe | felder- | der Gruppe | felder- | der Gruppe | felder-
absolut| in% |t |absolut| in% |t |absolut |in% | test
Bauer 0/6 0 |1,000 (1/8 13 [1,000 |2/12 17 1,000
Arbeiter 1/5 20 0,531
Angestellte|0/ 1 0 1,000
Berufs- | Hausfrau |7/30 23 [0,014*|0/6 0 0583 [3/25 12 (0,171
9TUPPE orpeitslos [2/5 | 40 0,093 |0/1 | 0 |1,000 |0/4 | 0 |0572
sonstige 0/1 0 (1,000 |3/10 30 |0,687
Schiler |1/48 2 |0,005*2/38 0,699 [16/39 | 41 |0,125
gesamt 10/90 4 /59 24190
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Fortsetzung Tabelle 3.19:
Hyduelyaz Kozan Bagpwar
Infiziertepro | Fishers| Infizierte pro | Fishers| Infiziertepro | Fishers
Gesamtzahl | exakter| Gesamtzahl |exakter| Gesamtzahl | exakter
Parameter
der Personen | Vier- der Personen | Vier- der Personen | Vijer-
der Gruppe |felder- | der Gruppe |felder- | der Gruppe |felder-
absolut| in% [t |absolut| in% |t |absolut | in% |test
Einkom- |<1MTL 2/23 9 0,692 [15/77| 20 | 0,181
men /
Y1MTL|10/74| 14 5/35 14 5/14 36
K opf
gesamt |10/74 7158 20/91
keine 4/37| 11 |1000 |5/42| 12 | 0,678 |9/42 21 | 1,000
Schul-
bildung
Haupt- 5/47| 11 |1,000 |3/15| 20 | 0,407 [10/40| 25 | 0,617
Bildung | schule
weiter- 1/6 17 0517 | 0/1 0 1,000 (1/7 14 | 1,000
fuhrende
Schule /G.
gesamt 10/90 8/58 20/ 89
* signifikante Ergebnisse auf einem Wahrscheinlichkeitsniveau von p<0,05
<als1MTL Einkommen kleiner als 1 Million Tirkische Lira pro Kopf eines Haushaltes
im Monat
Yals 1 MTL Einkommen von einer Million und mehr Tirkische Lira pro Kopf und Monat

Das Ergebnis mit Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar infiziert bzw. kontaminiert zu sein

ist signifikant fur Hausfrauen (p<0,05) und Schiiler (p<0,05) in Hydwelyaz.
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3.5.6.3 Vergleich der Ergebnisse der Hexokinase-1soenzymauftrennung,
der Riboprinting-Polymerase-K ettenreaktion, der kolorimet-
rischen Polymerase-K ettenreaktion mit den Daten aus Trink-
wasser-, Brauchwasserversorgung und Hygieneverhaten
Tabelle 3.20: Daten aus Trinkwasser-, Brauchwasserversorgung und Hygieneverhalten im
Vergleich zu den Ergebnissen der Hexokinase-1soenzymauftrennung, der
r-PCR und der k-PCR mit Angabe der Chancen-V erhéltnisse (Odds-Ratio)
und deren Konfidenzintervalle fur Hydwelyaz, Kozan und Bagpmar
(vgl. Abschnitt 3.5.4.3)
Hyduelyaz Kozan Bagpwnar
Infizierte pro | Figners| INfizierte pro | Fighers| INfizierte pro | Fighers
Parameter Gesamtzahl | oy akter | Gesamtzahl | oyouier | GesaMtzahl | oy akter
der Personen | y/jer- der Personen | \/jer- der Personen | y/jer-
der Gruppe | tader- | der Gruppe | taiger- | der Gruppe | falder-
absolut| in% |test absolut| in% |test absolut| in% |test
eigene |ja 10/83 12 |1,000 |8/62| 13
Trink-  nein 0/7] 0 20/90] 22
quelle  Foesamt | 10790 8762 20790
Brauch- |Tigris |[10/90| 11 8/62| 13
Wasser  \gemein- 20/97| 21
same
Quédlle
gesamt [ 10/90 8/62 20/ 97
Hénde- |ja 10/71 14 |0,203 |8/48| 17 |0,330 |20/90| 22
waschen
nein 0/18 0 0/11 0
nach dem
Defezieren o amt [ 10789 8759 20/ 90

Bezogen auf Trinkwasser- Brauchwasserversorgung und Hygieneverhalten zeigten sich keine

signifikanten Werte.
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3.5.6.4 Vergleich der Ergebnisse der Hexokinase-1soenzymauftrennung,
der Riboprinting-Polymerase-K ettenreaktion, der
kolorimetrischen Polymerase-K ettenreaktion mit den

Daten aus serol ogischen Ergebnissen

Tabelle 3.21: Serologische Daten im Vergleich zu den Ergebnissen der Hexokinase-
Isoenzymauftrennung, der r-PCR und der k-PCR mit Angabe der Chancen-
Verhaltnisse (Odds-Ratio) und deren Konfidenzintervalle fiir Hydwelyaz,
Kozan und Bagpinar (vgl. Abschnitt 3.5.4.4)

Hyduelyaz Kozan Bagpwar
Infizierte pro |Fishers | Infizierte pro |Fishers | Infizierte pro |Fishers
Gesamtzahl ex_akter Gesamtzahl ex_akter Gesamtzahl ex_akter
P ¢ Vier- Vier- Vier-
arameter der Personen |felder- | der Personen |felder- | der Personen |felder-
der Gruppe test der Gruppe test der Gruppe test
absolut| in % absolut| in % absolut| in %

Trager von | positiv | 2/9 22 10,270 5/8 63 |0,0005 |10/19| 53 0,001
Anti-

Entamoeba- * *
histolytica-
Antikorpem| negativ | 8/79 | 10 3/52| 6 10/71| 14
msgesamt
**
gesamt | 10/ 88 8/60 20/90

Tréger von | positiv | 5/ 22 23 (0,112 |6/34 18 (0,453 |17/53| 32 |[0,009*
Anti-
Entamoeba-

gi negativ | 5/ 67 8 2/23 | 19 3/37 8
ispar-

Antikérpern

insgesamt | gesamt | 10/ 89 8157 20/90

*k*k

* signifikante Ergebnisse auf einem Wahrscheinlichkeitsniveau von p<0,05

**  davon einige Tréger mit Antikdrpern gegen Entamoeba dispar (vgl. Tabelle 3.8)

*** davon einige Trager mit Antikorpern gegen Entamoeba histolytica (vgl. Tabelle
3.8)
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Eine signifikant erhthte Gefahr, mit Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar infiziert bzw.
kontaminert zu werden, war in Kozan (p<0,05) und Bagpwar (p<0,05) bei Personen zu
erkennen, die Antikdrper gegen Entamoeba histolytica im Serum aufwiesen. Ebenso waren
Trager von Anti-Entamoeba dispar-Antikérpern in Bagpwar im Vergleich zu serologisch

negativen Personen haufiger mit Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar infiziert bzw.
kontaminiert (p<0,05).

80
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde das Vorkommen von Entamoeba histolytica und Entamoeba
dispar in Stuhlproben einer unselektionierten Landbevilkerung Anatoliens (Sud-Ost-Tlrkei)
bestimmt, und zwar unter Anwendung der Hexokinase-1soenzymauftrennung, der Riboprinting-
Polymerase-K ettenreaktion (r-PCR) und der kolorimetrischen Polymerase-K ettenreaktion
(k-PCR). Fur die beiden erstgenannten Differenzierungsmethoden war eine Kultivierung der
Stuhlproben nach ROBINSON erforderlich. Gleichzeitig wurde im Serum der untersuchten
Personen eine Bestimmung der Antikdrper gegen Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar
durchgefiihrt. Des Weiteren wurden Daten zur Person, zur ékonomischen und sozialen Lage,
zur Trinkwasser- und Brauchwassersituation und zum Hygieneverhalten der Probanden

erhoben. Diese Daten wurden mit den Ergebnissen der oben genannten M ethoden verglichen.

Da die Ergebnisse der Hexokinase-1soenzymauftrennung und der Riboprinting-Polymerase-
Kettenreaktion durch die gewahiten Arbeitsmethoden (MIF-C-Methode und Kulturanziichtung
der Proben nach ROBINSON) entscheidend beeinflusst werden und somit durch entsprechende
Faktoren (siehe Abschnitt 4.1.1 und Abschnitt 4.1.2) korrigiert werden mssen, sei in der
vorliegenden Arbeit die Diskussion bzw. Errechnung dieser Korrekturfaktoren der Diskussion

der Ergebnisse vorweggenommen.

4.2 Korrekturfaktoren fir die Ergebnisse

411 MIF-C-Methode und erforderliche Korrektur der Ergebnisse

Anhand der MIF-C-Methode (SAPERO & LAWLESS, 1953) werden Amobenzysten in
Stuhlproben angereichert und lichtmikroskopisch analysiert. Fir das Erkennen von Entamoeba
histolytica- / Entamoeba dispar-Zysten / -Trophozoiten mit Hilfe von Anreicherungsverfahren
(z. B. der MIF-C-Methode) bei Untersuchung von einer Stuhlprobe pro Person werden deutlich
unterschiedliche Daten in der Literatur angegeben. Im Folgenden werden Ergebnisse

epidemiologischer Studien dargestellt, die Anreicherungsverfahren mit anschlief3ender
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Lichtmikroskopie-Untersuchung im Vergleich zu Differenzierungsmethoden (z. B. Hexokinase-
Isoenzymauftrennung, r-PCR-Methode, k-PCR-Methode, Stuhl-Antigen-Kit) anwendeten.
Dabei Uberwiegen deutlich die Studien, die nur eine kleine Anzahl an Entamoeba histolytica- /
Entamoeba dispar-Proben mit der Lichtmikroskopie erkennen konnten. Eine Studie beschreibt
ein sehr gutes Ergebnis der lichtmikroskopischen Untersuchung im Vergleich mit einer
kolorimetrischen PCR-Methode, die einen Nachweis aus Stuhlproben erbrachte. Bei 24 von 201
untersuchten Personen fanden sich mit der Mikroskopie Entamoeba histolytica / Entamoeba
dispar. Dieses Ergebnis wurde mit Hilfe der PCR-Methode bestitigt (ACUNA-SOTO et al.,
1993). In einer Studie wurden von 50 Personen innerhalb von 35 Tagen 21 Stuhlproben pro
Person untersucht, die zuvor nachweislich Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar in der
Stuhlmikroskopie aufwiesen. Bei der mikroskopischen Untersuchung von lediglich einer
Stuhlprobe pro Person zeigte sich, dass nur bei 44 % der 50 Personen Entamoeba histolytica /
Entamoeba dispar entdeckt werden konnte (MATHUR & KAUR, 1973). In einer anderen
Studie konnten mittels mikroskopischer Untersuchung nur etwa 25 % der Entamoeba
histolytica- / Entamoeba dispar-positiven Proben entdeckt werden (GATHIRAM & JACKSON,
1985). In jener Studie wurde von jeder der 1328 untersuchten Personen eine ROBINSON-
Kultur angelegt und eine Isoenzymanalyse durchgefiihrt. Eine weitere Studie wies in 114
Entamoeba histolytica- / Entamoeba dispar-positiven Proben ebenso nur 49, dies entspricht
43 %, durch die Stuhlmikroskopie nach. Vergleichsweise wurde dabei die Isoenzymanalyse
eingesetzt (PETRI, 1993). Bei einer weiteren aktuellen epidemiologischen Studie mit
untersuchten 680 Stuhlproben vermochte die Mikroskopie 33 Entamoeba histolytica- und
Entamoeba dispar-positive Proben zu erkennen, das heift, dass lediglich 28 % der positiven
Proben erkannt wurden (HAQUE et al., 1999). In dieser Arbeit wurden zum Vergleich der
Stuhlmikroskopie zwei Stuhl-Antigen-Tests (TechLab, Blacksburg, VA, USA) verwendet. Eine
andere epidemiologische Studie mit 443 untersuchten Stuhlproben, in der allerdings ein anderer
Stuhl-Antigen-Kit (BIOSITE Diagnostics, San Diego, Calif.) eingesetzt wurde, zeigte, dass die
Mikroskopie 42 also nur 43 % der kontaminierten Proben zu erkennen vermochte (GARCIA et
al., 2000). In einer Studie mit 2000 Kindern aus Bangladesh, mit und ohne Diarrh6, wurde mit
der Stuhlmikroskopie in lediglich 51 Stuhlproben (27 %) Entamoeba histolytica / Entamoeba
dispar entdeckt, wéhrend bei weiteren 140 Proben kein Entamoeba histolytica- / Entamoeba
dispar-Nachweis gelang (HAQUE et al., 1997a). Der Stuhl-Antigen-Kit von TechLab,
Blacksburg, VA, USA, testete alle diese Proben jedoch als positiv. Die Stuhlmikroskopie wurde
in dieser Studie daher als inaddquate Methode zur Erkennung der Amdbenkolitis bezeichnet.

Auch von anderen Autoren wird geduBert, dass die Sensitivitdt der mikroskopischen
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Untersuchung von Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar unbefriedigend ist, und dies
insbesondere bei niedriger Parasitendichte (BURCHARD, 1999; PETRI et a., 2001).

Nun gibt es seit Einflhrung von kolorimetrischer Polymerase-Kettenreaktion und Stuhl-
Antigen-Tests Differenzierungsmethoden, die aus nativen Stuhlproben den Nachweis von
Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar erbringen kdénnen, ohne Anreicherungsverfahren
(z. B. die MIF-C-Methode) in Anspruch nehmen zu missen (vgl. Abschnitt 1.4.3 und Abschnitt
1.4.4). Diese Methoden wurden in verschiedenen epidemiologischen Studien mit
lichtmikroskopischen Nachweismethoden (z. B. MIF-C-Methode) und eventuell weiteren
Methoden (z. B. Isoenzymanalyse) verglichen. Dabei zeigten insbesondere neuere Studien
(HAQUE et al.,, 1997a; HAQUE et al., 1999; GARCIA et al., 2000; siehe oben), dass
durchschnittlich 69 % der an Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar kontaminierten Proben
bei der Durchfiihrung lichtmikroskopischer Untersuchungen nicht entdeckt werden konnten.
Dieser Prozentsatz wurde bei alleiniger Betrachtung der MIF-C-Methode als der plausibelste
der vorliegenden Arbeit zugrundegelegt. Daher missen die Ergebnisse der MIF-C-Methode

entsprechend korrigiert werden.

In der vorliegenden Studie erbrachte die MIF-C-Methode folgende Ergebnisse: 15 Stuhlproben
(5,7 %), in denen eindeutig Zysten und Trophozoiten von Entamoeba histolytica / Entamoeba
dispar nachgewiesen wurden; 76 Stuhlproben (28,7 %), in denen pro Praparat mehr als 5 Zysten
der Spezies Entamoeba coli und / oder Entamoeba hartmanni und / oder Jodamoeba bitschlii
vorkamen; 26 Proben (9,8 %), in denen pro Préparat funf oder weniger Zysten gefunden
wurden; 148 Proben (55,9 %), in welchen keine Entamoeba coli, Entamoeba hartmanni oder
Jodamoeba butschlii und keine Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar nachgewiesen
wurden (vgl. Abschnitt 3.2.1). Wenn nun die 15 Proben, in denen mit Hilfe der MIF-C-Methode
Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar nachgewiesen wurde, mit dem obigen Prozentwert

korrigiert werden, so ergibt sich eine Anzahl von 48 Proben.

Es wird berichtet, dass Personen mit asymptomatischer oder nicht dysenterischer Amébenkolitis
intermittierend nur kleine Mengen an Zysten ausscheiden, wahrend Personen mit akuter
Amaobenkolitis groRe Mengen an Zysten ausscheiden und daher leichter erkannt werden kénnen
(WALSH, 1986). Dies konnte der Grund sein, weshalb in 76 Stuhlproben (28,7 %), aus denen
nach Kulturanziichtung 26 Proben positiv auf Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar
getestet wurden, keine Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar in der MIF-C-Methode

erkannt werden konnten (vgl. Tabelle 6.1). Eine zu geringe Zystenzahl an Entamoeba
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histolytica / Entamoeba dispar, noch dazu mit Entamoeba coli, Entamoeba hartmanni oder
Jodamoeba bitschlii in den Praparaten Uberlagert, war fur die Differenzierung in der
vorliegenden Studie nicht ausreichend groRR genug. Fir eine Kultivierung der Stuhlproben nach
ROBINSON hingegen war diese geringe Anzahl von Zysten anscheinend ausreichend, so dass
diese gut anwachsen konnten (vgl. Abschnitt 4.1.2). Allerdings wurden weitere 26 Stuhlproben
(9,8 %), die von Entamoeba coli und / oder von Entamoeba hartmanni und / oder von
Jodamoeba butschlii finf oder weniger Zysten pro Préparat zeigten, nicht angeziichtet. Diese
Proben konnten aufgrund der geringen Menge der Zysten differenziert werden, obgleich
natdrlich nicht gesagt werden kann, dass nicht weitere Zysten von Entamoeba histolytica /
Entamoeba dispar in diesen Proben oder sogar in den 148 Proben mit negativen Ergebnissen

der MIF-C-Methode zu finden gewesen waren (vgl. Abschnitt 3.2.1).

Dass in dieser vorliegenden Studie mit der MIF-C-Methode in nur 15 Stuhlproben
mikroskopisch Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar nachgewiesen wurde, jedoch 35
Proben mit Hilfe der Hexokinase-lsoenzymauftrennung und der Riboprinting-Polymerase-
Kettenreaktion als positiv differenziert werden konnten (vgl. Tabelle 6.1), kdnnte aber auch von
einer geringen Erfahrung im Mikroskopieren herriihren. Auch andere Autoren weisen darauf
hin, dass zum mikroskopischen Nachweis von Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar viel
Erfahrung notwendig ist (WALSH, 1986; KROGSTAD, 1988; FLEISCHER & TANNICH,
2000). Zum einen konnen Amobenzysten generell mit Leukozyten, Pilzen, pflanzlichen
Strukturen und Kunstprodukten verwechselt werden, so dass eine grofiere Probenzahl entsteht
(PIEKARSKI, 1987; BRUCKNER, 1992), zum anderen konnen aber selbst erfahrene
Mikroskopierer Entamoeba hartmanni- und reife oder unreife Entamoeba coli- mit Entamoeba
histolytica- / Entamoeba dispar-Zysten verwechseln, woraus dann eine groRere oder kleinere
Probenzahl resultieren kann (SPENCER & MONROE, 1968).

Da sich die MIF-C-Methode zur Unterscheidung und Erkennung von Protozoenzysten als nicht
sicher erwies, wurden in der vorliegenden Studie die Ergebnisse dieser Methode fiir den Zweck
der Anziichtung differenzierter beurteilt (siehe Abschnitt 4.1.2).
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412 Anzichtungsrate der Kulturen nach ROBINSON und

erforderliche Korrektur der Ergebnisse

Um alle Ergebnisse zur Differenzierung von Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar in
den erhaltenen Stuhlproben miteinander vergleichen zu kénnen, ware es am besten gewesen,
alle 265 Stuhlproben im ROBINSON-Medium zu kultivieren, weil eben die MIF-C-Methode,
wie in Abschnitt 4.1.1 besprochen, Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar nicht sicher
nachweisen kann. Dies hétte jedoch einen zu hohen Arbeitsaufwand bedeutet, der zeitlich und
materiell in dem vorgegebenen Rahmen nicht realisierbar war. Allerdings nur die 15
Stuhlproben (5,7 %) im ROBINSON-Medium anzuziichten, die mittels der MIF-C-Methode
eindeutig Zysten und Trophozoiten von Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar aufwiesen,
hatte bedeuten kénnen, dass eine gewisse Anzahl von Stuhlproben, die doch mit Entamoeba
histolytica / Entamoeba dispar kontaminiert waren, nicht identifiziert worden ware. Anlass fiir
diese Uberlegung waren die in verschiedenen Studien angegebenen, deutlich hoheren
Prévalenzwerte fir Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar (vgl. Tabelle 1.1), wie auch
eine aus mikroskopischen Untersuchungen hervorgegangene Pravalenz von 32,9 % fir
Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar im Umkreis von der Stadt Diyarbakir (JETTER,
1998). Deshalb lag der Gedanke nahe, auch die Stuhlproben im ROBINSON-Medium zu
kultivieren, in denen durch die MIF-C-Methode Entamoeba coli, Entamoeba hartmanni oder
Jodamoeba butschlii nachgewiesen wurden. Da dies jedoch die Anzucht von weiteren 102
Stuhlproben bedeutet hétte, also einer immerhin noch sehr hohen Anzahl von Proben, wurde
letztendlich beschlossen, neben den 15 genannten Proben weitere 76 Proben (28,7 %) im
ROBINSON-Medium anzuziichten, und zwar alle Proben, deren Praparate mehr als 5 Zysten
aufwiesen, unabhéngig davon, ob Zysten von Entamoeba coli, Entamoeba hartmanni oder
Jodamoeba bitschlii. Es wurden somit insgesamt 91 Stuhlproben angeziichtet (vgl. Abschnitt
2.2.3 und Abschnitt 3.2.1). Mit diesem Vorgehen wurde einerseits versucht, die eventuell aus
der MIF-C-Methode hervorgegangenen Verwechslungen von Entamoeba histolytica /
Entamoeba dispar mit Entamoeba coli / Entamoeba hartmanni zu beheben; andererseits sollten
die mit Entamoeba coli kontaminierten Proben (vgl. Tabelle 6.1), die mdglicherweise nicht
erkannte Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar enthielten, fur eine weitere Untersuchung

nicht verloren gehen.

Das erfolgreiche Kultivieren von Entamoeba histolytica- / Entamoeba dispar-Trophozoiten im

ROBINSON-Medium — und damit das Differenzieren von Entamoeba histolytica und
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Entamoeba dispar — ist gemiB der dazu vorliegenden Literaturangaben jedoch auch nicht mit
Sicherheit moglich. Wahrend ROBINSON von einer erfolgreichen Anzucht von Entamoeba
histolytica / Entamoeba dispar aus 100 % der gegebenen Stuhlproben berichtet (ROBINSON,
1968), nennen andere Autoren gelungene Anziichtungen in lediglich zwei Dritteln der Falle
(EDELMANN & SPINGARN, 1977), in 62 % der Félle (GATTI et a., 1995b), in 58 % der
Féalle (WEINKE et d., 1988), in 57 % der Félle (WALDERICH et a., 1997), in 40 bis 60 % der
Féle (RAVDIN, 1994) oder in 50 % der Félle (BRUCKNER, 1992). Ein anderer Autor
berichtet, dass die Anzuchtrate auch von der Menge der Zysten in der untersuchten Stuhlprobe
abhangt und dass durch mehrfaches Anlegen von Stuhlkulturen von mehreren Proben einer
Person die Anzuchtrate steigt (BRAY & HARRIS, 1977).

In der vorliegenden Studie wurde von den 91 Personen jewells eine Stuhlprobe gesammelt, aus
der mindestens zwei ROBINSON-Kulturen angelegt wurden (vgl. Abschnitt 2.2.6.2). Bei der
Kultivierung der Stuhlproben wurde darauf geachtet, dass der pH-Wert der Kulturen nicht unter
6 sank, das Medium hdufig gewechselt, nicht zuviel Starke zugefihrt und das ROBINSON-

Medium immer frisch angesetzt wurde.

In der vorliegenden Studie wurde in den genannten 15 Stuhlproben eindeutig mit der MIF-C-
Methode Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar nachgewiesen, und im ROBINSON-
Medium angezichtet. Davon wurden 9 Proben differenziert, was einer Anziichtungsrate von
60 % entspricht. Von den weiteren 76 angeziichteten Proben, in welchen sich von Entamoeba
coli und / oder von Entamoeba hartmanni und / oder von Jodamoeba biitschlii zusammen mehr
as 5 Zysten pro Praparat zeigten, wurden 26 Proben mit Hilfe der Hexokinase-
Isoenzymauftrennung und der Riboprinting-Polymerase-K ettenreaktion isoliert (zwei mit
Entamoeba histolytica, 23 mit Entamoeba dispar und eine, die beide Spezies aufwies, vgl.
Tabelle 6.1). Fur diese 76 Proben lasst sich eine Anziichtungsrate von 34 % errechnen. Diese
unterschiedlichen Anzichtungsraten lassen sich dadurch erkléren, dass im letzten Fall nur
Kulturen angelegt wurden, bel denen unter Anwendung der MIF-C-Methode negative
Ergebnisse erzielt wurden, was sich in der deutlich niedrigeren Anziichungsrate von 34 %
wiederspiegelt. Wéren durch die MIF-C-Methode diese 26 differenzierten Proben gleich erkannt
worden und wirde man auch in diesem Fall eine Anziichtungsrate von 60 % annehmen, so
wurden sich fur die MIF-C-Methode 43 zusétzliche Proben ergeben. Diese 43 zusammen mit
den oben genannten 15 Entamoeba histolytica- / Entamoeba dispar-Proben ergeben 58 Proben.
Diese hypothetische Gesamtzahl von 58 der mit Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar
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kontaminierten Stuhlproben hatte mit Hilfe des MIF-C-Verfahrens erkannt werden missen,

wenn diese Methode zuverléssig wére.

Allerdings ist auch dieser Wert von 58 Proben mit Vorbehalt zu betrachten, da es wahr-
scheinlich ist, dass auch unter den zwei nicht kultivierten weiteren Probengruppen — eben die
Gruppe der Proben mit weniger als 5 Zysten pro Préparat und die Gruppe mit 0 Zysten pro
Préparat, vgl. Abschnitt 4.1.1 und Abschnitt 3.2.1 — einige Entamoeba histolytica- / Entamoeba
dispar-Ergebnisse durch die Hexokinase-lsoenzymauftrennung und die Riboprinting-
Polymerase-Kettenreaktion zu erwarten gewesen waéren. In diesem Fall misste von mehr als 58
Proben mit positivem Ergebnis mittels der MIF-C-Methode ausgegangen werden. Geht man
jedoch von der vorliegenden Zahl von 58 Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar positiven
Proben aus, so errechnen sich 15 erkannte von 58 Proben, also 26 %. Daraus l&sst sich folgern,
dass 74 % der Entamoeba histolytica- / Entamoeba dispar-positiven Proben nicht erkannt
wurden. Dieser Wert ist durchaus vergleichbar mit dem in der Literatur bzw. in Abschnitt 4.1.1
zitierten Wert von 69 % nicht erkannter Proben. Fiir die weitere Diskussion der Ergebnisse der
Hexokinase-Isoenzymauftrennung und der Riboprinting-Polymerase-Kettenreaktion werden in
Abschnitt 4.5 und Abschnitt 4.6 daher zusétzlich auf der Grundlage von 58 Entamoeba

histolytica- / Entamoeba dispar-positiven Proben korrigierte Ergebnisse angegeben.

Neben den Schwierigkeiten der Anzucht muss aulerdem der Mitanwuchs von Entamoeba coli
u. a. bedacht werden, da dieser ebenfalls Einfluss auf die Ergebnisse hat (vgl. Abschnitt 4.2).
ROBINSON berichtet von einem Mitanwuchs von 58 % Entamoeba coli bei einem Anwuchs
von 100 % Entamoeba histolytica in seinen Kulturen (ROBINSON, 1968). SARGEAUNT und
Mitarbeiter berichten von sieben Proben, in welchen ausschlieflich andere Amdben wie
Entamoeba coli, Entamoeba hartmanni, Dientamoeba fragilis, und 31 Proben, in denen
ausschlieBlich Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar anwuchsen (SARGEAUNT et al.,
1982). In der vorliegenden Studie zeigten sieben Proben ein negatives Ergebnis mit Hilfe der
Hexokinase-Isoenzymauftrennung und der Riboprinting-Polymerase-Kettenreaktion, obwohl
sich in diesen Proben ausreichend Trophozoiten vermehren lieBen und in einer der sieben
Proben Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar mittels der MIF-C-Methode nachgewiesen
werden konnte (vgl. Tabelle 3.10 und Tabelle 6.1). Es ist wahrscheinlich, dass in diesen sieben
Proben andere Amdben-Spezies, wie z. B. Entamoeba coli oder Entamoeba hartmanni,
anwuchsen, kultiviert und aufbereitet wurden (ROBINSON, 1968).
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4.2 Ergebnisse der Hexokinase-1soenzymauftrennung

Die Hexokinase-Isoenzymauftrennung gilt als bewahrte Methode zur Differenzierung von
Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar (SARGEAUNT & WILLIAMS, 1978b;
BRACHA et al., 1987; PROCTOR et al., 1987; OSISANYA, 1991; ORTNER et al., 1997). In
einer Studie wurde bei 98 Personen eine hohe Korrelation der Ergebnisse sowohl eines Stuhl-
ELISA-Kits als auch einer PCR-Methode und einer Isoenzymanalyse festgestellt (HAQUE et
al., 1998). Einige Autoren kritisierten an der lIsoenzymanalyse, dass der Zusammenhang
zwischen den Enzymen und ihrer Pathogenitét nicht bewiesen sei (MIRELMAN et al., 1986a,b;
TANNICH et al., 1989).

In zwei von 42 Proben (dies entspricht 5 % der Proben), die fir die Hexokinase-lIsoenzym-
auftrennung aufbereitet werden konnten (siehe Tabelle 3.6), wurde das fiir Entamoeba
histolytica typische Bandenmuster nachgewiesen. Weitere 24 Proben (57 %) zeigten das fiir
Entamoeba dispar typische Bandenmuster. Eine Probe (2 %) wies mit zwei Doppelbanden auf
eine Doppelinfektion mit Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar hin. Weitere 15 Proben
(36 %) waren negativ (vgl. Abschnitt 3.3.1).

Die zwei Proben mit Entamoeba histolytica sowie die 24 Proben mit Entamoeba dispar waren
komplikationslos zu differenzieren. Die Probe mit Zymodemen, die die charakteristischen
Banden von Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar zeigten, wurde als mit Entamoeba
histolytica und Entamoeba dispar kontaminierte interpretiert. Diese Interpretation entspricht der
h&ufiger in der Literatur vorgefundenen Beschreibung von Doppelinfektionen (vgl. Abschnitt
1.5). Von den 15 Proben, die ein negatives Ergebnis der Hexokinase-lsoenzymauftrennung
aufwiesen (siehe Abschnitt 3.3.1), gelang mit der Riboprinting-Polymerase-Kettenreaktion ein
Entamoeba dispar-Nachweis in 8 Stuhlproben. Dass in diesen 8 Proben kein Entamoeba dispar-
Nachweis mittels der Hexokinase-Isoenzymauftrennung gelang, kann mit einer geringen
Entamoeba dispar-Konzentration im Probenlysat und einer Verunreinigung mit Blastocystis
hominis und Entamoeba coli zusammenhéngen. Die ubrigen 7 Proben (vgl. Tabelle 3.10 und
Abschnitt 4.1.2) zeigten mit Hilfe der Hexokinase-Isoenzymauftrennung und der Riboprinting-
Polymerase-Kettenreaktion negative Ergebnisse. Eine dieser sieben Proben wies allerdings mit
der MIF-C-Methode ein Entamoeba histolytica- / Entamoeba dispar-Ergebnis auf (vgl. Tabelle
6.1, Probe Nr. 132). Sechs dieser sieben Proben sind als negativ zu werten, weil die

Riboprinting-Polymerase-Kettenreaktion diese negativen Ergebnisse der Hexokinase-
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Isoenzymauftrennung bestatigte. Die Probe Nr. 132 ist trotz widersprichlicher Ergebnisse als
mit Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar kontaminiert zu betrachten. In den sieben
ROBINSON-Kulturen dieser sieben Proben wuchsen fiir eine weitere Differenzierung
ausreichend Amdbentrophozoiten an. Es ist anzunehmen, dass es sich bei diesen Amodben-
trophozoiten nicht um Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar handelte (vgl. Abschnitt
4.1.2).

Eine Ubereinstimmung der Ergebnisse der Hexokinase-Isoenzymauftrennung und der
Riboprinting-Polymerase-Kettenreaktion beziiglich Entamoeba histolytica ist in einer von drei
Proben (33 %) gegeben, beziglich Entamoeba dispar in 17 von 32 Proben (53 %) (vgl. Tabelle
3.10). Fir die Hexokinase-lsoenzymauftrennung berechnet sich eine Sensitivitat von lediglich
69 % und eine Spezifitat von nur 44 % flr Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar, wenn die
Riboprinting-Polymerase-Kettenreaktion als Referenzmethode gilt (vgl. Abschnitt 3.5.2). Eine
Erklarung fir die niedrige Sensitivitdt von 69 % ware folgende: Gelegentlich trat eine
Uberwucherung mit Pilzen und Blastocystis hominis auf, insbesondere, wenn die Kulturen nicht
entsprechend gut angewachsen waren und Blastocystis hominis sich zahlreich in den Kulturen
vermehren konnte. Die charakteristischen Entamoeba histolytica- oder Entamoeba dispar-
Banden wéren dann schwieriger zu differenzieren gewesen. Eine Erklarung der niedrigen
Spezifitat der Hexokinase-Isoenzymauftrennung im Vergleich zu der Riboprinting-Polymerase-
Kettenreaktion ist sehr schwierig; hier kann nur spekuliert werden. Allerdings muss ein
Versuch, die niedrigen Sensitivitaten und Spezifitdten zu erklaren, problematisch sein, weil

keine der Methoden als Referenzmethoden angesehen werden kann.

4.3 Ergebnisse der Riboprinting-Polymerase-K ettenreaktion

Die Riboprinting-Polymerase-Kettenreaktion zur Differenzierung von Entamoeba histolytica
und Entamoeba dispar gilt als sehr sensitiv und spezifisch (CLARK & DIAMOND, 1991b).

Von den 42 in dieser Studie aufbereiteten Proben, die der Riboprinting-Polymerase-Ketten-
reaktion (r-PCR) zugefuihrt wurden, zeigte eine Probe (2 %) das Entamoeba histolytica-Banden-
muster, 25 Proben (60 %) wiesen das Entamoeba dispar-Bandenmuster und 16 Proben (38 %)

ein negatives Ergebnis auf (vgl. Abschnitt 3.3.2).
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In der einen Stuhlprobe mit Entamoeba histolytica wurde mit Hilfe der Hexokinase-1soenzym-
auftrennung eine Doppelinfektion nachgewiesen. Beziglich der 25 Entamoeba dispar-Proben
war eine Differenzierung problemlos méglich. Das negative Ergebnis von 16 Stuhlproben
mittels der Riboprinting-Polymerase-Kettenreaktion (vgl. Abschnitt 3.3.2) wurde mit Hilfe der
Hexokinase-Isoenzymauftrennung fur 7 Proben bestatigt (vgl. Tabelle 3.10). Wie in Abschnitt
4.1.2 und Abschnitt 4.2 bereits erwédhnt, wuchsen in den ROBINSON-Kulturen dieser
Stuhlproben wahrscheinlich andere Amdbentrophozoiten an. In den Ubrigen negativen 9
Stuhlproben wurde mit Hilfe der Hexokinase-Isoenzymauftrennung zweimal Entamoeba
histolytica und siebenmal Entamoeba dispar nachgewiesen (vgl. Tabelle 6.1). Daraus berechnet
sich eine Sensitivitat von nur 67 % und eine Spezifitdt von lediglich 47 % fir Entamoeba
histolytica / Entamoeba dispar fiir die Riboprinting-Polymerase-Kettenreaktion, wenn die

Hexokinase-Isoenzymauftrennung als Referenzmethode gilt (vgl. Abschnitt 3.5.2).

Das Ergebnis der r-PCR-Methode ist von Faktoren wie Reinheit und Menge der DNA abhéngig,
aber auch von dem pH-Wert und der Menge der zugefiihrten Reagenzien, des bendtigten
Magnesiumchlorids sowie der verwendeten Polymerase. Hierbei ist fraglich, ob die
Gallensauren eine inhibitorische Wirkung auf die Tfl-Polymerase ausgetibt haben kénnten, wie
dies bei der Tag-Polymerase beschrieben worden ist (DEUTER et al., 1995). Einige aufbereitete
Proben waren auffallend braun und enthielten vermutlich viel Gallenfarbstoffe und
Gallensauren. Dies kdnnte dann zumindest teilweise die niedrige Sensitivitat der Riboprinting-
Polymerase-Kettenreaktion im Vergleich zur Hexokinase-lsoenzymauftrennung erklaren. Die
niedrige Sensitivitat kann auch mit einer Uberwucherung mit Pilzen und Blastocystis hominis
erklart werden, insbesondere in den Fallen, in denen die Kulturen nicht entsprechend gut
angewachsen waren und Blastocystis hominis sich zahlreich in der Kultur vermehrt hatte. Eine
Erkl&rung der niedrigen Spezifitat der Riboprinting-Polymerase-Kettenreaktion im Vergleich zu
der Hexokinase-Isoenzymauftrennung ist sehr schwierig, hier kann nur spekuliert werden.
Allerdings muss ein Versuch, die niedrigen Sensitivitdten und Spezifitdten zu erkléren,
problematisch sein, wie bereits in Abschnitt 4.2 erwéhnt, weil keine der Methoden als

Referenzmethode angesehen werden kann.
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4.4 Ergebnisse der kolorimetrischen Polymerase-K ettenreaktion aus
Stuhlproben

Die hohe Sensitivitdt und Spezifitdt der kolorimetrischen Polymerase-Kettenreaktion ist von
einigen Arbeitsgruppen beschrieben worden (BRITTEN et al., 1997; vgl. Abschnitt 2.2.10).

Es blieb fur die kolorimetrische Polymerase-Kettenreaktion zur Unterscheidung zwischen
Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar nur fur 47 Falle ausreichend Probenmaterial
ubrig. In 7 von den 47 Proben war Entamoeba dispar und in keiner Probe Entamoeba
histolytica nachweisbar. Bezogen auf die 265 Personen der drei Doérfer errechnete sich eine
Prévalenz von 0 % fiir Entamoeba histolytica und von 14,9 % fir Entamoeba dispar. Vergleicht
man die kolorimetrische Polymerase-Kettenreaktion mit der Hexokinase-lsoenzymauftrennung
und der Riboprinting-Polymerase-Kettenreaktion, so kann bezlglich eines Entamoeba dispar-
Ergebnisses nur eine Ubereinstimmung von 27 % mit der Hexokinase-lsoenzymauftrennung
bzw. von 31 % mit der Riboprinting-Polymerase-Kettenreaktion festgestellt werden (vgl.
Abschnitt 3.5.2). Unter der Voraussetzung, dass die Hexokinase-Isoenzymauftrennung bzw. die
Riboprinting-Polymerase-Kettenreaktion die Methoden mit den exaktesten Ergebnissen
(Referenzmethoden) sind, errechnet sich eine Sensitivitdt von 23 % bzw. 28 % und eine
Spezifitdt von 83 % bzw. 100 % fiur die kolorimetrische Polymerase-Kettenreaktion (vgl.
Abschnitt 3.5.2).

Diese niedrige Sensitivitat von 23 % bzw. 28 % fir die k-PCR steht im Widerspruch zu Studien,
die exakte Ergebnisse mit der kolorimetrischen Polymerase-Kettenreaktion erhielten
(ROMERO et al., 1992; ACUNA-SOTO et al., 1993). Die niedrige Sensitivitat kénnte mit einer
Beschadigung der Amdben-DNA durch DNasen erkléart werden. Eine mdégliche Ursache hierfur
kénnte das Problem der Kihlung der Stuhlproben gewesen sein. Eine ausreichende Kihlung
war weder vor Ort — gelegentliche Stromausfille — noch wéhrend des Transportes nach
Deutschland gewahrleistet. Die Proben wurden in Gefrierboxen mit Akkus bei —20 °C bei
Anfang der Reise gelagert, erwdrmten sich aber im Laufe der Zeit wegen der hohen

AuRentemperaturen.

In der Vorstudie zu der vorliegenden Studie konnte ebenfalls nur eine niedrige Sensitivitat von
24 % fur die kolorimetrischen Polymerase-Kettenreaktion — dort allerdings im Vergleich zur

mikroskopischen Untersuchung — errechnet werden; auch dort spielten technische Probleme in
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dhnlicher Weise eine Rolle (JETTER, 1998). Mit der kolorimetrischen Polymerase-
Kettenreaktion wurden in jener Studie 211 Stuhlproben untersucht. Es fand sich in keiner Probe
Entamoeba histolytica und in 28 Proben Entamoeba dispar. Dies entspricht einer Pravalenz von
0 % fir Entamoeba histolytica und von 13,3 % fur Entamoeba dispar, vergleichbar mit den
Ergebnissen der vorliegenden Studie, in der eine Préavalenz von 0 % flr Entamoeba histolytica

und von 14,9 % fur Entamoeba dispar errechnet wurde.

4.5 Korrigierte Ergebnisse der Hexokinase-1soenzymauftrennung,
der Riboprinting-Polymerase-K ettenreaktion und der

kolorimetrischen Polymerase-K ettenreaktion

Mit Hilfe der Hexokinase-lsoenzymauftrennung, der Riboprinting-Polymerase-Kettenreaktion
und der kolorimetrischen Polymerase-Kettenreaktion konnten 70 Stuhlproben differenziert
werden, davon drei Entamoeba histolytica, 35 Entamoeba dispar, eine Doppelinfektion und 32
negative (siehe Abschnitt 3.3.4). Aus den 265 untersuchten Stuhlproben der vorliegenden Studie
errechnet sich somit fur die Bevolkerung der untersuchten Region eine Pravalenz von 1,1 % flr

Entamoeba histolytica und von 13,6 % fur Entamoeba dispar.

Nun miissen die Werte der drei Differenzierungsmethoden korrigiert werden, da aufgrund der
MIF-C-Methode und der Kultivierung nach ROBINSON Proben mit Entamoeba histolytica /
Entamoeba dispar nicht erkannt bzw. nicht aufbereitet werden konnten (vgl. Abschnitt 4.1.1
und Abschnitt 4.1.2). Es werden auf der Grundlage von 58 Stuhlproben mit positivem
Entamoeba histolytica- / Entamoeba dispar-Ergebnis (vgl. Abschnitt 4.1.2) die Pravalenzen von
Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar erneut errechnet. Es ergeben sich nun korrigierte
Prévalenzen von 1,9 % fur Entamoeba histolytica und von 21,9 % fur Entamoeba dispar fur die

untersuchte Bevolkerung.
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4.6 Vergleich der korrigierten Ergebnisse der Hexokinase-1soenzym-
auftrennung, der Riboprinting-Polymerase-K ettenreaktion und
der kolorimetrischen Polymerase-K ettenreaktion mit den

Ergebnissen weltweit und in der TUrke

Diein Abschnitt 4.5 korrigierten Préval enzen der vorliegenden Studie von 1,9 % fur Entamoeba
histolytica und von 21,9 % fir Entamoeba dispar kdnnen mit den Pravalenzen anderer Studien
verglichen werden. In Abschnitt 1.5 sind epidemiologische Studien aufgefihrt, die die
Préavalenzen von Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar untersuchten, allerdings mit
Hilfe unterschiedlicher Methoden (vgl. Tabelle 1.1). Aus diesen Studien errechnet sich eine
durchschnittliche Pravalenz weltweit von 3,5 % fir Entamoeba histolytica, die mit der
korrigierten Prévalenz der vorliegenden Studie von 1,9 % in etwa Ubereinstimmt. Die
durchschnittliche Prévalenz weltweit von 8,7 % fir Entamoeba dispar ist aber mehr als

zweifach niedriger als die Prévalenz der vorliegenden Studie von 21,9 % fir Entamoeba dispar.

Die Pravalenz von 32,9 % fir Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar in der weiteren
Umgebung Diyarbakirs (JETTER, 1998), die aufgrund der Ergebnisse der lichtmikroskopischen
Untersuchung erhoben wurde, ist aber immer noch hoher als die korrigierten Préavalenzen in der
vorliegenden Studie (siehe oben). Ein Vergleich der Prévalenzen der vorliegenden Studie mit
weiteren Studien, die vor allem in der dortigen Region der Tirkei durchgefiihrt wurden, sei nur
kurz dargestellt, weil die Ergebnisse dieser Studien aufgrund der Untersuchung von
ausschliefdich selektionierten Bevolkerungsanteilen schwer vergleichbar sind. Eine Studie
errechnete fur die Stadt Gaziantep (Sud-T Urkei) eine mikroskopische Préavalenz von Entamoeba
histolytica- / Entamoeba dispar-Trophozoiten von 13,1 % bzw. 11,6 % bei 802 Erwachsenen
bzw. 690 Kindern mit gastrointestinalen Symptomen (BALCI et al., 1993). In dieser Studie
wurde nicht nach Darmprotozoenzysten gesucht. Eine andere Studie gab eine mikroskopische
Préavalenz von 10 % flr Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar bei Kindern und Schillern in
Diyarbakir im Alter von 0 bis 14 Jahren an (KURTPINAR et al., 1980, referiert nach COSKUN,
1991). Ebenso gab eine andere Studie, die in der Umgebung von Diyarbakir durchgefiihrt
worden war, eine mit Hilfe einer mikroskopischen Untersuchung errechnete Prévalenz von
7,5 % fiur Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar an (KURTPINAR & METE, 1973,
referiert nach BALCI et a., 1993). AuRRerdem sei noch erwdhnt, dass ein Autor flr
Sldostanatolien eine Prévalenz zwischen 2 und 10 % fir Entamoeba histolytica / Entamoeba

dispar angab (TOLAK, 1979, referiert nach BALCI et a., 1993). Zusammenfassend lasst sich
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sagen, dass diese vier letztgenannten Studien deutlich geringere Préavalenzen fir Entamoeba
histolytica / Entamoeba dispar aufwiesen als die korrigierten Pravalenzen in der vorliegenden
Studie.

4.7 Serologische Ergebnisse

In der vorliegenden Studie wiesen 36 Personen (14,3 %) Antikorper gegen Entamoeba
histolytica und 114 Personen (45,8 %) Antikorper gegen Entamoeba dispar auf. Eine Anzahl
von 29 Personen (11,6 %) hatte Antikorper sowohl gegen Entamoeba histolytica als auch gegen
Entamoeba dispar, sieben Personen (2,8 %) wiesen Antikérper ausschlief3lich gegen Entamoeba
histolytica und 86 Personen (34,7 %) ausschliefdich gegen Entamoeba dispar auf. Aul3erdem
zeigten 128 Personen (51 %) weder Antikorper gegen Entamoeba histolytica noch gegen
Entamoeba dispar (vgl. Abschnitt 3.4).

Da Antikorper gegen Entamoeba histolytica mehr als 10 Jahre lang im Blut nachweisbhar sein
kénnen (KNOBLOCH & MANNWEILER, 1983; REED, 1992), sind die serologischen
Préavalenzen von Entamoeba histolytica und dementsprechend auch von Entamoeba dispar in
der vorliegenden Studie erwartungsgemal hoher als die mit Hilfe der Hexokinase
Isoenzymauftrennung, der Riboprinting-Polymerase-K ettenreaktion und der kolorimetrischen
Polymerase-K ettenreaktion nachgewiesenen Prévalenzen von 1,1 % fur Entamoeba histolytica
(bzw. korrigiert 1,9 %) und von 13,6 % fur Entamoeba dispar (bzw. korrigiert 21,9 %; vgl.
Abschnitt 4.5).

Die serologische Pravalenz von Entamoeba histolytica betrug in der vorliegenden Arbeit 14,3 %.
Dieses Ergebnis stimmt in etwa Uberein mit dem errechneten Durchschnittswert von ca. 9 %
weltweit aufgrund der in Tabelle 1.3 aufgefiihrten Studien, ist aber héher as das der bislang
einzigen turkischen Studie. Bei letzterer wurde eine Seropravalenz von 1,8 % (von 225
Personen ohne gastrointestinale Beschwerden) bzw. von 6,4 % (von 157 stationdren Patienten,
bei denen gastrointestinale Beschwerden auftraten und Trophozoiten im Stuhl sich zeigten)
berechnet (BALCI et a., 1993). In dieser tirkischen Studie kam ein Hamagglutinationstest mit
Roh-Antigen aus einem HK-9-Stamm-Isolat zur Anwendung. In der Vorstudie zur vorliegenden
stidostanatolischen Studie war in derselben Region im weiteren Umkreis der Stadt Diyarbakir
eine Seropravalenz von 33,7 % fur Entamoeba histolytica gefunden worden (JETTER, 1998).
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Aus beiden Studien geht hervor, dass die Seropravalenzen von Entamoeba histolytica in dieser
landlichen Region deutlich hoher sind als in der von BALCI untersuchten stadtischen Region
der Tirkei (BALCI et al.,, 1993), auch wenn man die Unterschiedlichkeit der Tests
berucksichtigen muss (KNOBLOCH & MANNWEILER, 1983).

Die Seropravalenz von 45,8 % fiir Entamoeba dispar in der vorliegenden Studie weist auf eine
hohe Durchseuchung mit Entamoeba dispar in dieser Region hin. Sie liegt um einiges hoéher als
die in der Vorstudie ermittelte Seroprévalenz von 26,5 % (JETTER, 1998).

Fur immunologische und epidemiologische Studien wurde Ublicherweise Homogenisat von
Trophozoiten als Antigengemisch verwendet (vgl. Tabelle 1.3). In der vorliegenden Studie
wurde Roh-Antigen SAW 1734 zur Bestimmung von Anti-Entamoeba dispar-Antikérpern und
HM-1: IMSS-Roh-Antigen zur Bestimmung von Anti-Entamoeba histolytica-Antikérpern ein-
gesetzt. Dabei zeigten Untersuchungen mit Western-Blots, dass zahlreiche Molekiile der
Trophozoiten antigen wirksam sind, sowohl im Verlauf natirlicher Infektionen als auch
experimentell. Der Versuch, spezifische Antikorper gegen isolierte Molekiille im
Immunisierungsverfahren zu erzeugen und Differenzierungen zwischen Entamoeba histolytica
und Entamoeba dispar vorzunehmen, wurde daher von einer Reihe von Forschungsgruppen
unternommen (HORSTMANN, 1994).

JACKSON und Mitarbeiter fanden in einer siidafrikanischen Querschnittsstudie in Durban
Antikdérper gegen Entamoeba histolytica bei 17 von 17 Personen (100 %) mit Entamoeba
histolytica-Zymodemmuster, aber nur bei sieben von 33 Personen (21 %) mit Entamoeba
dispar-Zymodemmuster (JACKSON et al., 1985). Aus diesem Befund wurde abgeleitet, dass
bei ,,Entamoeba dispar-Infektionen* keine Antikorper gebildet werden (JACKSON et al.,
1985). Zur gleichen Zeit hatte OSISANY A keinen signifikanten Unterschied der Antikorpertiter
von Entamoeba histolytica bei Personen festgestellt, in deren Stuhl Entamoeba histolytica oder
Entamoeba dispar nachweisbar war (OSISANYA, 1985). Offen blieb in dieser Studie, ob die
Untersuchten aus einem endemischen Gebiet stammten. Wenn dies der Fall ware, ware die
Aussagekraft der Ergebnisse stark gemindert (KNOBLOCH et al., 1982).

Im Folgenden wurde versucht, spezifischere Membranbestandteile von Entamoeba histolytica
nachzuweisen. So zeigte eine Studie, dass durch Verwendung von rekombinantem Entamoeba
histolytica-Oberflachenmaterial, z. B. des 29-kDA-Proteins, die Spezifitit und Sensitivitat unter
epidemiologischen Verhéltnissen gesteigert werden konnte (FLORES et al., 1993). Besonders
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unter Einsatz des rekombinanten P1-EIA-Proteins, der M-LA-Membranfraktion oder der
l6slichen SA-EIA-Extraktion steigerte sich die Sensitivitat und Spezifitat der Tests bedeutsam
(LOTTER et al., 1992). Unter epidemiologischen Bedingungen zeigte sich mit Hilfe eines
ELISAs und eines Latextests unter Anwendung des rekombinanten P1-EIA-Proteins bzw. der
M-LA-Membranfraktion bei Personen mit invasiver Amdbiasis und anderen Erkrankungen eine
Sensitivitat von 86,8 % bzw. 96,1 % und eine Spezifitat von 96,7 % bzw. 92,3 % (LOTTER et
al., 1993; LOTTER et al., 1995). Dabei zeigten die untersuchten Personen wenige Monate nach
erneuter Testung keine spezifischen P1-EIA-Antikdrper mehr im Blut. Aus den Sensitivitaten
und Spezifitdten wurde abgeleitet, dass eine Kreuzreaktivitat zwischen Entamoeba histolytica
und anderen Protozoen bestiinde (LOTTER et al., 1995). In der vorliegenden Studie zeigten 29
Personen (11,6 %) Antikorper sowohl gegen Entamoeba histolytica als auch gegen Entamoeba
dispar. Diese hohe Anzahl von Tragern mit Antikdrpern gegen beide Spezies konnte darauf
hinweisen, dass es eine Kreuzreaktion zwischen Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar

in der Antikorperbildung gibt.

Von anderer Seite gelang es, in Humanseren Anti-(Gal/GalNAc)-Lectin-Antikdrper nachzu-
weisen, die gegen die 170-kDA-Adhérenzrezeptoruntereinheit gerichtet sind und damit die
Resistenz von Entamoében gegen menschliches Kompliment aufheben. Dieser Adharenzrezeptor
besteht aus einer 170-kDa- und einer 35/31-kDa-Untereinheit, die durch Disulfidbriicken
verbunden sind. Die Polypetide werden getrennt transkribiert und sind beide in der
Amobenmembran verankert (TANNICH et al., 1992). Trotz guter Sensitivitit waren auch hier
25 % der Seren von Personen, die im Stuhl Entamoeba dispar aufwiesen, positiv auf Anti-
Lectin-Antikorper getestet (RAVDIN et al., 1990; RAVDIN, 1994). Eine daraus abgeleitete
Vermutung war, dass durch die Exposition mit Entamoeba dispar Antikérper gebildet werden
(RAVDIN et al., 1990). Wenn auch eine Ahnlichkeit zwischen den Untereinheiten des Lectins
von Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar bestand, konnte doch gezeigt werden, dass
die Region mit den Epitopen flr die beiden Anhaftungsstellen fir komplementsensibilisierende
und anhaftungsverstarkende Antikdrper unterscheidbar blieb (DODSON et al., 1997).

In-vitro-Experimente zeigten, dass Entamoeba dispar eine zytotoxische Potenz besitzt. Diese
Ergebnisse decken sich mit der Beobachtung, dass tierexperimentell oberflachliche Erosionen in
der Kolonschleimhaut durch Entamoeba dispar hervorgerufen werden kdnnen (DODSON et al.,
1997; ESPINOSA-CANTELLANO et al., 1998; ESPINOSA-CANTELLANO & MARTINEZ-
PALOMO, 2000). Es ist daher anzunehmen, dass Entamoeba dispar zu einer spezifischen

Bildung von Antikorpern im Wirt fiihrt. Unterstiitzt wird diese Vermutung dadurch, dass in der
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vorliegenden Studie 86 Personen (34,7 %) ausschliel3lich Antikorper gegen Entamoeba dispar

zeigten.

In einer Studie wurde eine hochsignifikante Korrelation von Entamoeba histolytica-Antikérpern
mit Entamoeba histolytica festgestellt. Ob an intestinaler oder extraintestinaler Amobiasis
erkrankte oder nur symptomlose Wirte von Entamoeba histolytica, alle zeigten Entamoeba
histolytica-Antikdrper (JACKSON et al., 1985). Die vorliegende Studie zeigt, dass die Tréger
von Anti-Entamoeba histolytica-Antikorpern und Anti-Entamoeba dispar-Antikdrpern ein
signifikant hohes Risiko hatten, mit Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar infiziert bzw.
kontaminiert zu sein (OR=7,712, Kl=3,488-17,253 bzw. OR=4,044, Kl=1,918-9,178; vgl.
Abschnitt 3.5.4.4). Alle drei Personen, bei denen im Stuhl Entamoeba histolytica identifiziert
worden war, wiesen serologisch Antikorper gegen Entamoeba histolytica auf (vgl. Tabelle 6.1).
Allerdings konnte in der vorliegenden Studie keine Korrelation zwischen akuter gastro-
intestinaler Symptomatik und Antikérpernachweis von Entamoeba histolytica hergestellt
werden — mit OR=1,034, KI=0,451-2,219 fiir eine positive Korrelation und OR=0,9667,
KI1=0,451-2,217 fir eine negative Korrelation (vgl. Abschnitt 3.5.5).

In den meisten in Abschnitt 1.6 dargestellten seroepidemiologischen Studien zeigte sich mit
Zunahme des Alters jenseits des Kleinkindes- oder Kindesalters eine Abnahme der Sero-
pravalenz von Entamoeba histolytica (BOS et al., 1980; BONILLA & BONAPART, 1981,
HOSSAIN et al.,, 1983; MANULA et al., 1986; CABALLERO-SALCEDO et al., 1994,
BRAGA et al., 1996). Auch in der vorliegenden Studie lag eine Seroprévalenzabnahme fir
Entamoeba histolytica jenseits des 20. Lebensjahres vor, erreichte aber ein zweites Maximum
bei den 41- bis 50- Jahrigen (vgl. Abschnitt 3.5.5).

4.8 Risikofaktoren fir die untersuchten Personen

4.8.1 Personenbezogene Risikofaktoren

In der vorliegenden Studie wurde ein erhohtes Risiko fur 11- bis 20- Jahrige gefunden, mit
Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar infiziert bzw. kontaminiert zu sein (OR=2,319,
KI=1,127-4,732). Nach dem 20. Lebensjahr nahm das Infektionsrisiko stetig ab. Das niedrigste

Infektionsrisiko zeigte sich bei den Uber 50- Jahrigen (OR=0; Fishers exakter Vierfeldertest
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(p<0,05). Der Anteil der mit Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar infizierten bzw.
kontaminierten weiblichen Personen (OR=1,184, K1=0,588-2,443) lag nur geringfligig hoher als
der Anteil infizierter bzw. kontaminierter mannlicher Personen (OR=0,845, KI=0,387-1,623).
Es wurde also kein signifikantes geschlechtsspezifisches Infektionsrisiko gefunden. Personen
mit akuter gastrointestinaler Symptomatik (,,Diarrh6* und /oder ,,Bauchschmerzen* und /oder
nicht naher definierte gastrointestinale Beschwerden) zeigten erstaunlicherweise weniger haufig
Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar im Stuhl (OR=0,570; KI=0,215-1,278) als Personen
ohne akute gastrointestinale Symptomatik (OR=1,753; KI=0,768-4,534; vgl. Abschnitt 3.5.4.1).

Bisher gibt es einige Studien, die eine hthere Entamoeba histolytica- / Entamoeba dispar-
Pravalenz im Kindesalter mit abnehmender Prévalenz bei zunehmendem Alter angaben, so
Studien aus Kambodscha (CANDLER et al., 1990), Athiopien (ERKO et al., 1995) und
Bangladesch (HAQUE et al., 1997b), sowie einige Studien, die eine ansteigende Pravalenz bei
zunehmendem Alter ermittelten, so aus Nigeria (OYERINDE et al., 1977), Bangladesch
(HOSSAIN et al., 1983), Indonesien (BANGS et al., 1996) und Brasilien (POVOA et al., 2000).
Es liegen aber auch Studien vor, die keinen Altersunterschied feststellten, so aus Mexiko
(ACUNASSOTO et al., 1993) und Saudi-Arabien (OMAR et al., 1995). AuRerdem wurde in
zwei Studien, die die Haufigkeit von Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar in Abhéngig-
keit vom Lebensalter untersuchten, ein Kurvenverlauf mit zwei Héaufigkeitsmaxima
beschrieben: in Bangladesch einerseits bei Kleinkindern und andererseits bei tber 40- Jahrigen
(WANKE et al., 1988) und in Mexiko einerseits bei 5- bis 14- Jahrigen und andererseits bei
iiber 45- Jahrigen (MARTINEZ-GARZIA et al., 1990).

In Studien, in denen Geschlechtsunterschiede beziiglich der Verteilung von Entamoeba
histolytica / Entamoeba dispar untersucht wurden, zeigten sich folgende Ergebnisse:
Beispielsweise war in der Studie fur Bangladesch im Durchschnitt eine gleiche Haufigkeits-
verteilung von invasiver Amabiasis bei insgesamt 85 weiblichen und ménnlichen Untersuchten
festzustellen. Allerdings traten aber in Bezug auf das Lebensalter Haufungen bei weiblichen
Infizierten zwischen 21 und 40 Jahren und Haufungen bei ménnlichen Untersuchten Gber 40
Jahren auf (WANKE et al., 1988). Einen groReren Anteil der mit Entamoeba histolytica /
Entamoeba dispar infizierten bzw. kontaminierten weiblichen Personen zeigten Studien aus
Nigeria (OYERINDE et al., 1977), Kenia (CHUNGE et al., 1991), Malaysia (RAJESWARI et
al., 1994) und Bangladesch (HAQUE et al., 1997a; HAQUE et al., 1997b). Eine Studie aus
Athiopien nannte eine signifikant erhohte Pravalenz von Entamoeba histolytica / Entamoeba

dispar bei weiblichen Personen fur die Gruppe von Schulerinnen. In dieser Studie wurden
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einerseits Schiller und Schilerinnen und andererseits Gemeinden ohne Schulen in allen
Altersklassen untersucht (ERKO et al., 1995). Zwei Studien — aus Siid-Afrika (GATHIRAM &
JACKSON, 1985) und von den nérdlichen Philippinen (RIVERA et al., 1998) — wiesen bei den
untersuchten weiblichen Personen lediglich eine hdhere Pravalenz von Entamoeba dispar, nicht
aber von Entamoeba histolytica nach. Einen grofReren Anteil der mit Entamoeba histolytica /
Entamoeba dispar infizierten bzw. kontaminierten mannlichen Personen zeigte z. B. eine Studie
in Nigeria (AGI, 1995). Keine Geschlechtsdifferenzen bezuglich einer Infektion bzw.
Kontamination mit Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar wiesen Studien aus Saudi-
Arabien (OMAR et al., 1995), Indonesien (BANGS et al., 1996), Bangladesch (HAQUE et al.,
1999) und Mexiko (RAMOS et al., 2000) nach. Insgesamt iberwiegen die Studien mit erhéhtem
Anteil weiblicher infizierter bzw. kontaminierter Personen, was in der vorliegenden Studie
allerdings nur tendenziell bestétigt werden konnte. Die Ursachen fur eine hthere Pravalenz
weiblicher mit Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar infizierter bzw. kontaminierter

Personen sind unbekannt.

GUERRANT nennt drei Studien aus Mexiko und Venezuela, in denen wegen akuter Diarrhé im
Krankenhaus aufgenommene Kinder untersucht wurden. Entamoeba histolytica konnte bei 2 bis
15 % der Kinder nachgewiesen werden (GUERRANT, 1986). Eine kleine epidemiologische
chinesische Studie berichtete von einer positiven signifikanten Korrelation zwischen einer
Infektion mit Entamoeba histolytica und dem Auftreten von Diarrhd bei insgesamt 42 Personen
(GUO et al., 1995). In Indien stellten NANDA und Mitarbeiter keine Korrelation von akuten
gastrointestinalen Symptomen und positiven ROBINSON-Kulturen fest. Personen mit Diarrh6
hatten aber haufiger negative ROBINSON-Kulturen (NANDA et al., 1984). Eine andere Studie
stellte an 2000 in Bangladesh untersuchten Kindern fest, dass es keine Korrelation von akuten
gastrointestinalen Symptomen und dem Nachweis von Entamoeba histolytica gab, unabhéngig
davon, ob dieser mit stuhlmikroskopischer oder isoenzymanalytischer Methode erfolgte
(HAQUE et al., 1997a). Auch eine weitere Studie aus Mexiko mit 1730 Probanden stellte keine
Korrelation von Durchfallerkrankung und dem Nachweis von Entamoeba histolytica mittels der
Hexokinase-Isoenzymauftrennung fest (MARTINEZ-GARZIA et al., 1990). Eine Studie, die
Stuhlproben aus einem endemischen Gebiet (Togo) und Proben aus tropenmedizinischen
Ambulanzen eines nichtendemischen Gebietes (Deutschland) verglich, konnte keine Korrelation
zwischen dem Nachweis von Entamoeba histolytica sowie Entamoeba dispar und akuter
gastrointestinaler Symptomatik feststellen (PICKEL, 1994). Die Vorstudie konnte ebenso keine
Korrelation von stuhlmikroskopischem Nachweis von Entamoeba histolytica / Entamoeba
dispar mit Diarrhd herstellen (JETTER, 1998). Weil sich in der vorliegenden Studie keine
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Korrelation zwischen akuter gastrointestinaler Symptomatik und Entamoeba histolytica- /
Entamoeba dispar-Nachweis im Stuhl zeigte und auch kein Fall von invasiver Amobiasis
entdeckt wurde, miissen andere Ursachen wie z. B. eine bakterielle Kalitis (vgl. Abschnitt 1.3.2)

fir eine akute gastrointestinale Symptomatik ursachlich gewesen sein.

Erwéhnt sei noch, dass eine extraintestinale Manifestation eines Leberabszesses haufiger bel
Ménnern zu beobachten war (KATZENSTEIN et al., 1982; GUERRANT, 1986), wahrend
Kinder haufiger fulminante Verléufe einer intestinalen Kolitis zeigten (NNOCHIRI, 1965), aber
weniger L eberabszesse entwickelten (MARTINEZ-GARCIA et al., 1986).

482 Okonomische und soziale Risikofaktoren

Niedriger 6konomischer und sozialer Standard wurde haufig als Risikofaktor fir eine Infektion
bzw. Kontamination mit Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar genannt (BRUCKNER,
1992; RAMOS et ., 2000).

In der vorliegenden Studie bestand fir Bauern ein vermindertes Risiko einer Infektion bzw.
Kontamination mit Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar (OR=0,663, K1=0,152-2,042;
vgl. Abschnitt 3.5.4.2).

Die Bauern in den drei untersuchten Dorfern, die Ublicherweise ab dem 20. Lebengahr einer
geregelten Lebenswel se nachgingen, nahmen ihre Mahlzeiten haufiger unter freiem Himmel ein.
Ihr Arbeitsumfeld stellte vermutlich eine weniger kontagise Umgebung dar, alsdie oft z. T. in
Lehmhitten eng zusammenlebenden Familienmitglieder. In diesem Zusammenhang sei auf das
héufig zitierte Phdnomen des ,, Crowding* hingewiesen, bei dem es aufgrund der hohen Dichte
vieler zusammenlebender Menschen zu einer gehauften Infektion mit Entamoeba histolytica /
Entamoeba dispar kommt (RAVDIN, 1995). In einer Studie hatten Familien mit mehr as 4
Personen ein hoheres Risiko, eine Amobiasis zu entwickeln (CANDLER et d., 1990); ebenso
hatten in einer anderen Studie Familien mit Gber acht Personen ein hoheres Risiko (CHUNGE et
a., 1991). Keine Korreation von ,,Crowding“ mit Entamoeba histolytica- / Entamoeba dispar-
Nachweis fand OMAR in Saudi-Arabien (OMAR, et al., 1995). In der vorliegenden Studie fand
keine statistische Auswertung der Infektionsrate pro Familie (Haushalt) datt, da

durchschnittlich nur vier Personen in einer Familie untersucht wurden.
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4.8.3 Risikofaktoren beziglich des Trinkwassers, des Brauchwassers

und des Hygieneverhaltens

Ein vermindertes Risiko einer Infektion bzw. Kontamination mit Entamoeba histolytica /
Entamoeba dispar bestand fiir Besitzer eigener Trinkquellen (OR=0,546, K1=0,256-1,096) und
fiir Personen, die ihr Brauchwasser aus dem Tigris bezogen (OR=0,517, KI=0,256-1,038).
Hingegen lieR sich ein erhdhtes Risiko nachweisen flr Personen, die keine eigene Trinkquelle
hatten und Personen, die ihr Brauchwasser aus einem gemeinsamen Brunnen bezogen
(OR=1,833, KI=0,912-3,710; OR= 1,934, K1=0,964-3,907, vgl. Abschnitt 3.5.4.3).

Eine Studie aus einer landlichen Gegend Saudi-Arabiens beschrieb ein zwei- bis dreifach
erhdhtes Entamoeba histolytica- / Entamoeba dispar-Infektions bzw. -Kontaminationsrisiko fir
Personen, die ihr Trinkwasser aus Brunnen bezogen, im Vergleich zu Personen, die entsalztes
Meerwasser tranken (OMAR et al., 1995). Eine positive Korrelation zwischen einer Infektion
bzw. Kontamination mit Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar und der Nutzung von
Abwasser zur Feldbewasserung beschrieb eine Studie in Mexiko City. Flr 5- bis 14- Jahrige,
die von Erzeugnissen der Regenwasser-Feldbewasserung lebten, wurde ein mehrfach erhohtes
Infektions- bzw. Kontaminationsrisiko nachgewiesen im Vergleich zu einer Kontrollgruppe
gleichen Alters (CIFUENTES et al., 1994). Sogar noch Uber Eiswirfel in Getrdnken konnte
man sich infizieren, wie in einer Studie festgestellt wurde. Die Personen waren Touristen, die
aus endemischen Landern zuriickreisten (de LALLA et al., 1992). Interessant ist das Ergebnis
einer Studie aus Kambodscha, bei der Trinkwasserproben von 51 an invasiver Amabiasis
erkrankten Personen entnommen wurden. In den Trinkbrunnen von 44 dieser 51 Personen
zeigten sich lediglich Kolibakterien und keine Amoben (CANDLER et al., 1990).

In Hydwelyaz und Kozan besallen 145 Personen (95,2 %) eine eigene Trinkquelle (Brunnen)
und sieben Personen keine eigene Trinkquelle, sondern eine gemeinschaftlich genutzte
Trinkquelle (vgl. Abschnitt 3.5.6.3). Die Schachte der Brunnen waren meistens nach auf3en hin
offen und ausgestattet mit unterschiedlich hohen Brunnenrandern, die z. T. nur ca. 70 cm hoch
waren. Das zum Trinken und fur Speisen verwendete Wasser wurde in einem Gefal? mit Hilfe
eines Seiles heraufbeférdert. Es lasst sich aber beziiglich des Infektionsweges von Entamoeba

histolytica / Entamoeba dispar via Brunnenwasser als Trinkwasser und / oder das Wasser des
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Tigris als Brauchwasser oder weitere Mdglichkeiten — fikal-oraler Weg, Fliegenibertragung
(PIEKARSKI, 1987) — nur spekulieren.

Die gemeinsam genutzte Quelle Bagpwnars mit gemeinsamen und privaten Leitungen fur Trink-
und Brauchwasser der einzelnen Haushalte war nicht wie ein Brunnenschacht nach aufRen hin
offen. Eine Kontamination dieser Quelle von auflen ist daher unwahrscheinlicher als eine
Kontamination Uber die offenen Schachte der Dérfer Hydurelyaz und Kozan. Auf der anderen
Seite kann die hohe und relativ gleichméRige Verteilung von Entamoeba histolytica /
Entamoeba dispar und Entamoeba coli auf die Familien in Bagpwar als Hinweis auf die
Kontamination der Quelle gedeutet werden. Es ist zu bedenken, dass diese Quelle von einer
betrachtlichen Anzahl von ca. 800 Personen genutzt wurde, was einer Kontamination sicherlich

entgegenkommt.

Ein Schutz vor einer Infektion mit Entamoeba histolytica bzw. Entamoeba dispar bestand in der
vorliegenden Studie fir Personen, die sich nach dem Defézieren die Hande nicht wuschen
(Fishers exakter Vierfeldertest, p<0,05; vgl. Abschnitt 3.5.4.3). AuBerdem wies dieselbe
Personengruppe signifikant hdhere positive Antikdrpertiter gegen Entamoeba histolytica bzw.
Entamoeba dispar auf (OR=0,190, KI=0,010-0,937, bzw. OR=0,076, KI=0,012-0,264) als die
Personengruppe, die sich die Hande wusch (vgl. Abschnitt 3.5.5).

In einer Studie wurde vermutet, dass Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar auf fakal-
oralem Weg (Ubertragen wurde, da sich die Fallzahlen in Familien erhohten, wenn die
speisenzubereitende Person infiziert war (GATTI et al., 1995a). Dieser Zusammenhang konnte
jedoch in einer anderen Studie nicht bestatigt werden (SPENCER et al., 1977). Eine Studie aus
Israel stellte eine hohe Korrelation von individuellem Hygieneverhalten sowie kontaminierten
Lebensmitteln und Entamoeba histolytica-Infektionen fest (HART et al., 1984).

Wie Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar in Gemeinschaften tibertragen wird, ist meistens
nicht zu klaren. Dies zeigte sich in einer groRangelegten, in Texas durchgefiihrten Familien-
studie. Dort wurde fur Mitglieder der Familien, die lediglich auferhalb des Wohnraumes
Latrinen hatten, eine hohe Seroprévalenz fiir Entamoeba histolytica errechnet. Diese Mitglieder
zeigten ein unhygienischeres Verhalten als die Angehorigen der Familien mit ,indoor toilets®,
auch waren diese Latrinen im Durchschnitt in einem schlechteren sanitaren Zustand als die
»indoor toilets* (SPENCER et al., 1977). Allerdings wurde in dieser Studie das individuelle

Hygieneverhalten und die Hygienebedingungen nicht genau genug untersucht, um weitere
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Aussagen beziglich der Transmission machen zu konnen. Der Ubertragungsweg von Person zu
Person (fékal-oral) wurde aber nicht nur in dieser Studie (SPENCER et al., 1977), sondern auch
in einer Studie aus Kambodscha (CANDLER, et al., 1990) als wahrscheinlich erachtet. Der
fakal-orale Ubertragungsweg wurde auch in weiteren Studien als haufiger Ubertragungsweg
angesehen (HORSTMANN, 1994; FLEISCHER & TANNICH, 2000).

In Hyduwelyaz fand die Befragung, ob nach dem Defazieren die Hande gewaschen wurden, in
den Familien statt. In Kozan, besonders aber in Bagpwar, fand die Befragung v. a. in der
Offentlichkeit statt — in der Schule und auf freiem Feld. In Bagpwar wuschen sich nach den
Angaben der Dorfbewohner alle Personen die Hande. Die Untersuchten Bagpwnars hatten aber
die hochste Infektionsrate im Vergleich zu den anderen zwei Dorfern (vgl. Tabelle 3.20). Es ist

naheliegend, dass hier unrichtige Angaben gemacht wurden.

Wie schon in Abschnitt 3.1.3 dargestellt, hat eine stichprobenhafte Untersuchung der sanitéren
Verhaltnisse deutlich gemacht, dass eine Handewaschmaglichkeit oft nicht oder unzureichend
gegeben ist. Der Antwort auf die Frage: ,,Waschen Sie sich die Hande nach dem Defazieren ?*
kann auch aufgrund der Einschatzung der befragten einheimischen Mitarbeiter und Angehdrigen
der Universitat von Diyarbakir nur eine geringe objektive Aussagekraft beigemessen werden.
Die Annahme, dass Angaben zum Héndewaschen nicht verlésslich sind, kann auch aus dem
Ergebnis einer anderen tlrkischen Studie abgeleitet werden. Hier wurde ein Befall mit
Darmparasiten bei Personen, die sich die Hande nach dem Defézieren oder vor dem Essen
wuschen, etwa gleich haufig festgestellt wie bei Personen, die sich die Hande nicht wuschen. In
dieser Studie wurden 1056 Schulkinder und Eltern aus Istanbul auf Risiken fur einen Befall mit
Darmparasiten hin untersucht (AYHAN & TUMERDEM, 1994). Es ist also davon auszugehen,
dass vermutlich keiner der Befragten sich die Hande wusch. Wenn dennoch eine ehrliche
Antwort auf diese heikle, miindlich gestellte Frage gegeben wurde, so konnte dies auf die
Einsicht der Befragten in das notwendige Hygieneverhalten zur Vermeidung einer Infektion mit
z. B. Darmparasiten hindeuten. Des Weiteren ist vorstellbar, dass bei Personen, die keine
Gelegenheit hatten, sich nach dem Deféazieren die Hande zu waschen, aber ein umsichtiges
Hygieneverhalten (HART et al., 1984) unter den gegebenen erschwerten Bedingungen zeigten,
die Infektionsrate fur Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar niedriger ist als bei Personen,

die lediglich einer Erwartungshaltung der Interviewer zu entsprechen suchten.
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4.9 Schlussfolgerungen

1) Die ermittelten Pravalenzen von 1,1 % fir Entamoeba histolytica und von 13,6 % fiir
Entamoeba dispar wurden aufgrund der Unzuverldssigkeit der MIF-C-Methodik in der
vorliegenden Studie und der Anzlchtungsrate von 60 % Entamoeba histolytica / Entamoeba
dispar in den ROBINSON-Kulturen auf 1,9 % bzw. 21,9 % korrigiert. Die korrigierte Préavalenz
von 1,9 % fir Entamoeba histolytica entspricht der weltweit in epidemiologischen Studien
gewonnenen Pravalenz von durchschnittlich 3,5 %. Die korrigierte Prévalenz von 21,9 % fiir
Entamoeba dispar ist deutlich hoher als die in epidemiologischen Studien durchschnittlich

gewonnene Pravalenz von 8,7 %.

2) Tréager von Anti-Entamoeba histolytica-Antikorpern und Trager von Anti-Entamoeba dispar-
Antikérpern hatten ein signifikant hoheres Risiko, mit Entamoeba histolytica / Entamoeba

dispar infiziert bzw. kontaminiert zu sein.

3) In der Altersgruppe der 11- bis 20- Jahrigen fand sich die hdchste Prévalenz von Entamoeba
histolytica / Entamoeba dispar. Von der Gefahrdung durch Entamoeba histolytica / Entamoeba
dispar waren insbesondere zwei Personengruppen betroffen: einerseits Personen, die in
Haushalten wohnten, in welchen sie fur ihre Trinkwasser- und Brauchwasserversorgung einen
gemeinschaftlichen Brunnen benutzten und andererseits Uberraschenderweise Personen, die sich
gemal ihren eigenen Angaben ihre Hande wuschen. Weibliche Personen waren nicht signifikant
haufiger infiziert bzw. kontaminiert als méannliche Personen; es konnte keine Korrelation
zwischen einer akuten gastrointestinalen Symptomatik und dem Nachweis von Entamoeba
histolytica / Entamoeba dispar festgestellt werden. Es wurde kein Fall von invasiver Amobiasis

nachgewiesen.

4) Die serologische Pravalenz von 14,3 % fur Entamoeba histolytica war wesentlich hoher als
die mit der Hexokinase-Isoenzymauftrennung, der Riboprinting-Polymerase-Kettenreaktion und
der kolorimetrischen Polymerase-Kettenreaktion im Stuhl nachgewiesene Pravalenz von 1,1 %.
Die serologische Préavalenz von 453 % fur Entamoeba dispar deutet auf eine hohe

Durchseuchung der l&ndlichen Bevdlkerung der Stid-Ost-Trkei hin.

5) Die hdchsten Seropravalenzen fir Entamoeba histolytica zeigten sich bei den 11- bis 20-
Jahrigen und den 41- bis 50- J&hrigen bzw. fiir Entamoeba dispar bei den 11- bis 20- Jahrigen

und den Uber 50- Jahrigen.
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6) Aufgrund der hohen Anzahl von 29 Personen (11,6 %), die Antikérper gegen Entamoeba
histolytica und Entamoeba dispar aufwiesen, kann eine Kreuzreaktivitat zwischen Entamoeba
histolytica und Entamoeba dispar vermutet werden. Da andererseits eine groRe Anzahl von 86
Personen (34,7 %) Antikdrper besal3, die ausschlieflich mit Entamoeba dispar-Antigen
reagierten, ist es auch moglich, dass eine Kontamination mit Entamoeba dispar eine spezifische

Bildung von Antikorpern gegen Entamoeba dispar im Wirt zur Folge hat.
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5. Zusammenfassung

In dieser Studie wurden die Pravalenzen von Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar in
der Sud-Ost-Tiurkel bestimmt. Von insgesamt 265 zuféllig aus drei verschiedenen Dorfern
ausgesuchten Personen wurden Stuhl- und Blutproben gesammelt. Gleichzeitig wurden mittels
Fragebdgen Daten sowohl zu den Probanden, zu deren oOkonomischen und soziden
Verhdltnissen, as auch zum Hygieneverhalten und zur Trinkwasser- und Brauchwasser-
situation erhoben. In dem Labor der Mikrobiologie der Universitét von Diyarbakir wurden die
Stuhlproben auf Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar und andere Darmprotozoen-Spezies
hin mit Hilfe der MIF-C-Methode (SAPERO & LAWLESS, 1953) mikroskopisch untersucht.
Anschlieflend wurden 91 von diesen 265 Stuhlproben (34 %) einer Kulturanziichtung nach
ROBINSON zugefihrt. In 15 von diesen 91 Proben wurde eindeutig Entamoeba histolytica /
Entamoba dispar mittels der MIF-C-Methode nachgewiesen. In den Ubrigen 76 Proben zeigten
sich von Entamoeba coli und / oder von Entamoeba hartmanni und / oder von Jodamoeba
butschlii zusammen mehr als 5 Zysten pro Prdparat. Die aus den ROBINSON-Kulturen
gewonnenen Trophozoiten wurden vor Ort fir die Hexokinase-1soenzymauftrennung und die
Riboprinting-Polymerase-K ettenreaktion aufbereitet. Fir die kolorimetrische Polymerase-
Kettenreaktion wurden 47 Stuhlproben eingefroren, um sie im Department of Infectious and
Tropical Diseases, London School of Hygiene and Tropical Medicine, auf Entamoeba
histolytica und Entamoeba dispar hin zu untersuchen. Die aufbereiteten Blutproben bzw. die
daraus gewonnenen Seren wurden mit Hilfe eines Enzym-Immuntests auf Antikorper gegen
Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar untersucht. Diese Analyse wurde am Institut for

Tropenmedizin des Universitatsklinikums Tubingen durchgefiihrt.

Die mit Hilfe der Hexokinase-lsoenzymauftrennung, der Riboprinting-Polymerase-K etten-
reaktion und der kolorimetrischen Polymerase-Kettenreaktion ermittelte epidemiologische
Préavalenz betrug 1,1 % fir Entamoeba histolytica und 13,6 % fir Entamoeba dispar. Diese
Werte mussten aber wegen der Unzuverldssigkeit der MIF-C-Methode in der vorliegenden
Studie und wegen der Anzlichtungsrate von 60 % Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar in
den ROBINSON-K ulturen korrigiert werden. Es ergab sich somit eine Pravalenz von 1,9 % fur

Entamoeba histolytica bzw. von 21,9 % fir Entamoeba dispar.

Die serologische Pravalenzen von 14,3 % fir Entamoeba histolytica und von 45,8 % fir
Entamoeba dispar weisen auf eine hohe Durchseuchung sowohl mit Entamoeba histolytica als

auch mit Entamoeba dispar hin.
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Die hochsten Antikdrpertiter gegen Entamoeba histolytica zeigten die Altersgruppen der 11- bis
20- Jahrigen und der 41- bis 50- Jahrigen bzw. die hdchsten Antikorpertiter gegen Entamoeba
dispar die Altersgruppen der 11- bis 20- Jahrigen und der Uber 50- Jahrigen.

In der Altersgruppe der 11- bis 20- Jahrigen fand sich die hochste Prévalenz von Entamoeba
histolytica / Entamoeba dispar. Von der Gefahrdung durch Entamoeba histolytica / Entamoeba
dispar waren insbesondere zwei Personengruppen betroffen: einerseits Personen, die in
Haushalten wohnten, in welchen sie fir ihre Trinkwasser- und Brauchwasserversorgung einen
gemeinschaftlichen Brunnen benutzten und andererseits Uberraschenderwei se Personen, die sich
gemal ihren eigenen Angaben ihre Hande wuschen. Einen Schutz vor einer Infektion bzw.
Kontamination mit Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar zeigten insbesondere Bauern,
Uber 50- Jahrige und Mitglieder von Haushaten, die einen eigenen Brunnen besal3en, ebenso
wie Personen, die ihre Hande nach dem Defézieren nicht wuschen. Fir eine Infektion bzw.
Kontamination mit Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar wurden keine signifikanten
Werte beziiglich des Geschlechts gefunden und es konnte auch keine K orrelation zwischen einer
Infektion bzw. Kontamination mit Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar und einer akuten
gastrointestinalen Symptomatik hergestellt werden. Es wurde kein Fall von invasiver Amabiasis

nachgewiesen.
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6. Anhangstabelle und Abbildungen
6.1 Anhangstabelle
Tabelle 6.1 Ergebnisse der untersuchten Personen bezlglich akuter gastrointestinaler
Symptome, mikroskopischer Untersuchung der Stuhlproben, Erhebung der
Antikorper gegen Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar, sowie der
Hexokinase- Isoenzymauftrennung, Riboprinting- Polymerase- Kettenreaktion
(r-PCR) und kolorimetrischen Polymerase-Kettenreaktion (k-PCR). Auch das
Gesamtergebnis der drei zuletzt erwdhnten Methoden ist angegeben.
E.h. Entamoeba histolytica
E.d. Entamoeba dispar
E. coli Entamoeba coli
E. hart. Entamoeba hartmanni
J. bit. Jodamoeba bdtschlii
akute Mikroskopische Antikorper | Hexo-
Nr. | gastro- Ergebnisse gegen kinase- |r-PCR | k-PCR |Resultat
intesti- Isoenzym-
nale E.h./|E. E. J. auftren-
Sympto-| E.d. |coli [hart. |[bit. |E.h. [E.d. |[nung
me
1 |ja 252 |0 negativ | negativ
2 |ja 0 0
3 |ja E.coli 0 0
4 |ja 34 |0 negativ | negativ
5 |nein E.coli 20,1 negativ | negativ
6 |ja 12 |71 negativ | negativ
7 |ja 13,8 |0 negativ | negativ
8 |nein 0 10,8 negativ | negativ
9 [nein 0 0
10 |ja 119 |0
11 |ja E.coli 15 119
12 |nein 0 0
13 |ja 0 17,1
14 |ja 28 |0
15 |[nein 0 7,6
16 |nein 93 |0
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Fortsetzung Tabelle 6.1

akute Mikroskopische Antikorper | Hexo-
Ny, | 9astro- Ergebnisse gegen kinase- |r-PCR|k-PCR |Resultat

" | intesti- Isoenzym

nale Enh/lE E. M -auftren-

S%?pto Ed. |coli |hart. |bit. |Eh. |Ed. |Nhung
17 |nein 0 0
18 |ja 0 0 negativ | negativ
19 |[nein 0 10,6
20 |nein E.coli 0 0
21 |nein E.coli 0 0
22 |ja 0 0 negativ | negativ
23 |ja 0 8,7 negativ | negativ
24 |ja E.coli 0 7,8 E.d. E.d. E.d.
25 |nein 0 0
26 |ja E.coli 14 |43 negativ | negativ
27 |nein 0 23,4 negativ | negativ
28 |nein E.h./ | E.coli 0 20,4 |E.d. E.d. negativ |E.d.

E.d.
29 |ja E.h./ | E.coli 17,7 |0 E.d. E.d. E.d.
E.d.

30 |ja 0 0 E.d. E.d.
31 |nein J. bit. |0 9,6 negativ | negativ
32 |nein 0 9,7
33 |nein E.coli 0 0
34 |nein 8,4 1
35 |nein E.coli 0 0
36 |nein 0 4,8
37 |ja 0 0
38 |nein 0 0
39 |nein 94 |4
40 |nein E.coli 0 0
41 |nein 4 0
42 |nein 8,8 (16,2
43 |ja 0 25,5
44 |ja 0 38,3
45 |ja 0 0
46 |nein E.coli 0 0 E.d. E.d. E.d.
47 |nein E.coli 0 22,4 negativ | negativ
48 | nein E.coli J. but. [ 7,1 14,6 negativ | negativ
49 |nein J. bit. |0 0 negativ | negativ
50 |nein E.coli 0 449 |E.d. E.d. E.d.
51 |nein E.coli 0 0
52 |nein E.coli 30 41,2 E.d. E.d.
53 |nein 14,8 19,6
54 |ja E.coli 0 0
55 |nein 0 13,3
56 |nein 0 0
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Fortsetzung Tabelle 6.1
akute Mikroskopische Antikorper | Hexo-
Ny, | 9astro- Ergebnisse gegen kinase- |r-PCR|k-PCR |Resultat
" | intesti- Isoenzym
nale Enh/lE E. M -auftren-
S%?pto Ed. |coli |hart. |bit. |Eh. |Ed. |Nhung
57 |ja E.coli 0 0
58 |ja E.coli 11,2 |0
59 |nein E.h./ | E.coli J. but.{0,1 |0 E.d. E.d. E.d.
E.d.
60 |nein E.coli J.bit. |04 |22 E.d. E.d. [negativ |E.d.
61 |nein 0 0
62 |ja 0 0
63 |ja 0 0
64 |nein 0 29,2
65 |nein 6 0
66 |nein E.coli 0 9,2 negativ | negativ
67 |nein 1,2 9,2
68 |nein 32 |8
69 |ja 0 0
70 |nein 0 0
71 |nein E.h./ | E.coli 0 0
E.d.
72 |nein 0 18
73 |nein 09 68,2
74 |ja
75 |nein 01 |0
76 |nein 0 0
77 |nein 0 2,8
78 |nein 0 0
79 |nein 0 0
80 |nein 114 |0
81 |nein 0 0
82 |nein 75 |0
83 |ja 41,4 146
84 |nein 0 0
85 |ja 0 8,4
86 |ja 0,7 |12
87 |ja 51 |0
88 |ja 0 0
89 |ja E.h./ | E.coli 5 0
E.d.
90 |[nein E.h./ | E.coli 0 16,1 |E.d. E.d. E.d.
E.d.
91 |ja E.coli 0 0 negativ  |negativ negativ
92 |nein 0 6,3
93 |nein E.coli 8,7 |46 negativ |E.d. |negativ |E.d.
94 |nein E.coli 225 |50,6 |negativ E.d. negativ | E.d.
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Fortsetzung Tabelle 6.1
akute Mikroskopische Antikorper | Hexo-
Nr. |gastro- Ergebnisse gegen  |kinase- |r-PCR|k-PCR |Resultat
intesti- Isoenzym
nale E.h/|E. E. J. -auftren-
S%?Pto Ed. |coli |hart. |bit. |Eh. |Ed. |nung
95 |nein 0 56,2
96 |nein 0 0
97 |nein E.coli 8,9 |[37,5 |negativ |E.d. |E.d. E.d.
98 |nein E.coli 28,5 [111,4 |E.d. E.d. |E.d. E.d.
99 |nein 0 0
100 |nein 0 40,3
101 |nein 0 26,8
102 |nein 0 0
103 |nein 0 78,7
104 |nein E.coli 16,2 |15 E.h. negativ | negativ | E.h.
105 |ja 9,7 47,2
106 |ja 0 0
107 |nein 0 17,8
108 | nein 0 457
109 |nein 1 50,8
110 |nein 0 3,1
111 |nein 0 3,4
112 |nein E.coli 155 |112,2 |negativ |E.d. |negativ |E.d.
113 | nein 0 1
114 |nein 1,2
115 |nein E.coli 2,7 68,2
116 |nein E.coli J. blt. |0 33,6 negativ | negativ
117 |nein 1,3 |27
118 |nein E.coli J. but. [0 27,3
119 |nein E.coli 05 |0
120 |nein E.coli 1,6 |[259
121 |nein E.h./ | E.coli 0 0 E.d. E.d. |E.d. E.d.
E.d.
122 | nein 0 0
123 | nein E.coli 0 24,8
124 |nein
125 |nein 16,9 |53,1
126 | nein 0 0
127 |ja 0 0
128 |nein E.coli 43 (92,6
129 |nein 0 15,6
130 |nein 0 47,3
131 |nein E.hart. 16,9 (91,6 negativ | negativ
132 |nein E.h./ | E.coli 0 18,8 |negativ |negativ|negativ | negativ
E.d
133 |nein 0 4,6
134 | nein 0 0
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Fortsetzung Tabelle 6.1

akute Mikroskopische Antikorper | Hexo-
Nr. |gastro- Ergebnisse gegen  |kinase- |r-PCR|k-PCR |Resultat

Intesti- |soenzym

nde |gh/lE. |E J. -auftren-

ngnfe“pto Ed. |coli |hart. |bit. |Eh. |Ed. |nung
135 | nein 46 |0
136 | nein 0 19,2
137 | nein 0 9,4
138 | nein 56 |0
139 | nein 0 4,1
140 | nein 0 14,1
141 | nein 03 |7
142 | nein 0 3,7
143 | nein E.coli 44 1423
144 | nein E.h./ | E.coli 25 (93,1 negativ | negativ

E.d.
145 | nein 22 1928
146 | nein E.coli 0 26,4
147 | nein 9,6
148 | nein 7,8
149 | nein 0 51,2
150 | nein 94 |0
151 | nein 214 |73,3
152 | nein 0 24,2
153 | nein 0 89,1
154 | nein 5 0
155 | nein 0 0
156 | nein E.coli J. bit. [ 24,1 (49,7 |E.d. E.d. negativ | E.d.
157
158 E.coli
159 E.coli 0 314 negativ | negativ
160 | nein J. biit.| 0 46,3
161 | nein 0 0
162 | nein E.h./ | E.coli 0 493
E.d.

163 | nein E.coli J. bit. | 0 24,6 |negativ |negativ negativ
164 | nein 0 448
165 | nein 0 8
166 | nein E.coli 0 27,5
167 | nein E.coli 0 49,8
168 | nein E.coli 32 |0
169 | nein E.coli 0 25
170 |ja E.coli 0 0
171 | nein 0 9,1
172 |nein J. blt. | 0 14,3 negativ | negativ
173 |ja E.coli 0 0
174 |ja 16 |81
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Fortsetzung Tabelle 6.1

akute Mikroskopische Antikorper | Hexo-
Nr, |gastro- Ergebnisse gegen  |kinase- |r-PCR|k-PCR |Resultat

intesti- Isoenzym

nale E.h/|E. E. J. -auftren-

S%?Pto Ed. |coli |hart. |bit. |E.h. |Ed. |nung
175 | nein E.coli 0 12,9
176 | nein E.coli 0 0
177 |ja 33 |31
178 |nein 0 24,2
179 |nein 0 0
180 | nein E.coli 0 21,8
181 | nein E.coli 0 42,1
182 | nein E.coli 0 76,4
183 | nein E.coli|E.hart. 0 0
184 |nein
185 | nein 0 0
186 | nein E.coli 0 33,7 |E.d. negativ E.d.
187 |ja E.coli 0 0 negativ  |negativ negativ
188 | nein E.coli 0 3,9
189 |nein E.coli 0 43
190 | nein E.coli 0 0
191 |nein E.coli 26,2 |67 E.d. E.d. |[negativ |E.d.
192 |nein E.coli 0 0
193 |ja E.coli 0 20,7 |negativ |negativ negativ
194 | nein E.coli 0 105 |E.d. negativ | negativ | E.d.
195 |nein E.coli 0 4 E.d. negativ E.d.
196 |nein E.coli J. bit. |0 32,7 |negativ |E.d. E.d.
197 |ja E.coli 38,5 |118,6 | E.d. negativ E.d.
198 |ja E.coli J. bit. |0 9,6 negativ | negativ
199 |ja 19 |518
200 |ja E.coli 0,7 |18,6 |E.d. E.d. |[negativ | E.d.
201 |ja 0 15,3
202 |ja 0 9,1
203 |ja 0 0
204 | nein 0 6,1
205 |ja E.h./ | E.coli 35,6 |64 E.d. negativ E.d.

E.d.

206 |ja 0 0
207 |ja 0 44,9
208 E.coli negativ | negativ
209 |ja 0 0
210 |ja 0 29,4
211 |ja E.coli 0 0
212 | nein E.coli 54,2 1231
213 |ja E.coli J. bit. | 20,2 |65,3
214 | nein E.coli J. bit. | 16,1 |28 negativ | negativ
215 [nein E.coli J. but. [ 23,1 |89 negativ E.d. E.d.
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Fortsetzung Tabelle 6.1
akute Mikroskopische Antikorper | Hexo-
Nr, |gastro- Ergebnisse gegen  |kinase- |r-PCR|k-PCR |Resultat
intesti- Isoenzym
nale E.h/|E E. J. -auftren-
S%?Pto Ed. |coli |hart. |bit. |Eh. |Ed. |nung
216 |nein E.coli 21,3 |73
217 |ja E.coli 0 0 negativ | negativ
218 | nein 0 0
219 |ja 0 15,2
220 |ja E.coli 0 0
221 |ja E.coli 0,3 |0
222 | nein 0 1
223 |ja E.h./ | E.coli 0 36 E.d. negativ| negativ | E.d.
E.d.
224 |ja 0 0
225 |ja 0 1,6
226 |ja 0 35,7
227 |nein E.coli 0 11,9
228 | nein 2,3 |675
229 |ja 0 0
230 |ja 0 0
231 |nein 0 0
232 | nein 16,9 |15
233 | nein E.coli J. bit. |0 38,5 |negativ |negativ negativ
234 | nein E.coli 0 20,4
235 | nein 0 15,3
236 |nein E.coli J. bit. [ 4,5 129 |E.d. negativ E.d.
237 |nein E.coli 12,3 (65,8 E.d. E.d.
238 [nein E.coli 38,7 |108,5
239 | nein E.h./ | E.coli 45,1 |154,9 |negativ |E.d. [|negativ |E.d.
E.d.
240 |nein E.coli 6 42,8
241 |nein E.coli 11,1 [{132,3 |E.h. negativ | negativ | E.h.
242 |nein E.h./ | E.coli 20,4 (71,7 |E.d. Ed. [E.d. E.d.
E.d.
243 |nein E.h./ | E.coli|E. hart. 26,3 |101,1
E.d.
244 |ja E.hart. 12,2 119
245 | nein E.coli J. bit. | 18 77 E.h/E.d. |E.h. |negativ |E.h./Ed
246 | nein E.coli 0 0
247 | nein 251 |37
248 |nein E.hart. 0 15,6 |E.d. E.d. E.d.
249 | nein E.coli 0 5,3
250 | nein 0 0
251 |nein 0 25,4
252 | nein E.coli J. bit. | 0 0
253 | nein E.coli J. blt. |0 14,4 |negativ |negativ negativ
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Fortsetzung Tabelle 6.1
akute Mikroskopische Antikorper | Hexo-
Nr. |gastro- Ergebnisse gegen  |kinase- |r-PCR|k-PCR |Resultat
Intesti- Isoenzym
nale  |Eh/|E. |E J. -auftren-
S%?Pto Ed. |coli |hart. |bit. |Eh. |Ed. |nung
254 |nein 0 36,1
255 | nein E.coli 0 10,1 |negativ |E.d. E.d.
256 | nein E.coli J.but. | 11,2 22,7 |E.d. E.d. E.d.
257 | nein 51 |[37,7
258 |nein E.coli 0 54,2 |E.d. E.d. E.d.
259 E.coli
260
261
262 E.coli
263
264
265
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6.2 Abbildung: Personenbezogener Fragebogen

QU ESTIONNAIRE'
- GROUP: CASE: Lo Date:
1. Name:
2. Age:
3. Height:
4. Weight:
- 5. Sex: - Ofemale © O male
&. Religlon: O Moslem A
O Christian 0O others:
7. Education: T under school age O eiementory school
i - O high school “ B university :
- 8. "Occupaﬂonﬂz _ 0 former | [ unskilled worker - [ skitied worker :
£1 employee £ pupil/student - 0O house-wife
= o’rhers B o , .

9. Is the person

O well hydrated

‘Q ornot? -
10. Systemic disease: Cldiabetes
. Qtumor
- Bothers::
11. Which sympfoms did the person show durlng the last 4 weeks? - :
Ddlorrhoec ' if yes: onsel: QOrapid:
' S Dinsidious
duration: J>10 days
: ' - O<10days .
_contents: Omucus -
: : ; ' Dblcod
O abdominal pain ’
Ofever -
Dothers::
12 Does the person usuauy wash his hands after uslng the folief"‘
Oyes. - - with soap¥ Clyes COno
Uno : o
13. Ingestion of drugs: " Dyes which#e

Dno



ANHANGSTABELLE UND ABBILDUNGEN 117

6.3 Abbildung: Haushaltsbezogener Fragebogen

| ’QUESTIONNAIRE (for each Household)

erour: | | | | Date:

1. How many persoh live In the same household? person.

2. income of household per month:

3. Drinking - ivqfer from o
' | Oownwell O own tap

O common well ) common tap
[ boiled water . O water is bought

4. Do the person wash or peel frults/vegetabels?
‘ ' U yes O wash

o "0 peel
U no ,
5. Do the person eat raw fish ormeqi? _ ‘
\ U yes ‘ Y
" QOno. ‘

6. Which kind of water does the household use for making Ice cubes or washing
frults? . L £ ‘ B
. O boiled water
& unboiled water

0 bought water

7.Sanftary faciities: o
o U own toilet
U common toilet, shared between __ person
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6.4 Abbildung: Protokoll zur Mikroskopie, Kultur und Blutuntersuchung

 PROTOKOLL

GRUPPE: | CASE: ' Datum:
e " ! Blutprébe  ELISA: o pésiﬁv | | O negativ
2 tl‘sfumprobe fiir London
'3 OMFRC O E histolytica
' O andere:
‘4. [ Robinson Il - Kuttur -
Tag 1 _Dafumn lﬁhed.wechsei! I. bH I iAm&benﬁ 1 Sonstige 1y
‘I' | | |
2. 
3.
a.
1s.
s.
2 |
8
9.
10.
1n.
12.
5 0 lsoenzymprobé fertig Ergebnis: O pathogen
: - - ‘ -0 apathogen ‘
- O kein eindeutiges Ergebnis
a FCR-Probe fertig E}gepnis: D'patnégen |
' O apathogen

O kein eindeutiges Ergebnis -
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