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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Leishmanien

1.1.1 Geschichte

Zwischen 400 und 900 n. Chr. wurden die Symptome der kutanen und mucokutanen
Leishmaniose als eigene Entitit beachtet (Lainson 1983). Bereits im 16. Jahrhundert wurden
sie von Fernando de Oviedo (1535) und Pedro Pizarro (1571) als neue Krankheit beschrieben
und ab Mitte des 18. Jahrhunderts wurden Berichte Gber die kutane Leishmaniose von Ale-
xander Russel in Indien geschrieben (Grevelink und Lerner 1996). Die Sandmiicke wurde von
Cosme Bueno (1764) und Hipdlito Ruiz (1777) als Ubertriiger identifiziert (Chulay und Man-
son-Bahr 1984).

Danach wurden die Krankheitserreger zuerst u. a. von David Douglas Cunningham (1885),
Piotr Fokich Borovsky (1898), William Boog Leishman (1900), Charles Donovan und James
Homer Wright (1903) beschrieben. David Douglas Cunningham sah in der Hautbiopsie bei
einem Patienten mit Orientbeule kleine Gebilde, die von ihm als Schleimpilze beschrieben
wurden. Der Arzt Gustav Riehl hat festgestellt, dass dieser Erreger ausschlieflich intrazellulir
mit einer GréBe von 0,9 — 1,1 pm vorkommt, James Homer Write hat letztendlich Leishmania
tropica als Erreger der Orientbeule identifiziert. William Boog Leishman glaubte damals, dass
die Leishmaniose von Trypanosomen verursacht wird, wihrend Ronald Ross und Charles
Donovan bald Leishmanien als neue Spezies erkannten. Der Nachweis der Erreger erfolgte
durch William Boog Leishman und Charles Donovan am Anfang des 20. Jahrhunderts in
Milz-Biopsien von Erkrankten. Deswegen nannte Ronald Ross diese Form Lezshmania donovani,
aber in Indien ist die VL als ,Kala-Azar* bekannt. Kala heil3t auf Deutsch ,,schwarz* und A-
zar heil3t ,,Fieber* (Donovan 1903; Leishman 1903; Ross 1903; Symmers 1960).

In Stidamerika wurden die ersten Fille der viszeralen Leishmaniose 1913 von Luis Migone
dargestellt. Die Erkrankung war tber Jahrhunderte hinweg aus der alten Welt durch infizierte
Hunde eingeschleppt worden. Deswegen ist L. chagasi, der die sidamerikanische viszerale

Leishmaniose verursacht, nah verwandt mit L. infantum (Gothe 1997).

Die Erreger wurden von Oskar Theodor und Saul Adler im Jahr 1925 im Darm von Miicken
nachgewiesen (Chulay und Manson-Bahr 1984).
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Im Jahr 1926 wurde die erste auf einer Immunreaktion basierende diagnostische Methode

(sog. Montenegro-Skin-Test) entwickelt, um die kutane Leishmaniose nachzuweisen (Mauel

und Behin 1982).

1.1.2  Atiologie, Epidemiologie und Klassifikation

Die Leishmaniose ist eine Krankheit, die durch obligat intrazellulire protozoische und begei-
Belte Parasiten der Gattung Leishmania (Familie Trypanosomatidae, Ordnung Kinetoplastidia) her-
vorgerufen wird. Die Parasiten werden von Sandfliegen der Gattung Phlebotomus und Lutzomyia
auf den Menschen oder andere Sduger tibertragen (Elmahallawy et al. 2014). Sie kommen in
zwei unterschiedlichen morphologischen Formen vor: die Promastigoten sind die gei3eltra-
gende Form von Leishmania, und sie kommen u.a. im Darm der Sandmiicke vor. Bei der
Blutmahlzeit der Miicke treten die in die Haut ein. Sie sind auch in der iz viro-Kultur zu fin-
den. Thr Zellkérper ist 5 — 15 um lang und sie haben eine sog. Schlepp-Geil3el (circa 10 um
lang), welche am vorderen Ende der Zelle aus einer Geiseltasche entspringt. Auf der anderen
Seite sind die Amastigoten obligat intrazellulire Formen, die hauptsichlich in Makrophagen
der Siugerwirte parasitieren. Sie stellen mit einem Durchmesser von circa 2 — 5 um und ihrer
in der Gei3eltasche versenkten kurzen Geil3el die kleinsten bekannten Eukaryonten dar. Die
Vermehrung erfolgt durch Lingsteilung (Lang 1996; Leventhal und Cheadle 1985). Mehr als
18 verschiedene pathogene Spezies gehoren zur Gattung Leishmania (Abbildung 1). Endemisch
ist die Leishmaniose in fast 90 Lindern zu finden (Murray et al. 2005). Auf Grund der hohen
Zahl an ungemeldeten Fillen und der Variation des Krankheitsbildes sind die Privalenz sowie

die Inzidenz schwer zu bestimmen.

Die Leishmaniose ist weit verbreitet und manifestiert sich in verschiedenen Krankheitsbildern
je nach Spezies sowie Subspezies und der Immunititslage des Erkrankten. Sie wird geografisch
in zwei grofle Gruppen eingeteilt, auf der einen Seite die ,,Neu-Welt“ Leishmaniose, die in
Amerika zu finden ist, und auf der anderen Seite die ,,Alt-Welt“ Leishmaniose, die in Asien,
Afrika und in den Lindern des Mittelmeerraums vorkommt (Herwaldt 1999; Piscopo und
Mallia Azzopardi 2007). Durch ein erhohtes Reiseaufkommen und den Klimawandel kénnen
sich die Endemie-Gebiete immer weiter vergroflern; so konnen die Leishmanien auch in
Deutschland durch das Vorkommen von geeigneten Miicken als Vektoren (Gattung: Phleboto-
mus) verschleppt werden (Koehler et al. 2002; Naucke und Pesson 2000; Bogdan et al. 2001).

Nach Schitzungen der WHO von 2010 sind jahrlich weltweit zwei Millionen neue Fille zu
erwarten, 1,5 Millionen davon kutane Leishmaniosen und 0,5 Millionen viszerale Leishmanio-
sen. Mehr als 350 Millionen Menschen sind weltweit bedroht, an Leishmaniose zu erkranken,

und es werden jahrlich 50.000 Todesfille durch viszerale Leishmaniose geschatzt.
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Familie: Trypanosomatidae
Gattung: Leishmania
Untergattung: Leishmania Viannia

Spezies- ' ' ' , l l '

Komplex: L. tropica L.aethiopica L.major L.donovani|| L.mexicana L.guyanensis L. braziliensis
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Abbildung 1: Taxonomie und Endemiegebiete von den wichtigsten Leishmania-Spezies. Die wichtigsten
Leishmania-Spezies wurden hinsichtlich Vorkommen, Ursprung (siche Pfeile) und Gruppenzugehérigkeit darge-
stellt. Basierend auf (Herwaldt 1999; Piscopo und Mallia Azzopardi 2007; Mutray et al. 2005).

1.1.3 Krankheitsbilder
Die Leishmaniose kann in vier klinischen Formen auftreten (Elmahallawy et al. 2014).

Die kutane Leishmaniose (cutaneous leishmaniasis, CL) ist die haufigste Leishmaniose, die
durch L. major, L. tropica, L. aethiopica, L. amazonensis, L. mexicana, L. braziliensis, L. panamesis und
L. guayanensis verursacht wird und die vor allem in Syrien, Peru, Saudi-Arabien, Afghanistan
und Brasilien vorkommt (Desjeux 2004; Ready 2010). Circa finf Wochen nach einem Miu-
ckenstich kommt es zur pathologischen Verinderung der Haut an dieser Stelle, die in eine
Ulzeration tbergehen kann. Obwohl die Geschwiire sehr vielgestaltig sein konnen, ist hdufig
ein erhabener Randwall und eine erythematése Papel zu beobachten, die zu einem 1,5 bis
3,5 cm grofles Ulkus werden kann (Abbildung 2.D). Die spontane Abheilung ist bis auf die
Lisionen durch Spezies des L. braziliensis-Komplexes in 3 bis 15 Monaten méglich (Ameen
2007). Am Ende bleibt meist nur eine eingezogene hypopigmentierte Narbe. Wenn die Lision
geheilt ist, bildet der Korper des Betroffenen eine gute und langanhaltende Immunitit (Peters
und Sacks 2000).

In bis zu 10% der Fille entwickelt sich nach mehreren Jahren durch Reaktivierung der Erreger
die sog. Rezidivleishmaniose, die nur schwer therapierbar ist (Lang 1996; Grevelink und Ler-

ner 1996). Wenn das Immunsystem supprimiert ist, kann die Krankheit ebenfalls wieder auf-
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treten und in eine diffuse kutane Leishmaniose tibergehen. Durch Immunsuppression kénnen
auch kutane Leishmanioseerreger die inneren Organe befallen und zum Tod des Patienten

fihren (Ready 2010).

Die mucokutane Leishmaniose (mucocutaneous leishmaniasis, MCL) wird vor allem von L.
bragiliensis aber auch L. panamensis und L. guyanensis verursacht. Hiufig entwickelt sich die MCL
nach einer kutanen Leishmaniose. So erkrankt etwa die Halfte der Patienten, die nach L. brazgi-
liensis-Infektion zunichst an CL erkrankten, nach circa zwei Jahren an MCL, nach zehn Jahren
sogar iiber 85% (Grevelink und Lerner 1996). Diese Form der Leishmaniose kommt insbe-
sondere in Lateinamerika vor und heilt in der Regel nicht spontan aus, daher besteht immer
die Indikation fiir eine medikamentése Therapie (Daneshbod et al. 2011; Silveira et al. 1999).
Die MCL-Parasiten breiten sich tber die Lymph- und Blutbahnen meistens in der Mund-,
Rachen-, Lippen-, Kehlkopf- und Nasenschleimhaut aus (Abbildung 2.C). Dabei fingt die
Erkrankung meistens mit der Bildung eines plasmazelluliren und lymphozelluliren Infiltrats
an Nase und Lippe an, evtl. mit Nasenbluten sowie eingeschrinkter Nasenatmung. Im weite-
ren Verlauf entwickelt sich ein Ulkus. Die Erreger kénnen auch die Nasenscheidewand befal-
len und zerstéren. So kann die so genannte "Tapirnase" entstehen, bei der die Nase in sich
zusammentfillt. Endarteriitis und Vernarbung sowie Thrombosierung kleiner Gefille kénnen
im Verlauf auftreten. Selten kann es zu Verinderungen der Schleimhaut der Genitalien oder
der Augen kommen. Bei ausbleibender Behandlung kénnen im spiten Stadium bakterielle
Superinfektionen, Schluckstérungen sowie eine stark eingeschrinkte Nasenatmung auftreten,
die wiederum zu Aspirationspneumonien, Malnutritionssymptomen und auch zum Tod fiih-

ren kénnen (Grevelink und Lerner 1996).

Die viszerale Leishmaniose (visceral leishmaniasis, VL) oder ,,Kala-Azar* wird vom L. donova-
ni-Komplex hervorgerufen und betrifft vor allem die Bevolkerung in Bangladesch und Indien.
Diese Spezies fiihrt zu einem besonders schweren Krankheitsbild, da sich die Parasiten im
ganzen Korper ausbreiten (Herwaldt 1999). Es kommt zum Befall und Schidigung innerer
Organe wie Knochenmark, Leber und Milz (Abbildung 2.B). Diese Form kann nach einer
Inkubationszeit von drei bis sechs Monaten zu vielen verschiedenen Symptomen fiihren, wie
zum Beispiel Splenomegalie, Panzytopenie, Fieber, Gewichtsverlust und Schleimhautblutun-
gen. Im weiteren Verlauf sind Odeme, Muskelhypotrophie, LymphknotenvergréBerung und
Hautldsionen zu beobachten. Seltener konnen sekundir auch Polyarthritis, Vaskulitis, Glome-
rulonephritis und Iridozyklitis auftreten. Die viszerale Leishmaniose fithrt unbehandelt meis-

tens zum Tode (Opitz 1996).
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Bet der viszeralen Form kann sich bei unzureichender oder fehlender Therapie auch eine post-
Kala-Azar dermale Leishmaniose (PKDL) entwickeln, die vor allem in Indien, Bangladesch
aber auch in China und Ostafrika vorkommt. Dabei handelt es sich um fleckenférmige nicht
pigmentierte knotige Erytheme. PKDL-Lisionen sehen Exanthemen sehr dhnlich (Kirk und
Sati 1940; Chulay und Manson-Bahr 1984).

Die vierte Vetlaufsform, die als diffuse kutane Leishmaniose (diffuse cutaneous leishmaniasis,
DCL) bekannt ist, wird durch L. amazonensis und L. aethiopica verursacht (Elmahallawy et al.
2014). Sie tritt sehr selten auf und betrifft ausschlieBlich Patienten mit eingeschrinkter Im-
munlage. Typischerweise bilden sich solitire knoten- oder plaqueférmiger Lisionen

(Abbildung 2.A) (Beaver et al. 1984).

Der Schwergrad und die Erscheinungsform hingen von dem Immunstatus des Infizierten und

von der zugrundeliegenden Spezies ab (Molina et al. 1999).

Abbildung 2: Klinische Manifestationen von unterschiedlichen Leishmaniosen. A. Diffuse kutane Form:
solitire knotenférmiger Lisionen auf dem Fullriicken eines Infizierten (Khandelwal et al. 2011); B. Viszerale
Form: Hepatosplenomegalie (Lindoso et al. 2016); C. Mucokutane Form: ,,Tapimase® durch Parasitenbefall und
Schidigung der Nasenscheidewand (Tuon et al. 2014); D. Kutane Form: pathologische Verinderung der Haut
(Tuon et al. 2014). Die Verwendung der Abbildungen erfolgt mit freundlicher Genehmigung von Awmserican Journal
of Tropical Medicine and Hygiene und Dove Medical Press.
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1.1.4 Vektor und Ubertragungszyklus

Die Ubertragung von Leishmanien auf Menschen und andere Siuger erfolgt durch weibliche
Sandmiucken (englisch: Sand flies) der Gattungen Phlebotomus und Lutzomyia (Phlebotominae, eine
Subfamilie der Psychodidae = Schmetterlingsmucken). Nur die weiblichen Miicken nehmen Blut
fir die Nahrstoffversorgung der Eier auf, ferner ernihren sich die weiblichen und minnlichen
Miicken von Pflanzensiften. Bei sehr hoher Luftfeuchtigkeit und Temperaturen zwischen
10°C und 40°C koénnen die Micken auch bis zu zwei Wochen ohne Nahrung tiberleben. Die
Temperaturempfindlichkeit spielt dabei eine groe Rolle fiir das Uberleben, deswegen sind sie
in der Regel in allen warmen Gebieten bis auf die Pazifischen Inseln und Neuseeland zu fin-

den.

Es gibt circa 600 unterschiedliche Arten, aber nur 10% davon, das heil3t etwa 60 Arten, sind
an der Ubertragung der Leishmaniose beteiligt. In den anderen vermehren sich die Leishma-
nien zwar im Darm, aber sie werden mit den Fizes ausgeschieden. Alle Sandmitcken sind
schlank (circa 2— 4 mm lang), haben V-férmige Fligel, eine Kopfkapsel und sind behaart
(Chulay und Manson-Bahr 1984). Der Name rithrt daher, dass sie hdufig eine gelbbraune Far-
be haben. Die Gattung Phlebotomus kommt v. a. in der ‘Alten Welt® vor und lebt vorwiegend in
semiariden Savannengebieten, die Gattung Lufzomyia kommt vor allem in der ‘Neuen Welt*
vor und bevorzugt feucht-schwiile, schattige Waldgebiete (Beaver et al. 1984; Manson-Bahr
und Bell 1996). Einige andere Miickengruppen wie z. B. Gnitzen oder Kriebelmiicken werden
teilweise auch als Sandmiicken bezeichnet, sind aber keine Sandmiicken im eigentlichen Sinne.
Die Sandmiicken kénnen auch andere Pathogene wie Flaviviren, Vesikuloviren, Orbiviren und

Bartonellen tibertragen.

Meistens existiert eine enge Parasit-Vektor-Beziehung, und nur bestimmte Sandmtickenarten
Ubertragen bestimmte Leishmanien-Spezies. Die wichtigste Abhidngigkeitsphase ist dabei die

Anheftung der Leishmanien an das Darmepithel der Sandmiicken.

Die Leishmanien sind neben den Trypanosomen und den Malaria-Erreger die weltweit wich-
tigsten durch Vektoren-tbertragene Parasiten mit kontinuierlich steigenden Fallzahlen. Dies
liegt an verschiedenen Faktoren, wie zum Beispiel der zunehmenden Armut in endemischen
Gebieten, zunehmende Zahlen immunabwehrgeschwichter Patienten, z. B. durch HIV, ver-

mehrte Resistenzen und dem Klimawandel (Walochnik und Aspock 2010).

Je nach Ort der Verbreitung und der Spezies unterscheidet sich das tierische Reservoir der
Leishmanien. Vor allem Steppen- und Waldnager, Ameisenbiren, Faultiere, Girteltiere und
Ratten stellen das Reservoir der Erreger der kutanen und mucokutanen Leishmaniosen dar.

Dagegen kommen die Erreger der viszeralen Leishmaniose besonders hiufig in Hunden und
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wilden Caniden vor. In Caniden und Nagern kommt es meist zu milden bzw. symptomlosen

Verldufen (Chulay und Manson-Bahr 1984).

Leishmanien sind heteroxen, d. h. sie benétigten zwei unterschiedliche Wirte fiir ihren Le-
benszyklus. Im Menschen und anderen Siugerwirten wie Hunden und Nagern einerseits und
weiblichen Sandmiicken als Vektoren andererseits durchlaufen sie unterschiedliche Entwick-
lungsphasen. Die weiblichen Sandmiicken fliegen meistens in der Dunkelheit und werden
durch Kohlendioxid im menschlichen Atem angelockt. Bevor sie sich zum Stechen vorberei-
ten, hiipfen sie in der Regel lange und unhorbar auf dem Wirt herum. Der Stich ist schmerz-
haft und fithrt, auch wenn es nicht zur Ubertragung eines Pathogens kommt, zu einer Schwel-
lung und Rétung. Bei der Blutmahlzeit der weiblichen Sandmiicke treten zwischen 1 und 1000
Leishmanien in Form von Promastigoten in die Haut ein, die vor allem von Makrophagen,
Langerhanszellen, dendritischen Zellen und Granulozyten phagozytiert werden (Rittig und
Bogdan 2000). Dort reifen sie zu Amastigoten, die danach freigesetzt werden und neue Zellen
infizieren konnen. Wenn eine Sandmticke bei einer Blutmahlzeit freie Amastigote oder infi-
zierte Wirtszellen aufnimmt, werden die Parasiten im Darm der Miicke freigesetzt und entwi-
ckeln sich innerhalb von 4 bis 25 Tagen tber mehrere Zwischenstufen zu Promastigoten. Die-
se teilen sich, wandern in den Saugapparat ein und ermdglichen bei der nichsten Blutmahlzeit

eine erneute Wirtsinfektion (Abbildung 3) (Bogdan und Réllinghoff 1998).

Selten kommt es zur Ubertragung von Leishmania-Parasiten iiber Bluttransfusionen, sexuellen
Kontakt, gemeinsamer Nutzung von Injektionsnadeln bei Drogenabhingigen oder auch tber

die Plazenta (Cruz et al. 2002; Morillas-Marquez et al. 2002).

Die Promastigoten
werden phagozytiert r\
Die Sandmucke
nimmt Blut auf
Die Promastigoten
reifen zu Amastigoten

Die Promastigoten teilen
sich und wandern in
Saugapparat

f Sandmiicke Mensch
\

Die Amastigoten werden im
Darm freigesetzt und reifen
zu Promastigoten

Die Amastigoten werden frei
und infizieren andere Zellen

Die Sandmiicke

\j’mi erneut Blut auf k /

Abbildung 3: Lebenszyklus der Leishmanien. Die Ubertragung der I ¢ishmania-Parasiten zwischen Sandmii-
cke und Mensch und ihre Reifung bzw. Teilung sind dargestellt. Basierend auf Centers for Disease Control and Preven-

tion.


https://en.wikipedia.org/wiki/en:Centers_for_Disease_Control_and_Prevention
https://en.wikipedia.org/wiki/en:Centers_for_Disease_Control_and_Prevention
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1.1.5 Genetik und Zellbiologie

Auf der Zelloberfliche der Leishmanien bilden lipidverankerte Glykoproteine und Glykolipide
eine sogenannte ,,Glykokalix“. Bei Promastigoten und Amastigoten unterscheidet sich die
Zusammensetzung der Glykoproteine und Glykolipide. Zwischen den Glykoproteinen sind
Membranproteine eingelagert, die die Interaktion mit Wirtszellen und die Aufnahme durch
Phagozyten etleichtern. So ist u. a. das Glykoprotein 63 (GP63), eine Metalloprotease, das vor
allem auf der Oberfliche von Promastigoten exprimiert wird, an der Aufnahme durch Makro-
phagen beteiligt. Lipophosphoglykane (LPG) hemmen die Produktion von aggressiven Sauer-
stoffradikalen und Stickoxiden. Fiir die Virulenz der Erreger spielen Cysteinproteasen eine
wichtige Rolle, indem sie das Immunsystem des Wirts zum Vorteil des Parasiten manipulieren

konnen (Pimenta et al. 1992; Beverley und Turco 1995).

Die 18S rRNA ist ein Teil der ribosomalen RNA. Sie ist eine Komponente der kleinen euka-
ryotischen ribosomalen Untereinheit 40S. Die Kinetoplasten-DNA (kDNA) ist eine zirkulire
DNA im Mitochondrium und ist an das Zytoskelett gebunden. Sie besteht aus einem Netz-
werk miteinander verkniipfter Maxicircles und Minicircles. KDNA kodiert die Substrate fiir die
RNA-Bearbeitung. Die Bearbeitung erfolgt durch Ubertragung von Sequenzinformationen
von den uberwiegend in Minicircles kodierten gRNAs zu verschlisselten Transkripten, die von

Maxcicircles kodiert werden (Smith et al. 2007; Lukes et al. 2007).

Es ist bisher unklar, ob sich Leishmanien und auch Trypanosomen sexuell vermehren. Neuere
Forschungen zeigen aber, dass bei Leishmanien genetische Rekombinationen durchaus hiufig
vorkommen, unabhingig davon, ob die Vermehrung klonal ist (Walochnik und Aspéck 2010;
Lukes et al. 2007).

1.1.6 Therapieansitze

Infektionen mit Leishmanien sollen grundsitzlich therapiert werden. Zwar heilt bei Immunge-
sunden Patienten die kutane Leishmaniose nach Wochen bis Monaten spontan aus, sie sollte
trotzdem zeitnah therapiert werden, um die Narbenbildung zu reduzieren und die Heilung zu
beschleunigen (Murray et al. 2005). Meist kommen medikamentdse Therapien zum Einsatz,
bei der kutanen Leishmaniose sind aber auch physikalische Verfahren beschrieben (Tabelle 1).
In einigen Ausnahmen kénnen auch plastische Operationen notwendig sein.

R R
Die funfwertigen Antimonpraparate (Pentostam und Glucantime ) sind eine sehr alte Thera-

pieméglichkeit der verschiedenen Leishmaniosen. Sie zeigen eine sehr gute Wirksamkeit mit
einer Ansprechrate von iber 90% (Seifert 2011). Studien haben gezeigt, dass die Gabe von

Antimonpriparaten innerhalb von Lisionen am wirksamsten ist (Ameen 2007). Sie hemmen
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die Synthese der Purinnukleotidtriphosphate im Parasiten, sind jedoch auch fiir den Wirt sehr
toxisch, vor allem bei langanhaltender Medikation bei chronischen Infektionsverldufen. Durch
die hiufig notwendige lange Anwendung entwickeln die Parasiten au3erdem Resistenzen (Car-

ter et al. 2000).

Das Antibiotikum Paromomycin kann mit den genannten Priparaten kombiniert werden, um

eine schnellere Heilung zu erzielen (Jha et al. 1998; Thakur et al. 2000).

Amphotericin B ist ein weiteres gebrauchliches Mittel gegen Leishmanien. Es verindert die
Membranpermabilitit der Leishmanien und eine einmalige Gabe eliminiert in etwa 90% der
Parasiten, gleichzeitig ist es jedoch mit zu hohen Kosten in den Endemiegebieten verbunden
(Sundar und Chatterjee 2006). Um einen Einfluss auf die Membranpermabilitit zu erreichen
und die Resistenzen gegen Antimonpriparate zu vermeiden wird Amphotericin B inzwischen
hiufig verabreicht und sogar als erste Wahl in Europa und den USA verordnet (Alvar et al.
20006). Dieses Antibiotikum wird ebenfalls von Makrophagen aufgenommen, wodurch Antibi-

otikum und Erreger miteinander in Kontakt kommen kénnen (Herwaldt 1999).

Eine weitere Moglichkeit, um Leishmaniose zu behandeln, ist die Verhinderung der Er-
gosterol-Synthese, das in der Membran von Leishmanien zu finden ist. Dies kann zum Bei-

spiel durch den Einsatz von Azolen gelingen (Urbina 1997).

Miltefosin wird vor allem zur Therapie der viszeralen Leishmaniose erfolgreich eingesetzt. Es
ist ein Alkylphosphocholin, das urspriinglich als Antitumor-Mittel entwickelt wurde. Es kann
oral verabreicht werden und hat vergleichsweise geringere Nebenwirkungen als z. B. Anti-
monpriparate. Aufgrund einer Behandlungsdauer von 28 Tagen und der langen Halbwertszeit

konnen sich jedoch Resistenzen entwickeln (Lux et al. 1996; Bryceson 2001).

In Tabelle 1 sind wichtige Therapiemdéglichkeiten fiir die unterschiedlichen Lezshmania-Spezies

zusammengefasst.

Zur Immunprophylaxe wurden Lebendvakzinen entwickelt, die aber wegen der geringen Spe-
zifitit fir den Menschen nicht zugelassen sind. Die Entwicklung von Subunit-Vakzinen, u. a.
auch gegen Speichelproteine der Schmetterlingsmiicken wird weiter vorangetrieben (Kubar
und Fragaki 2005; Kamhawi et al. 2000). Zur Expositionsprophylaxe sollte man in Endemie-
gebieten versuchen Moskitonetze zur Verfliigung zu stellen, das Erregerreservoir zu vernichten
und Aufenthalte nachts im Wald zu vermeiden (Grimaldi und Tesh 1993; Sypek und Wyler
1988; Garcia et al. 2005).
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Tabelle 1: Therapieméglichkeiten fiir verschiedene Leishmania-Spezies

Spezies Regionen Therapie Quelle
L. tropica Mittelmeer, Topisch: (DTG 2010)
Stdwest- und 1. perildsionales Antimon (ggf. in
Mittelasien, Kombination mit Kryotherapie)
Afrika 2. Thermotherapie
Systemisch:
1. Itraconazol
2. Ketoconazol
3. Fluconazol
L. major Nordafrika, Sa-  Topisch: DTG 2010)
helzone, Mittle- 1 perilasionales Antimon (ggf. in
rer Osten, West- Kombination mit Kryotherapie)
und Mittelasien ) 1 omomycin 15%
3. Thermotherapie
1. Miltefosin
2. Fluconazol
3. Ketoconazol
L. aethiopica Schrlokal in 1. Antimon (DTG 2010)
Aﬂfrﬂ?a _ 2. Pentamidin
fﬁflg;iz;;{e— 3. Miltefosin
L. infantum  Europa, Systemisch: DTG 2010;
L. donovani  Asien, 1. Antimon 1. v. + Pentoxifyllin oder DTG 2016)
Afrika, Liposomales Ampho B
Mittelmeer 2. Miltetosin
L. chagasi Lateinamerika Systemisch: (DTG 2010)

1. Liposomales Ampho B
2. Miltefosin
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Spezies Regionen Therapie Quelle
L. amazo- Nordargentini- Topisch: (DTG 2010)
nensis en,Bolivien, Bra-

1. perildsionales Antimon (ggf. in

silien, Kolumbi- ko mbination mit Kryotherapie

en, Ecuador, .
o 2. Paromomycin
Franzosisch-

Guayana, Peru, 3. Thermotherapie
Surinam und Systemisch:

Venezuela 1. Ketoconazol

2. Antimon 1i.v.

L. mexicana Belize, Costa Wie bei L. amazonensis (DTG 2010)
Rica, Guatemala,
Mexiko, USA,

Kolumbien und

Ecuador.

L. brazilien- Sid-und Mittel- 1. Antimon 1. v. + Pentoxifyllin (DTG 2010)
sis amerika aufler

Chile.

2. Miltefosin (abhingig vom Ende-
miegebiet)

3. Pentamidin

4. Liposomales Ampho B

5. Itraconazol

1.2 Nachweismethoden

Die Entwicklung neuer Nachweismethoden ist von grof3er Bedeutung, um schnell und sicher
andere Krankheiten, die dhnliche Symptome wie Leishmaniosen verursachen, abzugrenzen.
Als Material zum Nachweis der Parasiten wird klassischerweise bei der CL, DCL und PKDL
eine Biopsie aus den Hautldsionen, wenn méglich dem Randwall der Lisionen entnommen.
Zur Diagnostik der VL muss eine Blutabnahme oder Knochenmarkspunktion erfolgen. Bei
der PKDL ist die Parasitenzahl in der Haut sehr gering, weswegen die Diagnose erschwert

wird.

Derzeit basiert die Diagnose von Leishmania spp.-Infektionen auf dem klinischen Bild und dem

Erregernachweis an Hand der folgenden Methoden.

Die Mikroskopie von Amastigoten ist eine einfache und kostengiinstige Methode mit hoher
Spezifitit, die zudem mit einfachen technischen Mitteln mdéglich ist und weltweit angewendet
wird. Die menschlichen Ausstrich- oder Quetschpriaparate werden direkt nach Giemsa-

Farbung mikroskopiert. Die multiplen Amastigoten in Makrophagen sind intrazellulir oder
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nach Ruptur der Zelle auch frei nachweisbar (Abbildung 4). Die Sensitivitit dieser Methode
liegt allerdings bei nur 30%, u. a. aufgrund der niedrigen Anzahl von Amastigoten in Lisionen

von linger anhaltend Infizierten (Garcia et al. 2005).

Im Gegensatz dazu hat die Anzucht der Parasiten im Hamster fur alle Leishmanien tatsdchlich
eine gute Sensitivitit. Jedoch ist sie gegen Pipettierfehler anfillig, fur L. braziliensis nicht geeig-

net und erfordert einen hohen Arbeits- und Zeitaufwand.

Die Antikorper-Detektion durch den Immunfluoreszenztest(IFT) oder durch ELISA ist nur
tir die VL sinnvoll, da nur bei dieser Form in ausreichendem Umfang Antikérper gebildet
werden. Dagegen bilden Patienten mit CL, MCL oder PKDL aufgrund der vorherrschenden

zelluldren Immunitit wenig Antikérpern.

Der Intradermal-Test ist bei CL. oder MCL m&glich, nicht aber bei VL. Er beruht auf dem
Nachweis der zelluliren Immunitit, die bei VL nur schlecht ausgeprigt ist. Lezshmania-
Antigene werden intradermal am Unterarm gespritzt. Die Einstichstelle wird nach circa drei
Tagen uberpriift. Wenn eine gro3e Papel erscheint, ist der Test positiv. Die Positivitit und
Gultigkeit des Tests hdngen von der Immunititslage des Patienten und der Spezies ab. Der
Nachteil des Testes ist, dass der Test auch positiv wird, wenn dieser Test frither schon einmal
durchgefiihrt wurde. Die Sensitivitit des Tests liegt bei ca. 95% und die Spezifitit bei 96 —
100% (Mauel und Behin 1982; Oddone 1994; Nascimento et al. 1993).

Der mikroskopische Direktnachweis und auch der serologische Nachweis bei Verdacht auf
VL sind zeitaufwendig und erfordern experimentelle Erfahrung. Deswegen wurden in den
letzten Jahren vermehrt real-time PCR-Nachweise (Polymerase Chain Reaction) entwickelt, die
weniger zeitaufwendig sind. Mit der Methode wird die DNA von Promastigoten oder Amasti-
goten nachgewiesen. Die PCR-Nachweise sind jedoch auf Labore mit relativ aufwendiger
technischer Ausristung beschrinkt. Gerade in den Regionen in denen Leishmania-Intektionen
am hdufigsten vorkommen, sind solche Labore jedoch selten. Fiir diese Endemiegebiete soll-
ten neue oder verbesserte Methoden mit méglichst geringem technischem Aufwand durch-

fihrbar, aber dennoch sensitiv, spezifisch und kostengiinstig sein.
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Abbildung 4: Amastigote Leishmanien in Makrophagen nach Giemsa-Fiarbung. Mikroskopie einer Probe
aus Wundabstrich (Hashemi et al. 2018). Die Verwendung der Abbildung erfolgt mit freundlicher Genehmigung
von Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo.

1.3  Isothermale Nachweisverfahren und PCR

Trotz mehrerer erfolgreich evaluierter Methoden in der Diagnostik von Leishmanien geht die
Tendenz immer mehr zur Molekulardiagnostik; deswegen wurden viele isothermale Nach-
weisverfahren und PCR fiir die Vervielfaltigung von Nukleinsiuren entwickelt.

Die Loop-mediated isothermal amplificationLAMP) dauert bei einer konstanten Temperatur von
60°C mehr als 60 Minuten. Sie erfordert vier bis sechs Primer, um sechs bis acht verschiedene
Regionen auf dem Zielgen zu amplifizieren, was die Spezifitit erh6ht und die Reaktion be-
schleunigt (Nagamine et al. 2002). Mit Hilfe einer strangversetzenden Bacillus stearothermophilus-
DNA-Polymerase werden DNA-Sequenzen amplifiziert. Die LAMP-Methode kann in sehr
kurzer Zeit eine grole DNA-Mengen synthetisieren. Infolgedessen werden weille Prizipitate
von Magnesiumpyrophosphat gebildet. Das Vorhandensein oder Nichtvorhandensein dieses
weillen Prizipitats ist entscheidend, ob die Nukleinsdure mit der LAMP-Methode amplifiziert
wurde (Mori et al. 2001). Gelelektrophorese und Fluoreszenzsonden wurden auch zum
Nachweis von LAMP-Produkten verwendet (Abbildung 5.A) (Mori et al. 2004). LAMP wird
zum Nachweis von Infektionskrankheiten wie Tuberkulose und Schlafkrankheit eingesetzt
(Geojith et al. 2011; Njiru et al. 2008).

Besonders geeignet fir die Vermehrung von langen Sequenzen mit einer geringen Fehlerhdu-
tigkeit ist die Isothermal multiple displacement amplification IMDA) oder auch S#rand-displacement
amplificationSDA). Diese Methode basiert auf der Replikation der Nukleinsduresequenzen

durch die Anlagerung von Hexamer-Primern (d. h. sechsbasige Primer) an die DNA und an-
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schlieBende Polymerisierung (Blanco et al. 1989). Die doppelstringige DNA wird durch ther-
mische Denaturierung in zwei Einzelstringe aufgespalten, die Hexamer-Primer lagern sich an
das Template und so kann die Polymerase die DNA replizieren, was bei jedem Primer initiiert
wird und bis zum spontanen Abbruch andauert. So kénnen mehrere Kopien des gesamten
Genoms in kurzer Zeit synthetisiert werden (Abbildung 5.B) (Hosono et al. 2003; Lasken und
Egholm 2003).

Andere Amplifikations-Methoden bendtigen eine Transkription wie zum Beispiel die Nucleic
acid sequence-based amplificationINASBA) oder die Transcription-mediated-amplification(TMA). NAS-
BA basiert auf einer transkriptionsvermittelten Amplifikation. Sie eignet sich besonders fur
RNA-Analyten wie mRNA (messenger RNA), rRNA (ribosomale RNA) oder genomische
RNA und ist sehr zeitaufwendig. An dieser homogenen isothermen Reaktion sind Enzyme
wie Reverse Transkriptase(RT), RNase H und T7 DNA-abhingige RNA-Polymerase beteiligt
(Abbildung 5.C) (Schneider et al. 2005; Compton 1991).

Die Circular-helicase-dependent amplification(cHDA) verwendet auch eine Polymerase, die doppel-
strangige DNA wird mit Hilfe der Helicase aufgespalten, zwei Primer hybridisieren mit jedem
Rand der DNA-Matritzen und bei einer Temperatur von 25°C kann die Polymerase die zirku-
liren DNA-Matrizen amplifiziren (Abbildung 5.D) (Lillis et al. 2014). Die Optimierung von
Primern und manchmal Puffern ist jedoch erforderlich und wird durch PCR getestet. cHDA
wird zum Nachweis z. B. von Clstridium difficile verwendet (Chow et al. 2008).

Im Vergleich dazu steht die PCR-Methode, die aus drei Schritten besteht. Dabei werden ver-
schiedene Temperaturzyklen benétigt, um die DNA-Doppelstringe aufzutrennen, die Primer
an die Einzelstrang-Ziel-DNA anzulagern und einen komplementiren Strang zu bilden. Die
DNA-Kopien vermehren sich exponentiell durch die mehrmalige Wiederholung des Zyklus.
Eine Variation der PCR ist die real-time PCR., bei der wihrend der Amplifikation die Menge
des amplifizierten DNA-Abschnitts bestimmt wird (Wittwer et al. 2004).
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Abbildung 5: Isothermale Nachweisverfahren. A. Logp-mediated isothermal amplification(LAMP). Basierend auf
(Nagamine et al. 2002; Mori et al. 2001); B. ILsothermal multiple displacement amplificationIMDA). Basierend auf (Ho-
sono et al. 2003; Lasken und Egholm 2003); C. Nucleic acid sequence-based amplificationINASBA). Basierend auf
(Schneider et al. 2005; Compton 1991); D. Circular-helicase-dependent amplification(cHDA). Basierend auf (Lillis et al.
2014).

1.4  Rekombinase-Polymerase-Amplifikation

Die RPA-Reaktion ist eine Enzym-gesteuerte und isothermale Amplifikationsmethode, die
dhnlich wie die herkémmliche PCR funktioniert, aber deutlich schneller und bei gleich blei-
bender Temperatur ablduft. Dadurch sind die unterschiedlichen Temperaturstufen mit sich
wiederholenden Zyklen, wie bei der PCR, nicht nétig. Die Reaktion funktioniert optimal bei
einer Temperatur von etwa 37 — 42°C. Aullerdem sind die Reagenzien der RPA unabhingig

von der Umgebungstemperatur und ohne Kiihlketten transportier- und verwendbar.

Im ersten Schritt bildet die Rekombinase einen Komplex mit den Primern und platziert diese
an ihre homologen Sequenzen an der doppelstringigen Ziel-DNA. Somit ist nicht die kom-

plette Denaturierung der DNA-Matrize noétig, damit die Primer an ihre komplementiren
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Zielsequenzen binden. Stattdessen setzt RPA Rekombinase-Primer-Komplexe ein, um dop-
pelstringige DNA zu scannen und den Strangaustausch an verwandten Stellen zu vereinfa-
chen, wodurch das Auswerfen des Primers durch Verzweigungsmigration verhindert wird
(Yonesaki et al. 1985; Shibata et al. 1979; Formosa und Alberts 1986; Harris und Griffith
1988; Piepenburg et al. 2006). Dadurch entsteht an diesen Stellen ein Einzelstrang, welcher
durch die Bindung von Einzelstrang-bindenden-Proteinen (single-strand binding protein, SSB)
stabilisiert wird. So kann letztendlich die strangverdringende Polymerase an den Primer bin-

den und das gewlinschte Amplikon synthetisieren und amplifizieren (Abbildung 6).

Die verwendeten Proteine sind zentrale Bestandteile von zz-vive-Prozessen, die fiir die Synthe-
se, Rekombination und Reparatur von zellulirer DNA erforderlich sind. Sie sind seit mehre-

ren Jahren Gegenstand intensiver Forschung (Piepenburg et al. 2006; Bianco et al. 1998).

Um diesen Amplifikationsprozess in Echtzeit zu verfolgen, kann ein Fluoreszenzsondensys-
tem eingesetzt werden. Die Sonde ist verantwortlich fiir die Signalsendung. Dabei erzeugt das

Fluorophor ein Signal, das vom Quencher unterdriickt werden kann.

Die Unterdriickung des Fluoreszenzsignals durch Quencher wird aufgehoben, wenn die Son-
de mit der Einzelstrang-DNA gekoppelt ist und so das Signal detektiert werden kann
(Abbildung 7). Die zunehmende Fluoreszenz wird mittels eines Computerprogramms (Twis-

ta™Studio) dargestellt und gibt einen Hinweis auf die Zunahme der Amplifikation.

RPA-Tests wurden zum Nachweis von Leishmania donovani (Sensitivitit 100% und Spezifitit
100%) und fir einen Ebola-Ausbruch in Guinea (Sensitivitit 91% und Spezifitit 100%) von
der WHO anerkannt (Mondal et al. 2016; Faye et al. 2015). Der Ebola-RPA witd z. B. in Gui-

nea bei Ausbruchsgeschehen routinemil3ig eingesetzt.
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Abbildung 6: Rekombinase-Polymerase-Amplifikation. Die Rekombinase bildet einen Komplex mit den
Primern und platziert diese an ihre homologen Sequenzen, dann bindet die strangverdringende Polymerase an
den Primer und synthetisiert das gewiinschte Amplikon. Dadurch werden von einer doppelstringigen Ziel-DNA
viele Kopien gebildet. Single-strand binding protein(SSB) stabilisieren die neuen gebildeten Einzelstringe. Basierend
auf (Piepenburg et al. 2000).
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Abbildung 7': Sonde zum RPA-Nachweis von Leishmanien. Der THF-Rest ist eine modifizierte Base. Das
Fluorophor dient als Signal-Sender, im Gengensatz dazu unterdriickt der Quencher das Signal. Die Exonuklease
ist im TwistAmp™-exo-Kit enthalten. Diese schneidet am THF, wenn die Sonde mit der Einzelstrang-DNA
gekoppelt ist. So ist das kurze Fragment der Sonde aufgelést und das Signal nicht mehr unterdriickt. Der 3¢ Block
blockiert die Polymerase und lisst das Oligonukleotid nicht als Primer funktionieren.

1.5 Mobiles Kofferlabor

Um RPA-Tests an Orten mit schlechtem Zugang zu gut ausgestatteten Laboren zu ermogli-
chen, ist ein mobiles Kofferlabor einsetzbar (Abbildung 8). Dieses enthilt alle fir die RPA
notigen Utensilien und kann mit einer einfachen Autobatterie betrieben. Wenn auch eine
DNA-Extraktion nétig ist, kann ein zusitzliches separates Kofferlabor verwendet werden, um
Kontaminationen zu vermeiden (Mondal et al. 2016). Das mobile Kofferlabor wurde z. B. in

Guinea und Senegal zum Ebola-Nachweis erfolgreich eingesetzt.

IDiese Abbildung verdanke ich Herrn Dr. J. Kissenkétter (Abteilung der Mikrobiologie und Tierhygiene, Georg-
August-Universitit Gottingen).
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Abbildung 8: Mobiles Kofferlabor

1.6  Zielsetzung

Ziel dieser Studie war die Entwicklung eines isothermalen Diagnoseverfahrens basierend auf
einem Rekombinase-Polymerase-Amplifikations (RPA)-Test zum Schnellnachweis aller
Leishmania-Spezies mit guter analytischer Sensitivitit sowie Spezifitit. Der Nachweis sollte
innerhalb von 10 Minuten mdglich sein und vor allem auch Leishmanien von Trypanosomen
differenzieren kénnen. Der RPA-Test konnte dann in einem mobilen Kofferlabor durchge-
fihrt werden, wodurch archivierte DNA-Proben an Orten mit schlechtem Zugang zu gut

ausgestatteten Laboren schnell und einfach kontrolliert und validiert werden kénnten.
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2 Material und Methoden

2.1  Verbrauchsmaterialien und Gerite

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien und Gerite

Verbrauchsmaterialen/ Gerite

Hersteller

Abfallbehilter

Sarstedt, Nuembrecht, Deutschland

Axxin-T16-ISO-Gerit

Bimedis GmbH, Salischtschyky, Ukraine

Desinfektionstiicher

Merz Consumer Care, Frankfurt, Deutschland

Handschuhe

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Heizblock (Thermomixer)

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Geftierschrank (-20°C)

Liebherr GmbH, Ochsenhausen, Deutschland

Geftierschrank (-80°C)

Thermo Scientific, Rockford, USA

Kiihlschrank (5°C)

Liebherr GmbH, Ochsenhausen, Deutschland

Laborticher (20,5 cm x 20 cm)

Kimberly Clark Europe Limited, Kings Hill, UK

LightCyclet® 2.0 Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland
Microplatte Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland
Mikropipetten Eppendort AG, Hamburg, Deutschland

Mini-Spin-Zentrifuge

MCEF 2360, LMS Co., Ltd., Stidkorea

Mobiles Koffetlabor

ZARGES GmbH, Weilheim, Deutschland

Pipetten Gilson International, Limburg, Deutschland
Pipettenspitzen BRAND, Wertheim, Deutschland
Nano Drop® ND- Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland

1000 Spektralphotometer

Safe-Lock-Tubes (0,5 ml, 1,5 ml,
2 ml)

Eppendorft AG, Hamburg, Deutschland

Schutzbrillen Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Solar Paneele Yeti 400-Set, GOALZERO, South Bluffdale, USA
ESEQuant Tube Scanner QIAGEN Lake Constance, Stockach, Deutschland

Vernichtungsbeutel (300 mm x
200 mm)

LablLogistics Group GmbH, Meckenheim, Deutschland
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Verbrauchsmaterialen/ Gerite Hersteller

Vortexer Lab-Dancer, IKA®, Staufen, Deutschland
Zentrifuge Eppendort AG, Hamburg, Deutschland
Zentrifugenréhrchen Eppendort AG, Hamburg, Deutschland

2.2  Chemikalien, Puffer und Enzyme

Tabelle 3: Chemikalien, Puffer und Enzyme

Chemikalien/Puffer/Enzyme Hersteller

Ethanol Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Magnesiumacetat TwistDx, Cambridge, UK

AE Puffer Biocompare, San Francisco, California, USA
Rehydratationspuffer TwistDx, Cambridge, UK

NEBuffer™ 3.1 New England BiolLabs, Frankfurt, Deutschland
CutSmart® Buffer New England BiolLabs, Frankfurt, Deutschland
PBS Integrated DNA Technologies, Leuven, Belgien

TwistArnpTM exo Kit

TwistDx, Cambridge, UK

QIAamp DNA Mini Kit

QIAGEN, Hilden, Deutschland

DNeasy Blood & Tissue Kit

QIAGEN, Hilden, Deutschland

PfIMI-Enzym

New England BioLabs, Frankfurt, Deutschland

EcoO1091-Enzym

New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland

Cas 12a (oder Cpfl)

Integrated DNA Technologies, Leuven, Belgien

2.3 Computerprogramme

Tabelle 4: Verwendete Programme

Programme Ziel

Geneious und MEGA7 DNA-Sequenzanalyse, Primer- und Sondendesign und
Alignment

Twista™Studio Evaluation und Aufzeichnung der Messungen des Tube
Scanners

Statistica 9 Datenverarbeitung

Microsoft Office und Excel

Text- und Datenverarbeitung

Prism 4.0a

Datenverarbeitung
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2.4 DNA-Standard-Sequenzen

Fiar den Leishmania Cpb-RPA wurde ein molekularer DNA-Standard (299 Bp lang) aus dem
Cathepsin 1-like Cysteine Proteinase B Gen (Cpb, GenBank accession number DQ286773) syntheti-
siert. Fur den Leishmania 18S trRNA-RPA wurde ein 598 Bp langer DNA-Standard aus dem
18S ribosomale RNA Gen (18S tRNA, GenBank accession number: GQ332354 — GQ332363)
synthetisiert (Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland).

Fir die Verwendung des Standards wurde dieser mit Hilfe folgender Gleichungen auf eine

Konzentration von 10 Molekiilen/pl eingestellt (Abbildung 9) (Zhong et al. 2011).

Standard(g)
Volume(pl)
number of nucleotides x 660

6.023x1023x

*number of molecules=

number of molecules
108

*Dilution range of 108 =

Abbildung 9: Formeln zur Berechnung der Konzentration der DNA-Standards

2.5 Primer und Sonden

Zuerst wurden Forward- und Reverse Primer und eine Sonde mit den MEGA7 und Geneious
Programmen entwickelt. Dabei wurde auf die folgenden Kriterien geachtet: die Oligonukleoti-
de sollten eine Linge von 30 bis 35 Nukleotide aufweisen, der GC-Gehalt sollte zwischen 30 —
70% liegen, und am 5°-Ende der Primer sollten sich wiederholende Guanine vermieden wer-
den. Ein hoherer Anteil an Cytosin am 5 -Ende und ein héherer Anteil an GC-Abfolgen am
3’-Ende verbessern dabei die Primer-Bindefdhigkeit an die Doppelstrang-DNA. Auflerdem
sollte das gewihlte Amplikon zwischen 100 und 300 Bp lang sein.

Um die RPA-Amplifikation analysieren zu kénnen, ist der Einsatz einer Sonde nétig. Hierbei
kann zwischen zwei unterschiedlichen Sonden gewihlt werden. Die formamidopyrimidine-
gheosylase-Sonde(fpg-Sonde) wird in Kombination mit Lateral-Flow-Streifen verwendet und
sorgt bei einer positiven Reaktion dafiir, dass zwei Linien auf den Teststreifen sichtbar wer-
den. Bei einer negativen Reaktion ist dagegen nur ein Streifen erkennbar. Fine exo-Sonde wird
hingegen mit einem Fluorophor versehen, welches ein Fluoreszenzsignal abgibt und bei einer
positiven Reaktion von einem Messgerit detektiert werden kann. Fir die folgenden Versuche

wurde eine exo-Sonde gewihlt. Ein Tetrahydrofuran(THF) wurde 30 nt vom 5“-Ende aus hin-


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ332363.1
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zugetiigt, welches auf der einen Seite mit dem dT-Quencher(dT-BHQ) und auf der anderen
mit dem dT-Fluoreszenzfarbstoff(dT-FAM) begrenzt und markiert war. Am 3’-Ende wurde
ein Phosphatrest als sogenannter 3’-Block angehingt. Er blockiert die Polymerase und
dadurch die Amplifikation. Aulerdem ldsst er das Oligonukleotid nicht als Primer funktionie-

ren, wenn das kurze Fragment der Sonde abgespalten ist.

In dieser Arbeit wurden acht Primer und eine Sonde fur den 18S tRNA-RPA-Test, sechs Pri-
mer und eine Sonde fiir den Cpb-RPA-Test und zwei Primer und eine Sonde fir den kDNA-
RPA-Test von Tib MolBiol synthetisiert (Tabelle 5, Tabelle 6, Tabelle 7).

Tabelle 5: Oligonukleotide fiir Leishmania Cpb-RPA

Name Sequenz (5" - 3")

FP1 CTTGCCGGCCACGGGCTGACGGCCCTGTCG

FP2 TCGGCAGCATCGAGTCGCAGTGGGCCCTTGC
FP3 GTGCTGGGCGTTCTCGGCGGTCGGCAGCAT

RP1 GAACGCCTGCAGCATCAGCCCGCCGCCGC

RP2 ATGTTTCGCAGCAGCCACTCGAACGCCTGCAGCA
RP3 TGTCCTCCGTGAACATGGTCCCGTTCATG

P AGCATCAGCCCGCCGCCGCAACCATTGTC (BHQ1-

dT)(Tetrahydrofuran)(FAM-dT) GTCATCGCAGCTCA-Phosphat

P:Sonde FP und RP: Forward- und Reverse Primer
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Tabelle 6: Oligonukleotide fiir Leishmania 185 rRNA-RPA

Name Sequenz (5" —3")
FP1 TCAAGAACCAAAGTGTGGAGATCGAAGATGATTAG
FP2 TACAGCGAAGGCATTCTTCAAGGATACCTTCCTCA
FP3 GTCAGAGGTGAAATTCTTAGACCGCACCAAGACG
FPy TTCGTCCGGCCGTAACGCCTTTTCAACTCACGGC
RP1 GCCCATAAGATCCCCAATTCATGGGTGTCATCG
RP2 GTGCTGACACAGGGTAAACCCTGCCGCAGGCCG
RP3 TGGTAAAAGCGGGCGCGGTGCTGACACAGGGTA
RPy TGACACAGGGTAAACCCTGCCGCAGGCCGGCCCAT
P TGTGGAGATCGAAGATGATTAGAGACCAT(BHQ1-
dT)(Tetrahydrofuran)(FAM-dT) AGTCCACACTGCAA-Phosphat
P:Sonde FP und RP: Forward- und Reverse Primer

Tabelle 7: Oligonukleotide fiir Leishmania KDNA-RPA

Name Sequenz (5" - 3’)

FP3 ATGGGCCAAAAACCCAAACTTTICTGGTCCTC

RP3 CTCCACCCGACCCTATITTACACCAACCCCCAGT

P CGCCTCGGAGCCGATBHQ1-dT)(Tetrahydrofuran)(FAM-dT)
TGGCATTTTTGGCTATTTTTTGAACGGGAT-Phosphat

P:Sonde FP und RP: Forward- und Reverse Primer

2.6 gDNA-Proben

Im Folgenden aufgelistete gDNA-Proben wurden zur Validierung der RPA-Tests verwendet

(Tabelle 8). Die DNAs wurden aus verschiedenen Stimmen bakterieller und parasitirer Pa-

thogene isoliert und aus unterschiedlichen Quellen bezogen.
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Tabelle 8: gDNA-Proben

gDNA-Proben Stamm Quelle

L. donovani Referenzstimme  Paul-Ehrlich-Institut, Langen, Deutsch-

L. major land

L. aethiopica

L. infantum Referenzstaimme  _American Type Culture Collection, Manassas,

L. tropica USA

L. amazonensis Referenzstimme  Institut fiir Medizinische Mikrobiologie,

L. braziliensis Universitiatsmedizin Gottingen, Deutsch-
land

L. tropica Referenzstimme  Catlos III-Institut, Zentrum fiir Mikrobio-

L. donovani logie, Madrid, Spanien

L. major

L. aethiopica

L. infantum

L. braziliensis

Nocardia asteroids Referenzstimme  German Collection of Microorganisms and Cell

Streptococcus agalactiae Cultures DSMZ), Deutschland

Enterococcus faecalis

Listeria monocytogenes

Clostridium perfringens

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Pseudomonas aeruginosa

Plasmodium falciparum  Referenzstamm  University of Ibadan, Nigeria

Leptospira ballum Referenzstamm  Bayerisches Landesamt fiir Gesundheit
und Lebensmittelsicherheit, Deutschland

Rickettsia africae Referenzstimme  Bernhard Nocht Institute, Hamburg,

Orientia tsutsugamushi Deutschland

Toxoplasma gondi Stamm NTE Institut fiir Medizinische Mikrobiologie,
Universitatsmedizin Gottingen, Deutsch-
land

Trypanosoma brucei Stamm 427 Zell- und Entwicklungsbiologie, Universi-

tat Wiirzburg, Deutschland




Material und Methoden 26

2.7 Bestimmung der Nachweisgrenze anhand der Parasitenmenge

Um die minimal nachweisbare Leishmanien-Menge in dem Leishmania 18S rRNA-RPA zu
bestimmen, wurden 10° L. donovani-Parasiten mit einer Mini-Spin-Zentrifuge 5 min bei
6000 U/min zentrifugiert, dann mit 1 ml PBS gemischt und nochmal mit einer Mini-Spin-
Zentrifuge 5 min bei 6000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pel-
let in 200 ul PBS resuspendiert. Davon wurden 20 ul entnommen, um 10° Parasiten zu erhal-
ten. Diese wurde dann seriell verdiinnt (1:10), um 10%, 10°,10% 10" und 10" Parasiten zu erhal-
ten. Die Extraktion der DNA aus den Parasiten wurde unter Verwendung des QIAamp DNA
Mini Kits gemal3 den Herstellervorgaben durchgefiihrt. Mithilfe des Axxin-T16-ISO-Gerites
erfolgte ein RPA-Lauf mit 1 ul DNA von 10° — 10" L. donovani-Parasiten.

2.8 Patientenmaterial

Die Patienten wurden in Endemiegebieten des indischen Subkontinents im Rahmen vorher-
gehender PCR Studien zur Diagnose der Leishmaniose rekrutiert. Sie waren im Alter zwischen
5 und 60 Jahren. Fur Personen, die unter 18 Jahre alt waren, mussten Einwilligungserklarun-
gen vom gesetzlichen Vertreter (Elternteil oder Erziehungsberechtigte) und die Zustimmung
des teilnehmenden Minderjihrigen vorliegen. Die Proben wurden aus Patienten mit VL,
PKDL, CL und von gesunden Teilnehmern entnommen und archiviert. Daher handelt es sich

nicht um eine prospektive Rekrutierung.

Durch ein unterschriebenes Einwilligungsverfahren bei der vorherigen Studie wurden die Pati-
enten informiert und haben zugestimmt, dass die entnommenen Proben zu Forschungszwe-
cken verwendet werden kénnen. Die Einverstindniserklirungen und der Einwilligungsprozess
wurden vom Studienteam und dem PATH (Geldgeber fiir diese Studie mit der Unterstiitzung
der Gates Foundation) iberprift. Die Dokumente wurden anonymisiert, es wurden keine per-

sonlichen Daten im Rahmen dieser Studie aufgenommen.

In dieser Studie wurden 100 archivierte klinische Proben von 70 Leishmaniose-Patienten (25
VL-, 25 PKDL-, 20 CL-Proben) und 30 nicht infizierten Kontrollpatienten unter Verwendung

des mobilen Kofferlabors getestet.

Die VL-Proben wurden von Patienten gewonnen, die linger als zwei Wochen an Fieber und
Splenomegalie gelitten haben sowie eine positive tK39-RDT (Rapid diagnostic test) hatten. Der
rK39-RDT ist ein immunochromatographischer Schnelltest basierend auf dem Nachweis von
Antikorpern im Blut, wobei rK39 ein rekombinantes Protein mit einer repetitiven 39-

Aminosauresequenz ist. Die PKDL-Proben wurden von schon behandelten VIL-Patienten
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entnommen, wobei diese Patienten mindestens eine Hautldsion mit erhaltener Sensibilitit der
Haut gegentiber dulleren Reizen aufgewiesen haben und einen positiven tK39-RDT hatten.
Die CL-Proben wurden von Patienten gewonnen, die eine chronisch rezidivierende Hautldsi-
on zeigten sowie einen positiven real-time I'TS1 (znternal transeribed spacer T)-PCR Test hatten.
Die ITS1-PCR ist eine Nachweismethode von Leishmania spp., wobei ITS1 eine Nukleotidse-
quenz zwischen den rRNA-Genen(tDNA) ist. Die Kontroll-Proben wurden von gesunden
Probanden ohne VL, PKDL oder CL in der Vorgeschichte, klinisch gesund ohne Symptome
einer schweren akuten oder chronischen Erkrankung und mit negativem rK39-RDT entnom-
men. Aullerdem wurden wiahrend Operationen der Unfallchirurgie aus den Endmiegebieten
Hautproben gewonnen. Diese wurden durch Leishmania real-time PCR Test negativ getestet.
Die Vollblut-Proben wurden durch eine vendse Blutabname und die Haut-Proben wurden
durch eine Hautstanze gewonnen, welche in die Haut gefithrt wurde und Gewebestiicke ent-
nommen wurden. Aus 200 pl Vollblut bzw. 25 mg Hautstanzenbiopsie wurde die DNA von
Kollegen in den endemischen Gebieten unter Verwendung des QIAamp DNA Mini Kits oder
des DNeasy Blood & Tissue Kits (QIAGEN, Hilden, Deutschland) extrahiert. Die extrahierte
DNA aus Blutproben von VIL-Patienten wurde in AE Puffer bei -80°C und die extrahierte
DNA aus Hautproben von CL-, PKDL-Patienten in AE Puffer bei -20°C gelagert.

Die Verwendung von menschlichen Biomaterialien im Rahmen dieser Studie wurde vom E#bi-
cal Review Committee ERC), Dhaka, Bangladesch (Antragsnummer: PR-18023) und von der
Ethikkommission der Universititsmedizin ~ Gottingen  genehmigt  (Antragsnummer:

26/9/2018).

2.9 RPA-Reaktionsablauf

Die RPA-Reaktion wurde in einem Volumen von 50 pl unter Verwendung eines TwistAmp ™
exo Kits durchgefiihrt. Die 0,5 ml Reaktionsgefi3e enthielten bereits getrocknete Reaktions-
pellet. Dazu wurden pro Reaktion 2,1 pl von jedem Primer (10 pM Stammlbsungen) mit End-
konzentration von 420 nM, 0,6 pl FAM-markierte RPA-Sonde (10 uM Stammlésung) mit
einer Endkonzentration von 120 nM, 29,5 ul Rehydratationspuffer und 8,2 ul H,O gegeben.

Im Deckel der Reaktionsréhrchen wurden 2,5 ul Magnesiumacetat mit einer Endkonzentrati-
on von 280 mM pipettiert. 5 ul vom Template wurden mit dem Vortexer gemischt, mit einer

Mini-Spin-Zentrifuge zentrifugiert und in das Reaktionsgemisch gegeben.

Die Reaktionsgefil3e wurden kurz zentrifugiert, die Losung zehnmal mit einem Vortexer krif-
tig gemischt und anschlieSend erneut 20 Sekunden lang zentrifugiert, bevor sie im ESEQuant

Tube Scanner bei 42°C inkubiert werden. Bei einem Experiment wurde statt eines ESEQuant


https://de.wikipedia.org/wiki/Nukleotidsequenz
https://de.wikipedia.org/wiki/Nukleotidsequenz
https://de.wikipedia.org/wiki/RRNA
https://de.wikipedia.org/wiki/Gen
https://de.wikipedia.org/wiki/Ribosomale_DNA
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Tube Scanners ein Axxin-T16-ISO-Gerit verwendet, das dhnlich funktioniert und eine dhnli-
che Sensitivitit aufweist. Nach etwa 230 Sekunden wurden die Reaktionsgefille aus dem
ESEQuant Tube Scanner- bzw. dem Axxin-T16-ISO-Gerit entnommen, mit einem Vortexer
gemischt, zentrifugiert und dann zuriickgesteckt um das Scannen fiir insgesamt 15 Minuten

abzuschlie3en.

2.10 Multiplex-RPA-Test von Leishmania 18S tRNA- und Leishmania
kDNA-RPA

Fir einen Multiplextest wurde der in dieser Arbeit neu entwickelte Lezshmania 18S RNA-RPA-
Test mit dem von unserer Gruppe schon publizierten Leishmania KDNA-RPA-Test kombi-
niert. Leishmania kKDNA-RPA detektiert das Zielgen kinetoplast minicircle DNA (kDNA,
GenBank accession number: Y11401.1) von L. donovani, L. major, L. aethiopica und L. infantum aber

nicht von L. #ropica, L. amazonensis und L. braziliensis Mondal et al. 20106).

Die Reaktionsgefile enthielten bereits getrocknete Reaktionspellet. Dazu wurden fiir eine
Reaktion je 2,1 pl von Primer FPy und RPy des Leishmania 18S rRNA-RPA-Tests und je 2,1 pl
von FP3 und RP3 des Lezshmania kDNA-RPA-Tests (10 pM) mit einer Endkonzentration von
420 nM, 0,6 pl FAM-markierte RPA-Sonde des Leishmania 18S tRNA-RPA-Tests und 0,6 pl
FAM-markierte RPA-Sonde des Lezshmania kDNA-RPA-Tests (10 uM) mit einer Endkonzent-
ration von 120 nM, 29,5 pl Rehydratationspuffer und 3,4 pl H,O gegeben. Der weitere Ver-

suchsablauf war identisch wie der bereits oben Beschriebene.

2.11 Leishmania Cpb-RPA-Test in Gegenwart von Block-Primern

Block-Primer kénnen eine Amplifikation verhindern. Der Block-Primer bindet dabei an die
komplementiren DNA-Einzelstrangnukleotide der Sonde oder die des richtigen Primers.
Dadurch kénnen Sonde oder Primer nicht mehr binden und es wird eine Amplifikation oder
ein Signal verhindert. So wurde in dieser Arbeit versucht, verschiedene Lezshmania-Spezies

mittels Leishmania Cpb-RPA spezifisch nachzuweisen.

Es wurde ein Block-Primer entwickelt, der die Amplifikation von L. donovani, L. infantum und
L. chagasi blockiert. Wenn die Amplifikation der drei Lezshmania-Arten verhindert wird, kénnte
die Spezifitit der Amplifikation von anderen Leishmania-Spezies erthoht werden. Prinzipiell
konnte mit Hilfe weiterer Block-Primer dann die Amplifikation nur einer Leishmania-Art er-

reicht werden.
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Die Reaktionsgefile enthielten bereits getrocknete Reaktionspellets. Dazu wurden fir eine
Reaktion je 2,1 pl von Primer FP2 und RP1 des Leishmania Cpb-RPA-Tests und 2,1 ul von
Block-LD (CGCCGTTGCAG[Phosphat]) mit einer Endkonzentration von 420 nM, 0,6 pl
FAM-markierte RPA-Sonde des Leishmania Cpb-RPA-Tests mit einer Endkonzentration von
120 nM, 29,5 pl Rehydratationspuffer und 6,1 pl H,O gegeben. Der weitere Versuchsablauf

erfolgte wie bereits oben beschrieben.

2.12 PFIMI- und EcoO1091-Restriktionsenzyme

Mit Hilfe von zwei Restriktionsenzymen und einem anschlieBenden Leishnania Cpb-RPA-Test

wurde untersucht, ob nur eine Leishmania-Art spezifisch nachgewiesen werden konnte.

Das Enzym PfIMI erkennt eine spezifische Nukleotidsequenz bei L. donavoni, L. infantum, L.
chagast, L. major, L. amazonensis und L. mexicana aber nicht bei L. #ropica, L. aethiopica, L. brazilien-
sis, L. panamensis und L. gnyanensis und schneidet daher DNA von L. donavoni, L. infantum, 1.
chagast, L. major, L. amazonensis und L. mexicana aber nicht DNA von L. #ropica, L. aethiopica, 1..
braziliensis, L. panamensis und L. guyanensis (Tabelle S1). Wenn nach Restriktionsverdau und
anschlieBendem RPA-Test die Amplifikation von L. donavoni, L. infantum, L. chagasi, L. major,
L. amazonensis und L. mexicana verhindert wird, kénnte prinzipiell mit Hilfe von weiteren Rest-
riktionsenzymen dann die Amplifikation nur einer Leishmania-Art erreicht werden. Das Enzym
EcoO1091I erkennt eine spezifische Nukleotidsequenz von L. #ropica, und es schneidet daher
nur L-fropica-DNA (Tabelle S1). Wenn nach Restriktionsverdau und anschlieBendem RPA-
Test bei allen Spezien auller L. #ropica (EcoO1091) eine Amplifikation stattfindet, kénnte der

Leishmania Cpb-RPA spezifisch nur fir . #ropica durchgefithrt werden.

1 ng DNA der verschiedenen Leishmania-Arten wurde mit 1 pl Restriktionenzym, 5 ul 10 x
NEBuffer™ 3.1 (PIMI) bzw. 10 x CutSmart® Buffer (EcoO1091) und 43 ul H,0O gemischt.
Die Mischung wurde zunichst bei einer Temperatur von 37°C fir 30 Minuten inkubiert und
danach bei 65°C fir 20 Minuten. Am Ende wurde ein RPA-Lauf mit und ohne vorherigen
Restriktionsverdau der DNA durchgefiihrt.

2.13 CRISPR/Cas
Die CRISPR/Cas-Methode (CRISPR: clustered regularly interspaced short palindromic repeats, Cas:

CRISPR-associated protein) ist eine Methode, um spezifische DNA-Sequenzen molekularbiolo-
gisch zu schneiden und zu modifizieren. Ihr liegt ein adaptiver antiviraler Abwehrmechanis-

mus von Bakterien zugrunde. Mit dieser Methode konnen Nukleotide entfernt oder eingefiigt

werden, und das fithrt letztendlich zur Modifikation der Gene (Jinek et al. 2012). CRISPR/Cas
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konnte zukiinftig auch zur Therapie genetisch bedingter Erkrankungen verwendet werden

(Wang et al. 2013; Sampson und Weiss 2014).

In dieser Studie wurde mit CRISPR/Cas 12a (oder Cpfl) und dem Leishmania Cpb-RPA-Test
versucht, die verschiedenen ILeishmania-Spezies spezifisch nachzuweisen, indem DNA-
Sequenzen molekularbiologisch gezielt geschnitten wurden, um so eine Amplifikation zu ver-
hindern. Wenn man die Unterschiede zwischen den Sequenzen der Leishmania-Spezies im Be-
reich des Amplikons betrachtet, kann folgende Uberlegung angestellt werden: Wenn sowohl
ctRNA 1 und ctRNA 2 I-#ropica-DNA und nicht die DNA anderer Leishmania spp. schneiden
und dadurch keine Amplifikation mit I-#ropica-DNA stattfindet (negativer Test bzw. kein Sig-
nal), dann koénnte der Leishmania Cpb-RPA spezifisch nur fir L. #ropica durchgefiihrt werden
(Tabelle 9, Tabelle S2).

Zunichst wurden zwei RNPs(Ribonukleoprotein)-Komplexe vorbereitet, indem 2 ul Casl2a
(Cpfl) mit einer Endkonzentration von 126 pmol mit 1,6 pl ctRNA 1 (RNP-Komplex 1) bzw.
ctfRNA 2 (RNP-Komplex 2) mit Endkonzentration von 160 pmol gemischt wurden. Dazu
wurde pro RNP-Komplex 1,4 pl PBS gegeben. Das Gesamtvolumen von 5 pl pro RNP-
Komplex galt dabei fiir eine einzelne Reaktion. Die RNP-Komplexe wurden bei Raumtempe-

ratur fur 10 bis 20 Minuten inkubiert.

Danach wurde 1 pl von RNP-Komplex 1 (ctRNA 1) bzw. RNP-Komplex 2 (ctRNA 2), 1 pl
von L-#ropica-DNA mit einer Endkonzentration von 126 pmol, 1 pl PBS und 7 pl H,O ge-
mischt. Das Gesamtvolumen von 10 pl RNP-Komplex 1- bzw. RNP-Komplex 2-behandelter
DNA (CRISPR 1 bzw. CRISPR 2) wurde bei 37°C fur 60 min inkubiert. Am Ende wurde ein
RPA-Lauf mit CRISPR 1 (RNP-Komplex 1 behandelter I-#opica-DNA), CRISPR 2 (RNP-
Komplex 2 behandelter I-#ropica-DNA) und L-#ropica-DNA durchgefiihrt.

Tabelle 9: Oligonukleotide fiir CRISPR/ Cas

Name Sequenz (5" - 3")
crRNA 1 CAGCAGCTGGTGAGCTGCGATGACAA
crRINA 2 TTGCCGGCCACGGGCTGACGGCCCTGT

2.14 Semi-logarithmische- und Probit-Regressionsanalyse

Bei der semi-logarithmischen Analyse wurde in mehreren Versuchsliufen die Detektionszeit

bei verschiedenen DNA-Konzentrationen bestimmt. Die semi-logarithmische Regressionsana-
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lyse wurde mit Prism 4.0a (Graphpad Software Inc., San Diego, Kalifornien) und Microsoft
Excel durchgefiihrt.

Da RPA-Tests bindre Ergebnisse produzieren (positiv oder negativ), wurde fur die statistische
Auswertung auch das Probit-Modell gewiahlt (McCulloch und Searle 2001).

Im Probit-Modell wird eine S-férmige Kurve erstellt. Diese ist eine Verteilungsfunktion einer
Gaul3’schen Normalverteilung ¢ durch den Zusammenhang zwischen der Anzahl der einge-
setzten Molekiile und dem Anteil der positiven Tests. Die Kurve hat die Funktion P = ¢
(a*x+b), wobei P die Wahrscheinlichkeit fiir ein positives Ergebnis des Testes ist, a zeigt die
Steigung der Kurve an und b stellt die Verschiebung der Kurve auf der Abszissenachse dar.
Auf Grundlage der modellierten Kurve wird in einem zweiten Schritt ein Erwartungswert ge-
schitzt, bei dem 95% der RPA-Liufe positiv sind. Dies zeigte die Anzahl der DNA-Molekiile
an, die ein Test auf Grundlage der durchgefithrten Messungen in 95% der RPA-Liufe nach-
weist. Die Probit-Regressionsanalyse wurde mit Statistica 9 (StatSoft, Hamburg, Deutschland)

und Microsoft Excel durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Primer-Kombinationen

Um die besten Primer-Kombinationen des Leishmania Cpb-RPA-Tests und des Leishmania 18S
rRNA-RPA-Tests zu finden, wurde eine Amplifikation von DNA-Standards mit verschiede-

nen Primerpaaren getestet.

Fir den Leishmania Cpb-RPA lieferte die Kombination von FP2 und RP1 die besten Ergebnis-
se (Abbildung 10). Fir den Leishmania 18S tRNA-RPA zeigten viele Primerpaare gute Ergeb-
nisse, aber die Kombination von FPy und RPy wurde ausgesucht, weil diese im Vergleich zu
anderen Kombinationen nicht auch die Trypanosomen-DNA amplifizierte (Abbildung 11 und
Abbildung 12). Trypanosomen haben dhnliche DNA-Sequenzen wie Leishmanien.
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Abbildung 10: Verschiedene Primer-Kombinationen fiir Leishmania Cpb-RPA. Acht Primer-
Kombinationen wurden mit einem RPA-Lauf unter Anwesenheit von 105 DNA-Molekiilen/Reaktion des Cpb-
DNA-Molekilstandards getestet. Das optimale Primerpaar FP2 und RP1 wurde fir die weiteren Messungen
verwendet. Zwischen 3 und 4 min wurde keine Fluoreszenz aufgezeichnet, da ein Mischschritt notwendig ist, um

die Testempfindlichkeit zu erthéhen. Das Experiment wurde mehrmals mit gleichen Ergebnissen durchgefiihrt.
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Abbildung 11: Verschiedene Primer-Kombinationen fiir Leishmania 18S rRNA-RPA. Sicben Primer-
Kombinationen wurden mit einem RPA-Lauf unter Anwesenheit von 105 DN A-Molekiilen/Reaktion des 18S
rRNA-DNA-Molekiilstandards getestet. Viele Primerpaare zeigten gute Ergebnisse. Zwischen 4 und 5 min wurde
keine Fluoreszenz aufgezeichnet, da ein Mischschritt notwendig ist, um die Testempfindlichkeit zu erhéhen. Das

Experiment wurde mehrmals mit gleichen Ergebnissen durchgefiihrt.
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Abbildung 12: Die Primer-Kombination FPy und RPy fir Leishmania 18S rRNA-RPA fithrte zu keiner
Amplifikation von 7-brucei-DNA. Die Primer-Kombination von FPy und RPy wurde mit einem RPA-Lauf
unter Anwesenheit von 105> DNA-Molekiilen/Reaktion des Leishmania 18S tRNA-DNA-Molekiilstandards, T.
brucei gEDNA und HoO fiir die negative Kontrolle getestet. Das Primerpaar FPy und RPy wurde fiir die weiteren
Messungen verwendet. Zwischen 4 und 5 min wurde keine Fluoreszenzaufgezeichnet, da ein Mischschritt not-

wendig ist, um die Testempfindlichkeit zu erhéhen. Das Experiment wurde mehrmals mit gleichen Ergebnissen
durchgefiihrt.
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3.2  Analytische Sensitivitit

Um die analytische Sensitivitit des Leishmania Cpb-RPA-Tests und des Lezshmania 18S rRNA-
RPA-Tests zu bestimmen, wurden Verdiinnungsreihen mit Konzentrationen zwischen 10’
bzw. 10° und 10" bzw. 10° Molekilen/Reaktion des molekularen DNA-Standards achtmal
getestet (Abbildung 13, Abbildung 14, Tabelle 10 und Tabelle 11). Fur den Leishmania Cpb-
RPA-Test wurde bei bis zu 10> DNA-Molekiilen/Reaktion ein Signal detektiert und fiir den
Leishmania 18S fRNA-RPA-Test bei bis zu 10" DNA-Molekiilen/Reaktion.

Fir die Darstellung der analytischen Sensitivitit des Leishmania Cpb-RPA-Tests und des
Leishmania 18S rRNA-RPA-Tests wurden eine semi-logarithmische- und eine Probit-
Regressionsanalyse durchgefithrt, indem die Zeit bis zum Erreichen des RPA-Thresholds bzw.
die Nachweisgrenze gegen die Anzahl der detektierten Molekiile mit Prism 4.0a und Statistica

9 aufgetragen wurden.

Fiar den Leishmania Cpb-RPA wurden 10° — 10> DNA-Molekiile/Reaktion in acht von acht
Liufen und 10" DNA-Molekiile/Reaktion in vier von acht Liufen nachgewiesen (Tabelle 10
und Abbildung 15). Die Nachweisgrenze betrug rechnerisch in 95% der Reaktionen 17 DNA-
Molekiile/Reaktion (Abbildung 17).

Fur den Leishmania 18S tRNA-RPA wurden 10’ — 10° DNA-Molekiile/Reaktion in acht von
acht Liufen und 10" DNA-Molekiile/Reaktion in sieben von acht Liufen nachgewiesen
(Tabelle 11 und Abbildung 16). Die Nachweisgrenze betrug rechnerisch in 95% der Reaktio-
nen zwolf DNA-Molekiile/Reaktion (Abbildung 18).
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Abbildung 13: Fluoreszenzentwicklung in einem RPA-Lauf unter Verwendung von 106— 100 DNA-
Molekiilen/Reaktion des Cpb-DNA-Molekiilstandards. Der RPA-Lauf wurde unter Anwesenheit von 100 —
10° DNA-Molektlen/Reaktion des Cpb-DNA-Molekiilstandards durchgefiihrt. Bei bis zu 102 DNA-
Molektilen/Reaktion wurde ein Signal detekdert. Fur die negative Kontrolle (NK) wurde H2O verwendet. Zwi-
schen 3 und 4 min wurde keine Fluoreszenz aufgezeichnet, da ein Mischschritt notwendig ist, um die Testemp-

findlichkeit zu eth6hen. Das Expetiment wurde mehrmals mit dhnlichen Ergebnissen durchgefiihrt.

Tabelle 10: Darstellung der Detektionszeit des Signals (in Minuten) bei acht Laufen mit einer Konzent-
ration von 103 — 10° Cpb-DNA-Molekiilen /Reaktion des molekularen DNA-Standards

Konzentration 1. 2. 3. 4. 5. 0. 7. 8.
(DNA- Lauf Lauf  Lauf Lauf Lauf Lauf Lauf Lauf
Molekiile/Reaktion)
10° neg neg neg neg neg neg neg neg
10! neg neg 7 neg 7,7 6,7 neg 9,3
10 7 6 6,3 0,3 7 0,3 6,3 0,7

5,7

b

10° 6 53 5,7 6 5.7 57 57

b
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Abbildung 14: Fluoreszenzentwicklung in einem RPA-Lauf unter Verwendung von 107 - 10! DNA-
Molekiilen/Reaktion des 18S tRNA-DNA-Molekiilstandards. Der RPA-Lauf wurde unter Anwesenheit von
107 — 10" DNA-Molekilen/Reaktion des 18S tRNA-DNA-Molekulstandards durchgefiihrt. Bei bis zu 10! DNA-
Molektilen/Reaktion wurde ein Signal detekdert. Fur die negative Kontrolle (NK) wurde H2O verwendet. Zwi-
schen 4 und 5 min wurde keine Fluoteszenzaufgezeichnet, da ein Mischschritt notwendig ist, um die Testemp-
findlichkeit zu eth6hen. Das Expetiment wurde mehrmals mit dhnlichen Ergebnissen durchgefihrt.

Tabelle 11: Darstellung der Detektionszeit des Signals (in Minuten) bei acht Liufen mit einer Konzent-
ration von 107 — 10! 18S rRNA-DNA-Molekiilen/Reaktion des molekularen DN A-Standards

Konzentration 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8.
(DNA- Lauf Lauf Lauf  Lauf Lauf Lauf  Lauf Lauf
Molekiile/Reaktion)

10! 8,7 9,3 10 11,3 10 10 11 neg
10° 7,7 7,7 7,7 8,3 8,7 8,7 8,7 9
10° 6 6,7 6,3 6,7 7 6,7 6,7 6,7
10* 5,7 5,7 5,7 5,7 6 6 5,7 6
10° 5,3 5,3 53 53 5,3 5,3 5,3 53
10° 33 5,3 33 53 5,3 5,3 5,3 53

107 27 3 2.7 3 3 3 3 3
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Abbildung 15: Detektionszeit fiir den Leishmania Cpb-RPA-Test. Zur Bestimmung der Detektionszeit
wurde mit Hilfe von Prism Software eine semi-logarithmische Regression aus den Ergebnissen von acht Durch-

liufen mit Konzentrationen zwischen 103 — 10° Cpb-DNA-Molekulen/Reaktion berechnet.
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Abbildung 16: Detektionszeit fiir den Leishmania 18S rfRNA-RPA-Test. Zur Bestimmung der Detektions-
zeit wurde mit Hilfe von Prism Software eine semi-logarithmische Regression aus den Ergebnissen von acht
Durchliaufen mit Konzentrationen zwischen 107 — 10! 18S tRNA-DNA-Molekiilen/Reaktion berechnet.
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Abbildung 17: Probit-Regressionsanalyse fiir den Leishmania Cpb-RPA-Test. Auf Grundlage der Daten
von acht RPA-Liufen mit Konzentrationen zwischen 103 — 109 Cpb-DNA-Molekuilen/Reaktion wurde die
Nachweisgrenze in 95% der Reaktionen (17 DNA-Molekiile) berechnet. Sie ist durch ein Dreieck dargestellt.
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Abbildung 18: Probit-Regressionsanalyse fiir den Leishmania 18S tfRNA-RPA-Test. Auf Grundlage der
Daten von acht RPA-Liufen mit Konzentrationen zwischen 107 — 10! 18S rRNA-DNA-Molekiilen/Reaktion
wurde die Nachweisgrenze in 95% der Reaktionen (zw6lf DNA-Molekdle) berechnet. Sie ist durch ein Dreieck

dargestellt.
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3.3 Nachweisgrenze von Parasiten mittels Leishmania 18S rRNA-RPA

Klinisch ist es wichtig, die Nachweisgrenze von Parasiten zu kennen. Deswegen wurde nach
der Berechnung der Nachweisgrenze des Leishmania 18S tRNA-RPAs anhand von DNA-
Molekilen, die Nachweisgrenze des Tests anhand von unterschiedlichen Parasitenmengen mit
Hilfe des Axxin-T16-ISO-Gerites bestimmt (siche 2.7). Die Sensitivitit des Axxin-T16-ISO-
Gerites ist mit der des ESEQuant-Tube-Scanner-Gerites vergleichbar. Fur diesen Versuch
wurde die genomische DNA unterschiedlicher Mengen von L. donovani verwendet.

Bei 1000 Parasiten wurde eine Reaktionszeit von etwa 8 min benétigt um ein Signal zu detek-
tieren, bei 100 Parasiten eine Reaktionszeit von 9 min und bei zehn Parasiten eine Reaktions-
zeit von 12 min. Ein Parasit (10" reichte fiir ein positives Signal nicht aus (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Die Nachweisgrenze von Leishmania-Parasiten durch Leishmania 185 rRNA-RPA. Mit
Hilfe des Axxin-T16-ISO-Gerites erfolgte ein RPA-Lauf mit 103 — 100 L-donovani-Parasiten. Fur die negative
Kontrolle (NK) wurde H>O verwendet. Zwischen 3 und 4 min wurde keine Fluoreszenz aufgezeichnet, da ein
Mischschritt notwendig ist, um die Testempfindlichkeit zu erhdhen. Das Experiment wurde mehrmals mit dhnli-

chen Ergebnissen durchgefiihrt.
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3.4 Spezifitit der RPA-Nachweise

Um die Spezifitit der RPA-Nachweise zu bestimmen, wurde genomische DNA verschiedener
Leishmania-Arten mit einer Konzentration zwischen 40 und 100 ng/ul amplifiziert. Der
Leishmania Cpb-RPA-Test war bei L. major, L. donovani, L. infantum, L. aethiopica, L. tropica und
L. amazonensis positiv, aber bei L. braziliensis nur schwach positiv (Abbildung 20 und Tabelle
12). Der Nachweis von verschiedenen Leishmania-Arten mit den gleichen Primern und Sonden
liegt daran, dass die RPA-Primer und die Sonde in der Lage sind, Zielgene auch mit finf bis
neun mismatches innerhalb der einzelnen Oligonukleotide zu amplifizieren und nachzuweisen.
Bei L. brazuliensis wurden je nach Parasitenstamm bis zu sechs wismatches tiir FP2, bis zu sechs
mismatches fir RP1 und bis zu zwOlf mismatches tir die Sonde gefunden (Tabelle S6). Eine
BLAST-Suche der Primer und Sonde des Leishmania Cpb-RPA-Tests ergab eine Ahnlichkeit
zwischen 87% und 100% fir FP2, zwischen 93% und 100% fiir RP1 und zwischen 87% und
100% fir die RPA-Sonde zu den Sequenzen der unterschiedlichen Lezshmania-Arten (Tabelle
S6).

Mit dem Leishmania 18S tRNA-RPA-Test wurden alle getesteten Leishmania-Spezies nachge-
wiesen (Abbildung 21 und Tabelle 12). Hier waren keine mismatches in der Zielsequenz der

unterschiedlichen Leishmania-Spezies im Vergleich zu Primern und Sonde bzw. zum 18S

rRNA-DNA-Standard aus L. #rgpica zu finden (Tabelle S5).

Tabelle 12: Cpb- und 18S tRNA-RPA-Test mit unterschiedlichen Leishmania-Spezies

Spezies Anzahl unte‘rschi.e.dlichet RPA
Stimme der jeweiligen Art Cpb 18S rRNA

L. tropica 5 + +
L. donovani 5 + +
L. major 4 + +
L. aethiopica 5 + +
L. amazonensis 1 4+ +
L. infantum 1 + +

L. braziliensis 5 - +
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Abbildung 20: Cpb-RPA-Nachweis unterschiedlicher Leishmania-Spezies. A. Positive Nachweise fur L.
aethiopica, L.tropica, L. donovani, L. major und L. amazonensis aber nicht fir L. bragiliensis. B. Positiver Nachweis fiir
L. infantum. Nerschiedene Leishmania spp. gDNA mit einer Konzentration von 40— 100 ng/ul wurden getestet.
Fir die negative Kontrolle wurde H>O verwendet. Zwischen 3 und 4 min wurde keine Fluorezenz aufgezeichnet,
da ein Mischschritt notwendig ist, um die Testempfindlichkeit zu erthéhen. Das Experiment wurde mehrmals mit
dhnlichen Ergebnissen durchgefiihrt.
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Abbildung 21: 185 rRNA-RPA-Nachweis unterschiedlicher Leishmania-Spezies. A. Positive Nachweise
fur L.tropica, L. donovani, L. major, L. amagonensis und L. braziliensis. B. Positive Nachweise fur L. infantum, L. aethio-
pica, L. donovani und L. amazonensis. Verschiedene Leishmania spp. gDNA mit einer Konzentration von 40 —
100 ng/ul wurden getestet. Fur die negative Kontrolle (NK) wurde H2O verwendet. Zwischen 4 und 5 min wur-
de keine Fluoreszenz aufgezeichnet, da ein Mischschritt notwendig ist, um die Testempfindlichkeit zu ethShen.

Das Experiment wurde mehrmals mit dhnlichen Ergebnissen durchgefiihrt.
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3.5 Differenzierung der verschiedenen Leishmania spp. durch
Leishmania Cpb-RPA

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war, mithilfe des Leishmania Cpb-RPA-Tests die Differenzie-
rung der unterschiedlichen Leéishmania-Spezies zu erméglichen. Die klinische Manifestation
und auch der Therapieerfolg sind von der Erkennung der genauen Spezies der Leishmanien
vor allem bei den mucokutanen Verlaufsformen abhingig. Deswegen wurde versucht, fiir den
Leishmania Cpb-RPA Methoden zu entwickeln, um die einzelnen Arten differenzieren zu kon-

nen.

Methode 1: Block-Primer wurden in dieser Arbeit eingesetzt, um verschiedene Lezshmania-
Spezies mittels Leishmania Cpb-RPA spezifisch nachzuweisen. Dazu wurde zunichst ein
Block-Primer (Block-LLD) entwickelt, der spezifisch die Amplifikation von L. donovani, L. infan-
tum und L. chagasi verhindern sollte (sieche 2.11). Prinzipiell konnte mit Hilfe weiterer Block-
Primer dann die Amplifikation nur einer Leishmania-Art erreicht werden. Die Ergebnisse zeig-
ten jedoch, dass trotz Block-LD ein Signal bei L. donovani und L. infantum detektiert werden
konnte (nicht gezeigte Ergebnisse). Das erklirt sich aus den wenigen mwismatches zwischen den

Sequenzen des Amplikons bei den unterschiedlichen Leishmanien (Tabelle S3).

Methode 2: Mit Hilfe von zwei Restriktionsenzymen wurde aullerdem versucht, eine Lezshma-
nia-Art spezifisch nachzuweisen. Das Enzym PfIMI schneidet DNA von L. donavoni, L. infan-
tum, L. chagasi, L. major, L. amazonensis und L. mexicana, aber nicht DNA von L. #ropica, 1. aethi-
opica, L. bragiliensis, L. panamensis und L. guyanensis und das Enzym EcoO1091 schneidet nur I-
tropica-DNA (Tabelle S1). Ein RPA-Lauf wurde mit L. major-, L. aethiopica-, L. amazonensis
¢DNA und mit L. major-, L. aethiopica-, L. amazonensis gDNA nach Inkubation mit dem Rest-
riktionenzym PfIMI durchgeftihrt (siche 2.12). Der Restriktionsverdau fithrte zu einer deutli-
chen Hemmung des Signals bei DNA von L. aethiopica, obwohl L-aethiopica-DNA nicht ge-
schnitten werden sollte. Es fihrte auBerdem nur zu einer schwachen Hemmung des Signals
bei DNA von L. amazonensis, obwohl L-amazonensis-DNA geschnitten werden sollte. Das Sig-
nal bei L. major gDNA war nach Restriktionsverdau deutlich gehemmt, aber nicht aufgehoben
(Abbildung S1). Ein weiterer RPA-Lauf wurde mit L. #ropica gDNA und mit L. fropica gDNA
nach Inkubation mit dem Restriktionenzym EcoO1091 durchgefithrt. Der Restriktionsverdau
tithrte zwar auch hier zu einer deutlichen Hemmung des Signals, aber eine Amplifikation hatte
dennoch stattgefunden (Abbildung S2). Diese Ergebnisse und weitere waren nicht zufrieden-
stellend, denn trotz einer Erhohung der Konzentration der Restriktionsenzyme konnte die

Amplifikation von Target-DNA nicht spezifisch und komplett gehemmt werden.
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Methode 3: SchlieBlich wurde versucht, die verschiedenen [Leishmania-Spezies mit Hilfe des
zunchmend eingesetzten CRISPR/Cas 12a (oder Cpfl) spezifisch nachzuweisen. Prinzipiell
konnte mit Hilfe dieser ,,Genschere® die Amplifikation nur einer Leishmania-Art erreicht wer-
den. In einem Pilotexperiment wurde versucht, mit ctRNA 1 und ctRNA 2 spezifisch DNA
von L. #ropica zu schneiden (Tabelle S2). Dadurch sollte eine Amplifikation von L-#ropica-DNA
verhindert werden und L. #ropica spezifisch mittels Lezshmania Cpb-RPA nachgewiesen werden
(siche 2.13). Die beiden CRISPR/Cas RNP-Komplexe fihrten allerdings nur zu einer minima-
len Hemmung des Leishmania Cpb-RPAs Signals im Vergleich zu unbehandelter DNA von L.
tropica (Abbildung S3).

3.6 Kreuzreaktionen mit anderen Pathogenen

Zur Bestimmung der Kreuzreaktivitit der oben genannten RPAs mit anderen Pathogenen
wurden 14 Nicht-Leishmania-Proben mit einer Menge von mehr als 10" DNA-Molekiile/ Re-
aktion getestet. Da Leishmania spp. und Trypanosoma spp. aus der gleichen Familie der Trypanoso-
matidae stammen, haben sie zum Teil viele Sequenzihnlichkeiten. Bei vielen vorhergehenden
molekularen Nachweismethoden fithrte dies zu Problemen in der Differenzierung zwischen
Leishmanien und Trypanosomen. Daher wurde auch gDNA von T. brucei auf eine mogliche

Amplifikation mit dem Leishmania Cpb- und Leishmania 18S rRNA-RPA getestet.

Mit dem Leishmania Cpb-RPA-Test wurde T. brucei nicht detektiert. Auch beim Leishmania 18S
rRNA-RPA wurde T. brucei nicht nachgewiesen (Tabelle 13). Ein Sequenzvergleich der
Leishmania 18S rRNA Zielsequenz mit den homologen Sequenzen in T. brucei zeigte vor allem
im Bereich der Primer FPy und RPy ein hohes Mal3 an Sequenzunterschieden und erklirt da-
mit die fehlende Kreuzreaktivitit (Tabelle S4). Die homologen Sequenzen in T. ¢uzi zeigten
sogar Uber den gesamten Amplikonbereich groBle Sequenzunterschiede zu der ILeishmania
Zielsequenz, so dass eine Amplifikation der 18S rRNA von T. ¢ruzi weitgehend ausgeschlossen
werden konnte (Tabelle S4). Die fehlende Sequenzihnlichkeit der Primer FPy und RPy mit
den homologen Sequenzen in T. brucei und T. cruzy war auch einer der Griinde fir deren Aus-

wahl am Anfang dieses Projektes gewesen.

Auch die gDNAs aus einer Reihe von bakteriellen und anderen parasitiren Infektionserregern

wurden mit den hier verwendeten Primer-Kombinationen der Leishmania Cpb- und Leishmania

18S rRNA-RPA-Tests nicht nachgewiesen (Tabelle 13).
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Tabelle 13: Liste der negativen Kreuzreaktionen der Leishmania Cpb- und Leishmania 18S rRNA-RPA-

Nachweise mit DNA bakterieller und parasitirer Infektionserreger

Erreger

Nocardia asteroids
Streptococcus agalactiae
Enterococcus faecalis
Listeria monocytogenes
Clostridium perfringens
Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa
Plasmodium falciparum
Leptospira ballum
Rickettsia africae
Orientia tsutsugamushi
Toxoplasma gondi

Trypanosoma brucei
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3.7 Klinische Validierung des Leishmania 18S rRINA-RPA-Nachweises

mit archivierten Patienten-Proben

Fir die Validierung des RPA-Tests mit klinischen Patienten-Proben wurde der Leishmania 18S
rRNA-RPA gewihlt, weil dieser die besten priklinischen Ergebnisse gezeigt hatte. Nach der
Einwilligung der Ethikkommision wurde die Performance des Leishmania 18S rRNA-RPA-
Tests im Feld mit 100 archivierten DNA-Proben von 70 Leishmaniose-Patienten und 30 nicht
infizierten Kontrollpatienten unter Verwendung des mobilen Kofferlabors getestet (siche 2.8).
Alle 30 Proben nicht infizierter Kontrollpatienten waren negativ. Nur eine von 25 Proben
viszeraler Leishmaniose (VL)-Patienten war positiv, fiinf von 25 Proben von post-Kala-Azar
dermale Leishmaniose (PKIDL)-Patienten waren positiv, und 19 von 20 Proben von Patienten
mit kutaner Leishmaniose (CL) waren positiv (Abbildung 22). Die Sensitivitit des Leishmania
18S rRNA-RPA-Tests fiir die Kutane Leishmaniose (CL) betrug unter Feldbedingungen damit
95%, fur die viszerale Leishmaniose (VL) 4% und fiir die post-Kala-Azar dermale Leshmanio-
se (PKDL) 20%.

Wenn die klinischen Validierungen von Leishmania 18S tfRNA- und von Leishmania kKDNA-
RPA-Test zusammen herangezogen werden, konnten VL, PKDL und CL im Feld mit zwei

RPA-Tests theoretisch spezifisch und mit sehr hoher Sensitivitit nachgewiesen werden

(Tabelle 14).

Tabelle 14: Klinische Validierung von Leishmania 18S rRNA- und von Leishmania KDNA-RPA-Tests
unter Feldbedingungen

VL, PKDL, CL VL PKDL CL
RPA Spezifitit Sensitivitit Sensitivitit Sensitivitit
18S rRNA  100% (30/30) 4% (1/25) 20% (5/25) 95% (19/20)

KDNA  100% (53/53) 100% (23/23) 100% (20/20) 60% (12/20)
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Abbildung 22: Klinische Validierung des Leishmania 18S tfRNA-RPA-Tests unter Feldbedingungen
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3.8 Multiplex-RPA-Test von Leishmania 18S tRNA- und Leishmania
kDNA-RPA

Da die Ergebnisse des Lezshmania 18S tRNA-RPA-Tests im Feld nur bei Patienten mit CL
zufriedenstellend waren, wurde untersucht, inwieweit ein Multiplex-RPA-Test die Sensitivitit
auch bei Proben von nicht-CL-Leishmaniosen erth6hen kann. In einer bereits pubizierten Ar-
beit unserer Gruppe wurden L. donovani, L. infantum, aber auch andere Leishmania-Spezies an-
hand eines kDNA-RPA-Tests sehr gut unter Feldbedingungen nachgewiesen. Daher wurden
Primer und Sonden von beiden Tests (185 rRNA- und kDNA-RPA) gemischt und zunichst
DNA-Standards der kDNA- und 18S rRNA-Gene in derselben Reaktion nachgewiesen (siche
2.10). Die Ergebnisse waren mit der analytischen Sensitivitit der Einzelnachweise von DNA
in den Leishmania 18S rfRNA- und Leishmania KDNA-RPA-Tests zu vergleichen. Auch wurden
keine groen Unterschiede in der Detektionszeit des Signals zwischen Multiplex- und Einzel-
RPAs festgestellt (Tabelle 15).

Um die Kombinationsergebnisse zu sichern wurde der Multiplex-Test mit DNA von L. brazili-
ensis, L. donovani, L. major, L. aethiopica und L. tropica getestet. Alle hier getesteten Leishmania spp.

wurden mit dem Multiplex-RPA nachgewiesen (Abbildung 23).

Tabelle 15: Vergleich der Detektionszeit des Signals zwischen Multiplex-, Leishmania 18S rRNA- und
Leishmania kKDNA-RPA (in Minuten)

18S rRNA-DNA-Molekiilstandard kDNA-DNA-Molekiilstandard

RPA 104 DNA- 103 DNA- 104 DNA- 103 DNA-
Molekiile/Reaktion Molekiile/Reaktion Molekiile/Reaktion Molekiile/Reaktion

Multiplex 7 8,5 7 8
18S rRNA 6 7
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Abbildung 23: Multiplex-RPA-Nachweis von Leishmania 185 rRNA- und kDNA-DNA-Standards und
DNA von verschiedenen Leishmania-Spezies. A. 185 rRNA- und kDNA-DNA-Standard, .. braziliensis und
L. donovani. B. L. major, L. donovani, L. aethiopica und L. tropica. Leishmania spp. ZDNA mit einer Konzentration von
40 — 100 ng/pul und 10* DNA-Molekillen/Reaktion des 18S tRNA-DNA-Molekilstandards und des kDNA-
DNA-Molekulstandards wurden mit dem Multiplex-RPA nachgewiesen. Fiir die negative Kontrolle (NK) wurde
H>O verwendet. Zwischen 3 und 4 min wurde keine Fluoreszenzaufgezeichnet, da ein Mischschritt notwendig

ist, um die Testempfindlichkeit zu erhéhen. Das Experiment wurde mehrmals mit dhnlichen Ergebnissen durch-
gefhrt.
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4 Diskussion

Leishmanien konnen, je nach Spezies die kutane, mucokutane, viszerale, oder die post-Kala-
Azar dermale Leishmaniose verursachen. Die kutane Leishmaniose (CL) fihrt zur pathologi-
schen Verdnderung der Haut, die mucokutane Leishmaniose (MCL) zur Bildung eines plasma-
zelluldren und lymphozelluliren Infiltrats an Nase und/oder Lippe. Die viszerale Leishmanio-
se (VL) fuhrt zum Befall und Schidigung innerer Organe wie Knochenmark, Leber und Milz
und die post-Kala-Azar dermale Leishmaniose (PKDL) zu fleckenférmigen nicht pigmentier-
ten und knotigen Erythemen (Elmahallawy et al. 2014). Bei der kutanen Leishmaniose ver-
mehren sich die Leishmanien in den Makrophagen der Haut und bei der viszeralen Leishma-
niose in den Makrophagen der Milz, dem Knochenmark und der Leber (Rittig und Bogdan
2000). Die Leishmaniose ist in den Subtropen, Tropen und in den Mittelmeeranrainerstaaten

endemisch (Murray et al. 2005).

Der Klimawandel, die Globalisierung, sowie die vermehrten indirekten Verbindungen der
verschiedenen Linder durch Reisende und ihre Haustiere stellen Risikofaktoren fur die Ver-
breitung der Krankheit in Deutschland und anderen Lindern dar. Auch das Wachstum der
Bevolkerung und die 6kologischen Verinderungen auf der Erde spielen dabei eine grole Rol-
le. Die genannten Faktoren haben auch einen groflen Einfluss auf die Verbreitung und Ver-
mehrung von Vektoren (zum Beispiel: Miicken, Zecken und Milben) und fithren so zu verin-
derten Infektionsverbreitungen bei Menschen und Tieren. Daher hat die Entwicklung von
neuen Diagnostik- und Behandlungsmethoden weltweit einen sehr hohen Stellenwert zur Be-
kimpfung von Infektionskrankheiten, unter anderem auch von Leishmaniosen.

Um Leishmania nachzuweisen, wurde frither insbesondere die direkte Kultivierung oder der
mikroskopische Nachweis der Parasiten verwendet (Wortmann et al. 2005). Diese Methoden
sind jedoch sehr zeitaufwendig und erfordern experimentelle Erfahrung. Deswegen wurden
mehrere real-time PCR-Tests entwickelt, die heutzutage tber eine gute Sensitivitit verfigen
und daher in experimentellen und klinischen Studien hiufig angewandt werden (van der Meide
et al. 2008; Aviles et al. 1999). Jedoch setzen diese eine technisch anspruchsvolle Ausstattung
eines Labors voraus. In den Regionen, in denen die Leishmaniose am haufigsten auftritt, sind
solch gut ausgestatteten Laboratorien jedoch kaum zu finden. Als molekulardiagnostische
Methoden gibt es neben der real-time PCR auch mehrere isothermale Amplifikationsmetho-

den. Der Nachteil aller molekularen Nachweismethoden ist, dass genetische Variabilititen
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moglicherweise Einfluss auf die Sensitivitit und Spezifitit dieser Methoden haben (Yang und
Rothman 2004).

Als Alternative zur PCR wird ein Rekombinase-Polymerase-Amplifikations (RPA)-Test fur die
schnelle und effiziente Erkennung von Leishmania spp. angesehen, der auch unter einfachen
technischen Bedingungen in den am meisten betroffenen Regionen angewendet werden kann.
Nach erfolgreicher Entwicklung kann dieser Test in einem mobilen Kofferlabor weltweit,
auch an Orten mit schlechtem Zugang zu gut ausgestatteten Laboratorien durchgefithrt wer-
den. Da mit Hilfe des Tests innerhalb von 15 Minuten sensitive und spezifische Ergebnisse
uber eine Leishmania-Infektion méglich sind, konnen auch Ausbruchsgeschehen kontrolliert,
validiert und verfolgt werden.

In der vorliegenden Orientierungsstudie wurden zwei RPA-Tests (Cpb- und 18S rRNA-RPA)
entwickelt, die unter Laborbedingungen einen schnellen, spezifischen und sensitiven Nach-
weis von Leishmania spp. erméglicht haben. Mit dem Leishmania 18S rRNA-RPA wurden alle
getesteten Leishmanien nachgewiesen. Mit dem Leishmania Cpb-RPA wurden alle getesteten
Leishmanien (u. a. auch L. amazonensis) ausgenommen L. braziliensis nachgewiesen, obwohl L.
amazonensis mehr Sequenzunterschiede im Bereich des Amplikons im Vergleich zu L. brazilien-
sis aufweist (Tabelle S3 und Tabelle S6). Die Position der mismatches kann dabei moglicherweise
eine Rolle spielen. Ein weiteres Ziel war die verschiedenen Lezshmania-Spezies voneinander
mithilfe des Leishmania Cpb-RPAs zu differenzieren, weil der Erfolg der Therapie gelegentlich
von der Erkennung der genauen Spezies der Leishmanien abhingig ist (Choi und Lerner 2002;
Reithinger und Dujardin 2007). Dies war trotz Anwendung unterschiedlicher Methoden nicht
erfolgreich. Nach der erfolgreichen Etablierung der RPA-Tests unter Laborbedingungen wur-
de der Leishmania 18S-rRNA-RPA fir die klinische Validierung ausgesucht. Unter Feldbedin-
gungen war der Leishmania 18S-tRNA-RPA-Test nur fur die CL-Proben zufriedenstellend
(Sensitivitat 95% und Spezifitit 100%), nicht jedoch fiir die VL- und PKDL-Proben. Eine
mogliche Erklarung ist, dass die Proben nicht das entsprechende Zielgen enthielten bzw. die
DNA-Sequenzen im Feld durch genetische Variabilititen beeinflusst waren (Yang und Roth-
man 2004). Da der Leishmania 18S rRNA-RPA lediglich fiir CL-Proben im Feld geeignet war,
wurde ein Multiplex-RPA fiir den Nachweis aller Leishmaniosen durch den Zusatz von

Leishmania kDNA-RPA (Mondal et al. 2016) unter Laborbedingungen erfolgreich getestet.
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4.1 Vergleich zwischen Cpb-, 18S rRNA- und kDNA-Zielgenen von
Leishmania
Zum Nachweis von Leishmania spp. wurden verschiedene PCRs basierend auf verschiedenen
Zielgenen entwickelt (Chaouch et al. 2013). In dieser Arbeit wurden drei Zielgene (Cpb-, 185
rRNA- und kDNA-Gen) benutzt.
Das Cpb-Gen, sowie das 185 rRNA-Gen kénnen im Gegensatz zum kDNA-Gen alle
Leishmania-Arten nachweisen, weswegen sie als zuverlassige Zielgene fiir den Nachweis aller
Leishmania spp. geeignet zu sein schienen (Kuru et al. 2011; Sakanari et al. 1997). Mit dem
Leishmania 18S rRNA-RPA wurden tatsachlich alle vorhandenen Leishmania spp. positiv getes-
tet. Bei Anwendung des Leishmania Cpb-RPAs wurde von den getesteten Leishmania spp. nur L.
braziliensis nicht detektiert.
Das Cpb-Gen ist ein Hauptantigen von Lezshmania-Parasiten, welches mit sehr hoher Sensitivi-
tit in Leishmanien nachgewiesen wurde. Es weist eine hohe Kopienzahl im Genom der
Leishmanien (iber 100 pro Leishmaniengenom) auf, sowie Polymorphismen zwischen ver-
schiedenen ILeishmania-Spezies. Bereits im Vorfeld wurde gezeigt, dass das Cpb-Gen gut zur
Unterscheidung zwischen den verschiedenen Leishmania-Arten mit einer sehr hohen Sensitivi-
tit geeignet ist (Kuru et al. 2011; Laurent et al. 2009; Quispe-Tintaya et al. 2005; Antinori et al.
2009; Garcia et al. 2005; Quispe Tintaya et al. 2004). Mit den fritheren PCRs, die auf das Cpb-
Gen abzielten, konnte aber nur zwischen Leishmania-Komplexen unterschieden werden (Hide
und Bafiuls 2006). In dieser Studie wurde mit verschiedenen Methoden (Block-Primer, Rest-
riktionsenzymen und CRISPR/ Cas 12a) fur Leishmania Cpb-RPA etfolglos versucht, die Diffe-
renzierung der unterschiedlichen Leishmania-Spezies zu erméglichen. Eine mégliche Erklirung
dafur ist, dass die Sequenzen von Leishmania spp. im Bereich des Amplikons dhnlich sind und
nur wenige mismatches haben.
Das 18S-rRNA-Gen zeigt repetitive Sequenzen, die exakte Kopienzahl im Genom ist aller-
dings nicht bekannt. Aulerdem kann die Kopienanzahl zwischen den einzelnen Spezies variie-
ren. Je nach Literatur schwankt sie zwischen 100 und 200 pro Leishmaniengenom (Leon et al.
1978; Requena et al. 1997; Villalba und Ramirez 1982). Es ist in allen Leishmania-Arten nach-

weisbar, jedoch ist es nicht fiir eine bestimmte Leishmania-Art spezifisch (Foulet et al. 2007).

Das kDNA-Gen hat sich als Zielgen bewihrt, da es hiufig eine hohe Sensitivitit bei der Diag-
nose von Leishmaniosen gezeigt hat und in einer hohen Kopienzahl (10.000 — 20.000 pro
Leishmaniengenom) vorliegt (Rodgers et al. 1997). Jedoch gelingt es mit seiner Hilfe nur
Leishmanien auf Ebene der Gattung oder Untergattung zu differenzieren. Auch werden nicht
alle Leishmania-Spezies mit dem Test nachgewiesen, und eine Spezies-spezifische Diagnose ist

nicht moglich (Mondal et al. 2016; Alonso et al. 2010; Antinori et al. 2009).
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4.2  Vergleich zwischen Leishmania 18S rRNA- und Leishmania Cpb-
RPA

Um Leishmania spp. nachzuweisen, wurden zwei verschiedene RPA-Tests (Lezshmania Cpb- und
Leishmania 18S rRNA-RPA) basierend auf dem Cpb- und dem 18S rRNA-Gen etabliert. Beide
RPA-Methoden konnten Leishmania-DNA-Standards mit hoher Sensitivitdit nachweisen. So
wurden jeweils mehrere RPA-Durchliufe mit den jeweiligen molekularen DNA-Standards in
verschiedenen Konzentrationen zum Nachweis von Leishmania spp. getestet. Fir den Leishma-
nia Cpb-RPA-Test wurde bei bis zu 100 DNA-Molekiilen/Reaktion ein Signal detektiert. Fiir
den Leishmania 18S tRNA-RPA-Test wurde bei bis zu zehn DNA-Molekiilen/Reaktion ein
Signal detektiert bzw. bei zehn Parasiten eine Reaktionszeit von zwolf Minuten bendtigt, um
ein Signal zu detektieren. Zusammenfassend waren bis zu 17 Molekulen bei Leishmania Cpb-
RPA und bis zu zwolf Molekiilen bei Leishmania 18S rRNA-RPA ausreichend, um die Diagno-

se zu stellen. Dies ldsst insgesamt auf eine sehr gute analytische Sensitivitit schlieBen.

Problematisch beim Leishmania Cpb-RPA war, dass L. braziliensis nicht nachgewiesen werden
konnte. Jedoch gelang es mit der Hilfe des Leishmania 185 rRNA-RPAs alle getesteten

Leishmanien in sehr kurzer Zeit zu detektieren.

Um die Spezifitit der Tests zu evaluieren, wurde deren Kreuzreaktivitit mit DNA mehrerer
Nicht-Leishmania-Pathogene getestet. Dabei konnten keine Kreuzreaktionen festgestellt wer-
den. Selbst die DNA von Trypanosomen, die mit den Leishmanien nahe verwandt sind und
daher tber viele dhnliche DNA-Sequenzen verfiigen und hiufig Schwierigkeiten in der

Leishmania-Diagnostik bereiten, wurde nicht amplifiziert.

Nur Leishmania 18S rRNA-RPA wurde klinisch validiert. Diese ergab gute Spezifitit (100%)
und gute Sensitivitit nur bei den CL-Proben (95%) und nicht bei den PKDL- und VL-Proben.

4.3  Vergleich zwischen LAMP und RPA

Zum Nachweis von Lezshmania-Infektionen wurden auch mehrere Loop-mediated-isothermal-
amplificationLAMP)-Methoden entwickelt (Ledn et al. 2018; Nzelu et al. 2019). Fir die Durch-
tihrung der RPA sind nur zwei Primer fur die Amplifikation notwendig, bei der LAMP wer-
den hingegen vier bis sechs Primer benoétigt, was im Gegensatz zur RPA einen langen Se-
quenzabschnitt als Template fiir die Primer erforderlich macht. Fin weiterer Vorteil des RPAs
ist, dass der ESEQuant Tube Scanner fiir die Detektion kostenglinstiger ist. Zudem ist er sehr
klein (7,4 cm x 17,8 cm x 18,8 cm) und verfiigt im Vergleich zu anderen Detektionsgeriten

iber ein geringes Eigengewicht (1 kg mit Laptop).
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Des Weiteren benotigt der RPA-Test nur 15 Minuten bei einer gleichzeitig hoheren Sensitivi-
tit um Leishmania nachzuweisen, was bei LAMP im Mittel drei Mal linger dauert.

Insgesamt weisen LAMP und RPA ihnliche Sensitivititsgrenzen fiir den Nachweis von
Leishmania-Spezies auf (Garcia et al. 2005; Antinori et al. 2009; Quispe-Tintaya et al. 2005;
Laurent et al. 2009; Kuru et al. 2011; Antinoti et al. 2009; Alonso et al. 2010). Basierend auf
den Ergebnissen ldsst sich zusammenfassend sagen, dass ein RPA-Test schneller und einfa-
cher durchzufthren ist als ein LAMP-Test. Aulerdem ist der RPA-Test in einem Kofferlabor
weltweit méglich, auch an Orten mit schlechtem Zugang zu besser ausgestatteten Laboratori-
en.

Im Rahmen des Ebo/a-Ausbruchs in Guinea wird zum Beispiel das mobile Kofferlabor routi-

nemilig erfolgreich eingesetzt (Faye et al. 2015).

4.4  Optimierung und Ausblick

Das Ziel dieser Studie, Leishmania spp., mit einer guten Sensitivitdt und Spezifitit nachzuwei-
sen, wurde fir die DNA-Standards und fur die gDNA-Proben von verschiedenen Leishmania
spp. unter Laborbedingungen erreicht. Im Feld waren die Sensitivitit und die Spezifitit jedoch
nur fir CL und nicht fir VL und PKDL zufriedenstellend. Das kénnte daran liegen, dass die
Leishmania-DNA-Sequenzen im Bereich des Amplikons im indischen Subkontinent durch
genetische Verinderungen moglicherweise viele mismatches aufweisen. Durch eine Sequenzie-
rung der DNA-Proben kénnte diese Uberlegung iiberpriift werden. Der unbefriedigende
Nachweis von VL- und PKDL-Patienten Kénnte aber auch an den unterschiedlichen Patien-
tenmaterialien liegen. Bei CL wurden Hautbiopsien direkt aus dem erkrankten Gewebe ver-
wendet, bei VL aber Blutproben, wo die Parasitendichte vermutlich eher gering ist. Auflerdem
enthilt Blut Inhibitoren der Amplifikation.

Ein Multiplex-RPA (185-rRNA- und kDNA-RPA) wurde fiir den Nachweis aller Leishmanio-
sen mit den DNA-Standards und verschiedenen Lezshmania gDNA-Proben erfolgreich iber-
prift. Die Sensitivitit und die Spezifitit des Multiplex-RPA missen jedoch unter Feldbedin-

gungen noch getestet werden.

Obwohl eine genauere Differenzierung der unterschiedlichen Iezshmania-Spezies durch das
RPA-Verfahren zeitaufwendig und kostenintensiv ist, wurde versucht, den Leishmania Cpb-
RPA mit verschiedenen Methoden (CRISPR, Restriktionenzyme und Blockprimer) zu opti-
mieren, da die klinische Manifestation und auch der Therapieerfolg von der Erkennung der

genauen Spezies der Leishmanien insbesondere bei der mucokutanen Verlaufsform abhingig
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ist (Choi und Lerner 2002; Reithinger und Dujardin 2007). Jedoch waren die Ergebnisse nicht

zufriedenstellend.

Eventuell konnten zukinftig Zine-finger nucleases(Z¥N), Transcription activator-like effector nuclea-
ses(TALEN) oder die Sequenzierung zum Ziel fuhren. Die Zine-finger nuclease und die Transerip-
tion activator-like effector nuclease sind kunstliche Restriktionsenzyme, die prizise und Sequenzspe-
zifisch die DNA schneiden (Boch 2011; Cathomen und Joung 2008). Wenn eine Amplifikati-
on nach Restriktionsverdau und anschlieBendem RPA-Test bei einer Leishmania-Spezie nicht
stattfindet, dann ist der RPA-Test nur fir diese Leishmania-Art spezifisch. Die Sequenzierung
bestimmt spezifisch die Reihenfolge der Nukleotide einer Leishmania-Sequenz und so konnten
die verschiedenen Leishmania-Spezies spezifisch nachgewiesen werden. Diese Methoden wiir-
den einen erhohten Materialverbrauch erfordern. AuBlerdem war unser Ziel, eine schnelle
Nachweismethode zu entwickeln. Die Dauer des Tests wiirde sich mit den genannten Metho-
den um bis zu zwei Stunden verlingern. Deswegen wurden diese weiteren Methoden fiir die

Speziendifferenzierung hier nicht weiter verfolgt.

Eine Optimierung der RPA-Methode konnte auch durch Einbau von modifizierten dNTPs in
die Sonde versucht werden. Die dNTPs kénnen durch Basenmodifikation an C2-Position des
Purins mit einem Aminorest, oder an C5-Position des Pyrimidins mit einem hydrophoben
Methylrest versehen werden, um die Affinitit zur Anlagerung an die Komplementirsequenz
zu verstirken, und so eine Verktrzung der Sonden zu erméglichen. Dadurch wird das Primer-
und Sondendesign einfacher. Solche dNTPs wurden erfolgreich fir Sonden und Primer der
real-time PCR eingesetzt (Kutyavin 2008). Deswegen konnten sie bei der RPA auch gut funk-

tionieren.

Zusammenfassend verfiigt die RPA insgesamt tber eine hohe Sensitivitit und Spezifitit. So-
mit ist sie eine erfolgsversprechende isothermale Amplifikationsmethode und kénnte fir viele
weitere Infektionserreger iiberall mit Hilfe des mobilen Kofferlabors, in kurzer Zeit ange-

wandt werden.


https://de.wikipedia.org/wiki/Transcription_Activator-like_Effector_Nuclease
https://de.wikipedia.org/wiki/Transcription_Activator-like_Effector_Nuclease
https://de.wikipedia.org/wiki/Transcription_Activator-like_Effector_Nuclease
https://de.wikipedia.org/wiki/Transcription_Activator-like_Effector_Nuclease
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5  Zusammenfassung

Ziel dieser Studie war die Entwicklung einer Rekombinase-Polymerase-Amplifikations (RPA)
Methode zum isothermalen, Nukleinsdure basierten Poznt-of-Care-Nachweis von Leishmania-
Spezies. Die Leishmaniose ist endemisch in den Subtropen und Tropen, aber auch den Mit-
telmeeranrainerstaaten. Auch in Deutschland steigen die Fille von Leishmaniose durch ein
erhohtes Reiseaufkommen. Aus diesem Grund nimmt die Weiterentwicklung von Nachweis-
methoden einen wichtigen Stellenwert ein.

Die neu entwickelte Methode weist bei einer Testdauer von nur 15 Minuten (bei einer kon-
stanten Temperatur von ca. 37 — 42°C) eine hohe Sensitivitit sowie Spezifitit auf. Als Zielge-
ne wurden das 18S rRNA-Gen fir Leishmania 18S rRNA-RPA und das Cpb-Gen fir Leishma-
nia Cpb-RPA amplifiziert. Um die sensitivsten Primer und Sonden-Kombination zu ermitteln,
wurden molekulare Standards (10”— 10" DNA-Molekiile/Reaktion) der Zielsequenzen herge-
stellt. Mit Hilfe der Amplifikation definierter DNA-Proben wurden zunichst die analytische
Sensitivitit, die Spezifitit, die Anwendbarkeit auf verschiedene Leishmania-Spezies und die
Kreuzreaktivitit mit anderen Pathogenen (zum Beispiel: Streptokokken, Listerien, Trypanosomen,
Plasmodien) bestimmt.

Mit dem Leishmania Cpb-RPA waren unter Laborbedingungen sowohl die Sensitivitit als auch
die Spezifitit sehr gut, dennoch konnte trotz verschiedener Versuche L. bragiliensis nicht de-
tektiert werden. Mit dem Leishmania 18S tfRNA-RPA wurden alle Leishmania-Spezies unter
Laborbedingungen mit sehr guter Sensitivitit und Spezifitit detektiert. Das Detektionslimit
war fir beide RPA-Tests unter 20 DNA-Molekiilen/Reaktion. Eine Reaktionszeit von 12 Mi-
nuten wurde fiir den Nachweis von zehn Parasiten bei dem Ledshmania 18S tRNA-RPA ben6-
tigt. In Bezug auch die Kreuzreaktivitit der Tests waren alle untersuchten Nicht-Leishmania-
Pathogene negativ.

Trotz Anwendung verschiedene Methoden (Block-Primer, Restriktionsenzymen und
CRISPR/Cas 12a) konnten die unterschiedlichen Ieishmania-Spezies mithilfe des Leishmania
Cpb-RPAs nicht erfolgreich differenziert werden.

Weiterhin wurde die Performance des Lezshmania 18S rRNA-RPA-Tests im Feld mit positiven
und negativen archivierten klinischen Proben aus dem Blut und aus Hautbiopsien von
Leishmaniose-Patienten tberprift. Die klinische Validierung dieses Tests unter Feldbedingun-
gen zeigte eine sehr gute Sensitivitit sowie Spezifitit fiir die kutane Leishmaniose, jedoch nicht
fir die viszerale und post-Kala-Azar dermale Leishmaniose. Ein Leishmania KDNA-RPA-Test

basierend auf dem kDNA-Gen wurde bereits von unserer Gruppe entwickelt und publiziert.
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Hier wurden die viszerale und post-Kala-Azar dermale Leishmaniose mit sehr guter Sensitivi-
tit und Spezifitit nachgewiesen.

Die Kombination aus Lezshmania 18S tRNA- und Lezshmania KDNA-RPA in einem Multiplex-
RPA ist mit der analytischen Sensitivitit des Leishmania 18S tRNA- und Leishmania kKDNA-
RPA-Tests unter Laborbedingungen zu vergleichen.

Letztendlich kann die RPA in einem mobilen Kofferlabor weltweit an Orten mit schlechtem
Zugang zu gut ausgestatteten Laboren genutzt werden. Auf diese Art und Weise kann eine
mogliche Lezshmania Ausbreitung kontrolliert werden.

Die Vorziige der RPA Methode liegen in der Geschwindigkeit des Nachweises. Gleichzeitig
spielt sie fiir die zukiinftige molekulargenetische Diagnostik auf Grund des einfachen techni-

schen Point-of Care-Einsatzes eine wichtige Rolle.
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6 Anhang

Tabelle S1: Restriktionsenzyme EcoO1091 und PfIMI und ihre potentiellen Schnittstellen im Amplikon des Leishmania Cpb-RPA-Tests

Name Eco01091 PfIMI Sequence
L smpica * TCGGCAGCATCCAGTCGCAG TN GC CGGCCACGEGC TGACGGCCCTGTCGGAGC AGCAGC TGG TGAGC TGCGAT GACARAGACAAT GG T TGCGGCGGCGGGC TCATGC TGCAGGCGTTCY
L major TCGECARCATCOAGTCECAGTEGGCCET TECCGC eI T - 2.5 G CT 6 TC GEAGCAGCAGC TG G TGAGC TECGAT CACGT GEACRAT GET TECGGCAECEEECTCATSCTGCAGGCATTC
L aerhigpica TCGECARCATCEAGTCGCAGTGGGCCET TECCEGCCACCGECTEACGGCCCTGTCEEAGCAGCAGC TEETGAGCTECGATGACAT GEACAGT GETTECGECEECEEECTGATEACGCAGECGTTC
L. infartsem TCGECARCATCEAGTCGCAGTEGGCCCETECCG G MBI T 2 5C CT G TC GEAGCAGCAGC TEETGAGC TECGAT GACRRAGACAAT GECTGCARCGECEEECTGATECTGCAGGCGTTC
L chagasi TCGECARCATCGAGTCECARTEEECCCETECCEC IS T =2 5 C CT G TC GEAGCAGCAGC TEGTGAGC TECGAT GACARAGACAAT GECTECARCGECEEECTGATGCTGCAGGCGTTC
L. donovani TCGECARCATCGAGTCECARTEEECCCETECCEC NS T =2 5C CT G TC GEAGCAGCAGC TEGTGAGC TECGAT GACARAGACAAT GECTECARCGGCEEECTGATGCTGCAGGCGTTC
L amagowensic | TTGGCAACATCGAAGGTCAGTGGGCTECAAGCEC NSNS T T TCACT G TCAGAACAGATGC TCGTETCETECEACAACGTCRATGAAGGETECARCEECGEECTGATGGACCAGGCRATG
L. mexicana TCGECARCATCOAGGEECAGTEETACCT TECCGC eI T - 2.5 C CT G TC GEAGCAGC AR C TEGTGAGC TECGAT GACAT GAACEAT GECTGCGACGECEGACTGATECTGCAGGCGTTC
L bragiliensis TCGECARCATAGAGTCGAAGTGGTACCT TECCACCCACTCGCTGATCTCCTTGTCGEAGCAGEAGC TEETGAGCTECGAT GATGT GEACEAGGECTGCARCGECEECCTGATECTGCAGGCGTTT
L panamensic TCGECARCATAGAGTCGCAGTGGTACGT TACCACCCACTCGCTGATTACCCT GTCGEAGCAGEAGC TEETGAGCTECGAT GATGT GEACEAGGECTGCARCGECEECCTGATECTGCAGGCATTC
L guyamencis TCGECARCATAGAGTCGCAGTGGTACGT TACCACCCACTCGCTGATTACCCT GTCGEAGCAGEAGC TEETGAGCTECGATGATGT GEACEAGGECTGCARCGECEECCTGATECTGCAGGCATTC

Zwei Schnittstellen der Restriktionsenzyme PfIMI und EcoO1091 wurden auf dem Amplikon des Cathepsin L-like Cysteine Proteinase B Gens von L #rgpica (Cpb, GenBank accession
number. DQ286773) identifiziert. Accession-Nummern der Referenzsequenzen: L. major: AJ319727; L. aethiopica: DQOT1678; L. infantumr: JN302673; L. chagasi: AF217087; L.
donovani: GQ302673; L. amazonensis: AF538038; L. mexicana: AJ319727; L. brazgiliensis: FRT98982; L. panamensis. EU289030; L. guyanensis: GQ180933.
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Tabelle S2: Design von CRISPR/Cas-Zielsequenzen zum spezifischen Nachweis von L. tropica durch Cpb-RPA

L. asethiotica
L. infantum
L. chggar

L dowovani
L. awragmwemsic
I smeexcizans
L. Erazsfiemsic
L. fowmeensis

L. guyawensis

Name — Sequence -
L traica T TCGGCAGCATCGAGTCGCAGTGEECCCTTGECEECCACEEECTGACEECCCTETCCCACEAGEAGCTEETEACCTEEEATEACAALGACAATGETTGCEECGGCGEECTEATGCTGCAGGCGTTCY
L. megfor TCGGECRRCATCGAGTCGCAGTGEGCCGTIGCCGGCCACARAGCTGETGRGGCTGICGEAGCAGCAGCIGEI GAGCTGCGAT CACGI GEACARTI GGETITGCGECEECGEECTIGATIGCTGCAGGCATIC

TCGGECRACATCGAGTCGCAGTGEGCCGTIIGCCGGCCACCEECTGACGECCCTGICGEAGCAGCAGCIGEI GRAGCTGCGAT GRCAT GGACAGTIGGEITGCGECEELGEECTIGATGRACGCAGGCGTIC

TCGGECRACATCGAGTCGCAGTGEGCCCEIGCCGECCACGGCTITGETGRGCCTGICGEAGCAGCAGCIGEI GAGCTGCGAT GRCRAAAGACART GGCTGCRAACGELGEECTIGATIGCTGCAGGCGTIC

TCGGCRAACATCGAGTCGCAGTGGGCCCGTGCCGGCCACGGCTTGHLTGAGCCTGICGGAGCAGCAGCTGGTGAGCTGCGATGACARRGACARTGGCTGCARCGGCGGGCTGATGCTGCAGGCGITIC

TCGGCAACATCGAGTCGCAGTGGGCCCGTGCCGGCCACGGCTTGHLTGAGCCTGICGRAGCAGCAGCTGGTGAGCTGCGATGACARRGACARTGGCTGCARCGGCGGGCTGATGCTGCAGGCGTITC

TTGGCRACATCGRAGGTCAGTGGGCTGCAAGCGGCCACTCGITGGTIICACTGICAGAACAGATGCTCGTGTCGTGCGACAACGTCGAT GAAGGETGCARCGGCGGGCTGATGGACCAGGCAATG

TCGGECRACATCGAGGGGCAGTGETACCTIGCCGGCCACGAGCTGETGRGCCTGICGGAGCAGCRAACTGET GAGCTGCGAT GACAT GARCGAT GEGCTGCGACGELGEACTGATGCTGCAGGCGTIC

TCGGECRACATAGAGTCGARGT GETACCT I GCCACCCACT CGCTGAT CICCTI TG I CGGAGCAGGRAGCIGET GAGCTGLGAT GAT GT GGACGAGEGCTGCAACGGCGECCTIGATGCTGCAGGCGTIT

TCGGCRACATAGRGTCGCAGTGGTACGTITACCACCCACTCGCTGATTACCCTGTICGGAGCAGGRGCTGAT GAGCTGCGATGAT GTGGACGAGGGETGCARCGGCAGCCTIGATGCTGCAGGCATTIC

TCGGCRACATAGRGTCGCAGTGGTACGTITACCACCCACTCGCTGATTACCCTGTICGGAGCAGGRGCTGAT GAGCTGCGATGAT GTGGACGAGGGETGCARCGGCAGCCTIGATGCTGCAGGCATTIC

T TCGGCAGCAT COAGT OO AGT GGG CT T — —— — m o

Aufgrund artspezifischer Sequenzunterschiede im Cpb-Amplikon zwischen unterschiedlichen Leishmanien wurden ctRNA 1 und 2 identifiziert, die spezifisch die Zielsequenzen

in L. fropica erkennen. Dadurch sollte eine Amplifikation von L-#rgpica-DNA verhindert werden und kénnte der Leishmania Cpb-RPA spezifisch L.#rgpica nachweisen. FP2 und
RP1 bezeichnen die RPA-Primer und P die Sonde. Accession-Nummem der Zielsequenzen: L. #rgpica: DQ286773; L. major: AJ319727; L. aethiopica: DQO71678; L. infantunr.
JN302673; L. chagasi. AF217087; L. donovani: GQ302673; L. amazonensis: AF538038; L. mexicana: AJ319727; L. bragiliensis: FRT98982; L. panamensis. EU289030; L. gnyanensis.

GQ180933.
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Tabelle S3: Alignment des Amplikons des Leishmania Cpb-RPAs mit den entsprechenden Sequenzen unterschiedlicher Leishmania-Spezies

Name Sequence

Amplikon T TCGGCAGCATCGAGTCECAGTGEECCCTTGCCEECCACGGECTGACGECCCTGTCOGAGCAGCAGCTGETGAGCTGCGATCACARAGACARTGETTGCGECEGECEEECTGATGCTGCAGGCETTCY
TI. gﬂ;‘gf;; .............................................................................................................................
L.omgor | eeeen- B e Beee e R O S o S ...
L. aethispica | eeeen Bttt S o S BC.eeeannnnn
L infantems | .. B e Goeeeeeeeee e o B - L BB et e
Loshagas | ...... Bt et i Gaeenercanenn o - o
L. domovasi | eeee.n Bt iierem e Guvernnnnnnnn ot T 3 ¥ o
L. amazgonensés TeweiBeennn. AGGT.vuven.n TGCAAG....... TC.T..GTTT.A..... A..A...AT...C...TCG..... CA..GTC..TG.A..G.. BB ueerennnnnn GAC..... AR.G
L mexicana | ..., Bevennnn GGeveun-. Thetevnenennenn N ¢ Y c S Bt TGR..G.u..CouuoBueen.. B it
Lbragiienss | ... .. - B Thevnnn. AC TC. v TCT e eTvurnnennns L TGTG...5.G..Coo AR ... o T
L. pangmensds | ... .. BBt TA.G..A..AC....TC..... TTh e e eveenennnnns Bt et eaeeamenae s TGTG...G.G..C...BR...... o A...
L BB, TE.G..h..AC TC. . ... 10 W B et e TGTG...G.G..C...AR...... Coue e a A

FP2 Sl T X o 7 o
A *ACTCGACGCTACTGTNTCTGTTACCARCGCCGCCGCCCORCTACGR™ . .. L. .. ..
L ¥ CGCCGCCECCCGACTACGACGTCCGCARG™

Das Amplikon wurde aus dem Cathepsin 1-like Cysteine Proteinase B Gen von L. trgpica (Cpb, GenBank accession number. DQ286773) ausgesucht. FP2 und RP1 sind die Primer und
P ist die Sonde. Accession-Nummern der Gene unterschiedlicher Leishmania spp:. L. major: AJ319727; L. aethiopica: DQO71678; L. infantunr: IN302673; L. chagasi: AF217087; L.
donovani: GQ302673; L. amazonensis: AF538038; L. mexicana: AJ319727; L. bragiliensis: FRT98982; L. panamensis. EU289030; L. guyanensis: GQ180933.
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Tabelle S4: Mismatches zwischen dem Leishmania tropica 18S rRNA-Amplikon und den homologen Sequenzen in Trypanosoma spp.

Sequence

Amplkon

¥ TTCGTCCGECCETARCGOCTITTCARCTCACGGCCTCTAGRARTGAAGEAGGETAGT TCGEGEEAG ARCGTACTGGEECGT CAGRGETGARATTC TTAGACCGCACCARGRCGAACTACRGCGARGGCATTCTTCARS

T Brucei_gambiense
T. Erucei_rbadestense
T cruzd

P

m_

RP.‘_

T. brucei_ganthionse G-GR-GTTTTTT—CATT-AT-GCE-CECECE—CTTC-AG—A-TER————————mmm e T

T brucei_rkodesiense | G-GL-GTTTTTT—CATT-AT-G0G-CB0G0G—CTTC-AG—A-TEL———————m e S

T erug CCTT-GT—GAARTCC-TGTGGCA-TET-TGT-TET-G-T—C-GACTTC-TCTTGC-TCC-C-T-TTT-CACAT-TGTCAT-CCT-CCCTCARC ~CACGECAT - ——G--ATG-AGGAG-GT-GTT-GGEEGAE——C

P e .———————————————————————————————————————

FPy R 3 N T 3 2 - Y
Sequence

Amplkon GATACCTTCCTCAATCARGAACCARAGTETGEAGATCEAAGATGATTAGAGACCATTGTAGTCCACACTGCARACGAT GACACCCATGAATT GEEGATCTTATGEECCGE CCTGCGECAGGETTTACCCTGTGTCA™

———————————————————————————————— BB e LCA-CATT-GGT- —-C-T-TGEC--CC- TTTG--CCBAC
———————————————————————————————— BB e LCA-CATT-GGT- —-C-T-TGEC--CC- TTTG--CCBAC
GTACTGETECETCAGAGETEARATICTTAGACCGCACT - — - ~C—ACTACAG-G-AG-C-T-TT--AG-AT-C-TICCT--AT--A-—-CCARA-TGTGEEEATCGRAA- ATGATTAG- -ACCA- TGTAGTCCA—-
------------------------------------ B Ea e e Vol Rl uen i vl lea R e i N v W i e
———————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————— > TACCCGECCEEAC GCCGTCCCARATGE GACACAGT®

Die Trypanosomen haben zum Teil dhnilche DNA-Sequenzen wie die Leishmanien, deswegen wurde auch anfinglich die Kombination von FPy und RPy fir den Leishmania 185
rRNA-RPA anhand dieser Tabelle ausgewihlt. Das Amplikon wurde aus dem DNA-Standard aus dem L. #rgpica 18S ribosomale RNA Gen (18S rRNA, GenBank accession number.
GQ332354 — GQ332363) synthetisiert. FPy und RPy sind die Primer und P die Sonde.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ332363.1
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Tabelle S5: Alignment der Leishmania 18S rfRNA-RPA-Zielsequenz (Amplikon des DNA-Standards) mit den Sequenzen unterschiedlicher Leishmania-Spezies,

Primern und Sonde

Sequence

T TCETOCEGCOETAROECCTTT TCARCTCACGEC™

I T T e e TR e O T T T AL T e R G T O A G A T G R e M C e T M T T G e e A G A D T R T G O T CR GA G CT GA R AT T T TR GR O CRC CR R R OGR R TR R OGR R GCATT CTT CREG

Sequence

- T ET GEACATCGARGAT GATTAGACACCATTGTACTCCACAC TEC

GATARCCTI T T AR TR L e L A O O L T T R R T CCA R R T AT TR A RO AT TETRETCCRCRCTEC AT G L R TG R R T T GEC AT CT T AT GG COC G TGO ECAGEETITRACCCTICIGTCR

-~ e e L
TACCCGECCEEACECCETCCCARATCEGACACAGT

Das Amplikon wurde aus dem DNA-Standard aus dem L. #rgpica 18S ribosomale RNA Gen (18S rRNA, GenBank accession number: GQ332354 — GQ332363) synthetisiert. FPy

und RPy sind die Primer und P ist die Sonde. Accession-Nummern der Gene unterschiedlicher Leishmania spp.: GQ332354 — GQ332363.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ332363.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ332363.1
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Tabelle S6: Accession-Nummern fir Leishmania Cpb-Gene aus unterschiedlichen Spezies und Stim-

men und Anzahl der mismatches innerhalb der Primer und der Sonde

Anzahl der

Leishmania Accession-Nummer mismatches
FP | RP P
L. tropica DQ286773 (amplikon) 0 0 0
JN400182 0 1 1
KY412786/JN400183 0 4 5

JN400176 0 0 1

JN400177 0 1 1
JN400178 0 4 2

JN400179 0 1 1

JN400180 0 0 1

JN400181 0 1 1
JN400184 3 1 4
L. major AJ512654/FR796404/JN400140/JN400141/ 2 1 4

JN400142/]N400143/JN400143/N400144/
JN400145/]N400146/JN400147/]N400148/
JN400149/JN400150/JN400151/JN400152/
JN400153/JN400154 /JN400155/JN400156/
JN400157/JN400158/JN400159/JN400160/
JN400161/JN400162/JN400163/JN400164/
JN400165/JN400166/JN400167/JN400168/
JN400169/JN400170/JN400171]N400172/

JN400173/JN400174/JN400175/]N944168/
TNO44169/]N944170/JNO44171/]N944172/
TNO44173/]N944174/TNO44175/KY412783/

KY412783
L. aethiopica |DQO071678 2 2 5
HM178938/HM178939 2 4 5

HM178941/HM178935 2 2 3
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Leishmania Accession-Nummer Anzahl der
mismatches
FP | RP P
L. infantum AJ628942/AY896776/AY896778/AY896780/ 3 2 3
AY896782/AY896790/AY896791/XM003392190/
XM001463394
GQ302670/AJ420286/A]J628943/ AY896777/ 3 2 3
EU637907/FR796440/JN400122/JN400123/
JN400124/JN400125/JN400126/JN400127/
JN400128/JN400129/JN400130/JN400131
JN400128 2 2 4
GQ302671 2 2 3
GQ302674 2 2 3
L. chagasi AF217087 2 2 3
AF004592 2 3 3
L. donovani AY896783/CP022623/GQ302672/GQ265875 2 3
AY896785/AY896786/GQ302673/EUG637908/ 2 2
EU637909/EU637910/EU637911/EU637912/
EU637913/HQ159842/GQ302673
FR799595/XM003858609/AY309627/ AF309627 2 2 4
KC609324 3 2 3
AF309626/GU143558 3 2 3
AF004592 2 3 3
L. amazonensis| AJ319727/AY141758/AY141759 12 8 16
AJ319727 5 2 7
L. mexicana 749963 5 1 6
Y09958/714061 5 1 3
XM003886488/XM003872608 5 1 6
XM003886523/XM003872607 5 1 6
L. braziliensis | XM001562089 5 4 10
AY850168 4 6 12
XM001562090 4 4 10
XM001562091 4 4 10
GQ180933 6 4 10
L. panamensis |[EU289030/XM010705915 6 4 10
L. guyanensis |AJ512653/GQ180993 6 4 10
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Int[mV]
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L. amazonensis
+ RE
0 time[min]

Abbildung S1: Leishmania Cpb-RPA nach Vorbehandlung der DNA mit dem Restriktionsenzym PFI-
MI. Ein RPA-Lauf wurde mit L. aethigpua-, L. major-, L. amazonensis SDNA und mit L. aethiopica-, L. major-, L.
amazonensis SODNA nach Inkubation mit dem Restriktionenzym PFIMI mit einer DNA-Konzentration von 40 —
100 ng/ul durchgefthrt. Fur die negative Kontrolle (NK) wutde H>O verwendet. Zwischen 3 und 4 min wurde
keine Fluoreszenz aufgezeichnet, da ein Mischschritt notwendig ist, um die Testempfindlichkeit zu erhchen. Das

Experiment wurde mehrmals mit dhnlichen Ergebnissen durchgefiihrt.
Int[mV]

2000

L. tropica

L. tropica
+

RE

1000

NK

time[min]

Abbildung S2: Leishmania Cpb-RPA nach Vorbehandlung der DNA mit dem Restriktionsenzym
EcoO1091. Ein RPA-Lauf wurde mit L. #gpica gDNA und mit L. #rgpica gDNA nach Inkubation mit dem Rest-
riktionenzym EcoO1091 mit einer DNA-Konzentration von 40 — 100 ng/pl durchgefiihrt. Fir die negative Kon-
trolle (NK) wurde H2O verwendet. Zwischen 3 und 4 min wurde keine Fluoreszenzaufgezeichnet, da ein Misch-
schritt notwendig ist, um die Testempfindlichkeit zu erhdhen. Das Experiment wurde mehrmals mit dhnlichen

Ergebnissen durchgefiihrt.
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Int[mV]
L. tropica
1500 CRISPR 1
CRISPR 2
1000
0 time[min)

Abbildung S3: Leishmania Cpb-RPA nach Vorbehandlung von L-tropica-DNA mittels CRISPR/Cas.
Ein RPA-Lauf wurde mit CRISPR 1-, CRISPR 2- und nicht vorbehandelter L-#rgpica-DNA mit einer Konzentra-
tion von 40 — 100 ng/ul durchgefuhtt. Fur die negative Kontrolle (NK) wurde H2O verwendet. Zwischen 4 und
5 min wurde keine Fluoreszenzaufgezeichnet, da ein Mischschritt notwendig ist, um die Testempfindlichkeit zu

erhéhen. Das Experiment wurde mehrmals mit dhnlichen Ergebnissen durchgefiihrt.
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