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Abkirzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

AAF Feinnadelaspirat (franz.: Aspiration par aiguille
fine)

AFB saurefeste Stabchen (engl.: acid fast bacilli)

AITM Abteilung fur Infektions-und Tropenmedizin

an der medizinischen Klinik und Poliklinik IV des
Klinikums der Ludwig-Maximilians-Universitat zu

Miinchen

BU Buruli Ulkus (engl.: Buruli ulcer)

BUD Buruli Ulkus Erkrankung (engl.: Buruli ulcer
disease)

°C Grad Celsius

CHR Centre Hospitalier Regional

CHP Centre Hospitalier Préfectoral

CLA Clarithromycin

CLS Zell-Lysepuffer (engl. : cell lysis solution)

d Tag (lat.: dies)

DAHW Deutsche Lepra und Tuberkulose Hilfe e.V.
(vormals: Deutsches Aussatzigen Hilfswerk)

DAHWT Deutsche Lepra und Tuberkulose Hilfe e.V.

(vormals: Deutsches Aussatzigen Hilfswerk),
Regionalbiiro Togo

DNA Desoxyribonukleinsdure (engl.: deoxyribonucleic
acid)

DNA-Hyd DNA-Hydratations-Losung

dNTP(s) Desoxy-Nukleotidtriphosphat(e)

FNA Feinnadelaspirat (engl.: fine needle aspirate)

GBUI Global Buruli Ulcer Initiative

h Stunde (lat.: hora; engl.:hour)

IS Insertionssequenz

Kg Kilogramm

kPa Kilopascal

LMU Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen

m. Monat (engl.: month)

M. Mykobakterium (engl.: mycobacterium)

M Molar

MBp Megabasenpaare

Mg Milligramm

MgCl2 Magnesiumchlorid

Min. Minute (n)

ml Milliliter

mm Millimeter

ul Mikroliter

N Natdrliche Zahl (z.B.: 1, 2, ..)

NaOH Natrium-Hydroxid

ng Nanogramm

oM Osteomyelitis

oT Objekttrager

RMP Rifampicin

RT Raumtemperatur

pH lat.: potentia hydrogenii




Abkirzungsverzeichnis

PCR Polymerase-Kettenreaktion
(engl.: polymerase chain reaction)

PNLUB Programme National de Lutte contre L'Ulcére de
Buruli

PNLUB-LP Programme National de Lutte contre L'Ulcére de
Buruli - Lepre et Pian

PPS Proteinprazipitationslosung
(engl.: protein precipitation solution)

SM Streptomycin

SoP Standardarbeitsanweisung
(engl.: standard operating procedure)

TAG Technical Advisory Group on BU/WHO

U Einheit (engl.: unit)

UB Buruli Ulkus (franz.: L* Ulcere de Buruli)

uM Mikro-molar

iiN iber Nacht

usp Unité de Soins Péripherique

uv ultraviolett

Vv Volumen

WHO Weltgesundheitsorganisation

(engl.: World Health Organization)
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Definition

Die Buruli Ulkus Erkrankung (engl.: Buruli ulcer disease; BUD) ist eine durch Mycobacterium ulcerans
verursachte Infektionskrankheit der Haut und des subkutanen Fettgewebes [1, 2].

1.2 Historischer Hintergrund

Der britische Mediziner Sir Albert Cook berichtete 1897 erstmals liber grol3flachige Hautgeschwiire in
Uganda, die heute mit dem klinischen Bild der BUD in Einklang gebracht werden kénnen [3-5]. 1948
wurde das Auftreten dieser Infektionskrankheit bei sechs Landarbeitern aus der Umgebung von
Bairnsdale [5], nahe Melbourne in Australien, von Peter Mac Callum und Kollegen beschrieben,
weshalb diese Erkrankung in Australien gegenwartig auch ,Bairnsdale Ulcer” genannt wird. Mac
Callum et al. gelang die Erstisolierung und Erstbeschreibung von ,Mycobacterium ulcerans”, dem
atiologischen Agens der BUD [6, 7]. Mit Beginn der 1960er Jahre wurden aus dem Buruli County
(heute Nakasongola Distrikt) in Uganda erneut vermehrt Falle von grofflachigen Hautulzerationen
gemeldet. Die heute gebrauchlichste Bezeichnung ,,Buruli Ulcer” (BU) findet hier ihren Ursprung [8,
9]. Seit den 1980er-Jahren wird zunehmend von weiteren Fillen aus vier Kontinenten (Afrika,
Amerika, Asien, Australien) berichtet [4], wobei die Liander Westafrikas den globalen
epidemiologischen Fokus darstellen [4, 10-12]. Die kontinuierliche Zunahme der gemeldeten Falle
veranlasste die Weltgesundheitsorganisation (WHO) dazu, 1998 die Global Buruli Ulcer Initiative
(GBUI) zu grinden (www.who.int/buruli/en). Optimierung von Labordiagnostik, Therapie und
Pravention, sowie Bestimmung von Forschungsschwerpunkten wurden als Ziele der ,World Health
Assembly” (WHA) 2004 und in der ,,Cotonou Declaration on Buruli Ulcer” 2009 verabschiedet [4, 12,
13].

1.3 Epidemiologie

BUD ist weltweit die dritthdufigste, in einigen westafrikanischen Lindern wie etwa der
Elfenbeinkiiste, sogar die  zweithdufigste = mykobakterielle Infektionskrankheit bei
immunkompetenten Menschen [11, 14-17]. Die Erkrankung tritt in (ber 30 subtropischen und
tropischen Landern endemisch auf [5, 17-19].

Die folgende Abbildung veranschaulicht das Vorkommen der BUD weltweit:




Einleitung

Fig. 1. Countries where Buruli Ulcar has been reported

O Endemic countries

Il ~reas with emergence of high numbers of Buruli ulcer patiants

Buruli ulcer has been reported from many countries, but most cases in the last two decades have been identified in a strip of
riverine areas in a number of countries in the western part of the African continent; undemeporting is believed to be comman.,
Source: WHO; httpe!fwasn wholint'gth-bunalif WWHD 05126

Abb. 1: Vorkommen der BUD weltweit

Die Lander mit den hochsten Inzidenzraten sind Benin, Ghana und die Elfenbeinkiste [5, 11, 17, 18,
20]. Entsprechend WHO-Angaben wurden im Zeitraum von 2004 bis 2008 26.275 Falle aus 16
Landern verzeichnet (persdnliche Kommunikation mit Dr. Kingsley Asiedu, GBUI, WHO). GemaR der
TAG/WHO-Daten (,Technical Advisory Group on BU/WHO“) der jahrlichen WHO-Konferenzen
wurden im Zeitraum von flinf Jahren (2004 bis 2008) 1393 BUD-Félle in Togo erfasst. Die genannten
Zahlen sind Schatzungen, die meist auf klinischen Angaben beruhen, somit weder die tatséchliche
Pravalenz noch die prazise Inzidenz widerspiegeln [21]. Innerhalb der BUD-Endemiegebiete wird
haufig eine fokale Verteilung der Erkrankungsfalle beobachtet [22-24]. BUD tritt in Gebieten mit
groBer Armut, in urspriinglichen, landlichen Gegenden, meist in der Umgebung von Simpfen oder
langsam flieBenden Flissen, auf [5, 11, 18, 25, 26]. Die Erkrankung zeigt eine ausgeglichene
Geschlechterverteilung in allen Altersgruppen, wobei tber 50 % der Betroffenen unter 15 Jahre alt
sind [5, 11, 26]. Der Einfluss einer HIV-Coinfektion auf den Schweregrad der BUD-Manifestation
wurde aktuell erneut diskutiert (persénliche Kommunikation mit Dr. Kingsley Asiedu, GBUI, WHO).
Bislang konnten vor allem schwere disseminierte Verldufe bei HIV-infizierten Patienten beobachtet
werden [2, 11, 27-30].

1.4 Transmission

Die Assoziation des Auftretens von BUD mit stehenden und langsam flieRenden Gewassern, mit
Tieren sowie mit Umweltfaktoren wie Regen- und Trockenzeit wird vielfach diskutiert [8, 14, 18, 24-
26, 31-35]. In einem Endemiegebiet im Stid-Westen Australiens wurden M. ulcerans Infektionen bei
wild lebenden (Koalas, Possums, Potaroos) und domestizierten Tieren (Katzen, Hunden, Pferden)
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beobachtet [24]. Mittels PCR-Diagnostik (engl.: polymerase chain reaction, PCR) wurde in Lisionen
und/oder den Faces von in Menschennahe lebenden Possums (lat.: Pseudocheirus peregrinus) sowie
in einigen Moskitoarten (lat.: Aedes sp.; Coquillettidia sp.; Culex sp.) DNA von M. ulcerans
nachgewiesen [11, 18, 24]. In afrikanischen Liandern konnte mit Hilfe des gleichen Verfahrens M.
ulcerans DNA in Wasser— und Bodenproben, in Wasserpflanzen, -organismen, -insekten (lat.:
Belastommatidae; Naucoridae; Hydrophilidae) und Schnecken (lat.: Bulinus sp.; Tilapia sp.)
nachgewiesen werden [11, 14, 18, 24, 25, 34]. Demzufolge wird ein Zusammenhang zwischen
Infektion von Tieren und der Transmission auf den Menschen diskutiert [8, 24]. Auf der Ebene der
Genomsequenzanalyse konnte mittels des ,Single Nucleotide Polymorphism Typing“ (SNP-Typing)
durch Vergleich von sieben M. ulcerans Stdmmen aus einem ghanaischen Endemiegebiet die fokale
Transmission eines einzigen M. ulcerans Haplotypen nachgewiesen werden [11, 26]. Der exakte
Ubertragungsweg von M. ulcerans auf den Menschen ist jedoch ungeklirt und Gegenstand
internationaler Forschung [8, 24, 34, 35]. Es gibt derzeit keinen Anhalt fiir eine Ubertragung von
Mensch zu Mensch [5, 11, 36].

1.5 Erreger

BUD wird von Mycobacterium ulcerans, einem grampositiven, sdurefesten, nicht-chromogenen,
langsam wachsenden Stdbchenbakterium aus der Familie der Mycobactericeae, Gattung
Mycobacterium, den atypischen Mykobakterien (MOTT: , Mycobacteria other than tuberculosis”)
zugehorig, verursacht [37]. Das M. ulcerans Genom (5.8 MBp) besteht aus zwei zirkuldren Replikons
und weist Gber 98% Sequenzhomologie zum Genom von M. marinum auf [11, 24, 38-40]. Es konnten
weltweit bislang elf verschiedene Genotypen von M. ulcerans mittels Analyse von ,variable number
(of) tandem repeats” (VNTR) beschrieben und entsprechend der geographischen Herkunft in vier
Cluster aufgeteilt werden (Westafrika, Ostafrika, Asien, Slidost-Asien) [40, 41]. Ein wesentlicher
Pathogenitatsfaktor ist das von M. ulcerans produzierte, plasmidkodierte Exotoxin ,Mykolakton“; der
geographischen Abstammungslinie entsprechend kommen folgende Kongenere vor: Mykolakton A/B,
Afrika; Mykolakton C, Asien/Australien; Mykolakton D, Asien. Es werden mehrere Strukturvarianten
mit unterschiedlicher Aktivitdt beschrieben [18, 39, 40, 42-44]. Neben der direkt zytotoxischen
Wirkung, die u.a. zu Gewebsnekrose fihrt [11, 14, 44], verursacht das Exotoxin eine
Immunmodulation, die sich in einer Unterdriickung der primaren T-Zellantwort und verminderten
Rekrutierung von Entziindungszellen zeigt [11, 18, 45]. Demzufolge leiden die Patienten haufig weder
an Schmerzen noch an systemischen Entziindungsreaktionen [8, 11, 14, 44].

1.6 Klinisches Bild und Differentialdiagnose

BUD manifestiert sich an der Haut und dem subkutanen Fettgewebe [1, 2, 5, 10, 11, 37, 46-49]. Eine
Miteinbeziehung der Knochenhiute (Periostitis), der Knochen (Ostitis) und/oder des Knochenmarks
(Osteomyelitis) ist seltener bei schweren und weit fortgeschrittenen Erkrankungsféllen beschrieben
[5, 8, 11, 27, 45]. Das Krankheitsbild der BUD manifestiert sich Giberdurchschnittlich haufig an den
Extremitaten [5, 11, 18, 50] und tritt als nicht-ulzerative sowie ulzerative Form auf. Die nicht-
ulzerative Form manifestiert sich als schmerzlose papuldre oder noduldre Schwellung, als Plaque
und/oder als Bindegewebsddem [8, 10, 11, 36, 47, 51]. Innerhalb kurzer Zeit kénnen sich
unbehandelt aus den nicht-ulzerativen Formen groRflachige schmerzlose Ulzerationen mit
charakteristisch tief unterminierten Randern ausbilden [5, 11, 47, 51, 52], die von umgebenden
Odemen begleitet sein kénnen [5, 37, 47]. Die klinischen Manifestationen der BUD werden geméaR
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der WHO in drei Kategorien klassifiziert [20, 37]. Kategorie |: einzelne Lasion, Ausdehnung:
Durchmesser < 5 cm; Kategorie Il: einzelne Lasion, Ausdehnung: Durchmesser 5 cm - 15 cm;
Kategorie lll: einzelne Lasion, Ausdehnung: Durchmesser > 15 cm, multiple Lasionen sowie Ldsionen
an kritischen Lokalisationen wie Auge, Brust oder Genital [20, 37]. In vielen Fdllen kommt die
Erkrankung auch unbehandelt zum Stillstand, wobei die Heilung mit starker Narbenbildung
einhergeht [20, 47, 49, 51, 53, 54]. Obgleich die Mortalitat dieser Erkrankung niedrig ist, leben 6% bis
50% der nicht/oder spéat therapierten Patienten mit permanenten Bewegungseinschrankungen
aufgrund von Kontrakturen, wie auch mit entstellenden Narben, die in der Regel Stigmatisierung und
soziale Ausgrenzung zur Folge haben [11, 20, 49, 51, 54-60].

. |
"*-é\\

e A »
Abb. 2.6: Kontraktur

Abb. 2.4: Ulkus Abb. 2.5: Osteomyelitis

Abb. 2: Nicht-ulzerative und ulzerative Formen der BUD

Quelle Abb.2.1 -2.5: http://www.who.int/buruli/photos/complications/en/index.html, Abb.2.6: K. Huber

Als Differenzialdiagnosen werden den Krankheitsstadien entsprechend sowohl nicht-infektiose als
auch infektiose Erkrankungen in Betracht gezogen [37, 56, 61]. Unter den nicht infektiosen
Erkrankungen differenziert man u.a. allergische Hautreaktionen, Lymphangitiden, Lymphangiome,
diabetische oder varikdse Ulzera, Hautwunden und Malignome ebenso Autoimmunerkrankungen wie
z.B. Psoriasis [10, 11, 61, 62]. Innerhalb der infektiésen Erkrankungen sind neben anderen
Mykobakteriosen wie der Hauttuberkulose und Lepra, u.a. Onchozerkose, kutane Leishmaniose,
tropisches Ulkus, nekrotisierende Fasciitis, Mykosen sowie superinfizierte Verbrennungen von der
BUD abzugrenzen [10, 11, 61, 62].

1.7 Diagnostik

Als Untersuchungsmaterialien fir den bakteriologischen Nachweis von M. ulcerans eignen sich
Wundabstriche oder Gewebeproben (Feinnadelaspirate [FNA], Stanzbiopsien oder operativ
exzidiertes Gewebe) ausgezeichnet [1, 46, 47, 63, 64]. Die Entnahmestelle der diagnostischen Probe
richtet sich nach der Lokalisation der Mykobakterien im Krankheitsverlauf. Daher wird das
diagnostische Gewebe bei nicht-ulzerativen Lasionen aus dem Zentrum, bei ulzerativen Lasionen aus
dem Randbereich von nekrotischem zu makroskopisch gesund erscheinendem Gewebe entnommen
[1, 46, 63].
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Derzeit stehen vier Methoden zur Labordiagnostik zur Verfigung [1, 5, 8, 11, 18, 37, 46, 64, 65]:

1. Mikroskopische Analyse nach Ziehl-Neelsen, Kinyoun oder Auramin-Rhodamin gefarbter
Praparate, die aus Wundabstrichen, FNA und/oder Stanzbiopsien angefertigt werden. Die
Sensitivitat wird mit 50-70% angegeben [1, 14, 46-48, 66, 67].

2. Die Inokulation von M. ulcerans Kulturen aus Wundabstrichen oder Gewebeproben stellt derzeit
den einzigen Viabilitatsnachweis dar. Das Temperaturoptimum zur Kultur auf Lowenstein-Jensen
Nadhrboden liegt zwischen 29°und 33° Celsius [1, 68, 69]. Die Kulturen benétigen zum Wachstum
circa 6-12 Wochen, weshalb sich dieses Verfahren nicht zum zeithahen Nachweis von viablen M.
ulcerans eignet. Die Sensitivitat wird mit 40 — 70% angegeben [1, 37, 47, 70].

3. Die PCR wird bei einer Spezifitdit von 100% und einer Sensitivitdt von 85 - 94% als Goldstandard
der BUD-Diagnostik beschrieben [1, 18, 47]. Die am haufigsten zur Detektion von M. ulcerans DNA
verwendete 1S2404 PCR weist das im mykobakteriellen Genom in Ulber 200-facher Kopie
vorhandene Insertionselement 152404 nach [1, 8, 71, 72]. Laut WHO-Richtlinien sollen mindestens
50% aller BUD-Falle weltweit mittels PCR bestatigt werden [1, 2, 50, 63].

4. Histopathologische Untersuchungen von operativ gewonnenen Biopsien sind zur
Diagnosesicherung geeignet, wenn Mikroskopie, PCR und Kultur negative Ergebnisse zeigen oder
primar chirurgisch vorgegangen wird. Sie ermoglichen aufgrund charakteristischer
histopathologischer Merkmale die Diagnose auch bei bakteriologisch negativ getesteten Spat—
und Heilungsstadien. Desweitern dient die Histopathologie der Differentialdiagnostik. Die
Sensitivitat wird mit 90%, die Spezifitat mit nahezu 100% angegeben [1, 37, 47, 70].

1.8 Therapie

Bis 2004 bestand die Therapie der BUD in Westafrika primar aus weitrdumiger chirurgischer Exzision
gef. mit adjuvanter Antibiotika-Therapie (Rifampicin und Streptomycin, [RMP + SM]) und falls
erforderlich mit anschlielender Spalthautabdeckung. Bei rein chirurgisch therapierten BUD-Fillen
wurden Rezidivraten von liber 30% beobachtet [20, 73, 74]. In Untersuchungen von Exzisionsrandern
ulzerativer Lasionen, die aus makroskopischer Sicht der Chirurgen im Gesunden exzidiert worden
waren, konnte weiterhin M. ulcerans DNA nachgewiesen werden [75-77]. Dagegen konnten nicht-
ulzerative Lasionen durch alleinige Exzision im Ganzen - mit ausreichendem Sicherheitsabstand -
kurativ therapiert werden [75]. Seit 2004 wird gemall WHO-Empfehlungen eine standardisierte
antimykobakterielle Kombinationstherapie mit RMP (10 mg/kg KG/d, p. 0.) und SM (15 mg/kg KG/d,
i. m.) angewandt [12, 49]. Patienten der Kategorie | und Il werden 56 Tage mit RMP (10 mg/kg KG/d;
oral) und SM (15mg/kg KG/d; i. m.) therapiert [11, 18, 36, 49]. Bei Patienten der Kategorie Ill, kann
ein chirurgischer Eingriff nach mindestens vierwochiger Antibiose (RMP + SM), sowie eine
Verlangerung der Antibiose auf 12 Wochen, den Heilungsprozess unterstiitzen [18, 20, 55]. Die
Behandlung von Lasionen der Kategorien | und Il mit rein oral zu verabreichender kombinierter
Medikation (RMP + Clarithromycin [CLA] Gber 8 Wochen) wurde von mehreren klinischen Studien als
kurativer Therapieansatz beschrieben [11, 18, 49, 78, 79]. Eine Alternative zur Chemotherapie wurde
2009 in der ,Phase Change Material“ (PCM) - Thermotherapie Studie in Ayos/Kamerun erfolgreich
klinisch getestet [80]. Diverse Forschungsgruppen analysieren labortechnisch die Wirkstoffe von
zahlreichen Pflanzen und Baumen, wie z.B. Morinda citrifolia, Borrichia frutescens, Ferula communis
um die Phytotherapiemethoden der traditionellen Heiler und Naturheilkundigen Afrikas zukiinftig
klinisch zu prifen [8, 81, 82].
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1.9 Situation in Togo

Seit Beginn der 1990er Jahre wurden in Togoischen Versorgungszentren rein klinisch diagnostizierte
BUD-Verdachtsfalle behandelt [50, 83-85]. Meyers et al. beschrieben 1996 die ersten zwei
laborbestatigten togoischen Patienten aus den Distrikten Yoto und Vo der Region Maritime [84]. Im
Zeitraum von 1994 bis 2007 wurden durch eine Vielzahl von Studien {iber 2000 klinisch
diagnostizierte BUD-Verdachtsfalle beschrieben, wovon weniger als 5% (90/2000) laborbestatigt
wurden [17, 50, 83, 85]. Das Togoische Nationalprogramm ,Programme National de Lutte contre
L’Ulcere de Buruli”“ (PNLUB) wurde im Jahre 1999 unter Schirmherrschaft der WHO etabliert [17, 50]
und 2010 zum ,,Programme National de Lutte contre L’Ulceére de Buruli — Lépre et Pian (PNLUB-LP)”
erweitert [21]. Begrenzte finanzielle und logistische Ressourcen sowie wechselnde
Programmleitungen erschwerten zunachst eine mit den Nationalprogrammen der Nachbarldndern
Ghana und Benin vergleichbare Entwicklung des PNLUB. Im Jahr 2007 wurde in Zusammenarbeit mit
nichtstaatlichen Organisationen (engl.: non governmental organization, NGO) wie ,Handicap
International” (HI), Frankreich und der ,Deutschen Lepra und Tuberkulose Hilfe e.V.” (DAHW),
Deutschland der erste strategische Flinfjahresplan zur Intensivierung der Diagnostik, Behandlung und
epidemiologischer Datenkollektivierung erstellt. Dieses Projekt wurde erweitert und durch den ,,Plan
stratégique PNLUB-LP 2011 — 2015“ fortgesetzt [21]. Die Unterstitzung des PNLUB-LP durch die
DAHW besteht in der Bereitstellung logistischer Strukturen, von medizinischem Verbrauchs- und
Labormaterial, von Medikamenten sowie der Durchfiihrung von Schulungen im Gesundheitssektor.
Im Jahr 2007 wurde eine Kooperation zwischen der DAHW Wiirzburg, dem Regionalbiro der DAHW
Togo (DAHWT) und der Abteilung fir Infektions-und Tropenmedizin der medizinischen Klinik und
Poliklinik IV (AITM) des Klinikums der Ludwig-Maximilians-Universitat (LMU), Miinchen initiiert. Somit
konnten samtliche BUD-Verdachtsfalle auf der Grundlage der bereits bestehenden Strukturen und
logistischen Voraussetzungen, die vom nationalen TB-Kontrollprogramm und dem PNLUB gemeinsam
genutzt wurden, einer systematischen PCR-Diagnostik zugefiihrt werden [21, 50]. Hierbei wurden die
Patienten von speziell ausgebildetem medizinischem Personal (,,Contréleur Lépre-TB-Buruli“, CLT)
aufgesucht und in die Behandlungszentren Gberwiesen. Das Regionalkrankenhaus (Centre Hospitalier
Regional [CHR] Maritime), in Tsévié, Region Maritime, Togo wurde 2008 zum Nationalen
Referenzzentrum fiir BUD ernannt; darauf folgte im Jahre 2010 die Etablierung des
Bezirkskrankenhauses (Centre Hospitalier Préfectoral, CHP) in Sotouboua, Region Central, Togo zur
AuBenstelle des Nationalen Referenzzentrums fiir BUD [50].

Abb. 3: Einfahrt CHR Maritime, Tsévié; Nationales BUD-Referenzzentrum
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2 Problemstellung und Zielsetzung

2.1 Problemstellung

Bis zum Jahr 2007 wurden die BUD-Verdachtsfalle aus Togo hauptsachlich klinisch diagnostiziert. Die
Anwendung der seit 2004 gemalR WHO empfohlenen achtwdchigen antimykobakteriellen Therapie
setzte eine labortechnisch gesicherte Diagnose voraus; neben erheblichem Schulungsbedarf in
klinischer Diagnostik und Therapie der BUD, zeigte sich ein ungeniigender Zugang zu Standard-
Diagnostikmethoden wie der Mikroskopie und PCR.

2.2 Zielsetzung

Die (ibergeordnete Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war die Implementierung einer
systematischen labortechnischen Diagnostik aller BUD-Verdachtsfalle im Rahmen der 2007 initiierten
Kooperation (1.9 & 3.2.1).

Die Ziele dieser Arbeit waren:

1. Aufklarung der Bevolkerung iber BUD im Sinne von Sensibilisierungsaktionen in Schulen und
an offentlichen Platzen.

2. Schulungen von medizinischem Personal in Klinik, Diagnostik und Therapie der BUD.
Einfihrung und Etablierung standardisierter Verfahren zur Probenentnahme und des
Probenversandes (DAHWT zur AITM, LMU); (modifiziert nach der im , Kumasi Centre for
Collaborative Research in Tropical Medicine, Kumasi, Ghana“ im Rahmen des EU-geforderten
multizentrischen Forschungsprojekts “BURULICO” durch die Abteilung fiir Infektions- und
Tropenmedizin der Klinik und Poliklinik IV des Klinikums der LMU Miinchen (AITM)
etablierten Methodik [project no. INCO-CT-2005-015476-BURULICO, FP6] [46-48, 76, 86]).

4. Etablierung standardisierter = Mikroskopie nach  Ziehl-Neelsen in den BUD-
Behandlungszentren CHR Maritime Tsévié und CHP Sotouboua, Togo, sowie Durchflihrung
einer externen Qualitdtskontrolle (engl.: ,external quality assurance”, EQA) der Mikroskopie
in der AITM.

5. Laborbestatigung samtlicher BUD-Verdachtsfille aus Togo mittels 1IS2404 PCR in der AITM.

6. Modifizierung der bereits verfiigbaren Datenbank (Access 2003, Microsoft Cooperation,
Redmond, WA), bereitgestellt durch das EU-geforderte multizentrische Forschungsprojekt
,BURULICO”, entsprechend der notwendigen Anforderungen in Togo sowie die
Durchfiihrung des kompletten Datenmanagements.

7. Erhebung epidemiologischer Daten zur geographischen Verteilung der BUD innerhalb der
Region Maritime, Togo, sowie deren epidemiologische Darstellung und Auswertung mittels
Kartenmaterial.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Bezeichnung Anwendung Lieferant

Agarose GTQ PCR Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Blue Juice 10 x PCR Invitrogen, Karlsruhe,

Deutschland

Cell Lysis Solution (CLS)

DNA-Extraktion

Qiagen, Hilden, Deutschland

DNA Hyd DNA-Extraktion Qiagen

Entmineralisiertes Wasser PCR Anlage im Haus

Ethanol 70% DNA-Extraktion Carl Roth

Ethanol 96% DNA-Extraktion AppliChem, Darmstadt,
Deutschland

Ethidium Bromid 1% PCR Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Gel Red Nucleic Acid Stain PCR Biotium, Hayward, USA

Glykogen 20 mg/ml DNA Extraktion AppliChem

Hypochlorid (NaOCl x H20) Flachenreinigung Nalgene, 4000 Roskilde,
Danemark

Isopropanol (2-Propanal) DNA-Extraktion Carl Roth

Protein Precipitation Solution | DNA-Extraktion Qiagen

(PPS)

TBE Puffer 10% PCR Carl Roth

Tab. 1: Chemikalien

3.1.2 Enzyme

Bezeichnung Anwendung Hersteller/Lieferant

Ampli Taq Gold PCR (DNA Polymerase) Applied Biosystems, Frankfurt,
Deutschland

Lysozym 10 mg/ml DNA Extraktion Sigma-Aldrich

Proteinase K 20 mg/ml DNA Extraktion Qiagen

Tab. 2: Enzyme

3.1.3 Nukleotide und Nukleinsduren

Bezeichnung Anwendung Hersteller/Lieferant

dNTP’s 1S2404 PCR Applied Biosystems

100 bp DNA-Leiter Gel-Elektrophorese Invitrogen

Primer Mu5 (Sequenz 5°-3°): | Sense Primer, 1S2404 | TibMolbiol, Berlin, Deutschland
AGC GAC CCCAGT GGATTG GT | Amplifikation

Primer Mu6 (Sequenz 5°-3°): Antisense Primer, 1S2404 | TibMolbiol

CGG TGA TCA AGC GTT CAC GA | Amplifikation
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Tab. 3: Nukleotide und Nukleinsduren

3.1.4 Reagenzsystem

Bezeichnung Anwendung Lieferant

Genomic DNA Purification Kit DNA Extraktion Qiagen

Ampli Tag Gold with Gene Amp | 1S2404 PCR Applied Biosystems
Buffer Il 1S2404 PCR Applied Biosystems
MgCL 2 Solution 1S2404 PCR Applied Biosystems

Tab. 4: Reagenzsysteme

3.1.5 Gerite

Bezeichnung Modell/Seriennummer Hersteller

Arbeitsbank ClanLaf, steril VRF 1206 Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Drucker LBP-800 Canon, Krefeld, Deutschland

Gel-Kammer

Model 401216

Peqlab, Erlangen, Deutschland

Eisflockenbereiter

AF 80 AS, DD6798

Scotsman, Mailand, Italien

Inkubator

Thermomixer HLC, HTML-133-
3-145

HAEP LABOR Consult

Kihlschrank

KT 1414; Model 760024

Liebherr,
Deutschland

Biberach,

Kihlschrank KS 155 TA 1F Bosch, Stuttgart, Deutschland

Kihlschrank KG KT RR 16A Siemens, Miinchen,
Deutschland

Mikroskop Standard 20, 4010003104 Carl Zeiss, Gottingen,
Deutschland

Mikrowelle 8017 E Privileg

Netzteil (Gelkammer)

Power Pack 300

BioRad, Miinchen, Deutschland

Personal Computer (PC) UniEquip, Martinsried,
Deutschland

Pipetten, 10ul Eppendorf

Pipetten, 20ul, 200ul, 1ml Pipetman Gilson, Bad Camberg,
Deutschland

Thermocycler Personalcycler, SN 9707120 Biometra, Gottingen,
Deutschland

Thermocycler UNO Il, SR 9707155 Biometra

Thermomixer MKR 13 HLC, BIOTECH, Deutschland

Tiefkihlschrank KS155TA AEG, Nirnberg, Deutschland

Tiefkihlschrank GP 1456 Mod. 461494 Liebherr,

Tiefklihlschrank GSS 3666; Liebherr

Tiefkihlschrank GS 15025, Liebherr

Ultraviolett Transilluminator UT 1150207 UniEquip

Vortex Assistent Reamix 2789 Reamix, Sondheim,
Deutschland

Vortex Vortex Genie, K-550-GE neolab, Heidelberg,
Deutschland

Zentrifuge Biofuge pico 241715 Heraeus Instruments,

Osterode, Deutschland
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Tab. 4: Gerdte

3.1.6 Weiteres Labormaterial

Bezeichnung

Anwendung

Hersteller/Lieferant

Falkon-Gefalle 20ml, 50ml

DNA-Extraktion

Corning, NY 14831, USA

Handschuhe (Safe Skin PFE) DNA-Extraktion, PCR Kimberly-Clark, Koblenz,
Deutschland

Handschuhe (Safe Skin Nitrile) PCR Kimberly-Clark

Mikroschraubréhrchen 2,0 ml Transport von diagnostischem | Kisker Biotech, Steinfurt,

Material, DNA-Extraktion

Deutschland

Mikro-Tube 0,2 ml

PCR

Kisker Biotech

Pipettenspitzen, Safe Seal Tips;
10pl, 20y, 200!, 1000y

DNA-Extraktion, PCR

Kisker Biotech

Reaktionsgefalle 1,5 ml

DNA-Extraktion

Kisker Biotech

Sterile Einmal-Skalpelle Gr.10

DNA-Extraktion

Braun, Melsungen, Deutschland

Sterile Einmal-Pinzetten

DNA-Extraktion

Servoprax, Wese, Deutschland

Tab. 5: Labormaterial

AulRerdem: Eisaufbewahrungsbox, Laborabfallbehélter, Papierhandtiicher, Laborwecker, Proben- und

ReaktionsgefaRRstander sowie Hindedesinfektionsmittel.

3.1.7

Material zur standardisierten Probenabnahme in Togo

Bezeichnung Anwendung Hersteller/Lieferant
Abstrichbesteck, REF 421 180 Wundabstrich Greiner bio-one,
Frickenhausen, Deutschland
Biopsie Hautstanze 3mm Stanzbiopsie Kai Industries, Solingen,
Deutschland
CLS Transportmedium fir | Qiagen
diagnostisches Probenmaterial
Einmalhandschuhe Untersuchung, Paul Hartmann, Heidenheim,
Probenabnahme Deutschland
Etiketten selbstklebend Kennzeichnung der | Herma, Filderstadt-Bonlanden,
Transportgefalie fiir | Deutschland
Probenmaterial
Handedesinfektionsmittel Untersuchung, Arbeitshygiene Bode Chemie, Hamburg,
Deutschland
Kanilen (21 G x1,5) Lokalanasthesie, Holden  Medical, Lelystad,
Feinnadelaspiration Niederlande
Lokalanasthetikum Lidocain Stanzbiopsie Braun

MaRband selbstklebend

Dokumentation

Exakta-MeRwerkzeuge Herma,
Bayreuth, Deutschland

Mikroschraubréhrchen 2,0 ml

Transport des Probenmaterials

Kisker Biotech

Objekttrager

Mikroskopie

Meade Instrument
Rhede, Deutschland

Europe,

Spritzen 5m, 10 ml

Lokalanasthesie,
Feinnadelaspiration

Holden Medical

Tab. 6: Material zur Probenabnahme in Togo
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AuBerdem: Verbandsmaterial, Bleistifte, Kugelschreiber, Transportbox fiir Objekttrager,
Digitalkamera und Miillbeutel.

3.1.8 Diagnostisches Probenmaterial

Die verwendeten Proben sind unter Punkt 3.2.5 ff. aufgefiihrt.

3.2 Methoden

3.2.1 Ablauf

Zu Projektbeginn im September 2007 wurde ein Ablaufplan zwischen der DAHWT, deren lokalen
Partnern und der AITM Miinchen mit folgendem Inhalt definiert:

1. Schulungen flur medizinisches Personal und der ,Contréleurs Lépre-TB-Buruli“ (CLT) in Klinik,
Diagnostik, Therapie (chirurgisch - nicht chirurgisch) der BUD unter Mitwirkung der AITM.

2. Etablierung und Supervision standardisierter Vorgehensweisen von Probenentnahme,
Probentransport und Dokumentation durch die AITM.

3. Durchfiihrung von Sensibilisierungsaktionen zur Aufklarung der Bevolkerung an 6ffentlichen
Platzen und Schulen in Dorfern der Regionen Maritime und Central.

4. Aufklarung der Patienten Uber die Notwendigkeit der Entnahme von diagnostischen Proben
zur PCR-Diagnostik in der AITM, sowie der Verwendung der erhobenen Daten in
pseudonymisierter Form.

5. Erfassung anamnestischer, epidemiologischer und klinischer Daten mittels studienspezifischer
Formulare und Identifikationschiffren (Abb.: 8 — 15). Datenerfassung und Archivierung mittels
einer Modifikation der bestehenden BURULICO-Datenbank, Bearbeitung und Auswertung in
elektronischer Form (Access-, Excel- Microsoft) durch die AITM.

6. Mikroskopie: zeitnahe Durchfiihrung in lokalen Laboren (CHR Maritime, Tsévié, CHP
Sotouboua); Durchfiihrung der externen Qualitatskontrolle (EQA) in der AITM.

7. 152404 PCR-Diagnostik (von allen BUD-Verdachtsfallen): Durchfiihrung in der AITM

8. Vereinbarung zum Austausch pseudonymisierter Daten zwischen AITM, DAHWT, PNLUB-LP
Togo und der WHO.

Im Rahmen dieser Dissertation konnte ich mich wahrend zweier Aufenthalte von Februar bis Marz
sowie im Oktober des Jahres 2008 im CHR Maritime, Tsévié, Region Maritime, Togo an der
Koordination und Durchfiihrung der unter 1, 2, 3, 4 und 5 genannten Aufgaben aktiv beteiligen. Die
der AITM zugewiesenen Punkte (5, 6, 7, 8) wurden von mir ausgefiihrt.

3.2.2 Ethische Voraussetzungen

Das seit 2007 bestehende Rahmenabkommen zwischen der DAHWT und dem Togoischen
Gesundheitsministerium (,,Ministere de la Santé”) (siehe auch 1.9) schliet sowohl Labordiagnose als
auch Behandlung von BUD-Verdachtsfadllen und -Patienten ein. Alle im Rahmen der Diagnosestellung
und Therapie durchgeflihrten Tatigkeiten (inklusive Abnahme diagnostischer Proben) sind
Bestandteil des reguldren klinischen Managements und bedurften daher keiner gesonderten
ethischen Freigabe durch die Togoische Ethikkommission (,Commité de Bioéthique pour la

11



Material und Methoden

Recherché en Santé, Université de Lomé, Togo“). Entsprechend der landestblichen Praxis wurden
von 2007 bis 2008 die Patienten, oder im Falle von Minderjahrigen auch deren gesetzliche Vertreter,
Uber die Notwendigkeit der Probenentnahmen zur Diagnostik wie auch die Verwendung der Daten in
pseudonymisierter Form mundlich aufgeklart. Ab 2009 wurden durch das Nationalprogramm PNLUB
Patienteneinverstandniserklarungen eingefiihrt, die von den Patienten oder deren gesetzlichen
Vertretern mit Unterschrift oder Daumenabdruck (bei Analphabeten) unterzeichnet wurden.
Einzelheiten zur Probenabnahme und deren weiterer Verwendung (pseudonymisiert) zur Diagnostik
(AITM) und spateren Publikationen (DAHWT, AITM, WHO) wurden den Patienten bzw. deren
Vertretern vom medizinischem Personal in der jeweiligen Landessprache bzw. in den regionalen
Dialekten erklart (Abb.: 8 - 10).

3.2.3 Einschluss- und Ausschlusskriterien

Alle klinischen BUD-Verdachtsfélle, die ihr Einverstdndnis zur Probenabnahme, Datenerfassung,
Datenarchivierung und deren weiterer Verwendung gegeben hatten, wurden in die Studie
aufgenommen. Es gab keine Einschrankung bzgl. der Erkrankungsdauer, der Krankheitsauspragung
(einzelne oder multiple Lasionen), des Alters oder des Geschlechts. Die Ausschlusskriterien waren das
fehlende Einverstandnis der Patienten bzw. der gesetzlichen Vertreter und klinisch eindeutige
Differenzialdiagnosen.

3.2.4 Rekrutierung der BUD-Verdachtsfille

Die Operateure der Region, das medizinische Personal des CHR Maritime, Tsévié, CHP Sotouboua
sowie die in den Dorfern tatigen ,Contréleurs Lépre-TB-Buruli“ (CLT’s) des PNLUB, ab 2010 des
erweiterten PNLUB-LP, wurden in insgesamt zwanzig praktischen und acht theoretischen
Fortbildungen zur Klinik und Therapie der BUD wahrend der Einsatze der AITM (2007 - 2010) in Togo
geschult. Des Weiteren fanden seit September 2007 vierteljdhrlich durch das PNLUB koordinierte
Sensibilisierungsaktionen fiir die CLT's des PNLUB und die Belegschaft des BUD-Referenzzentrums
CHR Maritime, Tsévié statt. Klinisch diagnostizierte Verdachtsfalle wurden von den CLT’s an die
Behandlungszentren (CHR Maritime, Tsévié, CHP Sotouboua) bzw. an die medizinischen
Versorgungsstiitzpunkte (,Unité de Soins Péripherique, USP“) zur diagnostischen Probenabnahme
und Behandlung lberwiesen (,active case finding“). Auerdem stellten sich Patienten selbststdndig
in den Behandlungszentren vor (,,passive case finding“).

3.2.5 BUD Verdachtsfille und diagnostisches Probenmaterial

3.2.5.1 Etablierung von standardisierten Probenentnahme-Sets

Im Zuge der Einfihrung der standardisierten Probenentnahme, wurden wahrend meines ersten
Aufenthaltes in Togo von Februar bis Marz 2008 einheitliche Probenentnahme-Sets konzipiert, deren
Inhalt den Anforderungen angepasst wurde; somit unterschieden sich die Sets fiir den Einsatz im
Operationsaal/Behandlungszimmer von jenen, die im Geldnde auf sog. ,case-finding-tours”
verwendet wurden. Die Plastiktransporttaschen wurden so ausgewahlt, dass die Formulare
zusammen mit den zugehorigen Proben transportiert werden konnten. (Tab.: 7; Abb.: 16)
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Material Stiick/OP Stiick/Gelande
Inhalt
Formulare BU 01, 02; UB 03; BU 01, 02; UB 03;

Data entry form, Togo,

Einverstandniserklarung

Data entry form, Togo,

Einverstandniserklarung

Mikroschraubrohrchen

(CLS 700 ul)

6 (incl. 1 Ersatz)

4 (incl. 1 Ersatz)

Wundabstrichbesteck

2

2

Kanilen (21 gauge)

4 (incl.1 Ersatz)

3 (incl. 1 Ersatz)

Spritzen (10 ml) 3 3
Objekttrager 2 2
Selbstklebende Etiketten 8 8
30 cm selbstklebendes, | 1 1

beschriftbares MafRband

5 ml Lokalanasthetikum | 3 1

(Wirkstoff: Lidocain)

Tab. 7: Inhalt standardisierter Probeabnahme-Sets

3.2.5.2 Artund Anzahl der diagnostischen Proben pro BUD-Verdachtsfall

Entsprechend der Lasionsart wurde eine Mindestanzahl von diagnostischen Proben pro Verdachtsfall
vereinbart. Wundabstriche und Feinnadelaspirate (FNA) wurden sowohl fiir die mikroskopische als
auch fur die PCR-Diagnostik abgenommen. Stanzbiopsien (3mm) und chirurgisch exzidierte Gewebe
(Biopsien) wurden aufgrund der Invasivitdit der Probenentnahme nur fiir die PCR-Diagnostik
verwendet. (Tab.: 8)

Art der Lasion Wundabstrich FNA Stanzbiopsie Chirurgisch
(3 mm) gewonnenes
Gewebe
Nicht-ulzerativ - 2 1 1
Ulzerativ 2 2 1 1

Tab. 8: Mindestanzahl diagnostischer Proben pro Lasion und BUD-Verdachtsfall
3.2.5.3 Standardisierte Probenentnahme

Das diagnostische Probenmaterial wurde bei nicht-ulzerativen Ldsionen aus dem Zentrum, bei
ulzerativen Lasionen aus dem Randbereich von nekrotischem zu makroskopisch gesund
erscheinendem Gewebe gewonnen [46, 47, 87]. Bei nicht-ulzerativen Lasionen wurden FNA’s und
Biopsien aus der Mitte der Lasion bzw. erhabenen Stelle entnommen [46-48]. Bei ulzerativen
Lasionen wurden Wundabstriche durch zirkuldres Umfahren der unterminierten Wundrander mit
dem Waundabstrichtupfer, FNA’s und Biopsien aus dem Ubergang von nekrotischem zu
makroskopisch gesund erscheinendem Gewebe unter Mitnahme des subkutanen Fettgewebes
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entnommen [46-48, 86]. Alle Probenentnahmen auRer der Wundabstriche und FNA’s wurden unter
Anwendung von Lokalanasthesie durchgefiihrt [46, 48, 87].

3.2.5.4 Konservierung und Transport der diagnostischen Proben

3.2.5.4.1 Mikroskopie
Wundabstrich: Das Material wurde unverziiglich auf die Objekttrager (OT) aufgebracht.

FNA: Ein Tropfen des Wundaspirats wurde auf den OT gebracht und mit Hilfe eines zweiten OT
unverziglich ein Ausstrich angefertigt (siehe 3.2.6.1.1).

Die mit Patientenmaterial praparierten und mit Patienten-ID gekennzeichneten OT wurden nach
Lufttrocknung staubfrei im Labor oder bei Abnahme im Feld in Transportboxen fiir mikroskopische
Praparate aufbewahrt.

3.254.2 PCR

Die Wundabstriche, FNA’s, Stanzbiopsien und operativ exzidiertes Gewebe fiir die PCR-Diagnostik
wurden jeweils sofort nach Abnahme in ein separates, mit Patienten-ID gekennzeichnetes und mit
700 ul CLS gefiilltes Mikroschraubréhrchen Gberfiihrt.

3.2.5.5 Artund Herkunft der diagnostischen Proben

Die untersuchten Patientenproben von 202 BUD-Verdachtsfillen stammten aus dem Nationalen
Referenzzentrum fur BUD, CHR Maritime, Tsévié (BUD-Verdachtsfille n=187), dem
Bezirkskrankenhaus CHP Sotouboua (BUD-Verdachtsfdlle n=14) und dem peripheren
Versorgungszentrum , Unité de Soins Périphérique” (USP) Agbetiko (BUD-Verdachtsfall n=1). 231 OT
fir die mikroskopische AFB-Diagnostik (Wundabstrich: n=116; FNA: n=115) wurden in CHR und CHP,
Togo untersucht. Insgesamt wurden 549 diagnostische Proben mittels 1S2404 PCR-Diagnostik
(Wundabstrich: n=152; FNA: n=167; Stanzbiopsie: n=179; operativ exzidiertes Gewebe: n=51) in der
AITM analysiert. (Tab.: 9)
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Lasion Behandlungs- |Wund- Stanz Opgr?tlv
] FNA .. exzidiertes
zentrum abstrich Biopsie
Gewebe
Nicht MIC |PCR |mIC |PcR |MIC |PCR |miC PCR
-ulzerativ
CHR ~Maritime, v Inv |23 (a9 |nv |50 [NV 3
Tsévié
CHP Sotouboua |NV NV NV 1 NV NV NV 2
USP Agbetiko NV NV NV NV NV NV NV NV
Summe 23 50 50 5
Ulzerativ MIC PCR |MIC |PCR |MIC PCR |MIC PCR
CHR ~Maritime, 10 |142 02 [111 |Wv  [121 [NV 44
Tsévié
CHP Sotouboua |1 9 NV |5 NV 6 NV 2
USP Agbetiko NV 1 NV 1 NV 2 NV NV
Summe 116 152 (92 117 NV 129 NV 46
Gesamtsumme 116 152 |115 |167 [NV 179 |NV 51

Tab. 9: Anzahl der analysierten Proben pro Testverfahren und Herkunft
Quelle:[50]

Legende: NV, nicht vorhanden; MIC, mikroskopische Untersuchung zur Detektion sdurefester Stabchen; PCR, Polymerase
Kettenreaktion 1S2404 PCR)

3.2.5.6 Datenerfassung und -archivierung

Die Daten zu den diagnostischen Proben wurden in einem projektspezifischen
Datenerhebungsformular durch das medizinische Personal erfasst (,data entry form, Togo“, siehe
Anhang, Abb.: 11). Die WHO Formulare wurden zur Erfassung klinischer (UBO1 | & Il), therapeutischer
(UB02) und sozio-epidemiologischer (UB03) Daten verwendet (s. Anhang, Abb.: 12 — 15). Die
Papierformulare (BUO1, UB02, UB03, ,data entry form, Togo“) dienten dem Informationstransfer
zwischen den Behandlungszentren und der AITM; die Originale verblieben in den medizinischen
Akten der Behandlungszentren in Togo. Alle erhoben Daten, Therapieverlaufe und Ergebnisse der
Labordiagnostik wurden in pseudonymisierter Form in der Datenbank der AITM (siehe 2.2: Ziel 4)
archiviert.

3.2.5.7 Datenmanagement

Die Ergebnisse der Diagnostiktests wurden den togoischen Behandlungszentren wahrend des
Studienverlaufs schnellstmoglich Ubermittelt. Die Auswertung anamnestischer,
sozioepidemiologischer, klinischer und labordiagnostischer Daten und Ergebnisse wurde mittels Stata
software, Version 9.0 (Stata Corporation, College Station, TX) sowie Epilnfo, Version 3.3.2 (Centers
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for Disease Control and Prevention, CDC, Atlanta, GA) in der AITM durchgefiihrt. Die Endbefunde der
togoischen Labore und der AITM wurden der DAHW, dem PNLUB-LP sowie der WHO fir statistische
Zwecke zur Verflgung gestellt (3.2.1).

3.2.6 Angewandte Labormethoden zum Nachweis von M. ulcerans

3.2.6.1 Mikroskopie

Die Mikroskopie wurde primdr zum Nachweis sdurefester Stdbchen aus diagnostischem
Patientenmaterial (Wundabstrich, FNA) in den togoischen Behandlungszentren angewandt [50, 87].
Die hausinternen Labore der Behandlungszentren CHR Maritime, Tsévié und CHP Sotouboua dienten
als lokale Diagnostiklabore, die AITM als externes Referenzlabor.

3.2.6.1.1 Ziehl-Neelsen Farbung

Anleitung zur Farbung nach Ziehl-Neelsen siehe Anhang, 11.2, Tabelle 27 sowie Abbildung 20.

3.2.6.1.2  Beurteilung der Mikroskopie

Pro OT wurden - analog zur TB-Diagnostik - 100 Gesichtsfelder in 100-facher VergroRerung im
Lichtmikroskop begutachtet und entsprechend folgendem Beurteilungsschema (Tab.: 10) bewertet:

Grading Anzahl der AFB pro Gesichtsfelder
+++ (positiv) > 10 AFB/Gesichtsfeld
++ (positiv) 1 - 10 AFB/Gesichtsfeld
+ (positiv) 10 — 99 AFB/100 Gesichtsfelder
Exakte Anzahl der AFB (positiv) 1 -9 AFB/100 Gesichtsfelder
negativ Kein AFB/100 Gesichtsfelder

Tab. 10: Beurteilungsschema fiir AFB-Mikroskopie

Quelle Tab. 10: Sanjay Rajpal, V.K.D., Sputum grading as predictor of treatment outcome in pulmonary tuberculosis. Ind.)
Tub., 2002: p. 139 - 143(88].

3.2.6.2 PCR-Diagnostik

Die Methode der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) dient dem Nachweis von spezifischen DNA-
Sequenzen aus einem heterogenen Nukleinsdurengemisch mittels Amplifikation (Vervielfaltigung der
Sequenzen).

3.2.6.2.1 Nukleinsdurepraparation aus diagnostischem Patientenmaterial

Die Gesamt-DNA-Extraktion aus diagnostischem Probenmaterial wurde entsprechend dem
modifizierten Protokoll aus dem ,,Gentra Puregene Handbuch der Fa. Qiagen” durchgefiihrt [89]. Die
verwendeten Reagenzien exklusive Lysozym, Proteinase K, Glykogen, Isopropanol und Ethanol 70%
waren im Testkit enthalten (3.1.5). Anleitung zur Nukleinsdurepraparation im Anhang, 11.3, Tabelle
28.
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3.2.6.2.2  Lagerung der DNA Extrakte

Kurzzeitlagerung (max. 7 d): In Schraubréhrchen mit Dichtungsring im Kihlschrank bei 4°C.
Langzeitlagerung (Wochen bis Jahre): In Schraubréhrchen mit Dichtungsring tiefgefroren bei — 20°C.

3.2.6.2.3  Konventionelle 1S2404 PCR

Die 1S2404 PCR weist im heterogenen DNA Extrakt der zu analysierenden Patientenprobe die
Insertionssequenz (IS) 2404 (492 bp) nach, die in klinischen Proben hochspezifisch flir M. ulcerans ist
[71, 72, 90, 91].

Die 1S2404 PCR wurde als konventionelle Amplifikationsreaktion mit anschlieBender Agarose Gel-
Elektrophorese durchgefihrt.

Die Amplifikation wurde in einem Thermocycler nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

Initiale Denaturierungsphase: 5 min. bei 95°C, dann folgten 40 Zyklen: Denaturierung (95°C, 10 sec),
Primeranlagerung (engl.: ,,annealing”, 58°C, 10 sec) und Extension (engl.: ,elongation”, 72°C, 30 sec).
Reaktionsende nach terminaler Extensionsphase (72°C, 10 min) (Endtemperatur: 8°C).

Zusammensetzung des Reaktionsendvolumens (20ul) fiir eine 1S2404 PCR-Reaktion:

PCR Puffer (100 mM Tris-HCL, 500 mM KCL, pH 8,3), 2,5 mM MgCI?>, 200uM je des Desoxy-
Nukleotriphosphats (dNTP), 10 pmol je der Primer Mu5 (Sequenz 5°-3": AGC GAC CCC AGT GGA TTG
GT) und Mu6 (Sequenz 5°-3": CGG TGA TCA AGC GTT CAC GA), 1 U Ampli Tag-Gold DNA Polymerase,
aqua ad injectabilia sowie 2ul (10%) der gemaR 3.2.6.2.1 praparierten Nukleinsduren.

3.2.6.2.4  Ergebnisbeurteilung mittels Gelelektrophorese

Die Amplifikate wurden in einem mit Ethidiumbromid bzw. Gel-Red gefdarbten, 1,5%-igen Agarose
Gel, unter Verwendung von Gelladepuffer als distinkte Banden bei UV Licht sichtbar gemacht. Eine
positive PCR-Testreaktion zeigte im Gegensatz zur negativen Testreaktion, eine distinkte Bande (492
bp) auf.

3.2.6.2.5 Interne Qualitiatskontrolle

Bei der Durchfiihrung jeder 1S2404 PCR wurden interne Qualitdtskontrollen - Negativkontrollen
(negative Extraktionskontrolle, negative ,non template” Kontrollen), Inhibitionskontrollen und
Positivkontrollen - mitgefihrt.

3.2.7 Qualitidtskontrolle

3.2.7.1 Externe Qualitdtskontrolle

Die externe Qualitatskontrolle (engl.: external quality assurance, EQA) evaluierte die Laborleistung
des Testlabors. Fiir die Diagnostikmethode der ZN-Mikroskopie dienten die togoischen hausinternen
Labore der Behandlungszentren CHR Maritime, Tsévié und CHP Sotouboua als lokale Testlabore, die
AITM als supervidierendes Referenzlabor. Die zu untersuchenden OT wurden in unregelmafRigen
Zeitabstdnden der AITM zugesandt und von mir verblindet (engl.: ,blinded re-checking”)
entsprechend 3.2.6.1.2 gelesen und beurteilt. Die konkordanten Ergebnisse wurden als
Endergebnisse anerkannt, bei diskordanten Ergebnissen wurde zu deren Verifizierung, ein/e
weitere/r erfahrene/r Untersucherln zur weiteren Untersuchung hinzugezogen. Im Falle
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persistierender Diskordanz nach wiederholter Untersuchung der OT wurde das finale Ergebnis des
Referenzlabors (AITM) ibernommen.
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4 Ergebnisse

4.1 Durchfithrung der unter 3.2.1 geplanten Studie

Die vorliegende Diagnostikstudie konnte in dem Beobachtungszeitraum von September 2007 bis
August 2010 unter Einhaltung der unter 3.2.2 und 3.2.3. erlduterten Ethik-und
Einschlussbedingungen durchgefiihrt werden. (Abb.: 8 — 10)

Wahrend meiner personlichen Einsdtze (Februar bis Marz 2008 und Oktober 2008) in der Region
Maritime wurde das medizinische Personal durch zwei theoretische und vier praktische Lehrgange in
die BUD-Thematik eingearbeitet. (Abb.: 17 - 19)

4.1.1 Patientenrekrutierung

Von urspriinglich 211 konnten insgesamt 202 klinische BUD-Verdachtsfille entsprechend der
Einschlusskriterien gemal 3.2.3 in diese Studie eingeschlossen werden.

4.1.2 Epidemiologische Basisdaten der BUD-Verdachtsfille

4.1.2.1 Herkunft der BUD-Verdachtsfille

Die 202 klinischen BUD-Verdachtsfille stammten aus den Regionen Central (n=16), Maritime (n=184)
und Plateaux (n=2). Die eingemeindeten ,Sous-préfectures” Afanyan (Lacs) und Avé (Zio) wurden in
die Aufzdhlung integriert. Siehe dazu 11.1, Tab.: 26: ,,Anzahl und Herkunft der BUD-Verdachtsfalle”
im Anhang.

4.1.2.2 BUD-Verdachtsfille pro Beobachtungsperiode und Kalenderjahr

Die dreijahrige Beobachtungsdauer wurde fiir die Datenanalyse in drei gleiche
Beobachtungsperioden (je 12 Monate) und in Kalenderjahre aufgeteilt. (Tab.: 11 & 12)

4.1.2.2.1 BUD-Verdachtsfille pro Lasionsart und Beobachtungsperiode

Die Anzahl der rekrutierten BUD-Verdachtsfalle mit nicht ulzerativen Lasionen nahm im Laufe der
dreijahrigen Gesamtbeobachtungsdauer von 14,3% (12/84) in der ersten (September 2007 — August
2008), auf 19,7% (13/66) in der zweiten (September 2008 — August 2009) und 50% (26/52) in der
dritten (September 2009 — August 2010) Beobachtungsperiode zu, wahrend sich die Anzahl der
rekrutierten BUD-Verdachtsfille mit ulzerativen L3sionen von 85,7% (72/84) in der ersten
(September 2007 — August 2008), auf 80,3% (53/66) in der zweiten (September 2008 — August 2009)
auf 50,0% (26/52) in der dritten (September 2009 — August 2010) Beobachtungsperiode reduzierte.
Insgesamt wurden 51 BUD-Verdachtsfille mit nicht-ulzerativen Lasionen (25,2%; 51/202) und 151
BUD-Verdachtsfille mit ulzerativen Lasionen (74,7%, 151/202) rekrutiert. (Tab.: 11)
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Beobachtungsperiode

Lasion

BUD-Verdachtsfille

Nicht-ulzerativ

Ulzerativ

. September 2007 -
August 2008

12 (12/84 [14,3%])

72 (72/84 [85,7%])

84 (84/202 [41,6%])

Il. September 2008 -
August 2009

13 (13/66 [19,7%])

53 (53/66 [80,3%])

66 (66/202 [32,7%])

Il. September 2009 -

26 (26/52 [50,0%])

26 (26/52 [50,0%])

52 (52/202 [25,7%)])

August 2010

Gesamt 51 (51/202 [25,2%]) |151 (151/202 [74,7%]) | 202

Tab. 11: BUD-Verdachtsfalle pro Beobachtungsperiode

4.1.2.2.2 BUD-Verdachtsfille pro Lasionsart und Kalenderjahr

Die Anzahl der rekrutierten BUD-Verdachtsfdlle mit nicht ulzerativen Lasionen nahm im Laufe der
dreijahrigen Gesamtbeobachtungsdauer von 16,6% (4/24) in 2007, auf 14,5% (12/83) in 2008, auf
28,6% (16/56) in 2009 und 48,7% (19/39) in 2010 zu, wahrend sich die Anzahl der rekrutierten BUD-
Verdachtsfalle mit ulzerativen Lasionen von 83,3% (20/24) in 2007, auf 85,5% (71/83) in 2008, auf
71,4% (40/56) in 2009 und 51,3% (20/39) in 2010 zu reduzierte. (Tab.: 12)

Jahr Lasion BUD-Verdachtsfille
Nicht-ulzerativ Ulzerativ

2007 4 (4/24 [16,6%)]) 20 (20/24 [83,3%)]) 24 (24/202 [11,8%])

2008 12 (12/83 [14,4%]) 71 (71/83 [85,5%]) 83 (83/202 [41,1%])

2009 16 (16/56 [28,6%]) 40 (40/56 [71,4%]) 56 (56/202 [27,7%])

2010 19 (19/39 [48,7%]) 20 (20/39 [51,3%]) 39 (39/202 [19,3%])

Gesamt 51 (51/202 [25,2%]) | 151 (151/202 [74,7%]) | 202 (202/202 [100%))

Tab. 12: BUD-Verdachtsfalle pro Kalenderjahr
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4.1.2.3  Erkrankungsdauer der BUD-Verdachtsfille pro Beobachtungsperiode und Kalenderjahr

4.1.2.3.1

Erkrankungsdauer der BUD-Verdachtsfille pro Beobachtungsperiode

Die Erkrankungsdauer der BUD-Verdachtsfdlle mit nicht-ulzerativen Lasionen reduzierte sich von
190,3 d (I. Beobachtungsperiode) auf 23,6 d (lll. Beobachtungsperiode) und bei BUD-Verdachtsfallen
mit ulzerativen Lasionen von 776,6 d (l. Beobachtungsperiode) auf 294,2 d (lll. Beobachtungsperiode)

innerhalb der dreijahrigen Gesamtbeobachtungszeit von September 2007 bis August 2010. Die

durchschnittliche Reduktion der Erkrankungsdauer in der Gesamtbeobachtungszeit belief sich auf

167 Tagen bei den BUD-Verdachtsfallen mit nicht-ulzerativen Lasionen und auf 482 Tagen bei den

BUD-Verdachtsfallen mit ulzerativen Lasionen. (Tab.: 13)

Beobachtungsperiode

Erkrankungsdauer der
Vorstellung in Tagen*

BUD-Verdachtsfalle bis zur ersten

Nicht-ulzerative Lasion

Ulzerative Lasion

I. September 2007 — August 2008

Range: 28 — 720 d;
(X: 2284, n=12)

Range: 7 - 5400 d;
(: 55912, n=72)

@:190,3d @:776,6d

I1. September 2008 — August 2009 | Range: 5 —180 d; Range: 3 — 3510 d;
(Z: 695, n=13) (X:18667, n=53)
@:535d @:352,2d

I11. September 2009 — August 2010 | Range: 4 — 56 d; Range: 7 — 2520 d;
(X: 613, n=26) (2:7649, n=26)
@:236d @:294,2 d

September 2007 — August 2010

@: 70,4 d (X: 3592, n=51)

@:544,6 d (Z: 82228, n=151)

Tab. 13: Erkrankungsdauer der BUD-Verdachtsfille pro Beobachtungsperiode

Legende: * Die Angaben beziehen sich auf den Range der dokumentierten Zeitangaben der BUD-Verdachtsfille (n=x) pro Lasion pro

Beobachtungsperiode.
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4.1.2.3.2

Erkrankungsdauer der BUD-Verdachtsfille pro Kalenderjahr

Die Erkrankungsdauer der BUD-Verdachtsfdlle mit nicht ulzerativen Lasionen verkiirzte sich
durchschnittlich von 246 d (2007) auf 19,4 d (2010) und bei den BUD-Verdachtsfallen mit ulzerativen

Lasionen durchschnittlich von 919,5 d (2007) auf 108,7 d (2010) im Verlauf der
Gesamtbeobachtungszeit. (Tab.: 14)
Beobachtungsjahr Erkrankungsdauer der BUD-Verdachtsfalle bis zur ersten
Vorstellung in Tagen*
Nicht-ulzerative L&sion Ulzerative Lé&sion
2007 Range: 28 — 720 d; Range: 21 — 3900 d;
(Z: 984, n=4) (2:18391, n=20)
@: 246 d @:9195d
2008 Range: 14 — 360 d; Range: 7 — 5400 d;
(=: 1734, n=12) (2:47854, n=71)
@:1445d @:674d
2009 Range: 7 -90 d; Range: 3 — 3240 d;
(X: 506, n=16) (X: 14491, n=40)
@:316d @:362,3d
2010 Range: 4 — 56 d; Range: 7 -720d,;
(=: 368, n=19) (Z: 2175, n=20)
@:19,4d @:108,7d
2007 - 2010 @: 70,4 d (: 3592, n=51) @: 549,1 (Z: 82911, n=151)

Tab. 14: Erkrankungsdauer der BUD-Verdachtsfille pro Kalenderjahr

Legende: *Die Angaben beziehen sich auf den Range der dokumentierten Zeitangaben der BUD-Verdachtsfille (n=x) pro Lasion pro

Kalenderjahr.

4.1.3

Etablierung der standardisierten Verfahren zur Probenabnahme

Standardisierte Verfahren zur Probenentnahme [46-48, 76, 86] konnten erfolgreich etabliert werden.

4.1.3.1 Schulungen zur standardisierten Probenabnahme

Das Verfahren der standardisierten Probenabnahme (3.2.5.1, 3.2.5.2, 3.2.5.3) konnte mit
Durchfiihrung von insgesamt acht theoretischen Schulungen (Region Central [n=2]; Region Maritime
[n=6]) und 20 supervidierten Praxisschulungen (Region Maritime) erfolgreich etabliert werden (Abb.:
18, 19). Wahrend meiner personlichen Einsatze vor Ort von Februar bis Marz und im Oktober 2008
konnte ich aktiv bei zwei theoretischen (Powerpoint Prasentationen, MS 2003) und bei vier
praktischen Schulungen (Diagnostik- und Probenabnahmeschulungen wahrend der durchgefiihrten
Hfield trips” sowie in den Behandlungseinheiten vor Ort) mitwirken (Abb.: 17, 18, 19). Dabei wurden
samtliche Aspekte der klinischen Diagnose und die Techniken der standardisierten Probenabnahme
mittels , on-site trainings” erfolgreich geschult und re-evaluiert.
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4.1.3.2  Riicklauf der standardisierten Probenabnahme-Sets

58,9% (119/202) der Probeabnahme-Sets der 202 BUD-Verdachtsfille enthielten die zu
Studienbeginn vereinbarte Proben-Mindestanzahl (siehe 3.2.5.1; 3.2.5.2). (Tab.: 15)

Anzahl der Probeabnahme Sets nach Lision/Behandlungszentrum pro BUD-Verdachtsfall

Behandlungszentrum | Art der Lasion Unvolistindige Vollstindige
»Specimen sets” pro | ,specimen sets” pro
BUD-Verdachtsfall BUD-Verdachtsfall

CHR, Maritime Tsévié | Nicht-ulzerativ (n=51) | 6 (6/49 [12,2%)]) 43 (43/49 [87,8%])

CHP, Sotouboua 2 (2/2 [100%]) 0(0/2 [0%])

USP, Agbetiko 0 (0/0 [0%]) 0 (0/0 [0%])

CHR, Maritime Tsévié | Ulzerativ (n=151) 66 (66/138 [47,8%]) 72 (72/138 [52,2%])

CHP, Sotouboua 9 (9/12 [75,0%]) 3 (3/12 [25,0%])

USP, Agbetiko 0 (0/1 [0%]) 1(1/1 [100%])

Total 202 83 (83/202 [41,1%)]) 119 (119/202 [58,9%])

Tab. 15. Anzahl der standardisierten Probeabnahmesets pro BUD-Verdachtsfall

4.1.4 Untersuchungsergebnisse der Labordiagnostik aus Probenmaterial

4.1.4.1 Positivitdtsraten der getesteten Proben

Mikroskopie: In 29,1% (67/231) der in Togo untersuchten mikroskopischen Prdparaten wurden
saurefeste Stabchen nachgewiesen (Wundabstrich: n=27/116 [23,3%]; FNA: n=40/115 [34,8%)]. (Tab.:
16)

PCR: Es wurden insgesamt 549 diagnostische Proben mittels 1S2404 PCR in der AITM getestet. In
41,8% (230/549) konnte M. ulcerans DNA nachgewiesen werden. (Wundabstrich: 41,5% [63/152];
FNA: 43,1% [72/167]; Stanzbiopsie: 45,3 [81/179]; operativ exzidiertes Gewebe: 27,5% [14/51]).
(Tab.: 16)
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Anzahl der positiv getesteten Proben/Gesamtanzahl der getesteten Proben [N (%)]/Testverfahren

Art der Behand- Wundabstrich FNA? Stanzbiopsie Chirurgisch  exzidierte
Lasion lungs- Biopsie
zentrum
MIC PCR MIC PCR MIC PCR MIC PCR
INOI”  [N()° [N(%)] [N(%)] [N(%)] [N(%)] [N(%)] [N(%)]
Nicht- Tsévie  NDY ND 9/23 27149 NV® 32/50 NV 213
ulzerativ. % (39,1) (55,1) (64,0) (66,7)
Sotouboua ND ND NV 0/1 NV NV NV 0/2
% O (0)
Agbetiko ND ND NV NV NV NV NV NV
%
Gesamt  ND ND 9/23 27/50 NV 32/50 NV 2/5
% (39,1) (54,0 (64,0) (40,0
Ulzerativ = Tsévié 27/115 63/142 31/92 45/111 NV 49/121 NV 12/44
% (23,5) (44,4) (33,7) (40,5) (40,5) (27.3)
Sotouboua 0/1 0/9 NV 0/5 NV 0/6 NV 0/2
% (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0)
Agbetiko NV 0/1 NV 0/1 NV 0/2 NV NV
% 0.0 0.0 (0.0)
Gesamt  27/116 63/152 31/92 45/117 NV 49/129 NV 12/46
% (23,3) (41,5) (33,7) (38,5) (38,0) (26,1)
27/116 63/152 40/115 72/167 81/179 14/51
Alle (233) (41,5) (34,8) (43,1) NV (45,3) NV (27,5)

Tab. 16: Positivitdtsraten der getesteten Proben

Die Tabelle 16 beschreibt die Positivitatsraten, d.h. die Gesamtzahl der positiv getesteten Proben geteilt durch die
Anzahl aller getesteten Proben pro Testverfahren, Probenart und Lasion; die diagnostischen Proben von 202 BUD-
Verdachtsfallen aus drei Behandlungszentren in Togo (CHR Maritime, Tsévié, CHP Sotouboua, USP Agbetiko) wurden in
der Gesamtstudienzeit von 09.2007 bis 08.2010 gesammelt. Aufgrund multipler Probenabnahmen kann von der
Probenanzahl nicht auf die Zahl der BUD-Verdachtsfalle, bzw. BUD-Falle riickgeschlossen werden.

FNA, Feinnadelaspirat

MIC, mikroskopische Untersuchung zur Detektion sdaurefester Stabchenbakterien

PCR, 1S2404, Gel basierte Polymerase-Ketten-Reaktion

ND, nicht durchgefiihrt

. NV, nicht verfiigbar

Quelle: Tabelle 16: Modifiziert nach: Bretzel, G.; Huber, KL.; Kobara, B.; Beissner, M.; Piten, E.; Herbinger, KH., et.al.;
Laboratory Confirmation of Buruli Ulcer Disease in Togo, 2007-2010. PLOS Neglected Tropical Diseases NTD, 2011.: p.

28.[50].

moo oo

4.1.5 Labordiagnostische Untersuchungsergebnisse der BUD-Falle

54% der 202 klinischen BUD-Verdachtsfalle wurden mittels Labordiagnostik als BUD-Falle (n=109)
bestatigt. 39,5% (43/109) wurden mit zwei (Mikroskopie und PCR) und 60,5% (66/109) mit nur einem
labordiagnostischen Test (PCR) als BUD-Félle bestatigt.

4.1.5.1 BUD-Fallbestitigung durch Mikroskopie

Von 71,3% (144/202) der BUD-Verdachtsfalle lagen OT (n=144) zur Analyse vor. Bei 29,9% (43/144)
der BUD-Verdachtsfélle konnte durch Mikroskopie das Vorhandensein von AFB bestatigt werden.
(Tab.: 17)
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4.1.5.2 BUD-Fallbestitigung durch 1S2404 PCR

Von 100% (202/202) der BUD-Verdachtsfille wurden die diagnostischen Proben zur PCR-Analyse in
die AITM versandt (3.2.5.2.ff). Fiir jeden BUD-Verdachtsfall liegt ein PCR-Ergebnis vor. Die BUD-
Fallbestatigungsrate fiir den gesamten Studienzeitraum betrug 54,0% (109/202); 34,9% (38/109) der
BUD-Verdachtsfalle mit nicht-ulzerativen Lasionen und 65,1% (71/109) der BUD-Verdachtsfalle mit
ulzerativen Lasionen wurden als BUD-Falle bestatigt. (Tab.: 17)

4.1.5.2.1 PCR-Bestatigung der BUD-Falle mit nicht-ulzerativen Lasionen

Von 51 BUD-Verdachtsfallen mit nicht-ulzerativen Lasionen wurden 74,5% (38/51) mittels 1IS2404 PCR
positiv getesteter Gewebeproben (FNA: 55,3% [26/47], Stanzbiopsien: 68,2% [30/44], chirurgisch
exzidiertes Gewebe: 66,7% [2/3] als BUD-Falle bestatigt. Von 33 BUD-Féllen dieser Gruppe (n=51)
waren sowohl FNA- als auch Stanzbiopsie-Proben verfiigbar. Dabei zeigte sich, dass die
Bestatigungsrate flr Stanzbiopsien (90,9% [30/33]) signifikant (p=0,03) hoher als die
Bestatigungsrate fiir FNA-Proben (69,7% [23/33]) war. In 60,6% (20/33) wiesen beide Probentypen
ein positives PCR Ergebnis auf, 9.1% (3/33) wurden nur durch ein positives PCR-Ergebnis der FNA-
Probe bestatigt und weitere 30,3% (10/33) konnten nur durch ein positives PCR-Ergebnis der
Stanzbiopsie-Probe bestatigt werden. (Tab.: 17)

4.1.5.2.2  PCR-Bestatigung der BUD-Falle mit ulzerativen Lasionen

Von 151 BUD-Verdachtsfillen mit ulzerativen Ldsionen wurden 47,1% (71/151) mittels 1S2404 PCR
positiv getesteter diagnostischer Proben (Wundabstriche: 38,9% [51/131], FNA: 37,5% [39/104],
Stanzbiopsien: 41,1% [39/95], chirurgisch exzidiertes Gewebe: 22,2% [4/18]) als BUD-Fille bestatigt.
Von 27,1% (41/151) der BUD-Fille lagen Wundabstrich, FNA und Stanzbiopsie zum Vergleich der
Bestatigungsraten vor (entsprechend Tab.: 8). Es ergab sich hierbei kein signifikanter Unterschied
(p=0,22) der Probentypen (Wundabstrich: 75,6% [31/41], FNA: 87,8% [36/41], Stanzbiopsie: 87,8%
[36/41]). (Tab.: 17)

25



Ergebnisse

BUD-Fallbestdtigungsraten

Artder [Behandlungs] BUD- MmiIcP PCR®
Lasion® zentrum Verdachts
falle
Bestatigte BUD- Fall- Bestatigte BUD- Fall-
BUD-Félle [VerdachtsfélleBestatigungsrate] BUD-Félle [VerdachtsfalleBestatigungsrate)
[N] [N] (%) [N] [N] (%)
Nicht- Tsévié 49 9 23 (39.1) 38 49 (77,6)
ulzerativ
Sotouboua 2 NV NV NV 0 2 (0.0
IAgbetiko 0 NV NV NV NV NV NV
Gesamt 51 9 23 (39.1) 38 51 (74.5)
Ulcerativ Tsévié 138 34 120 (28.3) 71 138 (51.4)
Sotouboua 12 0 1 0.0 0 12 (0.0)
IAgbetiko 1 NV NV NV 0 1 (0.0)
Gesamt 151 34 121 (28.1) 71 151 (47.1)
Alle 202 43 144 (29.9) 109 202 (54.0)

Tab. 17: BUD-Fallbestatigungsraten

Tabelle 17 beschreibt die Gesamt-BUD-Fallbestatigungsraten, d.h. die Anzahl der laborbestétigten (PCR) BUD-Félle geteilt
durch die Gesamtzahl der BUD-Verdachtsfalle (Daten pro Probenart werden nicht dargestellt); fur die mikroskopische
Diagnostik lagen nur von 144 Patienten mikroskopische Praparate vor; die diagnostischen Proben der 202 BUD-
Verdachtsfalle stammen aus drei Studienzentren in Togo (CHR Maritime, Tsévié, CHP Sotouboua, USP Agbetiko;
Studienzeitraum: September 2007 bis August 2010). Angaben zur Anzahl der getesteten Proben weist diese Tabelle nicht
auf, diese werden in 3.2.5.5 und in Tab.: 9, die Positivitatsraten der Analysen werden in Tab.: 16 angegeben.

a. Nicht-ulzerative Lasionen: FNA-, Stanzbiopsie- und chirurgisch exzidierte Gewebeproben wurden analysiert; ulzerative
Lasionen: Abstrich-, FNA-, Stanzbiopsie, sowie chirurgisch exzidierte Gewebeproben wurden analysiert.

b. Test: MIC, mikroskopische Untersuchung zur Detektion sdurefester Stabchen; Wundabstrich-und FNA-Proben wurden
analysiert.

c. Test: PCR, Wundabstrich-, FNA-, Stanzbiopsie-sowie chirurgisch exzidierte Gewebeproben wurden analysiert;
NV, nicht verflugbar

Quelle: modifiziert nach Bretzel, G.; Huber, KL.; Kobara, B.; Beissner, M.; Piten, E.; Herbinger, KH. et al.; Laboratory
Confirmation of Buruli Ulcer Disease in Togo, 2007-2010. PLOS Neglected Tropical Diseases NTD, 2011.: p. 28 [50].

4.1.5.2.3  Riicklauf der standardisierten Probeabnahme-Sets pro BUD-Fall

Von 86,8% (33/38) der bestatigten BUD-Fillen mit nicht ulzerativen Lasionen (n=38) lagen
vollstdndige und dementsprechend von 13,2% (5/38) unvollstdndige Probeabnahmesets gemal den
Vereinbarungen (3.2.5.2) aus dem CHR vor. Von den bestatigten BUD-Fallen mit ulzerativen Lasionen
(n=71) lagen von 57,7% (41/71) und von 42,3% (30/71) unvollstdndige Probeabnahmesets aus dem
CHR vor. Aus den Behandlungszentren CHP (n=3) und USP (n=1) lagen insgesamt vier vollstindige
Probenabnahmesets vor, allerdings konnte kein BUD-Fall aus diesen Zentren bestatigt werden. (Tab.:
18)
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Anzahl der Probeabnahme-Sets nach Lasion und Behandlungszentrum pro BUD-Fall

Behandlungszentrum Art der Ldsion der | Unvollstiandige Vollstindige
bestdtigten BUD-Fille | ,specimen sets” der | ,specimen sets” der

BUD-Fille pro | BUD-Fille pro
Behandlungszentrum | Behandlungszentrum
und Lasion und Ldsion

CHR, Maritime Tsévié Nicht-ulzerativ (n=38) | 5(5/38 [13,2%]) 33 (33/38 [86,8%])

CHP, Sotouboua 0 (0/0 [0%]) 0 (0/0 [0%])

USP, Agbetiko 0 (0/0 [0%]) ( 0 (0/0 [0%])

CHR, Maritime Tsévié Ulzerativ (n=71) 30(30/71[42,3%]) 41 (41/71[57,7%])

CHP, Sotouboua 0 (0/0 [0%]) 0(3/0 [0%])

USP, Agbetiko 0 (0/0 [0%]) 0 (1/0 [0%])

Total 109 35(35/109 [32,1%]) 74 (74/109 [67,8%])

Tab. 18: Anzahl der standardisierten Probeabnahmesets pro BUD-Fall

4.1.6 Entwicklung der PCR-Fallbestitigung

4.1.6.1 Entwicklung der PCR-Fallbestditigungsraten pro Beobachtungsperiode und Kalenderjahr

4.1.6.1.1 Entwicklung der PCR-Fallbestatigung pro Beobachtungsperiode

Die Fallbestatigungsraten lagen bei 42,9% (36/84) in der ersten Beobachtungsperiode, bei 56,1%
(37/66) in der zweiten Beobachtungsperiode und bei 69,2% (36/52) in der dritten
Beobachtungsperiode. Die Fallbestatigungsrate nahm tber den gesamten Beobachtungszeitraum mit
einem definitiven Trend zu (Determinationskoeffizient R? = 1). (Abb.: 4)

y = 0.1319x + 0.2968
2

80%
’ =1 69.23%

56.06%

0%
60%
50%
40% -
30% A
20% A
10% -

0% -

SEP 2007 - AUG 2008 SEP 2008 - AUG 2009 SEP 2009 - AUG 2010

Case confirmation rate per
observation period

Abb. 4: Entwicklung der BUD-Fallbestatigung pro Beobachtungsperiode

Quelle: Bretzel, G.; Huber, KL.; Kobara, B.; Beissner, M.; Piten, E.; Herbinger, KH.et al.;, Laboratory Confirmation of Buruli
Ulcer Disease in Togo, 2007-2010. PLOS Neglected Tropical Diseases NTD, 2011.: p28.[50]

4.1.6.1.2  Entwicklung der PCR-Fallbestatigung pro Kalenderjahr

In Bezug auf die Beobachtungszeitraume pro Kalenderjahr ergaben sich Fallbestatigungsraten von
41,7% (10/24) fur 2007, von 45,8% (38/83) fur 2008, von 58,9% (33/56) fur 2009 und von 71,8%
(28/39) fur 2010.
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4.1.6.2 Entwicklung der PCR-Fallbestdtigungsrate pro Lisionsart

4.1.6.2.1 Entwicklung der PCR-Fallbestatigungsrate pro Lasionsart und Beobachtungsperiode

Die PCR-Fallbestatigungsraten der BUD-Verdachtsfdlle mit nicht-ulzerativen Lasionen lagen bei 66,6%
(8/12) in der ersten Beobachtungsperiode (September 2007 — August 2008), bei 61,5% (8/13) in der
zweiten Beobachtungsperiode (September 2008 — August 2009) und bei 84,6% (22/26) in der letzten
Beobachtungsperiode (September 2009 — August 2010) des Gesamtbeobachtungszeitraums.

Die PCR-Fallbestatigungsraten der BUD-Verdachtsfille mit ulzerativen Lasionen lagen bei 38,8%
(28/72) in der ersten Beobachtungsperiode (September 2007 — August 2008), bei 54,7% (29/53) in
der zweiten Beobachtungsperiode (September 2008 — August 2009) und bei 53,8% (14/26) in der
letzten Beobachtungsperiode (September 2009 — August 2010) des Gesamtbeobachtungszeitraums.

(Tab.: 19)

Beobachtungsperiode

La&sion

(Lé&sionsart der bestatigten BUD-Falle/Verdachtsfélle

BUD-Falle
(PCR-bestatigte Falle /

. Verdachtsfallen nach
nach Beobachtungsperiode) .
Beobachtungsperiode)
Nicht-ulzerativ Ulzerativ
I.  September 2007 - | 8(8/12[66,6%]) 28 (28172 [38,8%])) 36 (36/84 [42,9%])
August 2008
Il. September 2008 - | 8(8/13[61,5%]) 29 (29/53 [54,7%]) 37 (37/66 [56,1%])
August 2009
1. September 2009 - | 22 (22/26 [84,6%] 14 (14/26 [53,8%]) 36 (36/52 [69,2%])
August 2010
Gesamt 38 (38/51 [74,5%)]) 71 (71/151 [47,1%]) 109 (109/202 [54,0%))

Tab. 19: BUD-Fille pro Lasionsart und Beobachtungsperiode

4.1.6.2.2

Entwicklung der PCR-Fallbestatigungsrate pro Lasionsart und Kalenderjahr

Die PCR-Fallbestatigungsrate der BUD-Verdachtsfalle mit nicht-ulzerativen Lasionen stieg von 75,0%
(3/4) im Kalenderjahr 2007 auf 89,5% (17/19) im Kalenderjahr 2010 an. Die PCR-Fallbestatigungsrate
der BUD-Verdachtsfille mit ulzerativen Lasionen stieg von 35,0% (7/20) im Kalenderjahr 2007 auf

55,0% (11/20) im Kalenderjahr 2010 an. (Tab.: 20)

BUD-Félle (bestatigte
Kalenderjahr Lasion Féalle/Verdachtsfalle pro
Kalenderjahr)
Nicht-ulzerativ Ulzerativ
2007 3 (3/4 [75,0%]) 7 (7120 [35,0%]) 10 (10/24 [41,6%])
2008 6 (6/12 [50,0%]) 32 (32/71[45,1%]) 38 (38/83 [45,8%])
2009 12 (12/16 [75,0%)]) 21 (21/40 [52,5%)]) 33 (33/56 [58,9%)])
2010 17 (17/19 [89,5%)]) 11 (11/20 [55,0%)]) 28 (28/39 [71,8%)])
Gesamt 38 (38/51 [74,5%]) 71 (71/151 [47,1%)]) 109 (109/202 [54,0%])

Tab. 20: BUD-Fille pro Lasionsart und Kalenderjahr
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4.1.6.3 Erkrankungsdauer der BUD-Fidlle

Die durchschnittliche Erkrankungsdauer der BUD-Falle mit nicht-ulzerativen Lasionen lag bei 173,2 d
in der ersten Beobachtungsperiode (September 2007 — August 2008), bei 15,0 d in der zweiten
Beobachtungsperiode (September 2008 — August 2009) und bei 23,1 d in der letzten
Beobachtungsperiode (September 2009 — August 2010) des Gesamtbeobachtungszeitraums. (Tab.:
21)

Die durchschnittliche Erkrankungsdauer der BUD-Falle mit ulzerativen Lasionen lag bei 308,3 d in der
ersten Beobachtungsperiode (September 2007 — August 2008), bei 130,1 d in der zweiten
Beobachtungsperiode (September 2008 — August 2009) und bei 74,4 d in der letzten
Beobachtungsperiode (September 2009 — August 2010) des Gesamtbeobachtungszeitraums. (Tab.:
21)

Die durchschnittliche Erkrankungsdauer bis zur ersten Vorstellung in den Behandlungszentren lag bei
den BUD-Fallen mit nicht-ulzerativen Lasionen bei 53 d und bei BUD-Fallen mit ulzerativen Lasionen
bei 189,4 d innerhalb der Gesamt-Beobachtungsdauer von September 2007 bis August 2010. (Tab.:
21)

Erkrankungsdauer der BUD-Falle pro Lasionsart und Beobachtungsperiode

Beobachtungsperiode Erkrankungsdauer bis zur ersten Vorstellung in Tagen

Nicht-ulzerative Lasion Ulzerative Lasion

I. September 2007 — August 2008

Range: 42 - 720 d;

Range. 7 - 1560 d;

(X: 1386, n=8); (x: 8634, n=28);
@:173,2d @:308,3d

I1. September 2008 — August 2009 Range: 7 - 21 d; Range: 10 - 450 d;
(%: 120, n=8); (%: 3771, n=29)
@:150d @:130,1d

I11. September 2009 — August 2010 Range: 4 - 56 d; Range: 21 - 168;
(: 508, n=22); (Z: 1042, n=14);
@:231d @:744d

September 2007 — August 2010

Range: 4 - 720 d;
(X: 2014, n=38);
@:53,0d

Range: 7 - 1560 d;
(: 13447, n=71);
@:189,4d

Tab. 21: Erkrankungsdauer der BUD-Fille pro Lasionsart und Beobachtungsperiode
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4.1.6.3.1 Erkrankungsdauer der BUD-Fille pro Lasionsart und Kalenderjahr

Die durchschnittliche Erkrankungsdauer bis zur ersten Vorstellung in den Behandlungszentren der
BUD-Fille mit nicht-ulzerativen Lasionen lag bei 318,7 d im Kalenderjahr 2007, bei 74,0 d im
Kalenderjahr 2008, bei 25,7 d im Kalenderjahr 2009 und bei 17,9 d im Kalenderjahr 2010
(Gesamtdurchschnitt: 53,0 d). (Tab.: 22)

Die durchschnittliche Erkrankungsdauer bis zur ersten Vorstellung in den Behandlungszentren der
BUD-Falle mit ulzerativen Lasionen lag bei 386,0 d im Kalenderjahr 2007, bei 239,2 d im Kalenderjahr
2008, bei 107,6 d im Kalenderjahr 2009 und bei 75,6 d im Kalenderjahr 2010 (Gesamtdurchschnitt:
189,4 d). (Tab.: 22)

Beobachtung im Kalenderjahr Erkrankungsdauer bis zur ersten Vorstellung im Mittel
Nicht-ulzerative Lasion Ulzerative Lasion

2007 Range: 56 - 720 d Range: 56 - 1170 d
(2: 956, n=3); (x: 2702, n=7);
@:318,7d @:386,0d

2008 Range: 14 - 210d Range: 7 - 1560 d
(Z: 444, n=6); (X: 7654, n=32);
@:74,0d @.239,2d

2009 Range: 7-84d Range:10 - 420 d
(=: 309, n=12); (2: 2259, n=21);
@:25,7d @.107,6d

2010 Range: 4 -42d Range: 21 - 168 d
(2: 305, n=17); (2: 832, n=11);
@:179d @:756d

2007 - 2010 Range: 7-720d Range: 7 — 1560 d
(X: 2014, n=38); (X: 13447, n=71);
@:53,0d @:189,4 d

Tab. 22: Erkrankungsdauer der BUD-Fille pro Lasionsart und Kalenderjahr

4.1.6.4 M. ulcerans-Nachweis bei BUD-Verdachtsfillen mit Sekunddrldsion

4.1.6.4.1 BUD-Verdachtsfille mit zweiter Lasion

Von vier BUD-Verdachtsfdllen mit zwei Ldsionen aus dem Behandlungszentrum CHR Maritime,
Tsévié, konnten bei der Erstvorstellung zwei Probenabnahmesets (engl.: ,,specimen-set”), somit ein
specimen-set pro Lasion gewonnen werden. Bei einem dieser Verdachtsfalle konnte weder die erste
noch die zweite Lasion als BUD bestatigt werden. Bei den drei Weiteren konnte die erste Ldsion als
BUD bestatigt werden, wahrend in den Zweitldsionen nur bei zwei der drei BUD-Patienten M.
ulcerans-DNA mittels 1IS2404 PCR nachgewiesen werden konnte.

4.1.6.4.2 Entwicklung der BUD-Fallbestatigung bei Folgeuntersuchung

Bei 13 klinischen BUD-Verdachtsfdllen mit ulzerativen Lasionen aus der Gruppe der 202 BUD-
Verdachtsfille wurden Sekundéarproben (,follow-up specimen-sets”) zur erneuten Diagnostik mittels
IS2404 PCR abgenommen. Dabei konnte bei einem klinischen BUD-Verdachtsfall weder bei der ersten
noch bei der zweiten PCR-Testung das Vorhandensein von M. ulcerans DNA bestatigt werden. 12
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BUD-Verdachtsfalle wurden bereits durch die PCR-Testung der initialen Proben als BUD-Falle
bestatigt, in acht der 12 Sekundarproben konnte erneut M. ulcerans DNA nachgewiesen werden.

4.1.6.5 Lokalisation und WHO-Kategorie der PCR-bestdtigten BUD-Ldisionen

Bei 90,8% (99/109) der PCR-bestatigten BUD-Patienten waren die Lasionen an Extremitdten oder
Schultern lokalisiert, ohne dass eine Korperseite signifikant haufiger betroffen gewesen ware (rechte
Korperhilfte: 46,8% [51/109]; linke Korperhélfte: 44,1% [48/109]).

Alle PCR-bestdtigten BUD-Lasionen wurden entsprechend der WHO-Kategorie (siehe 1.6) eingeteilt.
39,4% (43/109) der Lasionen waren in Kategorie 1, 37,6% (41/109) in Kategorie 2 und 22,9% (25/109)
in Kategorie 3 einzuordnen. (Tab.: 23)

Lasionsart Kategorie 1: Kategorie 2: Kategorie 3: BUD-Félle
(einzelne Lé&sion < (einzelne Lasion5— | (Lasion >15cm,
5cm) 15 cm) multiple L&sionen,
Osteomyelitis)
Nicht-ulzerativ 19 (19/43[44,2%]) 10 (10/41 [24,4%]) 9 (9/25 [36,0%]) 38 (38/109 [34,8%])
Ulzerativ 24 (24/43 [55,8%]) 31 (31/41 [75,6%]) 16 (16/25 [64,0%]) 71 (71/109 [65,1%])
Gesamt 43 (43/109 [39,4%]) | 41 (41/109 [37,6%0]) 25 (25/109 [22,9%0]) 109 (109/109 [100%0])

Tab. 23: Einteilung der bestatigten BUD-Lasionen nach WHO Kategorien

4.1.7 Ergebnisse der externen Qualititskontrolle der Mikroskopie

4.1.7.1 Positivitdtsraten der mikroskopischen EQA

36,8% (85/231) der OT die im CHR angefertigt und mikroskopisch gelesen worden waren, wurden zur
EQA an die AITM geschickt. In der AITM ergab sich eine Positivitatsrate von 43,5% (37/85); (AFB-
positive Wundabstriche: 21,2% [18/85]; AFB-positive FNA: 22,3 [19/85]). (Abb.: 20)

4.1.7.2 Konkordanzraten der mikroskopischen EQA bezogen auf Objekttrdger

80% (68/85) der Ergebnisse der mikroskopischen Analyse pro OT des CHR und der AITM waren
konkordant. 84,3% (43/51) der Mikroskopie Ergebnisse von Wundabstrichpraparaten und 73,5%
(25/34) der Mikroskopie Ergebnisse von FNA-Priparaten aus dem CHR waren mit den
mikroskopischen EQA Ergebnissen der AITM konkordant.

4.1.7.3 Konkordanzraten der mikroskopischen EQA bezogen auf Patienten

Von 18,3% (37/202) der BUD-Verdachtsfalle lagen OT zur EQA vor (Wundabstriche von 18 Patienten,
FNA von 19 Patienten). In 62,2% (23/37) waren die AITM Ergebnisse mit den Ergebnissen des CHR
konkordant; von 14 Patienten war das Mikroskopie-Ergebnis des CHR als falsch negativ zu bewerten.

4.1.8 Epidemiologische Basisdaten der bestitigten BUD-Falle

4.1.8.1 Alter und Geschlecht der BUD-Fidlle

Von 109 bestatigten BUD-Fallen waren 47,7% (52/109) weiblichen und 52,3% (57/109) mannlichen
Geschlechts. 59,6% (65/109) der bestatigten BUD-Falle befanden sich in der Altersgruppe der 5 bis 14
Jahrigen. Die Altersgruppen lagen zwischen 2 und 60 Jahren; das Durchschnittsalter war 17,3 Jahre,
der Median lag bei 12 Jahren. (Abb.: 5)
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Altersgruppen der BUD-Patienten
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Abb. 5: Altersverteilung der BUD-Fille
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4.1.8.2 Kartographische Erfassung der Wohnorte der BUD-Fidille, Region Maritime

4.1.8.2.1 Orientierende Ubersichtskarte, Togo

TOGO |

Il CeitaledEiat
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[ ]
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L ]

Al
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‘f “+ Agroporl, adgrodrome
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Abb. 6: Orientierende Ubersichtskarte Togo

Quelle: http://www.lib.utexas.edu/maps/map_sites/country_sites.html#t
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4.1.8.2.2
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Abb. 7: BUD-Fallverteilung Region Maritime

Quelle: http://www.lib.utexas.edu/maps/imw/txu-oclc-6654394-nb-31-3rd-ed.jpg
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‘: CHR Maritime, Tsévié
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: BUD-Fé&lle im Bezirk Zio

4.1.8.3 Herkunft der BUD-Patienten

Die PCR-bestdtigten BUD-Falle kamen aus den flinf Regierungsbezirken der Region Maritime. 44,9%
(49/109) der Patienten kamen aus dem Bezirk Yoto, 48,6% (53/109) aus dem Bezirk Zio, 4,5% (5/109)
aus dem Bezirk Vo und je 0,9% (1/109) aus den Bezirken Lacs und Golfe (3.2.8.1).
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4.1.8.4 BUD-Fallverteilung innerhalb der Bezirke Yoto und Zio, Region Maritime

102 BUD-Fille (Yoto, n=49, Zio, n=53) der 156 klinischen BUD-Verdachtsfallen der Bezirke Yoto
(n=69) und Zio (n=87) wurden labordiagnostisch bestatigt (Fallbestatigungsrate: 65,4% [102/156]);
93,6% (102/109) der bestatigten BUD-Falle der Region Maritime entstammten diesen zwei Bezirken.

4.1.8.5 BUD-Fille im Bezirk Yoto, Region Maritime

Aus dem Bezirk Yoto konnten 71,1% (49/69) der BUD-Verdachtsfalle als BUD-Félle bestatigt werden.
Alle Patienten aus Yoto entstammten drei direkt benachbarten Dorfern auf einer Gesamtflache von
circa 12km? (6km x 2km), was einem fokalen Verteilungsmuster der BUD-Distribution entspricht. Die
Heimatdorfer der BUD-Falle aus Yoto liegen in einer sehr urspriinglichen, landlichen Region, inmitten
einer Sumpflandschaft 6stlich des FluRes Haho. Desweiteren zeigte sich, dass 79,6% der 49 BUD-Fille
Lebensjahr (39/49, [79,6%]), darunter auch drei
Geschwisterpaare im Kindesalter waren. Die Fallbestatigungsraten innerhalb des Bezirkes Yoto pro

Kinder und Jugendliche unter dem 17.

Beobachtungsperioden und Lasionsart werden in Tabelle 24 gezeigt.

BUD-Félle in Yoto
(bestatigte
Verdachtsfalle/Beobachtungsperiode)

Beobachtungsperiode Lasion

Bezirk Yoto (L&sionsart der bestatigten BUD-Félle pro BUD-Faélle/

Verdachtsfélle pro Beobachtungsperiode)

Nicht ulzerativ ulzerativ
I. Sept. 2007-Aug. 2008 2 (2/2 [100,0%]) 12 (12/19 [63,1%]) 14 (14/21 [66,6%])
I1. Sept. 2008-Aug. 2009 5 (5/6 [83,3%]) 9 (9/17 [52,9%]) 14 (14/23 [60,8%])

111. Sept. 2009-Aug. 2010

15 (15/17 [88,2%])

6 (6/8 [75,0%])

21 (21/25 [84,0%)])

Gesamt

22 (22/25 [88,0%)])

27 (27/44 [61,4%])

49 (49/69 [71,1%])

Tab. 24: BUD-Fille pro Beobachtungsperiode, Bezirk Yoto
4.1.8.6  BUD-Fille im Bezirk Zio, Region Maritime

Innerhalb Zio, dem groRten Bezirk der Region Maritime, konnte bei 60,9% (53/87) der 87 BUD-
Verdachtsfille labordiagnostisch BUD nachgewiesen werden; die Patienten lebten teilweise in groRer
Distanz zueinander in Dorfern westlich des Flusses Haho, an den Fliissen Aye, Ativi, Lily und Zio sowie
innerhalb der die Flisse umgebenden Sumpfgebiete. Im Bezirk Zio entsprach die BUD-Falldistribution
einem disseminierten Verteilungsmuster. 69,8% (37/53) der bestatigten Fille waren Kinder und
Jugendliche unter 17 Jahre, darunter waren auch zwei Geschwisterpaare. (Tab.: 25)

BUD Félle in Zio
(bestatigte
Verdachtsfalle/Beobachtungsjahr)

Beobachtungszeitraum Lasion

Bezirk Zio (Lasionsart der bestétigten BUD BUD-Falle/

Féalle/Verdachtsfalle pro Beobachtungsjahr)

Nicht ulzerativ ulzerativ

I. Sept. 2007-Aug. 2008

7 (7/11[63,6%])

14 (14/33 [42,4%])

21 (21/44 [47,7%])

I1. Sept. 2008-Aug. 2009

2 (2/4 [50,0%])

16 (16/21 [76,1%])

18 (18/25 [72,0%])

111. Sept. 2009-Aug. 2010

7 (719 [77,7%])

7 (719 [77,7%])

14 (14/18 [77,7%])

Gesamt

16 (16/24 [66,6%])

37 (36/63 [58,7%])

53 (53/87 [60,9%))

Tab. 25: BUD-Fille pro Beobachtungsperiode, Bezirk Zio
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5 Diskussion

5.1 Stellenwert der Mikroskopie und PCR fiir die Diagnostik der BUD

5.1.1 Mikroskopie

Die Mikroskopie dient in Endemiegebieten als schneller und kostenglinstiger ,firstline” Test zur
Bestatigung klinischer BUD-Verdachtsfalle in peripheren Laboratorien.

Bereits 2001 beschrieben N'Guessan et al. den Stellenwert der Mikroskopie in Endemiegebieten.
Unter Abwagung der relativ niedrigen Sensitivitdat und deutlichen Untersucherabhangigkeit, jedoch
hohen Spezifitait der Methode, wurde die AFB-Mikroskopie als einfach und kostenglinstig
durchzufiihrendes Verfahren fiir die primare Labordiagnostik unter Feldbedingungen eingestuft [92].
Innerhalb der letzten Dekade ergab sich eine zunehmende Anwendung der AFB-Mikroskopie in
Laboren unterschiedlicher Ebenen (z.B. periphere ,point of care”- Einheiten, regionale Hospitéler
sowie Krankenhduser der Maximalversorgung/Universitatskliniken). Im Zuge dessen beschaftigten
sich wissenschaftliche Gruppen mit der Analyse von Primardaten zur AFB-Mikroskopie aus
verschiedenen Endemiegebieten Westafrikas [1, 63].

Fiir die Durchfihrung der AFB-Mikroskopie stehen derzeit im Wesentlichen drei Methoden zur
Verfligung: die Fluoreszenz-Mikroskopie Auramin gefarbter Praparate, die klassische Farbung nach
Ziehl-Neelsen (ZN) sowie die Kinyoun-Farbung. Beziiglich Sensitivitdt und Spezifitdt konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen Auramin- und ZN-Farbung nachgewiesen werden [37, 66]. Im
Hinblick auf apparative Ausstattung und Konservierbarkeit der Praparate eignet sich die ZN-Farbung
jedoch besser fiir periphere Labore und erlaubt darliber hinaus kontinuierliche Qualitatssicherung
[37, 64, 66].

Wahrend die Sensitivitdat der Mikroskopie meta-analytisch bei 40-60% liegt, wurden in einzelnen
Studien insbesondere bei BUD Patienten vor antibiotischer Therapie Positivitdatsraten bzw.
Sensitivitaten bis zu 80% beschrieben [4, 46, 47, 63, 64, 66, 67, 70, 93, 94].

Eine Studie der eigenen Arbeitsgruppe aus einem Endemiegebiet Ghanas zeigte, dass 30% der BUD
Patienten mit ulzerativen Ldsionen und 40% der Patienten mit nicht-ulzerativen Lasionen allein
mittels Mikroskopie von Wundabstrichen bzw. Gewebeproben bestatigt werden konnten [46]. Die
mikroskopische Diagnostik kann aufgrund ihres hohen positiven pradiktiven Wertes bereits 40 — 60%
aller klinischen BUD-Verdachtsfalle bestatigen. Somit fiihrt eine Stufendiagnostik (Mikroskopie
gefolgt von molekularen Methoden bei mikroskopisch negativen Fallen) zu einer erheblichen
Kostenreduktion [46, 67].

5.1.2 Mikroskopische Diagnostik und externe Qualititssicherung der BUD in Togo

Innerhalb des bestehenden logistischen Netzwerkes der DAHWT war die ZN-Farbung bereits in den
Laboren der Behandlungszentren zur Tuberkulosediagnostik etabliert und wurde gemaR
Empfehlungen der WHO auch als Farbemethode der Wahl fiir die Diagnostik der BUD in Togo
gewahlt [37, 64].
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In der vorliegenden Studie wurden mikroskopische Praparate von 144 BUD-Verdachtsfillen
untersucht. Die Fallbestatigungsrate von ca. 30% war verglichen mit Daten anderer Studien sehr
niedrig [46-48, 50, 66, 67, 94]. In Ermangelung eines lokalen Kompetenzpartners in Togo wurde
zunachst die externe Qualitatssicherung der Mikroskopie (engl.: , external quality assurance”, EQA)
an der Abteilung fir Infektions- und Tropenmedizin der medizinischen Klinik und Poliklinik IV des
Klinikums der LMU Miinchen (AITM) etabliert. Wahrend zu Studienbeginn der notwendige Austausch
von defekten durch funktionstiichtige Mikroskope als vermeintlich ursachlich fir die hohe Rate an
falsch negativen Ergebnissen gesehen wurde, zeigte die EQA im weiteren Studienverlauf einen
erheblichen Schulungsbedarf im Bereich der Probenabnahme und Prozesssierung sowie der
Durchfiihrung der mikroskopischen Analyse. Insgesamt standen von ca. 30% der Probanden keine
Mikroskopie-Ergebnisse zur Verfligung, da Objekttrdger (OT) entweder nicht angefertigt, die
Ergebnisse nicht ordnungsgemal dokumentiert oder OT nach der ersten Analyse vor Ort verworfen
wurden.

5.1.3 Polymerase-Kettenreaktion

Die im Jahre 1999 von Stinear et al. fir den DNA-Nachweis von M. ulcerans aus Patientenmaterial
beschriebene 1S2404 PCR gilt als diagnostischer Goldstandard der molekularbiologischen Bestatigung
der BUD [1, 50, 70, 72]. Die PCR ist 100% spezifisch fir M. ulcerans, da die Insertions-Sequenz (IS)
2404 unter humanpathogenen Mykobakterien ausschlielich im M. ulcerans Genom vorkommt. Die
analytische Sensitivitdat dieser Methode liegt bei 1,5 M. ulcerans Genomaquivalenten, die
diagnostische Sensitivitdat wird mit 95%-100% angegeben [1, 4, 47, 63, 89, 95]. Die Nachteile der PCR
bestehen in der Notwendigkeit technisch hochwertig ausgestatteter Laboratorien und den damit
verbundenen hohen Anschaffungs- und Erhaltungskosten, sowie hochqualifizierten Laborpersonals
und eines effizienten Qualitatssicherungssystems.

Eine den tropischen Bedingungen angepasste auf Trockenreagenzien basierende 1S2404-DRB-PCR
(engl.: dry-reagent-based, DRB) wurde von Siegmund et al. entwickelt, in Ghana etabliert und
validiert. Sensitivitat und Spezifitdt entsprechen der konventionellen Methode [48, 89]. Die 152404-
DRB-PCR zeigt aufgrund Iyophilisierter Reagenzien eine geringe Empfindlichkeit gegeniber
Temperaturschwankungen (z.B. Unterbrechung der Kihlkette aufgrund von Stromausfall) und ist
somit sehr gut fiir die Anwendung in BUD-Endemiegebieten unter tropischen Bedingungen geeignet.

Mit einer Nachweisgrenze von 0,01 M. ulcerans Genomaquivalenten ist die ,1S2404 quantitative real-
time PCR (gPCR)“ die derzeit sensitivste Methode, die Anwendung bleibt jedoch aus Kosten- und
Kapazitatsgriinden auf nationale und internationale Referenzlaboratorien beschrdankt [95-97].
Aktuelle Daten der eigenen Arbeitsgruppe zeigten, dass mittels 1S2404 qPCR 5 - 10% aller mittels
konventioneller PCR negativ getesteter Proben zusatzlich positiv bestatigt werden konnten [98, 99].

Die vor kurzem entwickelte LAMP-Technologie (Loop-mediated Isothermal amplification [LAMP])
reprasentiert innerhalb der molekularen BUD-Diagnostik eine weitere Amplifikationsmethode [97,
98, 100, 101]. Die analytische Sensitivitat ist mit einer Nachweisgrenze von 0.01-0.1 M. ulcerans
Genomaquivalenten zwischen der konventionellen 1S2404 PCR und der 152404 gPCR einzuordnen
[97]. Da nur einfachste Geratschaften benétigt werden und die Methode leicht zu erlernen ist, eignet
sich die LAMP-Technologie bestens zur Anwendung unter Feldbedingungen [97, 100, 101].
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5.1.4 PCR-Diagnostik der Buruli Ulkus Erkrankung in Togo

GemaR zum Zeitpunkt der Studie geltenden WHO-Empfehlungen sollten mindestens 50% der BUD-
Falle weltweit durch PCR-Diagnostik bestatigt werden [1, 2, 50, 63]. Mit Initiierung der Kollaboration
zwischen DAHWT, BUD-Referenzzentrum CHR Maritime, Tsévié, PNLUB und AITM wurde 2007
erstmals die Voraussetzung zur systematischen PCR-Diagnostik samtlicher BUD-Verdachtsfalle in
Togo geschaffen.

Im Rahmen der vorliegenden Studie konnten insgesamt 54% der BUD-Verdachtsfdlle mittels
konventioneller 1S2404 PCR als BUD Fille bestdtigt werden. Durch gezielte Schulungen der
togoischen Mitarbeiter in klinischer Diagnose und standardisierter Probenabnahme wurde die initial
niedrige BUD-Fallbestatigungsrate von 43% im ersten Studienjahr kontinuierlich auf tiber 69% im
dritten Studienjahr gesteigert. Obwohl nicht von allen Patienten vollstdndige Probensets vorlagen,
war die Qualitat des Untersuchungsmaterials so hoch, dass fiir jeden Patienten die labortechnische
Diagnosestellung moglich war. Im dritten Studienjahr konnte dariber hinaus die Zahl der
abgenommenen bzw. untersuchten Proben pro Patient gemaf WHO-Empfehlungen reduziert
werden [63].

Innerhalb der Region Central konnten aus logistischen Griinden nur zwei Schulungen abgehalten,
somit der Standard der Region Maritime nicht erreicht werden.

Die Probenabnahme wurde Anfang des Jahres 2008 durch die diagnostische Feinnadelaspiration
(FNA) erweitert. Diese Abnahmetechnik wurde fiir die Diagnostik nicht-ulzerativer Lasionen etabliert
und validiert um im Vergleich zur Stanzbiospie eine weniger invasive Zellmaterialgewinnung zu
ermoglichen [50, 64, 87, 102, 103]. Im Gegensatz zu Studienergebnissen aus Ghana und Benin, die
vergleichbare PCR Sensitivitaten von FNA und Stanzbiopsien ergaben [87, 102-104], wurden in der
vorliegenden Studie nicht-ulzerative Lasionen signifikant haufiger durch 3 mm Stanzbiopsien als
durch FNAs mittels PCR bestatigt. Obwohl aktuelle WHO-Empfehlungen darauf abzielen die
Anwendung von Stanzbiopsien zu minimieren [63], kann dieses Verfahren gegenwartig in Togo noch
nicht durch FNA ersetzt werden. Weitere Schulungen in der FNA-Abnahmetechnik sind zu
empfehlen.

Bei Wundabstrichen und Stanzbiopsien resultierten gezieltes Fehlermanagement und regelmaRige
Supervisionen vor Ort in exzellenter Probenqualitdt aufgrund von Anwendung professioneller
Probenabnahmetechniken. So war es im dritten Studienjahr mdglich, einen klinischen BUD-
Verdachtsfall mit nur einer diagnostischen Probe mittels 1S2404 PCR-Diagnostik zu bestatigen;
entsprechend den aktuellen WHO Empfehlungen reicht bei eindeutiger klinischer Diagnose ein
positives PCR-Ergebnis zur Einleitung der Behandlung aus [63].

5.2 Methodentransfer und Schulungen

Der Etablierung einer labortechnisch basierten Diagnostik ging die Etablierung standardisierter
Probenabnahmetechniken in Togo voraus. Die Methodik wurde in modifizierter Form von einem EU-
geforderten Kooperationsprojekt zwischen der AITM und dem KCCR, Kumasi, Ghana (project no.
INCO-CT-2005-015476-BURULICO) libernommen [36, 46-48, 50, 86, 99]; der Ausbildungsstand des
togoischen Personals vor Ort erforderte jedoch — wie von der eigenen und anderen Arbeitsgruppen
bereits flir andere Projekte beschrieben [86, 93, 105] - zunachst die Durchfiihrung intensiver
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Schulungen sowie die Implementierung von externer Qualitdtssicherung und Fehlermanagement
samtlicher fir die Labordiagnostik relevanter Prozesse.

In acht theoretischen und 20 praktischen vor Ort durchgefiihrten Schulungen in klinischer Diagnostik
und Probenabnahme, insbesondere durch gemeinsame Re-Evaluationen labordiagnostisch
bestatigter und nicht-bestatigter Patienten konnte, wie unter 5.1.4 beschrieben, die PCR-
Fallbestatigungsrate kontinuierlich gesteigert werden.

Die Effizienz von Schulungen und Sensibilisierungsaktionen zeigte sich auch in der zunehmenden
Detektion von nicht-ulzerativen Friihmanifestationen der BUD sowie in der erheblichen Verkirzung
der Krankheitsdauer bis zur Erstvorstellung der BUD-Falle in den Behandlungszentren. Somit konnte
die durchschnittliche Krankheitsdauer vor Therapiebeginn wahrend der dreijahrigen Studiendauer
um ungefahr 200 Tage reduziert werden.

5.3 Beitrag der BUD-Diagnostik zur Epidemiologie

Die Lokalisation der Lasionen (hauptsachlich an Extremitdten) sowie die Altersgruppe der
Betroffenen (hauptsachlich Kinder bis 15 Jahre) entsprechen den Ergebnissen anderer Studien [5, 18,
31, 35, 56].

Meyers et al. beschrieben 1996 die ersten beiden labordiagnostisch bestatigten BUD-Falle aus Togo,
welche aus den Bezirken Vo und Yoto, Region Maritime stammten [84]. 93,6% aller bestatigten BUD-
Falle der aktuellen Studie stammten aus den benachbarten, durch den Fluss Haho getrennten
Bezirken Yoto und Zio, innerhalb der Region Maritime. Da sich bereits in der Frihphase der
vorliegenden Studie die genannten Bezirke als hochendemische BUD-Gebiete herauskristallisierten,
wurden die CLT’s gezielt auf das vermehrte BUD-Vorkommen in diesen Gegenden hingewiesen und
mit entsprechenden Karten ausgestattet. Innerhalb des dreijahrigen Beobachtungszeitraums wurden
die Bewohner dieser ausgewiesenen Gebiete im Verhaltnis zu den anderen Bezirken daher haufiger
besucht und untersucht, weshalb aus den erhobenen Daten keinesfalls die tatsdchliche Pravalenz der
BUD innerhalb der gesamten Region Maritime abzuleiten ist.

Wahrend die Transmission von M. ulcerans bislang ungeklart ist, ergaben zahlreiche
epidemiologische Studien, dass Baden und Waten in natirlichen Wasserquellen, wie Simpfen oder
langsam flieBenden bis stehenden Gewassern, als unmittelbare Risikofaktoren gelten [8, 11, 25, 31,
33-35, 106, 107]. So wurde auch in der vorliegenden Arbeit die Lage der Wohnung der BUD-Félle in
Beziehung zu natiirlichen Wasservorkommen gesetzt und es konnte gezeigt werden, dass lber 92%
der BUD-Fille in unmittelbarer Ndhe von Flissen und Simpfen lebten und diese zur
Wasserversorgung nutzen.

Das Phianomen der fokalen Verteilung der BUD-Falle wurde bereits mehrfach beschrieben [22, 23,
31]. Auch in der vorliegenden Studie wurden mehrere benachbarte Ansiedlungen mit einer
Anhaufung von BUD-Fallen ermittelt. In gegeniiberliegenden Dérfern wurden auf einer Gesamtflache
von 24 km? entlang der westlichen (Zio) (2km x 6km) und 6stlichen (Yoto) (2 km x 6 km) Uferseite des
Flusses Haho liber 62% der BUD-Falle detektiert. Die BUD-Falldistribution im Bezirk Yoto zeigte ein
ausschlieBlich fokales Muster, wahrend in Zio, dem groRten Bezirk der Region Maritime, eine
disseminierte Fallverteilung vorlag.

In einer 2010 von Sopoh et al. veroffentlichten Studie aus Allada, Benin wurden Daten zu
Verwandtschaft, Ehen von Blutsverwandten sowie Kontakthaufigkeit mit natirlichen Wasserquellen
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der BUD-Fille erhoben. Dabei konnte bei Individuen aus gleicher Familie mit taglichem
Wasserkontakt ein signifikant hoheres BUD-Infektionsrisiko beschrieben werden [31]. Auch unter
den togoischen BUD-Fallen konnten insgesamt finf Geschwisterpaare ausfindig gemacht werden,
wobei drei Geschwisterpaare im gleichen Zeitraum BUD entwickelten. Die Ergebnisse beider Studien
legen somit nahe, dass nicht nur Risikoverhalten wie beispielsweise hdaufiger Wasserkontakt, sondern
auch genetische Disposition die Wahrscheinlichkeit einer BUD-Erkrankung erhohen. Da die
Verwandtschaft der BUD-Patienten zueinander in beiden Studien nur anamnestisch erfragt und nicht
mittels genetischer Analysen gesichert wurde, keine Kontrollen mitgefiihrt wurden, und dariber
hinaus fiir die Patienten aufgrund des gleichen Lebensumfeldes auch ein vergleichbares
Expositionsrisiko anzunehmen ist, sollte die Hypothese der genetischen Disposition in weiteren
Studien verifiziert werden.

Die Frage, weshalb in einer Bevolkerungsgruppe, die in der gleichen geographischen Lage mit den
gleichen verhaltensbedingten Risikofaktoren leben, bestimmte Personen erkranken, andere aber
nicht, bleibt bislang ungeldst. Fliir andere mykobakterielle Erkrankungen wie z.B. Lepra, Tuberkulose
aber auch andere Infektionen durch nicht-tuberkulése Mykobakterien wurde bereits der Nachweis
genetischer Polymorphismen gefiihrt, die mit einer erhdhten Suszeptibilitdit gegeniiber diesen
Erkrankungen einhergehen. Es handelt sich hierbei vorwiegend um Polymorphismen die zu
phanotypischen Defekten der Enzyme des Interleukin-12-Interferon Gamma  (INF-y)
Signallbertragungsweges flihren und so mit einer verminderten Produktion des protektiven INF-y
einhergehen [108, 109]. Die Annahme der Beeinflussung der BUD-Manifestation durch
humangenetische Faktoren, ebenso wie die Hypothese des ,familiar clustering”, die sich auf
Beobachtung der familidren Haufung von BUD-Fallen stiitzt, weisen die Richtung kinftiger
epidemiologischer Forschungsziele [31, 50, 109].
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6 Folgestudie und Ausblick

Im Januar 2011 wurde mit der dreiphasigen Implementierung des Nationalen Referenzlabors fiir BUD
im ,Institut National d” Hygiene” (INH) in Lomé, Togo, in Kollaboration mit der AITM als externes
Referenzlabor, im Zuge des EU-geforderten FP7-Projektes BuruliVac (,ldentification and
development of vaccine candidates for Buruli Ulcer Disease”; Grant agreement number: 241500),
begonnen.

Praktische Schulungen, gezieltes Fehlermanagement sowie regelmaRige Supervisionen in samtlichen
labordiagnostischen Prozessen resultierten - im Vergleich zur vorliegenden Studie — in einem
deutlichen Anstieg der Konkordanzraten der Mikroskopie- und PCR-Ergebnisse der involvierten
Labore sowie weiterer Reduktion der Krankheitsdauer der BUD-Falle vor Erstvorstellung [99].

Entsprechend aktueller WHO-Empfehlungen (personliche Kommunikation, Dr. Kingsley Asiedu, GBUI,
WHO Annual meeting on Buruli ulcer, Genf, Marz 2013) sollten 70% der BUD-Fille endemischer
Lander mittels PCR bestatigt werden [64]. Wie jlingst durch die eigene Arbeitsgruppe gezeigt, konnte
im Rahmen der Implementierung des BUD-Referenzlabors im INH bereits eine PCR-Bestatigung tber
78% erreicht werden [99].
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7 Zusammenfassung

Die Buruli-Ulkus-Erkrankung (engl.: Buruli ulcer disease, BUD) ist eine durch das Mycobacterium
ulcerans verursachte Infektionskrankheit der Haut und des subkutanen Fettgewebes. Ausgehend
von nicht-ulzerativen Formen entstehen im weiteren Krankheitsverlauf groRflachige schmerzlose
Ulzerationen, die aufgrund ausgedehnter Narbenbildung zu erheblichen Behinderungen fihren
kénnen. Vor Beginn der achtwdchigen antimykobakteriellen Kombinationstherapie ist gemal
WHO-Richtlinien eine gesicherte, vorzugsweise molekulare Labordiagnose erforderlich.
Mangelhafte Laborausstattung und Mangel an ausgebildetem Laborpersonal erschweren jedoch
die Implementierung insbesondere molekularer Diagnostikmethoden in endemischen Regionen.

Im Rahmen einer 2007 initiierten Kooperation zwischen DAHWT, CHR, PNLUB und AITM wurden
mittels Schulungen fiir medizinisches Personal, Sensibilisierungsaktionen fiir die Bevolkerung
betroffener Regionen, sowie der Anwendung standardisierter Verfahren zur Probenabnahme,
Dokumentation und externer Qualitdtskontrolle erstmals die Voraussetzungen fir die
Implementierung einer systematischen BUD-Labordiagnostik in Togo geschaffen.

Die Fallbestatigungsrate der mikroskopischen Diagnostik war mit etwa 30% vergleichsweise
gering. Externe Qualitatssicherungsmallnahmen seitens der AITM zeigten aufgrund eines hohen
Anteils falsch negativer Ergebnisse der togoischen Labore sowie methodischer Fehler hinsichtlich
Herstellung, Auswertung und Lagerung der Praparate einen erheblichen Schulungsbedarf auf.

Im dreijahrigen Studienverlauf wurden insgesamt 54% aller BUD-Verdachtsfille mittels
konventioneller 1S2404 PCR als BUD-Falle bestatigt. Kontinuierliches Fehlermanagement und
gezielte Schulungen in klinischer Diagnose und Probenabnahme konnten die initial niedrigen PCR-
Fallbestatigungsraten von 43% im ersten auf iber 69% im dritten Studienjahr steigern. Trotz
teilweise unvollstindiger Probensets ermoglichte die exzellente Qualitdt des vorhandenen
diagnostischen Materials die Laborbestatigung aller Verdachtsfalle. Darliber hinaus wurden im
Studienverlauf zunehmend BUD-Fille mit Fruh-Manifestationen detektiert, somit die
Krankheitsdauer vor Erstvorstellung und Therapiebeginn um durchschnittlich 200 Tage reduziert.

In Ubereinstimmung mit den Erkenntnissen epidemiologischer Studien aus anderen endemischen
Regionen stammte auch in Togo die Mehrzahl der Fille aus der Altersgruppe der unter 15-
jahrigen, es lag ein fokales (Distrikt Yoto) bzw. disseminiertes (Distrikt Yoto) Fallverteilungsmuster
vor und Uber 90 % der Patienten lebten in unmittelbarer Ndhe von Gewdssern. Im togoischen
Patientenkollektiv befanden sich zudem flinf Geschwisterpaare.

Umfangreiche Schulungen in klinischer Diagnostik, standardisierter Probenabnahme und
Datenmanagement, sowie die Etablierung externer QualitdtskontrollmalRnahmen ermdéglichten
die in dieser Arbeit beschriebene erstmalige systematische Durchfiihrung konventioneller und
molekularer Labordiagnostik fir togoische BUD-Verdachtsfille. Die Ergebnisse dieser Studie
waren wegweisend fir die Optimierung samtlicher, die Labordiagnostik betreffender Prozesse im
Rahmen der erfolgreichen Implementierung eines Nationalen BUD-Referenzlabors in Togo.
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11 Anhang

CENTRE HOSFITALIERE REGIONAL MARITIME . B.P. 51 - TSEVIE - TELEFHONE +228-330.41.35

CHR - TSEVIE

[ e HOPITAL REGIONAL MARITIME

'l 7
CENTRE DE REFERENCE NATIONAL ET

Mimistére de la Santé DE TRAITEMENT DE ULCERE DE BURULI
ToGO

Déclaration d’Accord de Patient

Patient
Tom Franom Date e nassance
Ademe Vil Vilaze Ramon

A présent je déclare expressément que dans le cadre de la hospitalisation/prise en
charge/diagnostique et pendant le traitement je suis d accord que/avec

- des prélévements nécessaire dans le cadre de diagnostic. Recherche et traitement
sont pris (biopsie, chirrgical, sanguine)

- des prélevements sanguine en général

- T'utilisation des éc et pré] dans le cadre de la recherche

- le trartement prescrit par les médecins trattanfs

T'envoi des prélévements dans les instituts médicaux externes

- avec tous les actions nécessaires. aussi chirurgicale. dans le cadre de mon
traitement

T'ai été informé que les prélévements seront utilisés pour les publications dans le
cadre de la recherche

Le CHR- Tsévié déclare que les informations du patients restent confidentielles et
sont utilisées dans le cadre professi lle. Les lois en rigueur sur la
¢ des données au Togo sont 1qué

LiswstDate Sigusture Patient
Représentant juridique de patient

Abb. 8: Patienteneinverstandniserklarung

MINISTERE DE LA SANTE REPUBLIQUE TOGOLAISE
Travail-Liberté-Partie

DIRECTION GENERALE DE LA SANTE

DIRECTION DES SOINS DE SANTE PRIMAIRES

PROGRAMME NATIONAL DE LUTTE CONTRE
L'ULCERE DE BURULI, LEPRE ET PIAN

BP : 386. Lomeé - Tél/Fax : 2
Email : pnlub, hoo. fr

N° AR 2011/MSDGS/DSSP/PNLUB-LP

6022

Le Programme National de lutte contre I'UB, Lépre et Pian (PNLUB-LP) autorise la
DAHW et son Partenaires DITMILMU Munich, Institut Netional d'Hygiéne (INH),
Lomeé et Centre Hospitalier Régionale Tsevie (CHR) pour | utilisation des données
diagnostiques (UB/OTN/R) pour les années 2007 & 2010. Les publications de ces
données doivent étre pseudonymes.

Le PNLUB-LP confirme sur les points suivants:

L'information pour les patients et le consentement des patients selon le réglement
ont été faite verbalement initialement. Cette pratique est légale et toujours en vigueur
au Togo. Néanmoins, & partir de janvier 2009, le programme national a mis en place
des consentements par écrit.

Les patients suspects de |'UB ont été informés sur I'utilisation de leurs données dans
des documentations et publicatians.

Lomé, le 07 Mars 2011

Le Cyo%nnaieuy/

Ry

D Yitagnima KOBARA,

Abb. 9: Ethik Abkommen
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MINISTERE DE LA SANTE

DIRECTION GENERALE DE LA SANTE

CENTRE HOSPITALIER REGIONAL DE TSEVIE

CENTRE NATIONAL DE REFERENCE ET DE
TRAITEMENT DE L'ULCERE DE BURULI

DECLARATION

Selon les pratiques en vigueur au Togo pour le consentement des

REPUBLIQUE TOGOLAISE
Travail-Liberté-Patrie

patients, je confirme que les patients suspectés de 1'Ulcére de Buruli

ont été verbalement informés sur :

» La nécessité de prélévement pour le diagnostic de la maladi

» L'envoi des prélévements au LMU & Munich

» L'utilisation des données diagnostiques anonymes pour des
publications

Cette pratique est toujours en vigueur. Néanmoins, & partir de jan

e

wvier

2009, le programme national a mis en place des consentements par

éerit.

Tsévié, le 22/02/2011

Le Responsable de pavillon UB/CNRTUB-CHR-Tsévié

Assistant Médical

Ebékalisi PITEN

Abb. 10: Deklaration der Patientenaufklarung

etk ety s OuT a0

Abb. 11: Data entry form Togo

Fiche clinique et thérapeutique pour I'uicére de Buruli - nouveau cas
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‘GUIDE DE DOSAGE
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11.1 Herkunftsorte der klinischen BUD-Verdachtsfille

Herkunftsregion

Herkunfts
destrikt

Herkunftsort

Anzahl
Verdachtsfille

der

aufgeteilt

Lasionsart (n=N)

BUD-

nach

Anzahl
BUD-
Verdachtsfille
(n=N)

der

Nicht-

ulzerativ

Ulzerativ

Central (16)

Sotouboua (15)

Abuda Bamonda

Adjengie

Affisalo Copé

Babade

Djiguina Abandi

Edjare Copé

Jereboua Kedjan

Kévé

Mono

Somida

Sotouboua

Toukoudjou

Tchaoudjo (1)

Kapangalam

Maritime (184)

Golfe (5)

Agbalejedo

Agoé

Lomé

Lacs (6)

Afanyan

Agbétiko

Aného

Kodohsé

Massedia

Zaliré

Lomé (2)

Adidogomé

Nyikonakpoe

Vo (15)

Afowime

Akosewa Sevagan

Amengnran

Afoin

Dagbati

Fongbé Apédome

Hahotoe
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Herkunftsregion

Herkunfts
destrikt

Herkunftsort

Anzahl
Verdachtsfille
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BUD-
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Verdachtsfille
(n=N)
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ulzerativ

Ulzerativ

Kovié

Momé Hounkpati
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Vogan

Yoto (69)

Agbekou

Ahépé
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Essé Ana
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Anhang
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Anhang

Herkunftsregion | Herkunfts Herkunftsort Anzahl der BUD- | Anzahl der
destrikt Verdachtsfille BUD-
aufgeteilt nach | Verdachtsfille
Lasionsart (n=N) (n=N)
Nicht- Ulzerativ
ulzerativ
Kpome Agome 0 1 1
Labiknove 0 1 1
Mission 0 1 1
Tovegan 1 1 2
Tsevié 0 4 4
Wonougba 0 1 1
Yobo 0 1 1
Yobo Sedjro 1 1 2
Zogbed;ji 0 1 1
Plateaux (2) Ogou (1) Atakpamé 0 1 1
Kloto (1) Womé Aglamato 0 1 1
Alle 51 151 202

Tab. 26: Anzahl und Herkunft der BUD-Verdachtsfille

Abb. 16: Specimen-set OP
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Abb. 18: Diagnostik- und Probenabnahmeschulung
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Abb. 19: Probenabnahmeschulung

Abb. 20: Mikroskopisches Praparat nach Ziehl-Neelsen Farbung
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Anhang

11.2 Anleitung zur Farbung nach Ziehl-Neelsen

Fixierung der Mykobakterien

nativer OT kurz Uber offene Flamme
(Bunsenbrenner).

Farbung OT komplett mit Karbolfuchsinlésung bedecken,
durch Unterhitze erhitzen (nicht kochen), 5 min
Einwirkzeit, AbgieRen der Farblosung.

Entfarbung OT mit 20% Schwefelsdure bedecken (3 min.),
mit Wasser abspulen.

Gegenfarbung OT mit Methylenblau bedecken (1 min.), mit

Wasser abspiilen, Trocknung bei RT

Tab. 27: AFB-Farbung nach Ziehl-Neelsen

(Quelle: APHL, CDC, IUATLD, KNCV, RIT & WHO (2002) External Quality Assessment for AFB Smear Microscopy. APHL, Washington, DC.).

11.3 Anleitung zur Nukleinsdurepraparation aus klinischen

Patientenproben

Mykobakterieninaktivierung

20 min. Inkubation der Proben bei 95°C, dann
Abklhlung auf RT [89]

Zelllyse

Zugabe von 15ul Proteinase K je Probe, darauf
Inkubation bei 55°C und 35%iger
Schittelgeschwindigkeit GN; darauf Inaktivierung
der Proteinase K mittels Inkubation bei 80°C (20
min.) und anschlieBender Abkiihlung auf RT;
darauf Zugabe von je 15ul Lysozym und
Inkubation bei 37°C fur 60 min. (Bei
Wundabstrichen und FNA’s wurde die
Lysozymbehandlung der Proteinase K Lyse
vorgezogen.) [89]

Protein Prezipitation

Zunachst Lagerung der Proben auf Eis fiir 5 min.,
dann Zugabe von 230ul PPS je Probe, erneute
Eisinkubation (5 min.) der Proben, abschlieRend
Zentrifugieren (5 min.) bei 13.000 rpm [89].

DNA Prezipitation

Uberfilhrung des  Uberstands in  neue
Reagenzgefale sowie Zugabe von 700 pl
Isopropanol und 2ul  Glykogen, dann
Zentrifugieren bei 13.000 rpm fir 5 min.; nach
Verwerfen des Uberstands erfolgt Zugabe von
700ul Ethanol mit anschlieRendem
Zentrifugieren bei 13.000 rpm fir 5 min,;
erneutes Verwerfen des Uberstands, Pellets in
offenen ReaktionsgefdRen bei RT lufttrocknen
lassen [89].

DNA Hydration

Nach Zugabe von je 200ul DNA Hydration
Solution bei 55°C (15min.) bei Schittelfrequenz
von 35% bis zur vollstandigen Auflosung der
Pellets inkubieren [89].

Tab. 28: Nukleinsdurenpraparation aus diagnostischem Patientenmaterial
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