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1 Einleitung 
 

 

Akut fiebrige Erkrankungen (AFE) sind global verbreitet und können durch 

unterschiedlichste Pathogene ausgelöst werden. Häufige Symptome sind, neben 

rasch einsetzendem Fieber, besonders Kopfschmerzen sowie Muskel- und 

Gelenkschmerzen. Oft lässt sich anhand klinischer Untersuchungen keine sichere 

Diagnose stellen, wodurch eine erregerspezifische Therapie enorm erschwert wird 

(Chappuis et al., 2013).  

Deshalb sind diagnostische Tests zur Differenzierung und Erkennung möglicher 

Pathogene von großer Bedeutung. Diagnostikmethoden, die auf mehrere Erreger 

gleichzeitig testen können, haben großes Potenzial besonders in Regionen, in denen 

verschiedene Erreger von AFE nebeneinander vorkommen.  Insbesondere in 

tropischen und subtropischen Gebieten sind neben Malaria häufig Arboviren Auslöser 

dieses Syndroms (Braack et al., 2018).   

Während einer Kooperation mit Gesundheitseinrichtungen in Tansania wurde von der 

Arbeitsgruppe Gehring der Universitätsmedizin Mainz eine Multiplex-RT-PCR-ELISA 

für die gleichzeitige Detektion von Malaria und 8 Arboviren entwickelt. In Proben aus 

Tansania konnten jedoch keine arboviralen Infektionen festgestellt werden, sodass 

Fragen bezüglich der Funktionsfähigkeit teilweise ungeklärt blieben.  

Ziel dieser Arbeit war die weitere Funktionsprüfung der Multiplex-RT-PCR-ELISA-

Nachweismethode durch ihre Anwendung in einer anderen klinischen Umgebung. 

Dafür wurden in einer Partnerschaft mit der Universität von Antioquia in Kolumbien 

Patientenproben gesammelt und später in Mainz mit der m-RT-PCR-ELISA getestet.  

Das grundsätzliche Bestreben ist, die entwickelte m-RT-PCR-ELISA so zu etablieren 

und zu validieren, dass sie im klinischen Kontext zur Verbesserung von Diagnostik und 

somit auch der Behandlung akuter fiebriger Erkrankungen eingesetzt werden kann.  
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2 Literaturdiskussion 

 

2.1 Akutes fiebriges Syndrom  
 

Die Bedeutung des Terminus „Akutes fiebriges Syndrom“, auf Englisch acute febrile 

illness (im Folgenden AFI), ist nicht klar definiert und hängt stark vom klinischen Setting 

ab. Generell beschreibt AFI fiebrige Erkrankungen unterschiedlicher Genese, häufig 

solche ohne offensichtlichen Ursprung (Rhee et al., 2019). Lange Jahre war Malaria 

der wichtigste Auslöser akuter fiebriger Syndrome in Lateinamerika. Nicht zuletzt durch 

effektive Kontrollprogramme ist die Inzidenz in den letzten Jahren in vielen Ländern 

Lateinamerikas rückläufig (Recht et al., 2017, Carter et al., 2015). Dadurch verändert 

sich auch die epidemiologische Landschaft. Die sogenannte non-malarial febrile illness 

(im Folgenden NMFI) und ihre Erreger gewinnen zunehmend an Bedeutung (Moreira 

et al., 2018, Forshey et al., 2010). Besonders von Arthropoden übertragene Viren, im 

Englischen arthropod-borne viruses (nachfolgend als Arboviren bezeichnet) sind 

wichtige Erreger von NMFI (Forshey et al., 2010). Sowohl Malaria als auch Infektionen 

mit Arboviren können einen schweren Verlauf nehmen, die meisten lassen sich 

allerdings durch eine adäquate Therapie gut behandeln. Die dafür nötige Identifikation 

des Erregers ist durch klinische Diagnostik kaum zu bewerkstelligen (Chappuis et al., 

2013, Waggoner et al., 2016b). Deshalb ist die Entwicklung und Implementierung 

diagnostischer Tests unabdingbar für die erfolgreiche Bekämpfung dieser Erreger 

(Donoso Mantke et al., 2018, Abdad et al., 2017). 

Durch gleichzeitiges Testen mehrerer Pathogene mit der neunvalenten m-RT-PCR-

ELISA soll die diagnostische Effizienz erhöht und Zeit und Material gespart werden.  

Das Panel der in dieser Arbeit behandelten m-RT-PCR-ELISA wurde auf folgende 9 

Pathogene ausgelegt: Malaria (MAL), Dengue-Virus (DENV), Zika-Virus (ZIKV), 

Chikungunya-Virus (CHIKV), O’nyong-nyong-Virus (ONNV), Gelbfieber-Virus (YFV), 

Rift-Valley-Fever-Virus (RVFV), West-Nile-Virus (WNV) und Semliki-Forest-Virus 

(SFV).  
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2.2 Malaria  
 

Malaria ist eine von Parasiten der Gattung Plasmodium verursachte, potenziell tödliche 

Erkrankung. Die Plasmodien werden durch den Stich einer weiblichen Anopheles-

Mücke übertragen und befallen nach dem Stich zuerst Hepatozyten. Dort vermehren 

sie sich und gelangen anschließend in den Blutkreislauf, wo sie Erythrozyten befallen. 

Bislang sind 5 Plasmodien bekannt, die Malaria in Menschen auslösen können: 

P.falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae und P. knowlesi. Die beiden wichtigsten 

Vertreter sind P. vivax und P. falciparum. Letztere ist die dominante Spezies in Afrika 

und gilt als häufigster Verursacher von schweren Verlaufsformen. Im Rest der Welt ist 

P.vivax die dominante Spezies. Die WHO schätzt, dass es im Jahr 2019 weltweit etwa 

229 Millionen Infektionen und etwa 409 000 Todesfälle durch Malaria gab, die meisten 

davon in Sub-Sahara-Afrika. Kinder unter 5 Jahren sind mit etwa 67% der Todesfälle 

die weltweit am stärksten betroffene Gruppe (WHO, 2020b, Magill et al., 2013, Meyer, 

2019). 

Malaria ist eine fieberhafte Erkrankung, die sowohl akut als auch chronisch verlaufen 

kann. Weiterhin werden schwere und milde Verläufe voneinander abgegrenzt. Häufig 

manifestiert sich die Krankheit zu Beginn durch unspezifische Symptome wie Fieber, 

Kopfschmerzen und Schüttelfrost, weshalb laut WHO alle Malaria-Verdachtsfälle 

entweder durch Schnelltest oder Mikroskop-Diagnostik verifiziert werden sollten. 

Schwere Verlaufsformen können zahlreiche Organsysteme wie Nieren oder Gehirn 

betreffen. Nicht selten kommt es dabei zu Gerinnungsstörungen und einer schweren 

Anämie durch starke Hämolyse. Eine rechtzeitige Diagnose und adäquate Therapie 

sind von großer Bedeutung, denn so kann Malaria in der Regel geheilt werden (CDC, 

2020b, Mathison and Pritt, 2017, WHO, 2015). Durch wiederholte Re-Infektionen 

können manche Menschen eine Teilimmunität entwickeln, die zu milden oder 

asymptomatischen Verläufen führen kann (Meyer, 2019, WHO, 2020b).  
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Abb.1: Annäherung der weltweiten Verbreitung von Malaria  
Blau: Malaria-Übertragung ist nicht bekannt 
Gelb: Malaria-Übertragung kommt an manchen Orten vor 
Orange: Malaria-Übertragung kommt überall vor 

(CDC, 2020c) 
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2.3 Arboviren 
 

Arboviren nutzen Arthropoden, wie zum Beispiel Mücken, Sandmücken oder Zecken, 

als Vektoren zur Übertragung. Wirbeltiere dienen dabei als Reservoire für Arboviren. 

Wenn sich ein Arthropod an einem infizierten Wirt ernährt, nimmt er die in der Blutbahn 

zirkulierenden Viren in sich auf. Nach weiterer Vermehrung im Vektor können die Viren 

dann bei der nächsten Blutmahlzeit über den Speichel des Tieres auf den neuen Wirt 

übertragen werden. Arbovirale Infektionen können entweder stumm verlaufen oder 

sich klinisch anhand von Symptomen manifestieren (Meyer, 2019, Girard et al., 2020, 

Valentine et al., 2019). Es gibt viele verschiedene Arboviren. Die meisten medizinisch 

relevanten unter ihnen sind jedoch Angehörige weniger Gattungen. Dazu zählen 

insbesondere Flavivirus, Alphavirus und Orthobunyavirus (Forshey et al., 2010). 
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2.3.1 Dengue 
 

 Erreger und Übertragung  

 

Dengue-Viren sind behüllte einsträngige RNA-Viren und gehören zu den Flaviviren. Es 

gibt vier verschiedene humanpathogene Serotypen (DENV1-DENV4), die eng 

miteinander verwandt sind (WHO, 2020a). 

Die Übertragung auf den Menschen erfolgt durch den Stich einer weiblichen 

Stechmücke der Gattung Aedes, die vor allem im urbanen und peri-urbanen Bereich 

vorkommen. Der wichtigste Vektor ist Ae. aegypti, aber auch Ae. albopictus, Ae. 

scutellaris und Ae. polynesiensis können DENV übertragen. Man geht davon aus, dass 

eine durchgemachte Infektion lebenslange Immunität gegen den infizierenden 

Serotypen hinterlässt (Magill et al., 2013, Meyer, 2019).  

 

 

 

 Verbreitung und Krankheitslast  

 

Die Inzidenz der Erkrankung hat in den letzten Jahrzehnten stark zugenommen, wobei 

die Angaben je nach Quelle variieren. Unter anderem verantwortlich dafür sind sowohl 

unerkannte als auch falsch diagnostizierte Fälle (Meyer, 2019). 

Laut den amerikanischen Centers for Disease Control and Prevention (CDC) ist 

Dengue in über 100 Ländern der Welt endemisch und damit aktuell die häufigste 

arbovirale Erkrankung der Welt. Ungefähr 3 Milliarden Menschen leben weltweit in 

Gegenden, in denen das Risiko besteht, sich mit Dengue anzustecken. Jährlich 

infizieren sich ca. 400 Millionen Menschen, von denen rund ein Viertel erkrankt, etwa 

22.000 versterben an einem schweren Verlauf (CDC, 2020a, Magill et al., 2013).  

Dengue verursacht häufig große Ausbrüche, wie zum Beispiel 2016 in Brasilien. In 

diesem Jahr meldete das südamerikanische Land 1,5 Millionen Fälle, etwa viermal so 

viele wie im Jahr 2014 (WHO, 2020a). 
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Abb.2: Das Infektionsrisiko von Dengue weltweit 
Dunkelblau: Häufige oder dauerhafte Ausbrüche/Übertragungen finden statt 
Hellblau: Sporadisch oder ungewiss; Das Risiko variiert, die Datenlage ist nicht eindeutig 
Grau: Keine Beweise für ein Übertragungsrisiko (CDC, 2020d) 

 

 

 

 

 Krankheitsbild 

 

Die Inkubationszeit von Dengue bewegt sich je nach Quelle zwischen 2 und 14 Tagen. 

Nach der Inkubationszeit kann es zur Entwicklung klinischer Symptome kommen. Das 

klassische Dengue-Fieber manifestiert sich als grippeähnliche fiebrige Erkrankung. 

Neben hohem Fieber (40°C) gelten starke Myalgien und Arthralgien, retrobulbäre 

Schmerzen und ein distal beginnendes Exanthem als charakteristische 

Erscheinungen. Die Symptome dauern meist 2-7 Tage an (Meyer, 2019, WHO, 2009). 
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 Hämorrhagisches Dengue-Fieber und Dengue-Schocksyndrom 

 

3-7 Tage nach Krankheitsbeginn erreichen die Patienten die sogenannte kritische 

Phase, die mit Abfall des Fiebers auf unter 38°C beginnt und etwa 24-48h andauert. 

In den meisten Fällen tritt danach die Erholungsphase ein (WHO, 2020a). 

Ein geringer Teil der Patienten entwickelt in der kritischen Phase eine schwere 

Dengue-Infektion, die sich als hämorrhagisches Dengue-Fieber (DHF) oder Dengue-

Schock-Syndrom (DSS) manifestieren kann. Als besonders gefährdet gelten Kinder im 

Alter von 2-7 Jahren und Patienten, die zuvor bereits mit einem anderen Serotyp 

infiziert waren. Grund für Letzteres ist, dass eine durchgemachte Infektion eine 

teilweise kreuzreaktive Immunität hinterlässt. Die Antikörper gegen den vorherigen 

Serotyp binden an die Viren vom neuen Serotyp, führen aber nicht zu einer 

Neutralisation, sondern erleichtern über Fc-Rezeptoren die Aufnahme der Viren in die 

Wirtszelle. Dadurch kommt es im Verlauf zu einer verstärkten Virämie. Dieser Prozess 

wird antibody-dependent enhancement genannt (Meyer, 2019, Alejandria, 2015, 

Guzman et al., 2013, Halstead, 2003, Izmirly et al., 2020). 

DHF ist gekennzeichnet durch Symptome von Dengue-Fieber in Verbindung mit 

Thrombozytopenie (<100.000 Blutplättchen pro mm3), Plasmaleckagen (Anstieg des 

Hämatokrits durch Hämokonzentration, Aszites, Lungenödeme) und unterschiedlich 

stark ausgeprägte Hämorrhagie (Magill et al., 2013, Alejandria, 2015, Rodrigo et al., 

2021). Plasmaleckagen und Hämorrhagie entstehen sowohl durch immunvermittelte 

Prozesse, als auch durch direkte Effekte der Viren auf die Wirtszellen (Guzman et al., 

2013). 

Die schwerwiegendste Manifestation des DHF ist das Dengue-Schock-Syndrom, 

gekennzeichnet durch Organversagen, intravasale Gerinnung und schwere 

Hämorrhagie. Unbehandelt kann die Mortalität bei Kindern bis zu 20% betragen. Bei 

frühzeitiger Erkennung und adäquater Behandlung kann die Mortalität jedoch auf 

ungefähr 1% gesenkt werden (Alejandria, 2015). 

Deshalb ist es wichtig, in der zuvor beschriebenen kritischen Phase auf Warnsignale 

zu achten. Zu diesen gehören starke Bauchschmerzen, anhaltendes Erbrechen, 

Hyperventilation, Schleimhautblutungen oder blutiges Erbrechen, Erschöpfung oder 

Unruhe, Hämatokritanstieg und Thrombozytenabfall (WHO, 2020a, Magill et al., 2013). 
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Abb.3: Krankheitsverlauf Dengue-Fieber, modifiziert nach (Yip, 1980) 

 

 

 Diagnostik  

 

Klinisch kann Dengue vermutet werden, wenn eine Person in einem Endemiegebiet 

hohes Fieber (40°C) in Kombination mit 2 oder mehr der folgenden Symptome hat: 

Starke Kopfschmerzen, retrobulbäre Schmerzen, Arthralgien, Myalgien, Übelkeit, 

Erbrechen, Ausschlag, Lymphknotenschwellung  (WHO, 2020a). Die Symptomatik 

hängt allerdings stark vom Stadium der Erkrankung ab. Darüber hinaus gibt es je nach 

geographischer Lage verschiedenste andere Erkrankungen, die ähnliche Symptome 

verursachen können. Dazu zählen zum Beispiel Gelbfieber, Malaria, Zika und 

Chikungunya. Um die Patienten trotzdem krankheitsspezifisch behandeln und 

betreuen zu können, sind Schnelltests und Labordiagnostik wichtige Ergänzungen zur 

klinischen Diagnostik (Muller et al., 2017, WHO, 2009). 

Viele kommerzielle Dengue-Schnelltests beruhen auf dem Nachweis des viralen NS1-

Antigens, das in allen vier Dengue-Serotypen stark konserviert ist. Es eignet sich 
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besonders gut für Schnelltests, da es in hohen Konzentrationen ins Blut sezerniert 

wird. Bei Erstinfektionen lässt sich NS1 ab dem Zeitpunkt des Symptombeginns etwa 

8-10 Tage lang nachweisen.  

Historisch gesehen ist die Virusisolation auf Zellkulturen die Nachweismethode der 

Wahl für DENV-Infektionen gewesen. Da sie sehr zeitaufwendig ist, wird sie mehr und 

mehr von RT-PCR-Verfahren abgelöst. RT-PCR-Methoden sind schnelle, sensitive 

und spezifische Nachweismethoden für virale RNA im Blut des Patienten. Leider sind 

die nötigen finanziellen und strukturellen Mittel für diese Techniken in vielen 

Endemiegebieten bislang nicht vorhanden (Meyer, 2019, Muller et al., 2017, Magill et 

al., 2013). 

Zur Verbesserung der Diagnostik in ressourcenschwachen Gegenden werden 

vermehrt isothermale Diagnostikmethoden, wie zum Beispiel LAMP (Loop-mediated 

Isothermal Amplification), erforscht. Teoh et al. konnten zeigen, dass ihre LAMP in 

Kombination mit anderen Diagnostikmethoden hohe Spezifität und Sensitivität 

aufweist (Teoh et al., 2013).  

Eine weitere wichtige Unterstützung zur klinischen Diagnostik ist die Serologie mittels 

IgM/IgG ELISA. In der Akutphase der Erkrankung, etwa nach 3-4 Tagen, lässt sich 

eine IgM-Antwort beobachten. IgG ist bei Primärinfektion etwa ab dem 7. Tag 

nachweisbar. Höhe und Anstieg der Titer können Aufschluss darüber geben, ob eine 

Primär- oder Sekundärinfektion vorliegt, was wiederum richtungsweisend für die 

Therapie sein kann. Allerdings können diese Werte durch Kreuzreaktivitäten mit 

anderen Flaviviren beeinflusst werden. Deshalb ist die Antikörper-Serologie in 

Gebieten, wo mehrere Flaviviren wie DENV, YFV oder ZIKV zirkulieren, kritisch zu 

betrachten (Meyer, 2019, Muller et al., 2017, Magill et al., 2013).  

Im Falle von DENV dauert das Fieber in der Regel 2-7 Tage an (WHO, 2009, Rigau-

Pérez et al., 1998). Das Virus kann besonders bei kurzen Fieberverläufen auch über 

den Zeitraum des Fiebers hinaus im Patientenblut persistieren (Muller et al., 2017). 

Um auch solche Patienten identifizieren zu können, wurden in dieser Arbeit Patienten 

in die Studie aufgenommen, wenn sie in den letzten 72h vor Untersuchung Fieber 

gehabt hatten.  
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Abb.4: Auftreten verschiedener Biomarker in Patienten mit DENV-Infektion 
 
Oberes Bild: Primärinfektion Unteres Bild: Sekundärinfektion 
In beiden Bildern lässt sich zu Krankheitsbeginn ein Anstieg von Viruslast und NS1 
erkennen. IgM steigt sowohl bei Primär- als auch bei Sekundärinfektion etwa ab dem 3. Tag 
und erreicht seinen Höhepunkt etwa am 5. Tag der Erkrankung.  
Primärinfektion: Es bildet sich etwa ab dem 7. Tag IgG, die Viruslast und der NS1-Spiegel 
fallen kontinuierlich über den gesamten abgebildeten Zeitraum. 
Sekundärinfektion: IgG bildet sich bereits um den 2. Infektionstag, zeigt einen starken 
Anstieg und höheres Maximum als bei Primärinfektion. NS1-Wert und Viruslast fallen bereits 
ab dem 2.-3. Tag stark ab. Die kritische Phase für schwere Verläufe beginnt um den 5. Tag. 
Sie ist gekennzeichnet durch maximale IgG-Spiegel bei gleichzeitig niedriger Viruslast und 
niedrigen NS1-Werten (Muller et al., 2017). 
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 Therapie  

 

Für Dengue gibt es bisher keine kausale antivirale Therapie. Die Behandlung erfolgt 

symptomorientiert. Wichtigstes Medikament zur Behandlung des klassischen Dengue-

Fiebers ist Paracetamol. Es lindert Muskel- und Gelenkschmerzen und senkt das 

Fieber. Eine Dengue-Infektion kann sich, wie bereits beschrieben, als 

hämorrhagisches Fieber manifestieren und mit erhöhter Blutungsneigung 

einhergehen. Medikamente, die die Blutungsneigung zusätzlich erhöhen, sind deshalb 

nicht zur Behandlung des Dengue-Fiebers geeignet. Aus diesem Grund ist die 

Verwendung von sogenannten NSAIDs (non-steroidal anti-inflammatory drugs), wie 

Ibuprofen oder Acetylsalicylaten, kontraindiziert. Weiterhin sollte bei einer klassischen 

Dengue-Infektion auf ausreichend orale Flüssigkeitszufuhr geachtet und Ruhe 

verordnet werden (WHO, 2020a, Magill et al., 2013, Meyer, 2019). 

Um ein hämorrhagisches Dengue-Fieber frühzeitig zu erkennen, sollten Patienten und 

Angehörige über die Warnsignale aufgeklärt werden. Bei Auftreten der Warnsignale, 

wie Anzeichen von Plasmaleckagen, Blutdruckabfall oder Blutungen, sollten sich die 

Patienten umgehend in medizinische Behandlung begeben. Dasselbe gilt für 

Patienten, die andere relevante Komorbiditäten aufweisen. Der wichtigste Grundsatz 

in diesen Fällen ist die engmaschige Überwachung des Patienten, besonders in Bezug 

auf Hämatokrit, Blutdruck und Pulsamplitude. Bei Patienten, die eine erhöhte 

endotheliale Permeabilität aufweisen, besteht die Gefahr der Organminderperfusion 

und des Kreislaufstillstands. Wenn Patienten nicht ausreichend oral Flüssigkeit zu sich 

nehmen können oder der Hämatokrit rasch abnimmt, sollte Flüssigkeit intravenös 

verabreicht werden. Auch im Falle eines DSS ist das Flüssigkeitsmanagement die 

wichtigste Säule der Therapie. Die Flüssigkeitsgabe sollte dennoch unter strenger 

Kontrolle erfolgen, da eine Flüssigkeitsüberladung und die daraus resultierende 

Hypervolämie zu schweren Komplikationen führen kann. Weiterhin kann im 

Schockzustand die Gabe von Thrombozytenkonzentraten oder fresh-frozen plasma 

lebensrettend sein (Magill et al., 2013, Simmons et al., 2012).  

Schwere Dengue-Verläufe haben eine hohe Mortalität. Eine adäquate Therapie durch 

erfahrenes Personal kann die Mortalität auf weniger als 1% senken (WHO, 2020a). 
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 Prävention 

 

Es gibt zwei hauptsächliche Standbeine zur Prävention der Übertragung von Dengue. 

Zum einen besteht die Möglichkeit, den Kontakt zwischen Mensch und Vektor so 

gering wie möglich zu halten. Dies gelingt vor allem durch den Gebrauch von 

Repellenzien, langer Kleidung und Mückennetzen vor Fenstern und über 

Schlafstätten. Auch Schulungen der in Endemiegebieten lebenden Bevölkerung zur 

Übertragung von Dengue sind von Bedeutung. Aedes-Mücken vermehren sich häufig 

in urbaner und peri-urbaner Umgebung in von Menschen geschaffenen 

Wasserreservoirs. Dazu zählen zum Beispiel alte Autoreifen, in denen sich Wasser 

sammelt, Blumenvasen und Wasserbassins. Mit der Reduktion 

menschengeschaffener Brutplätze kann die Bevölkerung einen wichtigen Beitrag zur 

Eindämmung der Mückenpopulation leisten. Das andere Standbein ist eine effektive 

Vektorkontrolle. Es gibt mehrere Verfahren zur Verringerung der Verbreitung von 

Aedes. Sowohl Larven als auch adulte Mücken können mit Pestiziden getötet werden. 

Die Larvenpopulation kann außerdem durch die Verbreitung larvenfressender Krebse 

oder Fische eingedämmt werden. Andere Verfahren beruhen zum Bespiel auf der 

DENV-Immunisierung der Mücken durch Wolbachia-Bakterien (Magill et al., 2013, 

Meyer, 2019, WHO, 2020a, WHO, 2009, Bos et al., 2018). 

Des Weiteren gibt es eine zugelassene DENV-Impfung „Dengvaxia®“. In 

Auswertungen der Daten zeigte sich eine gute Wirksamkeit für 9- bis 45-jährige 

Patienten, die bereits mindestens einmal an Dengue erkrankt waren. Personen, die 

zum Zeitpunkt der Impfung noch keinen Kontakt mit DENV gehabt hatten, hatten ein 

deutlich erhöhtes Risiko schwere Dengue-Verläufe zu entwickeln. Deshalb empfiehlt 

die WHO eine Impfung mit Dengvaxia® nur Personen, die nachweislich mindestens 

eine DENV-Infektion gehabt haben (WHO, 2020a, Thomas and Yoon, 2019). 
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 Dengue in Tansania 

 

Die Datenlage zur genauen Verbreitung von Dengue in Tansania ist ungenügend. 

Trotzdem gibt es zahlreiche Berichte über Dengue-Ausbrüche und Übertragung von 

Dengue in Tansania (Boillat-Blanco et al., 2018, Mboera et al., 2016, Okada et al., 

2019). Auch eine systematische Literaturanalyse von 2017 kommt zu dem Schluss, 

dass es in Tansania andauernde Dengue-Aktivität gibt (Ward et al., 2017). 

 

 

 Dengue in Kolumbien 

 

Dengue ist in Kolumbien ein Problem der öffentlichen Gesundheit. Übertragungen und 

Todesfälle werden seit Jahrzehnten beobachtet (Chaparro-Narváez et al., 2016, 

Gutierrez-Barbosa et al., 2020, Villar et al., 2015, López-Montenegro et al., 2019). 

 

 

Abb.5: Mortalität durch Dengue in kolumbianischen Gemeinden (1985-2012) 

Links: Absolute Zahlen 

Rechts: Mortalitätsrate pro 100.000 Einwohner 

Modifiziert nach: (Chaparro-Narváez et al., 2016) 
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2.3.2 Andere Flaviviren 
 

Abgesehen von DENV können auch andere Flaviviren Krankheiten und Epidemien 

verursachen. Dazu gehören zum Beispiel das Gelbfieber-Virus, Zika-Virus und West-

Nile-Virus (Meyer, 2019). 

 

 Gelbfieber-Virus  

 

Auch YFV wird von weiblichen Stechmücken der Gattung Ae. aegypti übertragen. 

Weitere wichtige Vektoren sind Haemagogus- und Sabethes-Mücken (Meyer, 2019). 

Das Virus ist in 47 Ländern Afrikas, Zentral- und Südamerikas endemisch. 

Obwohl es seit Mitte des 20. Jahrhunderts eine sichere, effektive und günstige Impfung 

gegen Gelbfieber gibt (WHO, 2019), kommt es immer wieder zu regionalen 

Ausbrüchen. So infizierten sich im Zeitraum von 2016-2018 in Brasilien mehr als 2000 

Menschen mit Gelbfieber, mehr als 700 Personen starben (Chen and Wilson, 2020). 

Der Grund, warum das Virus durch die Impfung nicht ausgerottet werden kann, ist, 

dass es in einem enzootischen Zyklus fortbesteht, in welchem es Primaten und 

Vektoren als Reservoire nutzt (Meyer, 2019). Kommen nicht-immune Menschen oder 

urbane Vektoren wie Ae. aegypti durch unkontrollierte Waldabholzung oder 

Siedlungsbau mit dem enzootischen Zyklus in Berührung, kann es zu einem Ausbruch 

kommen (Chippaux and Chippaux, 2018).  

Ähnlich wie bei Dengue verläuft die Erkrankung in vielen Fällen symptomlos, kann sich 

aber auch als akutes febriles Syndrom mit Kopfschmerzen, Gliederschmerzen, 

Übelkeit und Erbrechen manifestieren (WHO, 2019). In den meisten Fällen klingen die 

Symptome nach etwa 4 Tagen ab und die Patienten genesen. Ein kleiner Teil der 

Infizierten jedoch kommt danach in die toxische Phase, oft gekennzeichnet durch 

Hämorrhagie und multiple Organbeteiligung. Dabei kommt es auch vermehrt zur 

Ausbildung eines Ikterus, was der Erkrankung ihren Namen gibt. Die 

Wahrscheinlichkeit, in der toxischen Phase zu versterben, liegt laut WHO bei etwa 

50% (Meyer, 2019, WHO, 2019).  
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 Zika-Virus  

 

Das Zika-Virus wurde 1947 in Uganda entdeckt (Dick et al., 1952). Lange Jahre wurde 

ihm wenig Aufmerksamkeit zuteil, da die meisten Infektionen asymptomatisch oder nur 

mit milden Symptomen verlaufen, die denen einer DENV- oder CHIKV-Infektion 

ähneln. 2007 kam es zum ersten größeren Ausbruch auf der Insel Yap in Mikronesien. 

Es folgte ein Ausbruch in Französisch-Polynesien 2013-2014, bei dem ZIKV-

Infektionen mit dem Auftreten von Guillain-Barré-Syndrom in Verbindung gebracht 

wurden. 2015 kam es zu einem Ausbruch in Brasilien. Dabei wurden Fälle von 

Mikrozephalie in Neugeborenen beobachtet, deren Mütter während der 

Schwangerschaft mit ZIKV infiziert gewesen waren. ZIKV breitete sich in der Folge 

rasch aus. Bereits Anfang 2016 wurden in über 20 Ländern Nord- Mittel- und 

Südamerikas lokale Übertragungen der Erkrankung gemeldet.  

Auch ZIKV wird hauptsächlich von Ae. aegypti und anderen Aedes-Mücken 

übertragen. Zudem gilt ZIKV auch als sexuell übertragbar und konnte in 

Samenflüssigkeit nachgewiesen werden (Kindhauser et al., 2016, Musso et al., 2015). 

 

 

 West-Nile-Virus 

 

Das West-Nile-Virus (WNV) ist ein neurotropes Virus, das erstmals 1937 aus dem Blut 

einer ugandischen Patientin isoliert wurde (Smithburn et al., 1940). Das Virus zirkuliert 

in der Natur normalerweise in Stechmücken, besonders der Gattung Culex, und in 

Vögeln. Durch Migrationsbewegungen infizierter Vögel hat es sich auf allen 

Kontinenten mit Ausnahme der Antarktis ausgebreitet und ist heute das am weitesten 

verbreitete Arbovirus der Welt (Kramer et al., 2008, Charrel et al., 2003, Reiter, 2010). 

Während Stechmücken und Vögel die Hauptwirte des Virus sind, befällt es 

gelegentlich auch Säugetiere wie Pferde und Menschen (Pupo et al., 2006). Eine 

Infektion mit WNV verläuft in Menschen meist asymptomatisch. Einige Patienten 

entwickeln allerdings ein unspezifisches akut-fiebriges Syndrom. Darüber hinaus 

kommt es bei etwa 1 von 150 Personen zur viralen Neuroinvasion, was zu 

Meningoenzephalitiden und zahlreichen neurologischen Ausfallerscheinungen bis hin 

zum Tod führen kann (Hayes et al., 2005, Reiter, 2010, Mostashari et al., 2001).  
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2.3.3 Togaviren 
 

Das Chikungunya-Virus (CHIKV), das O’nyong-nyong-Virus und das Semliki-Forest-

Virus (SFV) sind Alphaviren aus der Familie der Togaviren (Briolant et al., 2004, 

Bessaud et al., 2006).  

 

 

 Chikungunya-Virus  

 

Das CHIKV wurde Mitte des 20. Jahrhunderts erstmals im heutigen Tansania 

beschrieben und ist mittlerweile weltweit verbreitet. Autochthone Übertragungen finden 

hauptsächlich in Afrika, Asien, Zentralamerika und in der Region des Indischen 

Ozeans statt (Robinson, 1955, Horwood and Buchy, 2015, Thiberville et al., 2013). 

2014 kam es zu einem Ausbruch mit autochthoner Übertragung in Montpellier, 

Frankreich (Delisle et al., 2015).  

Im Gegensatz zu vielen anderen arboviralen Erkrankungen entwickeln die meisten 

CHIKV-infizierten Patienten Symptome. Neben Fieber sind besonders schwere 

Arthralgien charakteristisch für Chikungunya. Diese Arthralgien können für Monate 

nach der Infektion persistieren und schränken die Lebensqualität der Betroffenen 

erheblich ein (Robinson, 1955, Thiberville et al., 2013, Vu et al., 2017).  

 

 

 O’nyong-nyong-Virus 

 

Der erste große Ausbruch von ONNV wurde 1959 in Uganda beobachtet. Die 

Krankheit wurde damals als Dengue-ähnliche Erkrankung beschrieben. Häufige 

Symptome sind Fieber, Kopfschmerzen, starke Gelenk- und Muskelschmerzen sowie 

Ausschlag (Haddow et al., 1960, Kiwanuka et al., 1999). Im Gegensatz zu vielen 

anderen arboviralen Erkrankungen und ähnlich wie bei Malaria, sind Mücken der 

Gattung Anopheles die hauptsächlichen Überträger von ONNV (Williams et al., 1965, 

Rezza et al., 2017). Die Verbreitung von ONNV ist zum jetzigen Zeitpunkt nicht genau 

bekannt und erfordert weitere Untersuchungen (Rios-González, 2017, Rezza et al., 

2017).  
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 Semliki-Forest-Virus  

 

Das Semliki-Forest-Virus (SFV) kann, ähnlich wie ONNV und CHIKV, in Menschen 

eine akut-fiebrige Erkrankung auslösen. Bei einem Ausbruch 1987 in der 

Zentralafrikanischen Republik waren häufige Symptome Fieber, Muskelschmerzen, 

Gelenkschmerzen und Abgeschlagenheit (Mathiot et al., 1990). Auch ein Fall, bei dem 

ein Patient in Folge einer SFV-Infektion eine Enzephalitis entwickelte und verstarb, ist 

dokumentiert (Willems et al., 1979). SFV ist endemisch in verschiedenen Regionen 

Afrikas. Die genaue Ausbreitung ist jedoch bisher nicht bekannt (Briolant et al., 2004, 

Lundström, 1999, LaBeaud et al., 2015, Tigoi et al., 2015).  

 

 

 

2.3.4 Rift-Valley-Fever-Virus 
 

Das zu den Bunyaviren gehörende Rift-Valley-Fever-Virus (RVFV) verursacht 

vornehmlich schwere Erkrankungen bei Nutztieren, kann jedoch auch eine fiebrige 

Erkrankung beim Menschen hervorrufen. Sowohl der wirtschaftliche Schaden als auch 

die gesundheitlichen Folgen für Mensch und Tier machen das RVFV zu einer 

ernstzunehmenden Bedrohung. Die Übertragung auf den Menschen erfolgt entweder 

über Kontakt mit infiziertem Gewebe oder Körperflüssigkeiten der Tiere oder über 

infizierte Stechmücken, hauptsächlich Culex spp. und Aedes spp. (Pepin et al., 2010, 

Linthicum et al., 2016, Chevalier et al., 2010, Mansfield et al., 2015). Eine Infektion 

verläuft bei Menschen häufig asymptomatisch oder als leichte grippeähnliche 

Erkrankung. Das RVFV kann jedoch auch schwere, teilweise tödliche, Komplikationen, 

wie Hämorrhagie, Organversagen und Meningoenzephalitiden, auslösen. Des 

Weiteren sind neurologische Spätfolgen wie Erblinden und Paresen beschrieben 

(Adam et al., 2010, Balkhy and Memish, 2003, Chevalier et al., 2010, Al-Hazmi et al., 

2003). Das RVFV kommt bislang hauptsächlich in Afrika und im Nahen Osten vor, 

besitzt allerdings das Potenzial, sich auf andere Kontinente, wie zum Beispiel Europa, 

auszubreiten (Chevalier et al., 2010, Linthicum et al., 2016, Mansfield et al., 2015, 

Pepin et al., 2010).  
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2.4 Studienort Kolumbien 
 

Kolumbien ist ein Land in Südamerika, das im Norden an das Karibische Meer und im 

Westen an den Pazifik grenzt. Auf einer Fläche von rund 1,138,910 km2 leben etwa 49 

Millionen Menschen (Stand 2020). Das Klima ist an den Küsten und im Flachland 

tropisch und kühler in höher gelegenen Regionen. Die durchschnittliche 

Lebenserwartung beträgt 76,6 Jahre und die Fertilitätsrate liegt bei etwa 1,94 Kindern 

pro Frau (Stand 2020) (CIA, 2020).  

 

 

Abb. 6: Karte von Kolumbien (CIA, 2020) 
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2.4.1 Quibdó 
 

Quibdó ist die Hauptstadt des Departements Chocó, welches in der Pazifikregion 

Kolumbiens liegt. Die Region hat mit Armut und einem schwachen 

Gesundheitssystem zu kämpfen. Diese Aspekte in Kombination mit feucht-heißem, 

tropischen Klima bieten gute Voraussetzungen für die Übertragung tropischer 

Infektionskrankheiten wie Dengue (Berta Nelly Restrepo and Katherine Marín, 2015). 

 

  
Abb.7: Lage Quibdó, Chocó, Kolumbien    (Berta Nelly Restrepo and Katherine Marín, 2015) 

 

 

2.4.2 Apartadó 
 

Apartadó liegt im Nordosten Kolumbiens, am Golf von Urabá im Departement 

Antioquia. Urabá ist Endemiegebiet verschiedener akuter Fiebererkrankungen 

infektiöser Natur (Arroyave et al., 2013). Das Klima in Urabá ist subtropisch feucht 

(Codazzi, 2002). 

 

2.4.3 Turbo 
 

Turbo liegt nicht weit entfernt von Apartadó, ebenfalls in der Region Urabá. Turbo hat 

etwa 135.000 Einwohner, von denen mehr als die Hälfte in ländlichen Arealen lebt. 

Wie bereits zuvor beschrieben, ist die Region Urabá Endemiegebiet von Malaria und 

anderen Infektionskrankheiten (Altamiranda-Saavedra et al., 2018, Arroyave et al., 

2013, Zuluaga-Idárraga et al., 2016). 
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Abb.8: Lage der Region Urabá in Kolumbien (Altamiranda-Saavedra et al., 2018) 
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2.5 Forschungsfragen 
 

Um die in der AG Gehring entwickelte m-RT-PCR-ELISA-Methode hinsichtlich ihrer 

Funktionsweise zu überprüfen, wurden Patientenproben damit ausgewertet. Mit dieser 

Aufgabe wurden bereits mehrere Doktoranden der Universitätsmedizin Mainz 

beauftragt. Der ursprüngliche Rekrutierungsort für Patienten war Tansania. An 

verschiedenen Orten wurden in der Zeit von April 2016 bis April 2019 rund 900 

Patientenproben asserviert und analysiert (Daniel, 2019a, Eckert, 2019, Huth, 2021, 

Koliopoulos, 2019).  

Dabei konnte mit der m-RT-PCR-ELISA-Methode regelhaft Malaria nachgewiesen 

werden. Es wurden jedoch weder DENV noch einer der anderen 7 Erreger des Panels 

nachgewiesen (Daniel, 2019a, Koliopoulos, 2019, Huth, 2021, Eckert, 2019). Aus 

diesen Vorerfahrungen wurden für dieses Projekt folgende Forschungsfragen 

abgeleitet: 

 

1. Zirkulieren arbovirale Erreger akut fiebriger Syndrome (insbesondere DENV) 

zum Untersuchungszeitpunkt an den designierten Studienorten? 

2. Kann die im Labor der AG Gehring entwickelte m-RT-PCR-ELISA arbovirale 

Erreger, insbesondere DENV, aus Patientenplasma nachweisen? 

3. Ist eine Whatman 903 Protein Saver Card eine alternative 

Konservierungsmethode, die einen Virusnachweis mittels m-RT-PCR-ELISA 

ermöglicht? 

 

2.6 Hypothesen 
 

Aus den obigen Forschungsfragen wurden folgende Hypothesen formuliert: 

 

1. Im designierten Forschungszeitraum zirkulieren arbovirale Erreger an den drei 

Studienorten in Kolumbien. 

2. Aus den dort entnommenen Plasmaproben lassen sich mit Hilfe der m-RT-PCR-

ELISA arbovirale Erreger nachweisen. 

3. Die Whatman 903 Protein Saver Card ist eine alternative 

Konservierungsmethode und kann als Ausgangsmedium für die Isolation und 

Amplifikation arboviraler RNA mittels m-RT-PCR-ELISA dienen. 
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3 Material & Methoden 
 

3.1 Material 
 

 

Tabellen 1-10 bearbeitet und modifiziert nach Daniel, Tim Willi: „Etablierung einer 

Multiplex-PCR zur Diagnostik von arboviralen Infektionen und Malaria“ (Daniel, 

2019a). 

 

 

Tabelle 1: Verwendetes Material, Allgemeines 
 

Allgemeines 

Handschuhe SATRA Northamptonshire, UK 

Pipetten Eppendorf Research Hamburg, DE 

Pipettenspitzen 

2-100µl & 100-1000µl: 

Biosphere Filter Tips, 

Sarstedt AG & Co. 

Nümbrecht, DE 

0,5-10µl: Greiner bio-one Kremsmünster, AU 

Terralin liquid Schülke & Mayr GmbH Norderstedt, DE 

Aqua, dest. B. Braun Melsungen, DE 

Reaktionsgefäße und 

Mikroröhren versch. 

Größen 

Sarstedt AG & Co. Nümbrecht, DE 

Aufbewahrungsboxen 

Mikroröhren + Einsätze 
Ratiolab Dreieich, DE 

Nukleasefreies Wasser, 

steril und autoklaviert, 

DEPC-behandelt 

(im Folgenden als H₂O 

bezeichnet) 

Carl Roth GmbH & Co. 

KG 
Karlsruhe, DE 
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Tabelle 2: Verwendetes Material und Reagenzien für die Nukleinsäureisolation der 

Proben 

 

Nukleinsäureisolation 

Binding Buffer 

Roche Diagnostics: High 

Pure Viral Nucleic Acid 

Kit 

Mannheim, DE 

Poly(A)  

Proteinase K 

Inhibitor Removal Buffer 

Wash Buffer 

Elution Buffer 

High Pure Filter Tubes 

Collection Tubes 

Ethanol,100%ig PanReac AppliChem Darmstadt, DE 

Isopropanol Merck AG Darmstadt, DE 

 
 

Tabelle 3: Material zur Probengewinnung und Probenaufbewahrung in Kolumbien 

 

Probengewinnung Kolumbien 

Digital-

Fieberthermometer 
Med Comfort (AMPri) Winsen, DE 

Vacutainer Kanülen Becton Dickinson GmbH Heidelberg, DE 

EDTA-Röhrchen 4ml Becton Dickinson GmbH Heidelberg, DE 

   

Whatman 903 Protein 

Saver Card 
Whatman, GE Healthcare Little Chalfont, UK 

Plastic ziploc bag 4x6in. Whatman, GE Healthcare Little Chalfont, UK 

Desi Dry 5g Silica Gel 

Säckchen mit Indikator 
ThoMar OHG Lütau, DE 

Malaria-Schnelltest SD 

BIOLINE Ag P.f/P.v 

Standard Diagnostics, 

Abbott Laboratories 
Chicago, USA 

Dengue NS1-Schnelltest 

Panbio® Dengue Early 

Rapid 

Panbio Ltd, Abbott 

Laboratories 
Chicago, Illinois, USA 

Unistik 3 Extra (21G) 

Lanzetten 
Owen Mumford Ltd. 

Woodstock, Oxfordshire, 

UK 

Mikro-Schraubröhre 2ml, 

0,5ml 
Sarstedt AG & Co. Nümbrecht, DE 

RNAlater™ Stabilization 

Solution 

Thermo Fisher Scientific 

Inc. 

 

Waltham, Massachusetts, 

USA 

 

 



34 
 

Tabelle 4: Verwendetes Material für die Eluierung der Filterkarten 

 

Eluierung Filterkarten 

Biopsiestanze (Ø3mm) Kai Europe GmbH Solingen, DE 

Stanzmatte 
Whatman, GE 

Healthcare 
Little Chalfont, UK 

Roti-Nukleinsäurefrei 
Carl Roth GmbH + Co. 

KG 
Karlsruhe, DE 

70% Ethanol PanReac AppliChem Darmstadt, DE 

Cellstar Tubes 50ml, 

sterile 
Greiner bio-one Kremsmünster, AU 

 
 
Tabelle 5: Verwendete Reagenzien für die Reverse Transkription 
 

Reverse Transkription 

dNTPSet PCR Grade, 

dATP, dCTP, dGTP, 

dTTP 

Roche Diagnostics Mannheim, DE 

5x First Strand Buffer Invitrogen Carlsbad, CA USA 

0,1M DTT Invitrogen Carlsbad, CA USA 

Hexanukleotide Mix, 10x 

conc. 
Roche Diagnostics GmbH Mannheim, DE 

Recombinant RNasin, 

Ribonuclease Inhibitor 
Promega Madison, WI USA 

Super Script II Reverse 

Transcriptase 200U/µl 

Invitrogen 

EC-Nummer 2.7.7.49 
Carlsbad, CA USA 

 
 

Tabelle 6: Verwendete Reagenzien für die Singleplex- und Multiplex-PCR 
 

Singleplex- und Multiplex-PCR 

Nukleasefreies Wasser, 

steril und autoklaviert, 

DEPC- behandelt 

Carl Roth GmbH + Co. 

KG 
Karlsruhe, DE 

10x AccuPrime PCR 

Buffer I 
Invitrogen Carlsbad, CA USA 

Digoxigenin-11-dUTP Jena Bioscience Jena, DE 

AccuPrime Taq DNA 

Polymerase 

Invitrogen 

EC-Nummer 2.7.7.7 
Carlsbad, CA USA 

PrimerMix siehe Tabelle 16 
Invitrogen/ Thermo Fisher 

Scientific 
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Tabelle 7: Verwendetes Material und Reagenzien für die Agarose-Gelelektrophorese 

 

Agarose-Gelelektrophorese 

LE Agarose Biozym Scientific GmbH Hess. Oldendorf, DE 

0,5x TBE Puffer 

Siehe Tabelle 10: 

Angesetzte Lösungen und 

Puffer 

 

Ethidiumbromid 

0,95mg/ml 
Sigma Chemie GmbH Deisenhofen, DE 

Längenstandard, pUC19 

DNA/MspI (HpaII) 
Thermo Fisher Scientific Waltham, MA US 

6xDNA Loading Dye Thermo Fisher Scientific Waltham, MA US 

Parafilm Laboratory 

Film 
Bemis Company Neenah, US 

Nitrilhandschuhe Microflex Reno, NV US 

 

 

Tabelle 8: Verwendetes Material und Reagenzien für die ELISA-Hybridisierung 
 

ELISA-Hybridisierung 

Hybridization Buffer Roche Diagnostics GmbH Mannheim, DE 

Sonden, 100pmol/µl, 

siehe Tabelle 13 

Invitrogen/ Thermo Fisher 

Scientific 
Carlsbad, USA 

Mini-Röhren 5 + 10ml Sarstedt AG & Co. Nümbrecht, DE 

StreptaWell High Bind, 

transparent,12x8-well 
Roche Diagnostics GmbH Mannheim, DE 

Combitips advanced 

5ml 
Eppendorf AG Hamburg, DE 

Cellstar Tubes 50ml, 

sterile 
Greiner bio-one Kremsmünster, AU 

Denaturierungslösung 

Siehe Tabelle 9: Angesetzte Lösungen und Puffer Konjugatpuffer 

ABTS-Puffer 
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Tabelle 9: Angesetzte Lösungen und Puffer 

 

Angesetzte Lösungen und Puffer 

Denaturierungslösung 

ELISA 

Aqua als Basis 

0,2N NaOH (bezogen von AppliChem) 

0,1% SDS (bezogen von AppliChem) 

Konjugatpuffer ELISA 

Aqua als Basis 

100mM Tris HCl (bezogen von Sigma) 

150mM NaCl (bezogen von Roth) 

Zu dieser Lösung im Verhältnis 1:5000 anti-DIG-

POD, Roche Diagnostics (1µl je 5ml 

Konjugatpuffer) 

ABTS-Puffer ELISA 

45ml Aqua 

5ml ABTS Buffer (Roche Diagnostics) 

1 ABTS-Tablette (Roche Diagnostics) 

TBE-Puffer 0,5x 
950ml Aqua 

50ml 10x TBE-Puffer (Invitrogen) 

 

 

Tabelle 10: Verwendete Geräte 
 

Geräte 

Mikrozentrifuge Thermo Fisher Scientific Schwerte, DE 

Thermomixer Eppendorf AG Hamburg, DE 

Vortex Schüttler 
Heidolph Instruments 

GmbH & Co. KG 
Schwabach, DE 

UV Sterilizing PCR 

Workstation 

PeqLab Biotechnologie 

GmbH 
Erlangen, DE 

Zentrifuge (5424, 2ml 

Röhrchen) 
Eppendorf AG Hamburg, DE 

Thermo-Cycler PTC-200 

(RT+PCR) 
GMI Inc. Ramsey, MN USA 

Mikrozentrifuge (Pico 17, 

PCR-Tubes) 

Heraeus, Thermo Fisher 

Scientific 
Schwerte, DE 

Waage As Wägetechnik Garching, DE 

Elektrophorese-Einheit 

incl. Kammer, Schlitten + 

Kämme 

Bio-Rad Laboratories 

GmbH 
München, DE 

Geldokumentation: UV-

Transilluminator + 

Fotodrucker 

Biometra GmbH Göttingen, DE 

Brutschrank (ELISA-

Platten) 

Heraeus, Thermo Fisher 

Scientific 
Schwerte, DE 

ELISA Washer + Reader Tecan Group Ltd. Männedorf, Schweiz 

Erlenmeyer Kolben 

200/500ml 
Simax Prague, CZ 
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3.2 Methoden 
 

 

3.2.1 Studienorte 
 

Insgesamt wurden drei Orte in Kolumbien als Studienorte ausgewählt:  

❖ Departement Chocó – Quibdó, Hospital Ismael Roldán Valencia 

❖ Departement Antioquia – Apartadó, Clínica Antonio Roldán Betancur 

❖ Departement Antioquia – Turbo,  Hospital Francisco Valderrama  

Die AG Malaria der Universidad de Antioquia unterhält an allen drei Studienorten 

Kooperationen mit Ärzten und Einrichtungen. Zirkulation von DENV ist in diesen 

Regionen beschrieben (Arroyave et al., 2013, Berta Nelly Restrepo and Katherine 

Marín, 2015). 

 

 

  Studienort 1: Quibdó, Hospital Ismael Roldán Valencia  

 

 

Das Hospital Ismael Roldán Valencia ist eine öffentliche Gesundheitseinrichtung in 

Quibdó. Es gibt eine 24h Notaufnahme, eine ambulante allgemeinmedizinische 

Versorgung sowie einen stationären Bereich, unter anderem mit gynäkologischer und 

pädiatrischer Abteilung. Der Großteil der Patienten kommt in die Notaufnahme, wo 

eine Registrierung durch das Krankenpflegepersonal erfolgt. Zur Diagnostik von 

Patienten mit Fieberanamnese wurde zum Zeitpunkt der Studie vom Krankenhaus 

selbst routinemäßig die dicke Blutstropfendiagnostik angeboten. Diese wurde von 

geschulten Kräften im krankenhauseigenen Labor durchgeführt. Es gab zu dieser Zeit 

krankenhausintern weder die Möglichkeit einer molekularen noch einer Schnelltest-

Diagnostik für Erreger fieberhafter Erkrankungen. 
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  Studienort 2: Apartadó, Clínica Antonio Roldán Betancur 

 

Die Clínica Antonio Roldán Betancur liegt in Apartadó und verfügt über eine 24h 

Notaufnahme, ein Labor und einen stationären Bereich. Auf demselben Campus 

befindet sich außerdem ein Posten des Tropeninstituts der Universität CES (Instituto 

Colombiano de Medicina Tropical ICMT). Dort gibt es die Möglichkeit der molekularen 

Diagnostik verschiedener Infektionskrankheiten. Aus strukturellen Gründen gibt es 

allerdings keine Routineanwendung dieser Diagnostikmöglichkeiten. 

 

 

  Studienort 3: Turbo, Hospital Francisco Valderrama 

 

Auch im Hospital Francisco Valderrama gab es zur Zeit der Studie eine 24h 

Notaufnahme, einen stationären Teil und ein klinisches Labor. Die moderne 

Ausstattung des Labors erlaubte es, molekulare Tests für gängige 

Infektionskrankheiten wie Dengue, Malaria oder Leptospirose durchzuführen.  
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3.2.2 Studienpopulation 

 

  Inklusionskriterien 

 

Um ein breites Spektrum febriler Erkrankungen zu testen, wurde als 

Inklusionskriterium lediglich Fieber in den letzten 72h vor Untersuchung definiert.  

 

 

  Exklusionskriterien 

 

Ausschlusskriterium war das Vorliegen von apparenten Fieberursachen, 

beispielsweise akute Otitis media, Pharyngo-Amygdalitis, Haut- und 

Weichteilinfektionen, die sich mittels Anamnese und körperlicher Untersuchung 

nachweisen ließen. Ein Einschluss in die Studie konnte erwogen werden, falls die 

Patienten nicht mit Verbesserung der Symptomatik auf die krankheitsübliche Therapie 

reagierten.  

 

 

 Ethische Gesichtspunkte 

 

Dieses Projekt entstand in einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe Malaria der 

Universidad de Antioquia (im Folgenden UdeA), die das Projekt patronisiert, und die 

Kontakte zu den Krankenhäusern und Verantwortlichen vor Ort herstellte. Der Ethikrat 

der UdeA billigte die Arbeit am Patienten und die Inklusion in die Studie unter 

folgenden Voraussetzungen: 

Patientenalter > 2 Jahre. 

Einwilligung in eine von der Ethikabteilung bewilligte Einverständniserklärung. Es 

waren zwei Einverständniserklärungen vorhanden, eine für Erwachsene und eine für 

Minderjährige und deren Sorgeberechtigte. Diese Formulare sowie das Protokoll der 

Ethikkommission finden sich im Anhang.  
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3.2.3 Anamnese und klinische Untersuchung der Patienten 
 

Die in die Studie aufgenommenen Patienten wurden nach einem von der Universidad 

de Antioquia bereitgestellten Fragebogen befragt und anschließend körperlich 

untersucht. 

Die wichtigsten Endpunkte dabei waren: 

- Klinische Symptome  

- Vitalparameter 

- Soziodemographische Eigenschaften 

 

Die Bedingungen für die Erhebung dieser Daten waren dabei sehr unterschiedlich. Am 

ersten Studienort, Quibdó, kam der Großteil der Patienten in ein der Klinik 

angegliedertes Labor. Dort wurden die Blutproben entnommen. Dann wurden die 

Patienten in ein Arztzimmer gebracht und dort untersucht. Sowohl die notwendige Zeit 

als auch die benötigten Gerätschaften wie eine Waage, Blutdruckmanschette und ein 

Computer mit der Anamnese-Datenbank waren vorhanden. Vereinzelt gab es dort 

stationäre Patienten, bei denen nicht alle Werte erhoben werden konnten, weil sie zum 

Beispiel nur zu einer kurzen Anamnese und Untersuchung im Stande waren. 

An den anderen beiden Studienorten herrschten weniger gute Bedingungen zur 

Datenerhebung als in Quibdó. In Apartadó war der Standort die Klinik Antonio Roldán 

Betancur. Die Ärzte waren in der Stadt gut vernetzt, was dazu führte, dass man 

benachrichtigt wurde, wenn es in einem der anderen Krankenhäuser der Stadt einen 

geeigneten Patienten gab. Die Patienten wurden bei Benachrichtigung aufgesucht und 

vor Ort untersucht. Das hatte häufiger zur Folge, dass nötige Gerätschaften und 

ausreichend Zeit für die Anamnese nicht vorhanden waren. Ähnlich war es in Turbo im 

Hospital Francisco Valderrama. Dort wurde den Patienten in der Regel in der 

Notaufnahme Blut abgenommen. Um die Abläufe des Krankenhauses nicht zu 

behindern, mussten die meisten körperlichen Untersuchungen und Anamnesen aus 

Platz- und Zeitgründen im überfüllten Warteraum der Notaufnahme stattfinden. Die 

vorangehend beschriebenen unterschiedlichen Bedingungen in der Datenerhebung 

führten dazu, dass nicht bei allen Patienten alle Endpunkte bestimmt werden konnten.  
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3.2.4 Probenentnahme, Aufbewahrung und Transport 
 

 Venöses Blut  

 

Nach Einwilligung zur Teilnahme wurde jedem Patienten 4ml venöses Blut mit einem 

EDTA-Röhrchen abgenommen. Das Blut wurde zentrifugiert und anschließend wurden 

2x 200μl Plasma abpipettiert. Die 200μl Plasma wurden jeweils in eine 

Mikroschraubröhre pipettiert, in die zuvor 500μl RNAlater™ Stabilization Solution 

abgefüllt worden war. Das Gemisch wurde bei -20°C im Gefrierschrank des jeweiligen 

Labors aufbewahrt. Nach Abschluss des Aufenthalts wurden die Proben in flüssigem 

Stickstoff bei −195,8 °C in das Labor der Arbeitsgruppe Malaria der UdeA geschickt 

und dort bei -80°C gelagert. Ein Exemplar des konservierten Patientenplasmas 

verblieb vor Ort im Besitz der AG Malaria der UdeA. Ein weiteres Exemplar wurde als 

Ausgangsmaterial für die molekulare Untersuchung zur AG Gehring nach Deutschland 

geschickt. Die Proben wurden hierfür in einem isolierten Paket auf Trockeneis 

versandt. 

 

 Getrocknetes Blut auf Filterkarten  

 

Vor der Zentrifugierung des venösen Blutes wurden 5 Kreise der Whatman 903 Protein 

Saver Card mit Blut beträufelt. Die Karten wurden anschließend zum Trocknen 

ausgelegt und am nächsten Tag zusammen mit einem Silicapäckchen in einem 

Plastikbeutel verpackt.  
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3.2.5 Diagnostik vor Ort  
 

Zusätzlich zur Diagnostik der örtlichen Gesundheitseinrichtung wurde bei jedem 

Patienten ein Malaria-Schnelltest der Firma SD BIOLINE durchgeführt. Außerdem 

wurden die Patienten mit dem Dengue NS1-Schnelltest von Panbio® getestet. 

 

 

3.2.6 Nukleinsäure-Extraktion der Plasmaproben in Kolumbien 
 

Die Nukleinsäure-Extraktion der Plasmaproben erfolgte mit dem High Pure Viral 

Nucleic Acid Kit von Roche anhand des von der Firma mitgelieferten Protokolls. In die 

im Kit enthaltenen Mikroschraubröhren wurden jeweils 200μl des mit der RNA-

Konservierungslösung versetzten Plasmas pipettiert. Dann wurde die Arbeitslösung 

angesetzt, indem Binding Buffer mit Poly(A) im Verhältnis 50:1 versetzt wurde. Die 

Plasmaproben wurden mit der Arbeitslösung vermischt, anschließend wurden je 50μl 

Proteinase K hinzugefügt und mittels Vortex gemischt. Danach wurden die Proben für 

10 Minuten bei +72°C inkubiert und nach Abschluss der Inkubation mit je 100μl Binding 

Buffer versetzt. Anschließend wurden die Proben in ein Filter-Reservoir-System 

pipettiert, bei dem je ein Filter in ein Reservoir gesteckt wird. Der Filter wurde dann mit 

verschiedenen Waschpuffern gespült, das Stecksystem nach jeder Spülung bei 

8000rpm für 1min zentrifugiert, sodass sich die Waschlösung inklusive 

Verunreinigungen im Reservoir sammelte. Der Filter wurde dann in ein frisches 

Reservoir gesteckt und mit einem weiteren Waschpuffer gespült. Der erste 

Waschgang erfolgte mit 500μl Inhibitor Removal Buffer, der zweite und dritte mit 

jeweils 450μl Wash Buffer. Anschließend wurden die Nukleinsäuren mit 50μl Elution 

Buffer aus dem Filter eluiert. Das Eluat wurde in einem Schraubröhrchen bei -20°C 

gelagert. 
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3.2.7 Analyse mit der Multiplex-RT-PCR-ELISA-Methode 
 

Die Etablierung dieser neunvalenten Multiplex-RT-PCR-ELISA für Erreger akuter 

Fiebersyndrome ist seit mehreren Jahren ein Projekt der AG Gehring der 

Universitätsmedizin Mainz. Sie beruht auf der bereits von Gröndahl, Puppe et al. 

(Gröndahl et al., 1999, Puppe et al., 2013) etablierten Multiplex-RT-PCR-ELISA-

Methode zur Detektion von respiratorischen Erregern. 

Ziel der m-RT-PCR-ELISA ist einerseits die Einteilung in Malaria-Infektion und nicht 

Malaria-Infektion, weshalb eine Komponente der m-RT-PCR-ELISA der 

Malarianachweis ist. Andererseits soll es möglich sein, die nicht-Malaria-Infektionen 

weiter zu untersuchen, weshalb dem Panel schrittweise verschiedene arbovirale 

Erreger fieberhafter Erkrankungen hinzugefügt wurden.  

 

Die ersten arboviralen Erreger Dengue-Virus, Chikungunya-Virus und West-Nile-Virus 

wurden 2016 von J. Klüber in das Panel integriert (Klüber, 2016). T.W. Daniel 

erweiterte das Panel in seiner Arbeit 2016 um das Gelbfieber-Virus, Zika-Virus und 

Rift-Valley-Fever-Virus (Daniel, 2019a). C. Medina Montaño fügte schließlich noch das 

O’nyong-nyong-Virus und das Semliki-Forest-Virus hinzu (Medina-Montaño, 2017). 

In Tabelle 11 sind die für die m-RT-PCR-ELISA benutzten Positivkontrollen aufgeführt. 

Tabelle 12 zeigt die verwendeten Primer und Sonden.  
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 Positivkontrollen und Primer 

 

Tabelle 11: Verwendete Positivkontrollen 

 

Positivkontrollen für die m-RT-PCR und Einzelprimer Dengue PCR 

Erreger Bezogen von Art der Probe 

Dengue-Virus (DENV) 
Bestand Labor pädiatrische 

Immunologie Mainz 

Inaktivierter Zellkulturüberstand (Vero-

Zell-Lysat) 

West-Nil-Virus (WNV) 

Sera Care Life Sciences 
Inaktivierter Zellkulturüberstand 

WNV Lineage I #0410-0002 

Robert Koch Institut, Berlin 
Inaktivierter Zellkulturüberstand 

Lineage Kunjin / New York 

Zika-Virus (ZIKV) Robert Koch Institut, Berlin 
Inaktivierter Zellkulturüberstand 

(Lineage MR766, Vero-Zell-Lysat) 

Gelbfieber-Virus (YFV) Robert Koch Institut, Berlin Inaktivierter Zellkulturüberstand 

Semliki-Forest-Virus 

(SFV) 

European Virus Archive goes 

Global (EVAg) 

Mithilfe des ‘QIAamp Viral RNA Mini Kit 

Qiagen’ präparierte RNA aus 

Zellkulturüberstand 

O’nyong-nyong-Virus 

(ONNV) 

European Virus Archive goes 

Global (EVAg) 

inaktivierter Zellkulturüberstand aus 

Vero-Zell-Lysat, Lineage Dakar 234 

Chikungunya-Virus 

(CHIKV) 

Institut for Virology- 

Universitäsklinikum Freiburg 

gefriergetrocknete PCR- Probe, 

Lineage G10845 

Rift-Valley-Virus (RVFV) Robert Koch Institut, Berlin Inaktivierter Zellkulturüberstand 

Plasmodium falciparum Discovery Life Sciences 

P.fal DLS16-11865 VB 

P.viv DLS15-08486 Serum 

P.mal DLS15-08488 Serum 

Vollblut oder Serum von 

Malariapatienten, mikroskopisch 

überprüfte Proben mit hoher 

Erregerlast 

Plasmodium vivax 

Plasmodium malariae 

Nach (Daniel, 2019a) 
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Tabelle 12: Verwendete Primer und Sonden 

 

 Oligonukleotide / Primerpaare 5‘→3‘ 
Fragment

-länge 
nach 

P
R

O
T

O
Z

O
E

N
 

 P
la

s
m

o
-

d
iu

m
 s

p
p

. MAL-

Pan 

(PLU3) 

Forw.: GCTCTTTCTTGATTTCTTGGATG 

Rev.: AGCAGGTTAAGATCTCGTTCG 
100 bp 

(Alemayeh

u et al., 

2013) Sonde: ATGGCCGTTTTTAGTTCGTG 

 P
.f

a
lc

ip
a

ru
m

 

P.FAL 

Forw.: 

CTTTTGAGAGGTTTTGTTACTTTGAGTAA 

Rev.: TATTCCATGCTGTAGTATTCAAACACAA 

100bp (Perandin 

et al., 

2004) 
Sonde: TGTTCATAACAGACGGGTAGTCATGATTGAGTTCA 

 P
.v

iv
a

x
 P.VIV 

Forw.: ACGCTTCTAGCTTAATCCACATAACT 

Rev.: 

ATTTACTCAAAGTAACAAGGACTTCCAAGC 

141bp 
(Perandin 

et al., 

2004) 
Sonde: TTCGTATCGACTTTGTGCGCATTTTGC 

 P
.m

a
la

ri
a

e
 

P.MAL 

Forw.: AGTTAAGGGAGTGAAGACGATCAGA 

Rev.: CAACCCAAAGACTTTGATTTCTCATAA 
166 bp 

(Veron et 

al., 2009) 
Sonde: ATGAGTGTTTCTTTTAGATAGC 

 

A
R

B
O

V
IR

E
N

 

F
la

v
iv

ir
e

n
 

 D
e
n

g
u

e
-V

ir
u

s
 

DENV-

Pan 

Forw.: (D1): 

TCAATATGCTGAAACGCGAGAGAAACCG 

Rev.: (D2): 

TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC 

511 bp 

(Chien et 

al., 2006) 

Sonde: Mix aus DENV1-4 

DENV1 

Forw.: (D1): 

TCAATATGCTGAAACGCGAGAGAAACCG 

Rev.: (TS1): CCCGTAACACTTTGATCGCT 

208 bp 

Sonde: CCCGTAACACTTTGATCGCT 

DENV2 

Forw.: (D1): 

TCAATATGCTGAAACGCGAGAGAAACCG 

Rev:(TS2): CGCCACAAGGGCCATGAACAGTTT 

119 bp 

Sonde: CGCCACAAGGGCCATGAACAGTTT 

DENV3 

Forw.: (D1): 

TCAATATGCTGAAACGCGAGAGAAACCG 

Rev.: (TS3): TAACATCATCATGAGACAGAGC 

288 bp 

Sonde: TAACATCATCATGAGACAGAGC 

DENV4 

Forw.: (D1): 

TCAATATGCTGAAACGCGAGAGAAACCG 

Rev.: (TS4): TTCTCCCGTTCAGGATGTTC 

260 bp 

Sonde: TTCTCCCGTTCAGGATGTTC 

W
e

s

t-
N

il-

V
ir

u

s
 

WNV 
Forw.: CAGACCACGCTACGGCG 

Rev.: CTAGGGCCGCGTGGG 
116 bp 
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Sonde: TCTGCGGAGAGTGCAGTCTGCGAT 

(Kauffman 

et al., 

2003) 

Z
ik

a
-V

ir
u

s
 

ZIKV 

Forw.: CAGCTGGCATCATGAAGAAYC 

Rev.1: CACTTGTCCCATCTTCTTCTCC 

Rev.2: CACCTGTCCCATCTTTTTCTCC 

100 bp (Waggoner 

et al., 

2016a) 
Sonde: CYGTTGTGGATGGAATAGTGG 

G
e

lb
fi
e
b

e
r-

V
ir

u
s
 YFV 

Forw.: GCACGGATGTAACAGACTGAAGA 

Rev.: CCAGGCCGAACCTGTCAT 
83 bp 

(Fernande

s-Monteiro 

et al., 

2015) 
Sonde: CGACTGTGTGGTCCGGCCCTC 

A
lp

h
a
v
ir

e
n
 

S
e

m
lik

i-

F
o

re
s
t-

V
ir

u
s
 SFV 

Forw.: ACAGACTGTCACTGAGCAG 

Rev.: GTGACCATCTACTGCAGAGA 
145 bp (Puglia et 

al., 2013) 
Sonde: GTGACCATCTACTGCAGAGA 

O
`N

y
o

n

g
-n

y
o
n

g
-

V
ir

u
s
 ONNV 

Forw.: GCAGGGAGGCCAGGACAGT 

Rev.: GCCCCTTTTTCYTTGAGCCAGTA 
148 bp (Liu et al., 

2016) 
Sonde: TGTATTGCTCCTGCCGCTGG 

C
h
ik

u
n

-

g
u

n
y
a

-

V
ir

u
s
 CHIKV 

Forw.: TGATCCCGACTCAACCATCCT 

Rev.: GGCAAACGCAGTGGTACTTCCT 
81 bp (Panning et 

al., 2008) 
Sonde: TCCGACATCATCCTCCTTGCTGGC 

B
u

n
y
a
v
ir

e
n
 

R
if
t-

V
a

lle
y
-

F
ie

b
e

r-

V
ir

u
s
 RVFV 

Forw.: TGAAAATTCCTGAGACACATGG 

Rev.: ACTTCCTTGCATCATCTGATG 
69 bp (Liu et al., 

2016) 

Sonde: CACAAGTCCACACAGGCCCCTTACAT 

Nach (Daniel, 2019a) 
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 Reverse Transkription der eluierten Proben 

 

Vor der m-PCR wurden eine reverse Transkription durchgeführt. Die dafür nötigen 

Reagenzien sind in der nachfolgenden Tabelle abgebildet. Als Negativkontrolle wurde 

einmal statt 4,5µl Probe, 4,5µl H2O hinzugefügt. Eine andere Negativkontrolle diente 

der H2O-Kontrolle der PCR. Dieser wurden nur 15µl H2O hinzugefügt. 

 
Tabelle 13: Master-Mix und Protokoll für die RT 
 

Reverse Transkription 

Master-Mix: Reagenzien pro Tube Thermocycler-Protokoll 

dNTP (je 10mM) 4,5µl 

25⁰C für 10min 

42⁰C für 50min 

90⁰C für 5min 

20⁰C → ∞ 

5x RT Puffer 3µl 

0,1M DTT 1,5µl 

Hexanukleotid-Primer 0,75µl 

RNasin 0,375µl 

SS Reverse Transkriptase II 0,375µl 

Probe / Kontrolle 4,5µl 

➔ Gesamt 15µl 

Nach (Gröndahl et al., 1999, Puppe et al., 2013) 
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 Multiplex-PCR  

 

Für die Multiplex-PCR wurde der in der nachfolgenden Tabelle beschriebene 

Mastermix erstellt, das RT-Produkt hinzugefügt und nach dem ebenfalls Tabelle 14 zu 

entnehmenden Thermocycler-Protokoll amplifiziert. Zur Detektion von Malaria wurden 

Primer verwendet, die alle humanpathogenen Plasmodienspezies nachweisen können 

(MAL-Pan). Für Dengue wurden Primer verwendet, die alle 4 humanpathogenen 

Dengue-Serotypen nachweisen können (DENV-Pan) (siehe Tabelle 12). 

 

Tabelle 14: Mastermix und Protokoll für die m-PCR 

 

Multiplex-PCR 

Master-Mix: Reagenzien pro Tube Thermocycler-Protokoll 

DEPC H₂O 15,5µl 

35 Zyklen: 

94⁰C für 30s (5min in ersten Zyklus) 

55⁰C für 20s 

72⁰C für 40s (10min in letztem Zyklus) 

4⁰C → ∞ 

10x Puffer 2,7µl 

AccuPrime Taq-Polymerase 0,5µl 

Primer-Mix (je 5,5pmol/µl) 1,1µl 

Digoxigenin 11-dUTP 0,3µl 

RT-Produkt 15µl 

➔ Gesamt 35µl 

Nach (Gröndahl et al., 1999, Puppe et al., 2013) 

 

 

 

 

 Agarose-Gelelektrophorese 

 

Im Anschluss an die m-PCR wurden die Amplifikate durch Agarose-Gelelektrophorese 

ihrer Größe nach aufgetrennt. Für das dafür benötigte Gel wurden 2 Gramm Agarose 

unter konstanter Hitzezuführung in 100 Millilitern 0,5%iger TRIS-Borat-EDTA-Puffer 

(im Folgenden TBE) aufgelöst. Sobald sich die Agarose vollständig aufgelöst hatte, 

wurden 40µl Ethidiumbromid hinzugefügt. Anschließend wurde die Lösung in einen 

Gelschlitten gegossen, der mit einem Kamm ausgestattet war. Sobald das Gel 

erkaltete und somit hart wurde, konnte der Kamm entfernt werden. Dadurch 

entstanden Taschen, in die die Proben hinein pipettiert werden konnten. 10µl Probe 

wurden auf einem Parafilmstreifen mit 1µl „DNA-Loading-Dye“ vermischt. Das 

Gemisch wurde dann in die Taschen pipettiert. 
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Anschließend wurde das Gel in eine Elektrophoresekammer der Firma Bio-Rad 

Laboratories, Inc. eingelassen. Es wurde 30 Minuten lang eine Spannung von 130V 

angelegt, um die DNA-Amplifikate ihrer Größe nach aufzutrennen. Nach Ablauf der 

Zeit wurden die Banden mithilfe eines UV-Transilluminators sichtbar gemacht.  

 

 

 

 

 

 PCR-ELISA 

 

Zur Quantifizierung der PCR-Produkte und zur Erhöhung der Sensitivität wurde im 

Anschluss an die PCR-Amplifikation ein PCR-ELISA durchgeführt. Dafür war zuvor in 

der PCR Digoxigenin 11-dUTP in die DNA eingebaut worden, um die Amplifikate im 

PCR-ELISA mittels Antikörperreaktion nachweisen zu können (siehe Tabelle 14). Die 

für den ELISA benutzten Sonden finden sich in Tabelle 12.  

 

Für den PCR-ELISA wurden eine Streptavidin-beschichtete Platte mit 96 Vertiefungen 

und biotinylierte Sonden benutzt.   

Zuerst wurden die PCR-Produkte mit 150µl Denaturierungslösung versetzt und 10 

Minuten inkubiert. In der Zwischenzeit wurden die Hybridisierungslösungen 

vorbereitet. Dazu wurden 9 Plastikröhrchen à 5ml für jeweils einen der 9 

verschiedenen Erreger markiert. In jedes der Röhrchen wurden nun 3ml 

Hybridisierungspuffer und 3µl der biotinylierten Sonde für den jeweiligen Erreger 

pipettiert. Dann wurden jeweils 200µl des entstandenen Gemischs in die dafür 

vorgesehenen Vertiefungen der ELISA-Platte pipettiert und anschließend mit je 15µl 

der denaturierten PCR-Produkte vermischt.  

Als Kontrollen dienten die Negativ- und Positivkontrollen der PCR sowie als weitere 

Negativkontrolle ein Mix aus allen 9 Sonden/Hybridisierungspuffer-Lösungen. 
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Die Platte wurde mit einem Plastikfilm abgedichtet und auf einer Rüttelplatte 90min 

lang bei 37°C inkubiert. Während dieser Inkubationszeit wurden folgende Reagenzien 

zubereitet: 

- Lösung aus 25ml Konjugatspuffer und 5µl Anti-Digoxigenin-Peroxidase (Verhältnis 

1:5000) 

- ABTS-Lösung als Substrat der Peroxidase, hergestellt aus 45ml Wasser, 5ml ABTS-

Puffer und einer ABTS-Tablette der Firma Roche Diagnostics 

Nach Ablauf der Inkubation wurde die Plastikabdeckung entfernt, die Platte mit dem 

Tecan-Washer® gewaschen und die restliche Flüssigkeit über Papier ausgeklopft. 

Dann wurden je 200µl des Antikörper-Puffer-Gemischs in die Vertiefungen gegeben. 

Die Platte wurde erneut mit Plastik versiegelt und für 45min bei 37°C inkubiert. 

Nach abgelaufenen 45min wurde die Platte wieder mit dem Tecan-Washer® gereinigt 

und restliche Flüssigkeit ausgeklopft. Nun wurden alle Vertiefungen mit 200µl ABTS-

Lösung befüllt, die Platte ein letztes Mal versiegelt und für 10min bei 37°C inkubiert.  

Im ganzen Prozess wurde immer eine Vertiefung ausgespart, die nur im letzten Schritt 

mit ABTS-Lösung befüllt wurde und dem Tecan-Messgerät als Leerwert diente. Die 

Software des Tecan-Readers® berechnete auf Basis dieses Leerwerts die optische 

Dichte (OD) der Flüssigkeit in den Vertiefungen. Als positiv waren Werte > 0,4 OD, als 

negativ Werte < 0,2 definiert. Für Werte zwischen 0,2 und 0,4 wurde eine Nachtestung 

empfohlen (Daniel, 2019b). Im Falle negativer Positivkontrollen oder positiver 

Negativkontrollen wurde der Versuch als nicht verwertbar angesehen und musste 

wiederholt werden.  
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Abb.9: Schema Funktionsweise PCR-ELISA, modifiziert von (Eckert, 2019) nach (Musiani 

et al., 2007) 
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3.2.8 Einzelprimer-RT-PCR-ELISA Dengue Serotypen 
 

Proben, die entweder im Schnelltest oder der m-RT-PCR-ELISA Dengue-positiv 

waren, wurden mit der Einzelprimer-RT-PCR-ELISA untersucht, um die verschiedenen 

Dengue-Serotypen zu bestimmen. Dafür wurde zuerst eine RT der betreffenden 

Proben nach dem Protokoll in Tabelle 15 gemacht. Anschließend wurde ein Mastermix 

für die EP-Dengue-Serotypen-PCR angesetzt. Dieser wurde dann auf vier sterile 1,5ml 

Sarstedt-Röhrchen aufgeteilt, je eines für einen der 4 verschiedenen Dengue-

Serotypen. In die 4 Mixgefäße wurde nun nach Protokoll (Tabelle 15) Primerlösung 

pipettiert, pro Gefäß nur die Primer für einen Dengue-Serotypen. Die verwendeten 

Primer lassen sich Tabelle 12 entnehmen. Jede Probe wurde vierfach getestet, jeweils 

eine PCR-Tube für einen Serotypen. Die verwendeten Positivkontrollen sind in Tabelle 

11 beschrieben. Als Negativkontrollen wurden alle 4 Serotypen-Mixe ohne Probe 

getestet. Stattdessen wurden 1,5µl H₂O hinzugefügt. Die Auswertung erfolgte wie bei 

der m-RT-PCR mithilfe eines Agarose-Gels. Analog zur m-RT-PCR-ELISA wurde im 

Anschluss an die EP-Dengue-Serotypen-PCR ein ELISA nach bereits geschildertem 

Prozedere durchgeführt.  
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Tabelle 15: Mastermixe und Protokolle der Einzelprimer-RT-PCR 
 

Reverse Transkription 

Master-Mix: Reagenzien pro Tube Thermocycler-Protokoll 

dNTP (je 10mM) 1,5µl 

 

 

25⁰C für 10min 

42⁰C für 50min 

90⁰C für 5min 

20⁰C → ∞ 

5x RT Puffer 1µl 

0,1M DTT 0,5µl 

Hexanukleotid-Primer 0,25µl 

RNasin 0,125µl 

SS Reverse Transkriptase II 0,125µl 

Probe / Kontrolle 1,5µl 

➔ Gesamt 5µl 

Einzelprimer-PCR 

Master-Mix: Reagenzien pro Tube Thermocycler-Protokoll 

DEPC H₂O 11,6µl 

 

43 Zyklen: 

94⁰C für 30s (5min in ersten Zyklus) 

55⁰C für 20s 

72⁰C für 40s (10min in letztem Zyklus) 

4⁰C → ∞ 

10x Puffer 2µl 

AccuPrime Taq-Polymerase 0,4µl 

Primer (Forw. + Rev. je 5,5pmol/µl) 0,8µl 

Digoxigenin 11-dUTP 0,2µl 

RT-Produkt 5µl 

➔ Gesamt 20µl 

Nach (Gröndahl et al., 1999, Puppe et al., 2013) 

 

 

 

3.2.9 EP-RT-PCR-ELISA Malaria Spezies 
 

Nach dem Protokoll aus Tabelle 15 wurden zur Bestimmung der Plasmodienspezies 

Einzelprimer-PCR-ELISAs durchgeführt. Dafür wurden die in Tabelle 12 

beschriebenen Primer verwendet.  
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3.2.10 Filterkarten: Dengue-positive Proben  
 

Zur Klärung der Frage, ob die Whatman 903 Protein Saver Cards virale Nukleinsäuren 

ausreichend konservieren können, wurden die Filterkarten der Dengue-positiven 

Patienten zuerst eluiert und dann mit der m-RT-PCR-ELISA ausgewertet. Zur 

Eluierung wurde das von J. Klüber im Rahmen ihrer Masterarbeit entwickelte Protokoll 

verwendet (Abb.10) (Klüber, 2016).  

 

Abb.10: Eluierung des Vollblutes aus den Filterkarten, Grafik und Methode nach: (Klüber, 
2016), modifiziert von (Daniel, 2019a) 

 

Zuerst wurden mit Hilfe einer Stanze pro Patient sechs 3mm große Kreise (im 

Folgenden „Punches“ genannt) aus einem der getrockneten Blutflecken ausgestanzt. 

Die Punches wurden anschließend in ein steriles 1,5ml Reaktionsröhrchen gegeben 

und in 300µl nukleasefreiem Wasser eluiert. Dann wurden die Tubes in einen 

Thermomixer gestellt und eine Stunde bei 60°C und 750rpm inkubiert. Die Proben 

wurden dabei alle 15min kurz aus dem Thermomixer genommen und gevortext. Nach 

einer Stunde Inkubation wurde alle Flüssigkeit abpipettiert und in ein neues Röhrchen 

überführt. Zur Verbesserung des Ergebnisses wurden die Punches noch eine Minute 

bei 8000rpm zentrifugiert. Die dabei entwichene Flüssigkeit wurde ebenfalls in das 

neue Röhrchen pipettiert. Das Eluat wurde nun bis zur weiteren Verwendung bei -20°C 

gelagert. Bei der späteren Nukleinsäureextraktion wurde erneut das High Pure Viral 

Nucleic Acid Kit von Roche nach bereits beschriebenem Protokoll verwendet.   
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4 Ergebnisse 
 

4.1 Das Patientenkollektiv 
 

4.1.1 Soziodemographische Daten 
 

Insgesamt wurden 127 Patienten in die Studie aufgenommen, davon 75 aus dem 

Chocó und 52 aus Urabá (19 aus Apartadó und 33 aus Turbo). Es wurde kein Patient 

nachträglich aus der Erhebung ausgeschlossen. 

In Tabelle 16 findet sich eine Übersicht über das Patientenkollektiv.  

 

Tabelle 16: Das Patientenkollektiv 

Patienten 

gesamt 

Männer Frauen Patienten 

>15 Jahre 

Patienten 

<15 Jahre 

Alter Ø  

in Jahren 

127 58 69 76 51 ~26,75 

2 – 77Jahre 

(SD~ 20,17) 
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Abbildung 11 zeigt die Berufsgruppen der Probanden, aufgeschlüsselt nach ihrer 

Häufigkeit. Insgesamt wurden bei 85 Patienten Berufe oder eine Beschäftigung 

erfasst. Die größte Gruppe bildeten Schüler und Studenten mit 34 Vertretern. 

Anschließend folgten Minenarbeiter (13 Patienten), Hausfrauen (12 Patienten) und 

Bauarbeiter (11 Patienten). 

 

 

Abb.11: Berufsgruppen der Probanden 
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4.1.2 Vitalparameter  
 

Tabelle 17 zeigt die durchschnittliche Temperatur, Sauerstoffsättigung, Blutdruck 

sowie Herz- und Atemfrequenz bei Untersuchung. Wie bereits im Methodenteil 

geschildert, konnte nicht jeder Endpunkt bei jedem Patienten bestimmt werden. Zur 

besseren Übersicht sind die Parameter mit n (Anzahl der Befragten) gekennzeichnet. 

 

Tabelle 17: Vitalparameter 

 Axilläre 
Temperatur 
in °C  

SpO2   in 
% 

Herz-
frequenz 

(1/s) 

Atem-
frequenz  

(1/s) 

Blutdruck 
systolisch 

in mmHg 

Blutdruck 
diastolisch 

in mmHg 

Mittelwert ~37,17 ~97,41 ~94,2 ~20,32 ~121,4 ~78,88 

Minimum- 

Maximum 

35,1 - 40,2 92 -100 54 – 153 12 – 45 91-160 50-120 

Standard-

abweichung 

~1,08 ~1,41 ~24,37 ~5,83 ~12,42 ~13,02 

Anzahl der 

Befragten (n) 

124 122 122 115 72 72 

 

 

4.1.3 Krankengeschichte der Probanden 
 

 Voroperationen 

 

28 Patienten waren bereits mindestens einmal operiert worden. Die größte Gruppe 

bildeten die gynäkologischen Voroperationen (10 Patientinnen). 7 Patientinnen hatten 

eine oder mehrere Kaiserschnitt-Operationen. 6 Patienten waren orthopädisch 

voroperiert und 4 Patienten hatten eine Appendektomie erhalten. 
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 Infektionserkrankungen 

 

4.1.3.2.1 Malaria  

 

46 Patienten gaben an, bereits mindestens einmal an Malaria erkrankt gewesen zu 

sein. Die Anzahl an vorausgegangenen Malariainfektionen variierte dabei.  

Der Mittelwert der Anzahl angegebener Vorinfektionen mit Malaria lag bei ~3,31 mit 

einer Standardabweichung von ~2,76. Die Anzahl der Vorinfektionen reichte von 1 bis 

12 Vorinfektionen.  

 

4.1.3.2.2 Dengue 

 

Zwei Patienten gaben an, jeweils einmal vorher am Dengue-Fieber erkrankt gewesen 

zu sein. 

 

4.1.3.2.3 Zika  

 

Ein Patient gab an, 2016 mit dem Zika-Virus infiziert gewesen zu sein. 

 

 

 

 

 

 Weitere Vorerkrankungen 

 

Tabelle 18 zeigt die häufigsten sonstigen Vorerkrankungen. 

 

Tabelle 18: Weitere Vorerkrankungen 

Erkrankung Anzahl 

arterielle Hypertonie 9 

Asthma bronchiale 4 

Diabetes mellitus 4 

Malignome in der Vorgeschichte 2 

Schilddrüsenerkrankungen 2 
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4.1.4 Häufigste Symptome zum Untersuchungszeitpunkt 
 

Abbildung 12 zeigt die häufigsten Symptome der 127 Patienten zum 

Untersuchungszeitpunkt. Besonders häufig waren Kopfschmerzen, Schüttelfrost und 

Schwitzen.  

 

Abb.12: Häufigste Symptome 
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4.1.5 Detektierte Infektionen 
 

 Schnelltests 

 

Insgesamt waren 15 Probanden Schnelltest-positiv für das NS1-Antigen des Dengue-

Virus. 15 Patienten hatten einen positiven Malaria-Schnelltest, davon 7 Patienten für 

P.falciparum und 8 für P.vivax. 

 

 

 

 RT-PCR-ELISA 

 

Tabelle 19 zeigt die Aufschlüsselung der mit der m-RT-PCR-ELISA und EP-RT-PCR-

ELISA detektierten Erkrankungen. Außer Malaria und Dengue wurde kein weiterer der 

insgesamt 9 detektierbaren Erreger gefunden. 

 

Tabelle 19: Detektierte Erkrankungen 

 Chocó Urabá Gesamt 

Patienten 75 52 127 

Dengue 6 9 15 

Malaria gesamt 11 6 17 

 

 

4.1.5.2.1 Malaria in der m-RT-PCR-ELISA 

 

Alle Malaria-Schnelltest-positiven Proben konnten mittels m-RT-PCR-ELISA bestätigt 

werden. Darüber hinaus wurden mittels m-RT-PCR-ELISA zwei weitere Malaria-

positive Proben detektiert. Daraus ergibt sich eine Gesamtzahl von 17 Patienten mit 

Malariainfektion. Eine weitere Bestimmung dieser Proben mittels Einzelprimer-PCR-

ELISA ergab, dass die Schnelltests in den 15 Fällen jeweils die korrekte Infektion 

detektiert hatten. 7 Patienten waren in der EP-RT-PCR-ELISA positiv für P.falciparum 

und 8 für P.vivax. Die beiden m-RT-PCR-ELISA-positiven Proben, die in den 
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Schnelltests nicht positiv waren, lieferten in der EP-RT-PCR-ELISA kein Ergebnis, 

sodass die Spezies nicht bestimmt werden konnte. 

 

 

 

4.1.5.2.2 Dengue in der m-RT-PCR-ELISA 

 

15 Proben waren positiv für das NS1-Antigen im Dengue-Schnelltest. Von diesen 15 

positiven konnten 12 eindeutig und beim ersten Durchlauf mittels m-RT-PCR-ELISA 

nachgewiesen werden. Dabei galten Proben als DENV-positiv, wenn sich im Gel eine 

Bande mit definierter Fragmentlänge darstellte und gleichzeitig im PCR-ELISA ein 

positives Signal nachgewiesen wurde. Die Fragmentlänge richtete sich nach der 

Größe des Fragments der DENV-Positivkontrollen. 

In Probe Nummer 009 konnte bei mehrmaliger Testung weder im Agarose-Gel noch 

im PCR-ELISA DENV nachgewiesen werden. Probe Nummer 091 war nicht eindeutig 

positiv für Dengue. Die m-RT-PCR ergab ein schwach positives Signal im Gel, war 

jedoch im PCR-ELISA negativ. Bei einer späteren Wiederholung war im Gel keine 

Bande für 091 zu sehen, der PCR-ELISA ergab aber ein positives Ergebnis. 

 

  

Abb.13: Probe Nummer 91 im Gel 

Probe Nummer 91 im Gel, daneben Proben 92 und 93, beide mit eindeutigen Banden 

(NK=Negativkontrolle; PK=Positivkontrolle; MAL=Malaria; SFV=Semliki-Forest-Virus) 
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 EP-RT-PCR-ELISA Dengue Serotypen 

 

Alle 15 DENV-Schnelltest-positiven Proben konnten in der EP-RT-PCR-ELISA 

eindeutig nachgewiesen werden.  

Die folgende Tabelle zeigt die gefundenen Serotypen, aufgeschlüsselt nach Orten. 

 

Tabelle 20: Detektierte Serotypen 

 Gesamt Quibdó Apartadó Turbo Urabá 

gesamt 

DENV1-

Infektion 

2 2 0 0 0 

DENV3-

Infektion 

4 0 3 1 4 

Co-Infektion 

DENV1 & 

DENV4 

9 4 1 4 5 

 

 

 

 m-RT-PCR-ELISA ausgehend von Filterkarten 

 

15 DENV-Infektionen konnten durch m-RT-PCR-ELISA und EP-RT-PCR-ELISA aus 

Patientenplasma nachgewiesen werden. Keine dieser detektierten Infektionen konnte 

aus Blut nachgewiesen werden, das mittels Whatman 903 Protein Saver Cards 

konserviert wurde.  
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4.1.6 Vergleich positiv und negativ getesteter Patienten 
 

 

 Symptome  

 

Abbildung 14 vergleicht Symptome bei DENV-positiven, MAL-positiven und Patienten, 

die auf keines der 9 Pathogene in der m-RT-PCR-ELISA positiv getestet wurden. Es 

lässt sich eine große Ähnlichkeit der Symptomatik zwischen den Gruppen erkennen. 

Ein Exanthem wurde bei Malariapatienten nicht beobachtet, bei DENV-positiven 

jedoch in 13% der Fälle.  
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Abb.14: Häufigste Symptome aufgeschlüsselt nach Infektionen 
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 Durchschnittlicher Hämoglobinwert  

 

Beim durchschnittlichen Hämoglobinwert in g/dl ließen sich leichte Unterschiede 

zwischen den verschiedenen Infektionsgruppen feststellen. Patienten mit 

Malariainfektion hatten einen durchschnittlichen Hämoglobinwert von 11,9 g/dl, 

Patienten mit Dengue von 12,5 g/dl und Patienten ohne detektierte Infektion von 12,9 

g/dl.  

 

 

Abb.15: Durchschnittliche Hämoglobinwerte aufgeschlüsselt nach Infektion 

 

 

 

 Altersdurchschnitt 

 

 

Auch beim Altersdurchschnitt ließen sich Unterschiede zwischen den 

Infektionsgruppen erkennen. Patienten mit DENV-Infektion waren im Schnitt 11,87, 

Patienten ohne detektierte Infektion 28,12 Jahre alt. Patienten mit Malaria hatten mit 

32,24 Jahren das höchste Durchschnittsalter.  

Abbildung 16 stellt die Mittelwerte des Alters nach Infektionen graphisch dar. 
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Abb.16: Mittleres Alter der Patienten aufgeschlüsselt nach Infektionen 
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4.1.7 Patienten mit Dengue-Warnsignalen 

 
Die nachfolgende Abbildung zeigt die Häufigkeit von Symptomen, die bei den 

Dengue-positiven Patienten auftraten und von der WHO als Warnsignale für einen 

möglichen schweren Verlauf der Dengue-Infektion beschrieben wurden (WHO, 

2009). Da keine Nachbetreuung der Patienten erfolgte, kann keine Auskunft darüber 

gegeben werden, in welchen Fällen tatsächlich schwere Verläufe auftraten. 

 

 

 

Abb.17: Verteilung aufgetretener Warnsignale unter DENV-positiven Patienten 
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5 Diskussion 
 

Verschiedenste humanpathogene arbovirale Erreger haben sich in den letzten Jahren 

und Jahrzehnten in aller Welt ausgebreitet. Sie stellen eine Bedrohung für die 

öffentliche Gesundheit in zahlreichen Ländern dar und haben bereits in der 

Vergangenheit gesundheitliche, soziale und ökonomische Krisen ausgelöst (Girard et 

al., 2020, Braack et al., 2018).  

 

Infektionen mit diesen Pathogenen manifestieren sich häufig als akute fiebrige 

Syndrome. Dabei ist die Zahl der Differentialdiagnosen groß, sodass eine klinische 

Diagnose so gut wie unmöglich ist. Viele Pathogene, die eine AFI verursachen, können 

mit spezifischen Therapien gut behandelt werden. Dafür ist in vielen Fällen eine 

eindeutige Diagnose notwendig (Paixão et al., 2018, Weaver et al., 2018, Simmons et 

al., 2012, Chappuis et al., 2013).  

Diese Konstellation unterstreicht die Bedeutung effektiver Diagnostikmöglichkeiten. 

Das m-RT-PCR-ELISA-Panel der AG Gehring deckt 9 verschiedene Pathogene ab, 

die eine unspezifische fiebrige Erkrankung verursachen können (siehe 

Literaturdiskussion). Die Methodik basiert dabei auf einem von B. Gröndahl et. al 

entwickelten Panel einer m-RT-PCR-ELISA für Erreger akuter Atemwegsinfektionen 

(Gröndahl et al., 1999). Diese Methode wurde in den klinischen Alltag an der 

Universitätsmedizin Mainz eingebracht. Seit 1996 wurden damit mehr als 30.000 

Patientenproben analysiert. 

 

Auch kommerziell entwickelte m-PCR-Panels halten Einzug in den klinischen Alltag. 

Ihr Ziel ist es, die Diagnostik verschiedener Erkrankungen zu beschleunigen und zu 

vereinfachen (Ramanan et al., 2017, Tansarli and Chapin, 2020).   

Selbige Ziele verfolgt auch die in diesem Projekt benutzte m-RT-PCR-ELISA-Methode. 

Um im klinischen Setting Verwendung finden zu können, muss sie allerdings erst in 

verschiedenen Situationen getestet werden. Mit diesem Ziel wurden im Rahmen dieser 

Forschungsarbeit 127 Patientenproben aus Kolumbien analysiert. Die formulierten 

Hypothesen sollten somit der Funktionsprüfung der m-RT-PCR-ELISA-Methode 

dienen. 
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Es ist bekannt und dokumentiert, dass verschiedene arbovirale Erreger seit mehreren 

Jahren in Kolumbien zirkulieren (Martínez-Bello et al., 2019, INS, 2019, INS, 2020, 

López-Montenegro et al., 2019, Villar et al., 2015). Im Vorfeld des Projektes war 

allerdings unklar, ob einer oder mehrere dieser Erreger zum Untersuchungszeitpunkt 

an einem der Studienorte nachzuweisen sein würde.  

Die Hypothese, dass arbovirale Erreger zum Untersuchungszeitraum an den 

designierten Studienorten zirkulierten, konnte teilweise bestätigt werden, da ein 

Arbovirus, nämlich DENV, nachgewiesen wurde. Alle in diese Studie 

eingeschlossenen Patienten wurden mit NS1-Dengue-Schnelltests untersucht. 15 

Patienten hatten ein positives Schnelltest-Ergebnis. Alle 15 dieser Patienten konnten 

im Anschluss im Labor in Mainz als positiv bestätigt werden. Darüber hinaus wurden 

keine weiteren Dengue-Infektionen nachgewiesen. Die Nachweise wurden durch die 

m-RT-PCR-ELISA und die EP-RT-PCR-ELISA für Dengue-Serotypen geführt. Diese 

Ergebnisse legen nahe, dass Dengue-NS1-Schnelltests eine wichtige Rolle in der 

frühzeitigen Diagnostik von Dengue-Infektionen spielen können. Allerdings ist zu 

beachten, dass, je nach Hersteller, Studie und Stadium der Erkrankung große 

Schwankungen der Sensitivität und Spezifität auftreten. Daraus können sich 

Unsicherheiten für die Diagnostik und Behandlung der Patienten ergeben, weshalb 

weitere Labordiagnostik sinnvoll sein kann. NS1-Schnelltests mit hoher Spezifität 

könnten allerdings trotz niedriger Sensitivität eingesetzt werden, um große Dengue-

Ausbrüche früh zu diagnostizieren und zu bekämpfen. Des Weiteren können Dengue-

Schnelltests eine wichtige Rolle in der Diagnostik und Behandlung von Menschen 

spielen, die in abgeschiedenen Regionen leben, in denen keine oder nur limitierte 

Labordiagnostik möglich ist (Shukla et al., 2017, Hunsperger et al., 2014, Gaikwad et 

al., 2017). 

Verschiedene Studien deuten darauf hin, dass Kombinationsschnelltests für NS1 und 

Dengue-spezifisches IgM/IgG bessere Ergebnisse liefern als solitäre NS1-Schnelltests 

(Jang et al., 2019, Shukla et al., 2017, Wang and Sekaran, 2010). In zukünftigen 

Projekten zur Validierung der m-RT-PCR-ELISA sowie für Gesundheitspersonal in 

Endemiegebieten, könnte es daher sinnvoll sein, NS1-Schnelltests durch 

Kombinationsschnelltests für NS1 und IgM/IgG zu ersetzen.  
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Wie im Ergebnisteil geschildert, konnten durch die EP-RT-PCR-ELISA solitäre 

Infektionen mit DENV1 und DENV3 sowie Koinfektionen mit DENV1 und DENV4 

nachgewiesen werden. Anhand dieser Ergebnisse lässt sich die Zirkulation eines 

Arbovirus, nämlich DENV, bestätigen. Weitere arbovirale Erreger wurden nicht 

nachgewiesen.  

Koinfektionen mit verschiedenen DENV-Serotypen treten auf, wenn verschiedene 

Serotypen am selben Ort zirkulieren (Senaratne et al., 2020). Diese Kozirkulation ist 

ein gängiges Phänomen in Lateinamerika (Ramos-Castañeda et al., 2017). 

Ob Koinfektionen einen Einfluss auf das klinische Outcome von Patienten haben, kann 

zum jetzigen Zeitpunkt nicht eindeutig beantwortet werden. Verschiedene Studien 

zeigen diesbezüglich unterschiedliche Ergebnisse (Senaratne et al., 2020, Dhanoa et 

al., 2016). Um die Zusammenhänge zwischen Koinfektionen und der Schwere der 

Erkrankung besser zu verstehen, sind weitere Studien mit größeren Fallzahlen von 

Nöten. 

Die 15 DENV-Infektionen wurden als bestätigt angesehen, da sie sowohl im 

Schnelltest als auch in der EP-RT-PCR-ELISA positiv waren. Die m-RT-PCR-ELISA 

erkannte 12 von 15 DENV-Infektionen im ersten Durchlauf. Eine Probe stellte sich bei 

einer wiederholten Testung mit der m-RT-PCR-ELISA positiv in Gel und ELISA dar, 

zwei Proben konnten nicht eindeutig identifiziert werden. Eine mögliche Erklärung 

dafür könnte der Zeitpunkt der Probenentnahme sein. Bei einem Entnahmezeitpunkt 

im fortgeschritten Verlauf der Erkrankung könnte die Virämie bereits unter den von der 

m-RT-PCR-ELISA detektierbaren Wert gefallen sein. Bei Sekundärinfektionen mit 

DENV besteht die Möglichkeit, dass die Virämie bereits verfrüht absinkt (Muller et al., 

2017, Simmons et al., 2012).  

Die zweite Hypothese, dass die m-RT-PCR-ELISA arbovirale Erreger identifizieren 

kann, lässt sich teilweise annehmen, da mit der m-RT-PCR-ELISA beim ersten Anlauf 

12 DENV-positive Patientenproben nachgewiesen werden konnten. Um eine 

verlässliche Aussage über die tatsächliche Sensitivität und Spezifität der Methode 

treffen zu können, müssten allerdings mehr Proben analysiert werden. Dabei muss 

auch die Funktionsfähigkeit der m-RT-PCR-ELISA hinsichtlich der bisher nicht in 

Patientenproben detektierten Pathogene im Panel berücksichtigt werden.  
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Der DENV-Nachweis konnte ausschließlich aus konserviertem Plasma der Patienten 

geführt werden. Aus dem auf Whatman 903 Protein Saver Cards konservierten 

Patientenblut konnte keine der 15 DENV-positiven Patientenproben nachgewiesen 

werden.  

Daher ließe sich vermuten, dass Whatman 903 Protein Saver Cards keine geeignete 

Konservierungsmethode für den DENV-Nachweis mittels m-RT-PCR-ELISA sind. Die 

dritte Hypothese könnte somit in diesem Fall abgelehnt werden. Allerdings konnte in 

anderen Studien bereits nachgewiesen werden, dass sich DENV-RNA aus Blut 

nachweisen lässt, das auf Filterkarten konserviert wurde (Aubry et al., 2012, Matheus 

et al., 2012, Matheus et al., 2007, Matheus et al., 2008, Prado et al., 2005). In 

zukünftigen Projekten könnten die in diesen Studien beschriebenen Protokolle 

verwendet werden, um die Probenentnahme und -konservierung einfacher und 

effizienter zu gestalten.  

Für die Whatman 903 Protein Saver Cards bestätigte sich darüber hinaus erneut, dass 

sie sich als Konservierungsmethode für Plasmodien eignen. Dies zeigte sich bereits in 

verschiedensten Studien (Jones et al., 2012, Koliopoulos et al., 2021, Zainabadi et al., 

2017, Daniel, 2019a). 

 

Aussichten und Limitationen  

Ein möglicher Anwendungsbereich der m-RT-PCR-ELISA ist der klinische Alltag in von 

arboviralen Infektionen betroffenen Ländern. Das Panel könnte dabei wichtige 

Beiträge zur Identifikation oder zum Ausschluss arboviraler Infektionen leisten. Dabei 

könnte eine Erweiterung des Panels zur Detektion anderer Pathogene eine wichtige 

Rolle spielen. Als Vorbild hierfür könnte erneut die m-RT-PCR-ELISA zur Detektion 

respiratorischer Erreger von Gröndahl et al. dienen, deren Panel ebenfalls nachträglich 

erweitert wurde (Puppe et al., 2013, Gröndahl et al., 1999). Je nach Einsatzort könnte 

beispielsweise eine Erweiterung des Panels für Leptospiren sinnvoll sein. Eine 

Leptospirose kann im klinischen Verlauf einer arboviralen Infektion ähneln. Darüber 

hinaus ist Leptospirose eine weltweit verbreitete Krankheit, was sie zu einer wichtigen 

Differentialdiagnose von unspezifischem Fieber macht (Bharti et al., 2003, Simmons 

et al., 2012, Chappuis et al., 2013).  
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Besonders für Anwendungen der m-RT-PCR-ELISA in Lateinamerika könnte 

außerdem das Mayaro-Virus in das Panel mit aufgenommen werden. Dieses Arbovirus 

ist dort weit verbreitet und ähnelt in seiner klinischen Manifestation DENV, CHIKV und 

ZIKV. Somit stellt es eine wichtige Differentialdiagnose dieser Erreger dar (Acosta-

Ampudia et al., 2018, Diagne et al., 2020). Darüber hinaus kann das Mayaro-Virus 

auch als Koinfektion mit DENV auftreten (Lednicky et al., 2016). Hotez und Murray 

beschreiben tropische Gebiete Lateinamerikas und der Karibik als Hochrisikozonen für 

das Entstehen einer Mayaro-Epidemie, was den Einsatz der m-RT-PCR-ELISA dort 

sinnvoll und notwendig machen könnte (Hotez and Murray, 2017).  

 

Bei der Übertragung arboviraler Infektionen und Leptospirose spielt die Umgebung 

eine entscheidende Rolle. In Gegenden, in denen eine sichere Wasserversorgung und 

adäquate Müllbeseitigung nicht gewährleistet sind, können sich die Vektoren dieser 

Krankheiten besser vermehren. Im Fall von Arboviren sind wichtige Vektoren 

Stechmücken der Gattung Aedes, im Fall von Leptospirose häufig Nagetiere wie zum 

Beispiel Ratten. Eine erhöhte Vektorpräsenz ist ein wichtiger Risikofaktor für die 

Übertragung der beschriebenen Erkrankungen (Bharti et al., 2003, Haake and Levett, 

2015, Kikuti et al., 2015, Rodrigues et al., 2018, WHO, 2009). Bevölkerungsgruppen, 

die stark von solchen Umständen betroffen sind, könnten besonders von einer 

Implementierung der m-RT-PCR-ELISA in den klinischen Alltag vor Ort profitieren. 

Leider sind für die korrekte Durchführung von Polymerase-Kettenreaktionsverfahren 

geschultes Personal und teure Materialien von Nöten. Aufgrund der mangelnden 

Verfügbarkeit dieser Mittel sind PCR-basierte Verfahren häufig nicht für den Einsatz in 

zuvor beschriebenen Gegenden geeignet (Escadafal et al., 2014, Lopez-Jimena et al., 

2018). Dies stellt die vermutlich größte Limitation im Einsatz dieser m-RT-PCR-ELISA 

dar.  

Für ressourcenschwache Umgebungen wurden bereits mehrere günstige, leicht zu 

bedienende molekulare Diagnostikverfahren zur Detektion arboviraler Erreger 

entwickelt. Sie könnten in Zukunft einen wichtigen Beitrag zur Diagnostik und somit 

zur adäquaten Behandlung arboviraler Infektionen liefern (Escadafal et al., 2014, 

Kutsuna et al., 2020, Lopez-Jimena et al., 2018, Patel et al., 2016, Silva et al., 2019). 
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Trotz des möglichen erhöhten Infektionsrisikos in ressourcenschwachen Regionen 

betreffen arbovirale Pathogene zunehmend auch industrialisierte Gesellschaften. Die 

Ausbreitung arboviraler Erreger hängt dabei stark von der Ausbreitung möglicher 

Vektoren ab. Die globale Erwärmung steht im Verdacht, ein kritischer Faktor zu sein, 

der die Ausbreitung von Arthropoden und denen von ihnen übertragenen 

Krankheitserregern begünstigt (Barzon, 2018, Gould and Higgs, 2009, Riccardo et al., 

2020, Young, 2018, Tomasello and Schlagenhauf, 2013, Kraemer et al., 2019).   

WNV, das am weitesten verbreitete Arbovirus der Welt, hat bereits den Süden Europas 

erreicht. Aber auch in Deutschland wurden kürzlich autochthone, von Stechmücken 

übertragene, WNV-Infektionen des Menschen beobachtet (Riccardo et al., 2020, 

Ziegler et al., 2020). Auch DENV und CHIKV haben Europa bereits erreicht. Zahlreiche 

autochthone Übertragungen auf den Menschen sind beschrieben, hauptsächlich im 

Süden Europas (Delisle et al., 2015, Tomasello and Schlagenhauf, 2013). Ae. aegypti 

und Ae. albopictus sind wichtige Vektoren für Arboviren, im Besonderen für CHIKV, 

DENV, ZIKV und YFV. Wie bereits geschildert, steht die Ausbreitung dieser Vektoren 

in direktem Zusammenhang mit der Ausbreitung oben genannter Viren. Beide 

Vektoren profitieren stark vom internationalen Reiseverkehr und dem globalisierten 

Handel. Zusammen mit der globalen Erwärmung werden diese Faktoren als 

hauptverantwortlich für die weltweite Verbreitung arboviraler Erreger angesehen. Es 

ist davon auszugehen, dass die erwähnten Krankheitserreger in naher Zukunft auch 

in Europa und Nordamerika eine relevante Rolle spielen werden (Kraemer et al., 2019, 

Young, 2018, Jelinek, 2009, Barzon, 2018). Im Zuge dieser Entwicklungen könnte die 

m-RT-PCR-ELISA einen wichtigen Beitrag zur Diagnostik relevanter arboviraler 

Pathogene liefern. Wie oben bereits beschrieben, ist die Voraussetzung dafür das 

Vorhandensein von Material und geschultem Personal. Zusätzlich muss die m-RT-

PCR-ELISA mit weiteren Patientenproben validiert und mit dem diagnostischen 

Goldstandard hinsichtlich ihrer Sensitivität und Spezifität verglichen werden.  
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6 Zusammenfassung 
 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die von der AG Gehring der Universitätsmedizin Mainz 

entwickelte Multiplex-RT-PCR-ELISA für 8 Arboviren und Malaria an Patientenproben 

aus Kolumbien getestet. Insgesamt wurden dafür 127 Patienten rekrutiert, die wegen 

akut fiebriger Symptomatik vorstellig geworden waren.  

Nach der Rekrutierung wurden die Patienten unmittelbar einem DENV- und einem 

Malaria-Schnelltest unterzogen. Dabei erhielten 15 Personen ein DENV-positives und 

15 ein Malaria-positives Testergebnis. 

Das den Patienten an den Studienorten entnommene Plasma wurde im Anschluss an 

die Probengewinnung konserviert und gefroren. Nach dem Versand wurde es in Mainz 

aufbereitet und mittels m-RT-PCR-ELISA analysiert. Zum Vergleich stand außerdem 

auf Filterkarten getrocknetes Vollblut, welches ebenfalls analysiert wurde. Die 15 

DENV-Schnelltest-positiven Proben konnten mittels EP-RT-PCR-ELISA für DENV 

bestätigt werden. Mit der m-RT-PCR-ELISA konnten 12 der 15 DENV-Infektionen 

eindeutig nachgewiesen werden. Die anschließende Serotypisierung der DENV-

positiven Proben mittels EP-RT-PCR-ELISA identifizierte 9 Koinfektionen mit DENV1 

und DENV4, sowie 2 DENV1 und 4 DENV3 Infektionen. 

Des Weiteren konnten die 15 Malaria-Schnelltest-Fälle mittels m-RT-PCR-ELISA 

bestätigt und 2 zusätzliche nachgewiesen werden.  

Von den weiteren 7 Erregern des Multiplex-Panels wurde keiner nachgewiesen.  

Ausgehend vom konservierten Vollblut der Filterkarten konnten alle Malaria-positiven 

Proben und keine der DENV-positiven Proben nachgewiesen werden.  

 

Es konnte gezeigt werden, dass zum Forschungszeitpunkt ein arboviraler Erreger 

und Malaria an den Studienorten in Kolumbien zirkulierten. Mittels m-RT-PCR-ELISA 

ließen sich diese Infektionen im konservierten Patientenplasma nachweisen. 

Allerdings gelang es nicht, alle DENV-positiven Proben mit der für diese Arbeit 

zentralen Methode nachzuweisen, weshalb deren Wirksamkeit in zukünftigen 

Projekten verbessert und weiter erprobt werden sollte.  
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