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1 Einleitung

Sexuell Ubertragbare Krankheiten (STDs) stellen weltweit ein grof3es, gesundheitliches
Problem dar. Dies hangt mit Risikoverhalten zusammen, aber auch mit der Tatsache,
dass eine adaquate Versorgung haufig nicht gegeben ist und das vor allem in landli-
chen Gebieten Frauen keinen oder nur einen begrenzten Zugang zu medizinischen
Einrichtungen haben. Je nach Kulturkreis, Land oder vulnerabler Bevdlkerungsgruppe
sind unterschiedliche Erreger von Bedeutung.

In Entwicklungslandern rangieren Krankheiten und Komplikationen, verursacht durch
sexuell Ubertragbare Infektionen, unter den Top funf der Krankheitskategorien [WHO
2004]. In Sudamerika und der Karibik beispielsweise wird die Pravalenz fur STDs auf
18,5 Millionen geschétzt, wahrend sie in Nordamerika und Westeuropa lediglich auf drei
bzw. vier Millionen geschatzt wird [WHO 2001].

Zu den haufigsten bakteriellen STDs gehdren Infektionen mit Chlamydia trachomatis
und Neisseria gonorrhoeae, zu den haufigsten viralen STDs gehort die Infektion mit

dem humanen Papillomavirus [WHO 2004].

1.1. Chlamydia trachomatis

1.1.1. Erreger und Krankheitsbild

Chlamydia ist, neben Chlamydophila, ein Genus der Familie Chlamydiaceae, das der
Ordnung Chlamydiales entstammt. Es sind kleine, obligat intrazellulare, gram-negative
Bakterien. Innerhalb der Gattungen sind drei humanpathogene Arten bekannt (Tabelle

1), die verschiedene Erkrankungen verursachen [Bush et al.2001, Jones et al.1995].

Tabelle 1: Chlamydien / Chlamydophila - Spezies, Ub  ertragungswege und
Krankheiten [nach Jones et al.1995, Bush et al.2001 ]

Spezies Ubertragungsweg Krankheit

C. trachomatis

Serotypen A-C Schmierinfektion, Fliegen Trachom

Serotypen D-K sexuell, Schmierinfektion, urogenitale Infektionen, PID?,
perinatal im Geburtskanal Konjunktivitis, Pneumonie

Serotypen L1-L3 sexuell Lymphogranulom venereum



Fortsetzung Tabelle 1 von Seite 5

Spezies Ubertragungsweg Krankheit

C. pneumoniae Tropfcheninfektion Bronchitis, Pneumonie, evtl.

Assoziation mit koronarer Herz-

krankheit
C. psittaci Tropfcheninfektion, Kontakt  Pneumonie (Psittakose,
mit Tieren Ornithose)

# pelvic inflammatory disease

Chlamydien haben einen biphasischen Lebenszyklus. Durch ihre mangelnde Fahigkeit
zur Eigensynthese von Nukleotiden, insbesondere von ATP, sind Chlamydien zur Ver-
mehrung auf die Energiereserven einer intakten Wirtszelle angewiesen. Man unter-
scheidet zwei Lebensformen von Chlamydien; die infektiose, extrazellulare Form, das
Elementarkorperchen (EB), und die stoffwechselaktive, intrazellulare Replikationsform,
das Retikularkorperchen (RB).

In der Zellkultur dauert der Lebenszyklus von C. trachomatis etwa 48-72 Stunden
(Abbildung 1). C. trachomatis gelangt mittels Phagozytose, Pinozytose und/oder
rezeptorvermittelter Endozytose in die Zelle (Abb.1/1.). Aus unbekannten Griinden wird
die lysosomale Fusion verhindert, so dass das EB membrangeschiitzt, als sogenanntes
Einschlusskorperchen (Abb.1/2.), in der Zelle verbleibt. Zur Vermehrung wandelt sich
das EB in das RB um (Abb.1/3. und 1/4.). Ist die Replikationsphase abgeschlossen,
verdichtet und verkleinert sich das RB und wandelt sich zum EB um (Abb.1/5.). Nach
der Freisetzung kann das EB weitere Zellen infizieren (Abb.1/6.) [Jones et al.1995].

Der Mechanismus, wie Chlamydieninfektionen zu Entzindung, Zellzerstérung und
Narbenbildung fuhren, ist nur teilweise verstanden. Initial kommt es zu einer Entzin-
dungsreaktion mit Einwanderung neutrophiler Granulozyten, gefolgt von Lymphozyten-,
Makrophagen- und Plasmazellinfiltration in das Epithel oder Endothel.

In Folge dessen kommt es zum Zellzerfall und zur Freisetzung lysosomaler Enzyme, die
zu Nekrosen fuhren. Bei Abklingen der Entziindung erfolgt eine Defektheilung durch
Fibrosierung und Narbenbildung [Jones et al.1995].



Abbildung 1: Lebenszyklus von  C. trachomatis in der Zellkultur
[nach Jones et al.1995]

Legende: EB = Elementarkérperchen; RB = Retikularkérperchen; 1.= Zellinfektion,

2.= Einschlusskoérperchen, 3./4.= Replikationsphase, 5.= Umwandlung RB zu EB, 6.= Freisetzung EB

C. trachomatis Serotypen D-K infizieren bei Frauen vor allem die Endozervix. Die Infek-
tion verlauft in etwa 75 % der Falle asymptomatisch und bleibt deshalb haufig uner-
kannt. Symptomatisch wird sie durch vaginalen Ausfluss, Blutungen, Unterbauch-
schmerzen oder Dysurie. Die Infektion kann jedoch auch schwere Komplikationen wie
eine “pelvic inflammatory disease* (PID), eine ektopische Schwangerschaft und
Infertilitat nach sich ziehen [Jones et al.1995, Paavonen et al.1996]. Unbehandelte
Schwangere kénnen einen Abort oder eine Frihgeburt erleiden. Die perinatale Infektion
des Neugeborenen kann zu Konjunktivitis und Pneumonie fihren [Jones et al.1995].
Man vermutet, dass eine Chlamydieninfektion ein Kofaktor bei dem durch HPV

induzierten Zervixkarzinom sein kénnte [Smith et al.2004].



Auch bei Mannern verlauft eine Chlamydieninfektion haufig asymptomatisch. Wird sie
symptomatisch, entwickelt sich nach einer Inkubationszeit von etwa zwei bis drei
Wochen meist eine Urethritis mit wenig weil3em bis klaren Ausfluss und Dysurie
[Gerbase et al.1998].

1.1.2. Epidemiologie

Urogenitale Chlamydieninfektion, hervorgerufen durch C. trachomatis Serotypen D-K,
gehoren weltweit zu den haufigsten bakteriell bedingten, sexuell Ubertragbaren Krank-
heiten [WHO 2001]. Als Risikofaktor fur eine Infektion gelten Alter, wechselnde Sexual-
partner, niedriger sozioOkonomischer Status und die Einnahme oraler Kontrazeptiva
[Jones et al.1995, Smith et al.2004, Araujo et al.2006].

Nach Schatzungen der WHO treten jahrlich weltweit etwa 92 Millionen neue Falle von
Chlamydieninfektionen bei Personen zwischen 15 und 49 Jahren auf, die Mehrzahl der
Falle in Entwicklungslandern [WHO 2001, Gerbase et al.1998]. In Westeuropa wurde
die Pravalenz fur Chlamydieninfektionen zwischen 15 und 49 Jahren auf 2,7% bei
Frauen und 0,8% bei Mannern geschéatzt [Gerbase et al.1998]. In Lateinamerika und
der Karibik dagegen liegt die geschatzte Pravalenz mit 4,0% bei Frauen etwa doppelt
und mit 2,5% bei Mannern etwa dreimal so hoch wie in Europa [Gerbase et al.1998].
Verlassliche Daten fir Brasilien sind sparlich. In selektiven Bevolkerungsgruppen wie
Besucherinnen einer STD-KIlinik (Alter < 24 Jahre) und Frauen, die eine Kinderwunsch-
klinik (Altersmittel 24 Jahre) besuchten, lagen die Pravalenzdaten bei 20% bzw. 11,4%
[Araujo et al.2006, Codes et al.2006], bei Frauen im Alter von 15 bis etwa 60 Jahren

aus dem landlichen Nordosten bei 6 % [Soares et al.2003].

1.1.3. Diagnose

Chlamydieninfektionen lassen sich nur labordiagnostisch nachweisen.

Die Zellkultur ist der klassische Goldstandard des Infektionsnachweises. Die Anspriiche
an Transport und Bearbeitung dieser Methode sind sehr hoch und es besteht ein hohes
Kontaminationsrisiko. Ein Ergebnis liegt frihestens nach etwa drei Tagen vor.

Ein zytologischer Nachweis im Abstrichmaterial ist ungeeignet, da die Interpretation
schwierig ist und Sensitivitat und Spezifitat der Methode gering sind [Stamm et al.2004].
Eine schnelle und zuverlassige Methode stellen Antigen- oder DNS-Nachweis dar.
Dazu werden sowohl Enzymimmunoassays, als auch LCR/PCR genutzt. Sie haben



eine ebenso hohe Spezifitat wie der kulturelle Nachweis, bei besserer Sensitivitat
(Tabelle 2) [Buimer et al.1996, Carroll et al.1998]. Auf Grund dessen gelten PCR und
LCR als der “neue” Goldstandard des Infektionsnachweises [VDGH 2004].

In der vorliegenden Arbeit wurde zum Haufigkeitsnachweis einer Infektion mit C.
trachomatis der Abbott LCx® Test, Abbott Laboratories, IL, USA genutzt. Dieser Test
basiert auf dem Nachweis von Plasmid DNS von C. trachomatis und hat eine hohe
Sensitivitat und Spezifitat. Da es sich bei dem Probenmaterial um Zervikallavagen
handelte wurde dieses Verfahren zum Infektionsnachweis ausgewahlt.

Tabelle 2: Charakteristika konventioneller Nachweis methoden fir C. trachomatis
[nach Buimer et al.1996]

Test Sensitivitat Spezifitat Vorteil Nachteil
Zytologie niedrig niedrig Interpretation schwierig
Kultur 57 % * 100% *  sicher lange Dauer; strenge Voraus-
46 % ** 100 % ** setzungen an Transport und
Durchfiihrung
LCR 93 % * 100 % *  schnell teuer
88 % ** 100 % **

Sensitivitat = Wahrscheinlichkeit, mit der ein Kranker als krank erkannt wird
Spezifitat = Wahrscheinlichkeit, mit der ein Gesunder als gesund erkannt wird
* Abstrichmaterial mannliche Urethra

** Abstrichmaterial weibliche Endozervix

1.1.3. Therapie

Chlamydieninfektionen werden mit Tetrazyclinen und Makroliden behandelt. Die Be-
handlungsdauer ist abhangig vom Infektionsort [Vogel et al.2002]. Zur Verhitung von

Reinfektionen muss der Partner mitbehandelt werden.



1.2. Neisseria gonorrhoeae

1.2.1. Erreger und Krankheitsbild

Die Art Neisseria gonorrhoeae gehdrt neben anderen zur Gattung Neisseria. Diese ge-
hort ebenso wie die Gattungen Branhamella, Moraxella, Kingella und Acitinobacter zur
Familie der Neisseriaceae. Gonokokken sind gram-negative Diplokokken, die sowohl
Zylinder-, Plattenepithel- als auch Endothelzellen infizieren. Mit ihren Fimbrien heften
sie sich an das Epithel (Abb.2/1.), werden endozytiert (Abb.2/2.), in Vakuolen zur
Basalmembran transportiert (Abb.2/3.) und in die Submukosa entlassen (Abb.2/4.). Der
Zerfall von Gonokokken in der Submukosa fuhrt zur Aktivierung des Komplement-
systems, zur Einwanderung neutrophiler Granulozyten und so zu einer eitrigen Entzin-
dung [Sparling et al.1995].

Abbildung 2: Infektionszyklus von N. gonorrhoeae [nach Sparling et al.1995]

Legende: 1.= Anheftung der Gonokokken, 2.= Endozytose, 3.= membrangeschuitzter Transport durch die

Zelle, 4.= Freisetzung der Gonokokken

Die Ubertragung von N. gonorrhoeae erfolgt in der Regel tber Geschlechtsverkehr. Die
Infektion fuhrt zu einer Entzindungen des Endothels bzw. Epithels des Genitaltrakts,

der sogenannten Gonorrhoe und bei Aszension zu Komplikationen wie PID, ektoper
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Schwangerschaft und Infertilitdét. Unbehandelte, infizierte Schwangere kénnen einen
Abort oder eine Frihgeburt erleiden. Zur perinatalen Infektionen kommt es wahrend der
Geburt, wenn der Fetus durch den Geburtskanal tritt. Die Folge ist eine eitrige Konjunk-
tivitis (Gonoblennorrhoe), die unbehandelt zur Erblindung fiihren kann.

Gonokokken infizieren bei Frauen vor allem die Endozervix. Nach einer Inkubationszeit
von bis zu zehn Tagen zeigen sich Symptome wie vaginaler Ausfluss, Dysurie (ohne
Drang und Frequenzsteigerung) und Zwischenblutungen. Die Infektion kann in bis zu
80% der Falle asymptomatisch verlaufen [Handsfield et al.2004] und bleibt dementspre-
chend oft unerkannt.

Bei Mannern manifestiert sich eine Infektion nach etwa zwei bis funf Tagen, meist unter
dem Beschwerdebild einer akuten Urethritis mit urethralem Ausfluss und Dysurie ohne
erhohter Frequenz oder Drang. Manner werden in bis zu 95% der Falle symptomatisch
[Gerbase et al.1998], so dass die Diagnosestellung erleichtert ist und die Patienten

therapiert werden kénnen.

1.2.2. Epidemiologie

Infektionen mit Gonokokken zahlen weltweit mit zu den h&aufigsten bakteriellen, sexuell
ubertragbaren Krankheiten. Als Risikofaktoren gelten, &hnlich wie bei anderen sexuell
Ubertragbaren Krankheiten, Alter, Promiskuitat, niedriger Bildungsstand und niedriger
soziodkonomischer Status.

Die Pravalenz von Gonokokkeninfektionen wird in Entwicklungslandern deutlich héher
geschétzt als in Industrielandern [WHO 2001]. Die genaue Datenlage ist sparlich und
haufig auf bestimmte Personengruppen begrenzt.

Populationsbasierte Studien an Frauen aus landlichen Gebieten in Brasilien, Peru und
Papua-Neuguinea ergaben eine Pravalenz um 6% [Soares et al.2003, Garcia et
al.2004, Mgone et al.2002]. Bei Untersuchungen an Frauen, die Kinderwunsch- oder
STD-Kliniken in Guinea-Bissau, Afrika besuchten, lag die Pravalenz mit 17% hoher
[Gomes et al. 2001]. Eine noch hdhere Pravalenz zeigten Untersuchungen an Prosti-
tuierten und Gelegenheitsprostituierten aus Madagaskar mit 38% bzw. 21% [Behets et
al.2001].
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1.2.3. Diagnose

Der kulturelle Erregernachweis gilt als Goldstandard der Diagnostik. Allerdings ist die
Sensitivitat je nach Untersuchungsmaterial starken Schwankungen unterworfen.

Der mikroskopische Erregernachweis mittels Gram- oder Methylenblaufarbung ist, ab-
hangig vom Untersucher, hoch spezifisch und sensitiv. Es zeigen sich mikroskopisch
intrazellulare, gram-negative Diplokokken [Handsfield et al.2004]. Mittels Enzym-
immunassays und LCR ist der direkte DNS-Nachweis mdglich. Diese Tests (Tabelle 3)
sind von Vorteil, wenn ein schnelles Ergebnis erforderlich ist oder die infrastrukturelle
Voraussetzung fur einen kulturellen Nachweis nicht vorhanden ist [Buimer et al.1996,
Kehl et al.1998, Carroll et al.1998, Handsfield et al.2004].

In der vorliegenden Arbeit wurde zum Haufigkeitsnachweis einer Infektion mit
N. gonorrhoeae der Abbott LCx® Test, Abbott Laboratories, IL, USA genutzt. Dieser
Test basiert auf dem Nachweis des OPA Gens von N. gonorrhoeae. Da es sich bei dem
Probenmaterial um Zervikallavagen handelte wurde dieses Verfahren zum Infektions-

nachweis ausgewabhit.

Tabelle 3: Charakteristika konventioneller Nachweis =~ methoden fir N. gonorrhoeae
[nach Buimer et al. 1996, Handsfield 2004]

Test Sensitivitat ~ Spezifitdt ~ Vortell Nachteil
Kultur 72,2 % * 100% *  bhillig Dauer, Ergebnis stark
50 % ** 100 % ** Materialabhéngig
Gram- 95 % * hoch schnell Ergebnis stark
Farbung bis 50 % ** Untersucher- und
Materialabhéngig
LCR 100 % * 100 % *  schnelle, leichte teuer

95,4 % ** 100 % **  Durchfiihrung

*Abstrichmaterial mannliche Urethra
** Abstrichmaterial weibliche Endozervix

1.2.4. Therapie

Die Gonorrhoe wird antibiotisch behandelt. Eine weltweit vorhandene Resistenz, vor
allem gegen Penicillin, Tetrazycline und Gyrasehemmer macht eine kalkulierte antibio-

tische Therapie notwendig. Eine Partnerbehandlung ist erforderlich.
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1.3. Humanes Papillomavirus

1.3.1. Erreger und Krankheitsbild

Das humane Papillomavirus (HPV) gehort zur Familie der Papovaviren. Sein Durch-
messer betragt 55 nm. Es hat ein eikosanoedrisches Kapsid, das eine aus 7900
Basenpaaren (bp) bestehende, zirkulare, Doppelstrang-DNS enthalt. Das Genom ist
funktionell in drei Regionen aufgeteilt (Abbildung 3): Eine nichtkodierende Kontrollregion
(KR), welche die Replikation und Transkription Gberwacht, eine Region “friher* Gene
(E 1-7), welche sowohl Proteine zur Virusreplikation als auch Proteine mit onkogenen
Eigenschaften verschlisselt und eine Region “spater Gene (L 1-2), welche die
Kapsidproteine verschlisselt [Bonnez et al.1995, Burd 2003].

fec | [ E2 Jes] (4 T
e+ | &1 1 [ L2 ] KR
[e4q ] «—
| S i i ] | | ] | ]
(o} 4o 2000 3000 Yoo Steo o~ 2ooo I3
- “ o« . \\
-~ AN bp \
Myoaaq4 Z
LiSObP P —
SPF 4o :
&
650p

* Klassifikationsregion der HPV-Genotypen

Abbildung 3: Schematische Darstellung des HPV-Genom s und die Position zweier
Primersets [nach van Doorn et al.2001]

Die formale Klassifikation von HPV-Typen erfolgt aus einem Fragment der L1 Region
des HPV Genoms (Abbildung 3). Bisher wurden etwa 100 HPV-Typen unterschieden.
Diese werden, abhangig von ihrer onkogenen Aktivitat, in low-risk (LRT) und high-risk
(HRT) Typen unterteilt [de Villiers et al.2004]. In bis zu 90% der Falle lasst sich HPV-
DNS in malignen, zervikalen Neoplasien des Genitaltrakts nachweisen, vor allem
HPV16 und 18 [Clifford et al.2003, Clifford et al.2005, Mufios et al.2003].
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Tabelle 4: Beispiele HPV bedingter Krankheitsbilder [nach de Villiers et al.2004]

HPV-Typen Krankheit

1,2 Warzen an Handen und Fil3en

6,11 (LRT) Condylomata acuminata, low risk CIN®
16, 18 (HRT) High risk CIN, Zervixkarzinom

2,3,5,8,9,10, 12, 14, 15,17 Epidermiodysplasia verruciformis

& Cervikale Intraepitheliale Neoplasie

Bei engem koérperlichem Kontakt infiziert HPV Zellen von Haut und Schleimhauten. Man
nimmt an, dass der Replikationszyklus beginnt, sobald das Virus in das Stratum
germinativum der Epidermis gelangt (Abb.4/1.). Wéahrend sich die Basalzelle differen-
ziert und zur Oberflache wandert (Abb.4/2. und 4/3.), kommt es innerhalb des Zellkerns
zur Synthese viraler Proteine, Replikation viraler DNS und schlussendlich zur Entste-
hung kompletter Viren, die durch Abschuppung von Keratinozyten freigesetzt werden
(Abb.4/4.)
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Abbildung 4: Replikationszyklus von HPV in der Haut [nach Bonnez et. al.1995]

Legende: 1.= Zellinfektion, 2./3.= Virusreplikation, 4.= Freisetzung kompletter Viren
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Eine HPV-Infektion verlauft haufig subklinisch oder latent asymptomatisch, so dass ein
Infektionsverdacht héufig bei Routineuntersuchungen im Rahmen der Krebsvorsorge
geadulRert wird. Lediglich Papillome oder Condylomata sind sichtbare Infektionszeichen
und fUhren die Frauen haufig aus kosmetischen Griinden zum Arzt.

Im Rahmen der Erforschung des Zusammenhangs von HPV-Infektion und Karzino-
genese fand man, dass die virale DNS von HPV-bedingten Lasionen mit niedrigem
Entartungsrisiko extrachromosomal im Zellkern nachweisbar ist, wahrend sie in malig-
nen Lasionen im Zellgenom integriert vorliegt [Burd 2003]. Man nimmt an, dass das
Virus an bevorzugten Orten in das Zellgenom eingebaut wird, es dabei zur Unter-
brechung viraler Genregionen kommt und so die physiologische Kontrollkaskade un-
terbrochen wird. Dies fuhrt zu expansiver Proliferation, Verlust der Zelldifferenzierung,

Stérung der Apoptose und schliel3lich zu Malignitéat [Bonnez et al.1995].

1.3.2. Epidemiologie

Infektionen mit HPV gehoéren weltweit zu den haufigsten sexuell Ubertragbaren Virus-
erkrankungen. Eine HPV-Ubertragung erfolgt durch sexuellen Kontakt. Risikofaktoren
sind unter anderem Alter, Promiskuitat und das Vorliegen anderer sexuell Gibertragbarer
Krankheiten, vermutlich vor allem C. trachomatis [Krlger Kjaer et al.1997, Smith et
al.2004]. Das Lebensalter beeinflusst auch die Infektionspravalenz. Jingere Frauen
zwischen 20 und 30 Jahren sind deutlich haufiger infiziert als altere Frauen [Koutsky
1997, Clifford et al.2005]. Sowohl im Vergleich verschiedener Lander als auch innerhalb
eines Landes ist die HPV-Pravalenz unterschiedlich. In Nigeria lag die Haufigkeit einer
HPV-Infektion bei Frauen tber 15 Jahren bei bis zu 26,3% [Thomas et al.2004, Clifford
et al.2005]. Bei Frauen in Sidamerika dagegen war die Pravalenz geringer; ca. 16,7%
in Argentinien, 14,6% in Kolumbien und 10,8% in Chile [Matos et al.2003, Clifford et
al.2005].

Fur Brasilien gibt es nur wenig zuverlassige Daten. Haufig handelt es sich dabei um
Daten aus speziellen Personengruppen wie HIV-infizierte Frauen (65-78%) oder Frauen
mit zervikalen Neoplasien (76%) [Levi et al.2002, Queiroz et al.2004, Rabelo-Santos et
al.2003]. Dagegen zeigten Studien an Frauen aus landlichen Gebieten eine Pravalenz
zwischen 14 und 26% [Brito et al.2002, Soares et al.2003].

15



Die Infektionshaufigkeit in Europa ist deutlich geringer, weist aber ebenfalls regionale
Unterschiede auf. Bei Frauen zwischen 15 und 74 Jahren in Italien beispielsweise lag
die Pravalenz bei 9,2%, in Spanien bei nur 1,4% in den Niederlanden dagegen bei 7,7%
[Clifford et al.2005].

Das Vorkommen der verschiedenen HPV-Typen unterliegt ebenfalls regionalen Unter-
schieden. HPV-Typ 16 (HRT) beispielsweise, der hochstwahrscheinlich weltweit h&u-
figste HPV-Typ, ist bei Frauen utber 15 Jahren im subsaharischen Afrika zu 8% nach-
weisbar. In Asien und Stidamerika dagegen ist er mit 14 bzw. 15% und in Europa mit
21% haufiger vertreten. Im Gegensatz dazu ist der ebenfalls haufige HPV-Typ 18 (HRT)
in allen vier Regionen mit vier bis fiinf Prozent in gleicherweise verteilt [Clifford et
al.2005].

1.3.3. Diagnose

Der Nachweis von viraler DNS sichert die Diagnose einer HPV-Infektion. Einzelne
etablierte Methoden zum DNS-Nachweis sind in Tabelle 7 dargestellt. Die Sensitivitat
der diversen DNS-Nachweismethoden kann durch eine zuvor durchgefiihrte Verviel-
faltigung der DNS mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) erh6ht werden.

Das Papillomavirus wéchst nicht in der Zellkultur. Serologische Tests kdnnen nicht
zwischen einer akuten und einer alten Infektion unterscheiden und sind daher nicht zur
Diagnostik geeignet. Die im Rahmen der klinischen Diagnostik und Krebsvorsorge
genutzte zytologische und histologische Untersuchung (Tabelle 5) erlaubt keinen
direkten HPV-Nachweis, sondern weist Infektionsfolgen nach. Sie stellen einfache und
gunstige Screeningmethoden dar.

Zytologisch ist der Abstrich nach Papaniculau (Pap) gebrauchlich. Je nach Infektions-
grad lassen sich Koilozyten und Dysplasien nachweisen, wobei haufig gerade die HPV-
typischen Koilozyten nicht nachweisbar sind.

Das Bild der histologischen Untersuchung ist ebenfalls vom Infektionsgrad gepréagt.
In floriden Infektionen lassen sich unter anderem Dyskeratosen, Pankeratosen,
Akanthosis und vielkernige Zellen nachweisen.

Auffallige Pap-Abstriche und/oder auffallige Histologien stellen eine Indikation zur
Kolposkopie dar. Makroskopisch nicht sichtbare Veranderungen lassen sich mit der

erweiterten Koloposkopie nachweisen (Tabelle 6).

16



Zusatzlich zur Zytologie besteht bei Frauen im Rahmen des Screenings zur Krebsfrih-

erkennung die Indikation zum HPV DNS-Nachweis bei einem unklaren zytologischen

Befund, bestehenden Prakanzerosen und nach Konisation wegen dysplastischer

Veréanderungen [Weissenbacher et al.2001].

Tabelle 5: Charakteristika konventioneller HPV Scre
[nach Trofatter 1997]

eningmethoden

Test Sensitivitat  Spezifitat  Vorteil Nachteil

Inspektion niedrig hoch einfach, schnell nur makroskopisch
deutliche Veranderungen
nachweisbar, keine
Typisierung maglich

Pap- 15-50% ~90% preisgunstig keine Typisierung

Abstrich moglich

Kolposkopie mittel niedrig Nachweis keine Typisierung

makroskopisch
unauffalliger

Lasionen

maoglich, nur Extozervix

beurteilbar

Tabelle 6: Befunde der erweiterten Kolposkopie [nac

h Ebert et al.1998]

Verfahren physiologischer pathologischer Befund
Befund

Applikation von 3-5 %iger Anamisierung und Leukoplakie, Mosaik,

Essigsaure Ausfallung des Punktierung, Gefal3atypien

Zervixschleims

Schiller-Jodprobe tiefe Braunfarbung hellbraun-, gelb- oder nicht

normalen anfarbendes Epithel

Plattenepithels
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Tabelle 7: Charakteristika von DNS-Tests zum HPV-Na chweis
[nach Trofatter 1997, Schiffmann et al.2000, Klette r et al.1999]

Test Sensitivitat Spezifitat Handhabung Kommentar

Dot Blot moderat hoch gut Schneller und relativ

preisgunstiger Test

in situ- moderat hoch gut Lokalisierung von HPV-DNA

Hybridisierung im Gewebe mdglich

Fllssig- hoch hoch gut geeignet fur die klinischen

Hybridisierung Routine

HCII-Test* 80,8 - 93,2% 80,2 -94% gut geeignet fur die klinische
Routine

Line blot assay hoch Hoch gut HPV Typisierung moglich,
geeignet fur die Kklinische
Routine

INNO-LIPA** 100% 97,8% gut Nachweis verschiedener

Genotypen in einem

Testdurchlauf méglich

* Digene® SHARP Signal™-System der Firma Digene Corporation, Gaithersburg, MD USA
*INNO-LiPA HPVGenotyping® Test der Firma Innogenetics NV, Ghent, Belgien

Um in der vorliegenden Arbeit eine Aussage Uber die Haufigkeit von HPV-Infektionen im
Untersuchungskollektiv treffen zu konnen wurden zwei verschieden HPV-Tests ange-

wendet. Zunéchst wurde das Digene® SHARP Signal™

-System der Firma Digene
Corporation, Gaithersburg, MD USA verwendet. Dieser Test basiert auf dem photo-
metrischen Nachweis von, in Losung entstandenen, RNS-DNS Hybriden. Es werden
zwei Sondenpools verwendet, die den Nachweis von LRT (Typ 6, 11, 42, 43 und 44)
und HRT (Typ 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 und 68) ermdglichen. Eine
Unterscheidung zwischen einzelnen HPV-Typen innerhalb einer Gruppe ist nicht
maglich.

Um eine Aussage sowohl Uber die Pravalenz bestimmter Typen als auch Uber die
Typenverteilung treffen zu kénnen wurde zusatzlich der INNO-LIiPA HPVGenotyping®

Test der Firma Innogenetics NV, Ghent, Belgien eingesetzt.
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Testprinzip ist der Nachweis einzelner HPV-Typen nach DNS-Amplifikation mittels
Teststreifen. Es lassen sich Einfach- und Mehrfachinfektionen mit 25 HPV Typen (Typ
6, 11, 16, 18, 31, 33, 34, 35, 39, 40, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 56, 58, 59, 66, 68,
70, 74) nachweisen. Beide Methoden sind etablierte Standardverfahren mit hoher
Sensitivitat und Spezifitat [Kleter et al.1999, Schiffman et al.2000, Guyot et al.2003,
Perrons et al.2005], die, auf Grund ihrer guten Handhabung, zur Untersuchung von
Zervikallavagen einer grof3en Studienpopulation fir die vorliegende Arbeit ausgewéahlt

wurden.

1.3.4. Therapie und Pravention

Bislang gibt es noch keine kausale Therapie zur Behandlung von HPV-Infektionen.
Symptomatisch lassen sich HPV-Infektionen unter anderem chirurgisch oder zyto-
toxisch mit Podophyllotoxin oder Trichloressigsdure behandeln [Weissenbacher et
al.2001].

Im Juni 2006 wurde von der US Food and Drug Administration ein quadrivalenter Impf-
stoff (Gardasil®) der Firma Merck & Co., Inc. (Whitehouse Station, NJ) fir Madchen und
Frauen zwischen 9 und 26 Jahren, zur Vorbeugung von Genitalwarzen, Gebarmutter-
halskrebs und Prakanzerosen bzw. dysplastischen Veranderungen des Genitaltrakts
zugelassen [Monk et al.2006]. Seit Oktober 2006 ist dieser Impfstoff auch in Deutsch-
land zugelassen.

In einer klinischen Studie an Frauen zwischen 16 und 23 Jahren, die zwischen 1998
und 1999 in den USA durchgefihrt wurde, um die Wirksamkeit des monovalenten
HPV16-Impfstoffes der Firma Merck prifen, konnte eine hundertprozentige Wirksamkeit
der HPV16 Impfung nachgewiesen werden [Koutsky et al.2002]. Die hohe Wirksamkeit
von Gardasil® wurde in vier klinischen, placebo-kontrollierten, doppel-blinden, randomi-
sierten Phase Il und Il Studien der Firma Merck & Co belegt.

Durch die Impfung verspricht man sich einen Schutz gegen Infektionen mit HPV16 und
18, die in etwa 70% aller Zervixkarzinome nachweisbar sind und gegen HPV6 und 11,
die in schatzungsweise 90% der Falle von Genitalwarzen nachgewiesen werden kon-
nen [Steinbrook 2006]. Die Zulassung eines bivalenten Impfstoffes (Cervarix®) der
Firma Glaxo Wellcome UK Ltd. (Uxbridge, Middelsex, UK) gegen HPV16 und 18 wird
2007 erwartet [Steinbrook 2006].
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1.4. Fragestellung und Ziel der Arbeit

Ziel der Arbeit war die Feststellung der Haufigkeit von C. trachomatis, N. gonorrhoeae
und HPV bei Frauen aus einem landlichen Gebiet im Nordosten Brasiliens, um, in
Abhangigkeit von demographischen, sozio-kulturellen und 6konomischen Variablen,
eine Aussage Uber die tatsachliche Bedeutung dieser Infektionen machen zu kdnnen.
Die Risikofaktoranalyse ist Inhalt einer anderen Dissertation.
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2 Material und Methoden

2.1. Probandinnen

Die Probandinnen waren Teilnehmer einer bevdlkerungsbasierten Studie, die im Jahr
2002 im Landkreis Pacoti im Bundesstaat Ceara im Nordosten Brasiliens durchgefuhrt
wurde. Die Gemeinde liegt 736 Meter Uber dem Meeresspiegel in der Serra de Baturité,
83 km von Fortaleza, der Hauptstadt des Bundesstaates Ceara entfernt. Pacoti hat
11.524 Einwohner, von denen 2.656 (23%) im Stadtgebiet, die dbrigen in kleinen
Weilern des Landkreises leben. Die gesamte Studie war als bevélkerungsbasierte
Querschnittsstudie mit drei Armen angelegt: 1. Erfassung von Wissen, Perzeption und
Verhalten in Bezug auf sexuell Ubertragbare Krankheiten (KAP-Studie), 2. komplette
gynéakologische Untersuchung inklusive Kolposkopie und Zervikallavagen, 3. labor-
diagnostische Abklarung der wichtigsten Ursachen sexuell Ubertragbarer Krankheiten.
Die Dissertation beschatftigt sich mit dem dritten Teil.

Zur Zielgruppe gehorten alle Frauen zwischen 12 und 49 Jahren mit Wohnsitz in Pacoti
und den Weilern Volta do Rio, Germinal, Caititu, Holandina, Araticum, Santa Quitéria
und Rolador. Diese wurden durch die Register des ortlichen Programa de Saude da
Familia (PSF/ Familiengesundheitsprogramm) identifiziert. Die demographischen und
soziodkonomischen Charakteristika der Studienteilnehmerinnen wurden von der leiten-

den Gynakologin der Studie erfasst.

2.2. Probenmaterial — Gewinnung, Aufbewahrung, Aufb  ereitung

Die gynakologische Untersuchung und Probengewinnung wurde von der leitenden
Gynakologin im Hospital Municipal Padre Quiliano, des einzigen Krankenhauses von
Pacoti, durchgefihrt.

Probandinnen, die zum Zeitpunkt der Probengewinnung noch nicht sexuell aktiv waren,
wurden von der Materialenthahme ausgenommen.

Die Zervikallavagen wurden nach Spulung der Cervix uteri mit 0,9%iger physiologischer
Kochsalzlésung in sterilen Probenréhrchen gesammelt.

Nach der Materialentnahme wurden die Zevikallavagen sofort bei -20C eingefroren.

Der Transport nach Deutschland erfolgte auf Trockeneis.

Hier wurden die Proben bis zur Aufbereitung bei -70C gelagert.

Das Nativmaterial wurde aufgetaut und durch schiitteln gut resuspensiert.
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Ein Milliliter wurde in ein Zentrifugenréhrchen pipettiert und bei 9000 x g 15 Minuten
lang zentrifugiert.

Der Uberstand wurde mit einer Pipette innerhalb von 15 Minuten vollstandig entfernt,
ohne das Sediment zu berihren.

Unter Zugabe von 1 ml Ligase-Ketten-x-Resuspensionspuffer wurde die Probe solange
im Vortex-Mixer geschuittelt, bis sich das Pellet vollstdndig vom Boden geldst hatte. Das
Zentrifugenrohrchen wurde 15 Minuten im Ligase-Ketten-x-Trockenbad bei 97C
erwarmt und anschliel3end bei Raumtemperatur 15 Minuten gekunhlt.

Die aufbereiteten Proben wurden entweder sofort analysiert oder bis zu 60 Tage bei

-20 T zwischengelagert.

2.3. Nachweismethoden

2.3.1. Nachweis von C. trachomatis und N. gonorrhoeae

Der Nachweis einer C. trachomatis- bzw. N. gonorrhoeae-Infektion wurde mit dem
Abbott LCx® Chlamydia trachomatis-Assay bzw. Neisseria gonorrhoeae-Assay (Abbott,
Wiesbaden) erbracht Dieses Assay basiert auf dem Prinzip der Ligasekettenreaktion
(LCR). Die LCR ist ein der Polymerasekettenreaktion (PCR) verwandtes Nachweis-
verfahren, das auf der Vervielfaltigung und Neusynthese von bekannten DNS-
Abschnitten beruht. Es werden pro Reaktion vier Oligonukleotidsonden verwandt, von
denen je zwei komplementar zum Positivstrang und zwei zum Negativstrang sind. Da
die Polymeraseaktivitat fehlt, entsteht bei der Hybridisierung der Sonden mit der Ziel-
sequenz eine Licke. Diese Lucke wird durch die thermostabile Ligase verschlossen.
Das entstandene Amplifikat dient im néchsten Zyklus selbst als Zielsequenz. LCR-
Produkte mit einem markierten 3’- und 5°-Ende sind einer Detektion zugéanglich. Diese
Markierung wird durch die Oligonukleotidsonden gewéhrleistet. Das LCR-Produkt wird
mittels Mikropartikel-Enzymimmunoassay (MEIA) photometrisch nachgewiesen.

Mit diesem Verfahren wurde aus den Proben der Probandinnen Plasmid-DNS von
C. trachomatis (Tabelle 8) und DNS von N. gonnorhoeae (Tabelle 8) mit dem Abbott
LCx® Test nachgewiesen.
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Tabelle 8: Durchfilhrung des Abbott LCx ® Chlamydia trachomatis -Assay und

Neisseria gonorrhoeae -Assay (nach Herstellerangaben)

Vorbereitung

Amplifikation

Kalibrator herstellen

100 pl Aktivierungsreagenz in das Kalibratorflaschchen
pipettieren
2-5 Sekunden im Vortex Mixer mischen

Kontrolle herstellen

100 pl Aktivierungsreagenz in das Kontrollflaschchen
pipettieren

2-5 Sekunden im Vortex-Mixer mischen

Thermocycler

programmieren

40 Zyklen & :1 Sekunde bei 93C, 1 Sekunde bei 59C , 1
Minute 10 Sekunden bei 62<C

Durchfihrung
Amplifikation

Kalibrator

zwei mal 100 pl Kalibrator in ein Amplifikationsréhrchen
pipettieren

10-15 Sekunden bei > 9000 x g zentrifugieren

Negativkontrolle

zwei Mal 100 pl Negativkontrolle in ein Amplifikationsréhrchen
pipettieren

10-15 Sekunden bei > 9000 x g zentrifugieren

Proben 100 pl in ein Amplifikationsréhrchen pipettieren
10-15 Sekunden bei > 9000 x g zentrifugieren
Amplifikation Amplifikationsréhrchen in den Thermocycler verbringen
Programm starten
Durchfiihrung Amplifikationsréhrchen 10-15 Sekunden bei > 9000 x g
Detektion zentrifugieren

LCx Karussel mit Reaktionszellen bestticken und
Amplifikationsréhrchen in folgender Reihenfolge einsetzen:
Position 1 und 2 : Negativkontrolle

Position 3 und 4 : Kalibrator

Position 5 bis 24 : Probe
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Reagenzienpackung schwenken und in der Reihenfolge von
1 bis 4 6ffnen; entstandenen Schaum/Luftblasen mit
Pipettenspitze entfernen

LCx Analysegerat starten

Auswertung Alle Berechnungen werden automatisch durch das LCx
Analysegeréat durchgefihrt.
Testgultigkeit Der Testdurchlauf ist gultig, wenn die Einzelergebnisse und

Mittelwerte der Negativkontrollen und Kalibratoren den
vorgegebenen Assayparametern des Analysegerates

entsprechen.

Ergebnisberechnung

C. trachomatis

N. gonorrhoeae

Der Quotient (S/CO), des ermittelten Probenwertes (S) und
des Grenzwertes (CO), weist das Vorliegen oder Fehlen von
Plasmid-DNS nach.

CO = 0,45 x Mittelwert der LCx Kalibrator-Werte

Der Quotient (S/CO), des ermittelten Probenwertes (S) und
des Grenzwertes (CO), weist das Vorliegen oder Fehlen von
N. gonorrhoeae nach.

CO = 0,25 x Mittelwert der LCx Kalibrator-Werte

Interpretation

C. trachomatis

N. gonorrhoeae

- positives Ergebnis: S/CO = 1,00

- negatives Ergebnis: S/CO < 0,8

- Grauzone (EQV): S/CO 20,8 und < 1,00

Proben mit EQV-Ergebnissen werden mit frischaufbereitetem
Material wiederholt. Ist S/CO in der Wiederholung = 1,00 ist
die Probe positiv, ist sie < 1,00 ist sie negativ.

- positives Ergebnis: S/CO = 1,20

- negatives Ergebnis: S/CO < 0,80

- Grauzone (EQV): S/ICO 20,8 und < 1,20

Proben mit EQV-Ergebnissen werden mit frischaufbereitetem
Material wiederholt. Ist S/CO in der Wiederholung = 1,00 ist

die Probe positiv, ist sie < 1,00 ist sie negativ.
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2.3.2. Nachweis von HPV
Zunachst wurde mit dem QlAamp® DNS Minikit (Qiagen GmbH, Hilden) DNS aus dem

Probenmaterial isoliert (Tabelle 9). Der Nachweis einer HPV-Infektion erfolgte sodann
mit dem Digene SHARP Signal®-Test (Digene, USA), einem Test auf PCR-Basis.

Die PCR ist ein Verfahren zur selektiven Vervielfaltigung und Neusynthese bestimmter
DNS-Abschnitte. Dazu sind mehrere Reaktionszyklen notwendig, die von Temperatur-
veranderungen abhéngig sind. Der DNS-Doppelstrang wird aufgetrennt und es lagern
sich synthetische Oligonukleotidsonden (Primer) an jeden Einzelstrang so an, dass sie
den zu vervielfaltigenden DNS-Abschnitt einrahmen. Mit Hilfe der DNS-Polymerase wird
dieser Abschnitt im folgenden Schritt vervielféaltigt und es entstehen zwei identische
DNS-Doppelstrange. Diese dienen im nachsten Zyklus ebenfalls als Ziel-DNS.

Der Digene Test verwendet die Primer MY09 und MY11. Dieses Primerset gehdrt zu
den sogenannten allgemeinen Primern, die ein breites Spektrum von HPV-Typen
vervielfaltigen. MY09/11 umfasst eine Mixtur verschiedener Oligonukleotide und ampli-
fiziert ein 450bp grof3es Fragment der L1 Region von HPV (Abbildung 3) [van Doorn et
al.2001]. Der Ablauf des Digene-Tests ist Tabelle 10 und Tabelle 11 zu entnehmen.

Zur Bestimmung konkreter HPV-Genotypen wurde der INNO-LiPA HPV Genoyping®
Test (Innogenetics N.V., Belgien), einem Test auf PCR Basis, durchgefiuihrt. Dieser Test
verwendet zur DNS-Amplifikation das Primergemisch SPF10. SPF10 gehdrt zu den
allgemeinen Primern und amplifiziert ein 65bp grof3es Fragment aus der L1 Region des
HPV Genoms amplifiziert (Abbildung 3) [van Doorn et al.2001]. Der Testablauf ist in
Tabelle 12 und Tabelle 14 dargestellt.

Nur Proben, die im Digene Test ein positives Ergebnis erbrachten wurden mit dem
INNO-LIPA Test untersucht. Proben mit einem Kklar positiven Ergebnis (Absorption =
1,00) wurden ohne weiteres mit dem INNO-LIPA Test untersucht. Digene positive
Proben mit einer Absorption > Cutoff < 1,00 wurden zundchst mit dem Digene Test
wiederholt und nur bei einem erneut positiven Ergebnis mit dem INNO-LIPA Test unter-
sucht.

Aus Kostengriinden wurde nach der INNO-LIPA PCR eine Agarose-Gelelektrophorese
(Tabelle 13) durchgefhrt.

Die Agarose-Gelelektrophorese ist ein Verfahren, um DNS-Strange ihrer Gréf3e nach zu
trennen. Im Vergleich mit Strangen bekannter Grol3e lasst sich die GroRe der unbe-

kannten DNS-Strdnge dann bestimmen. Die zu untersuchenden Proben werden auf ein
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Gel aufgetragen, das in einer ionischen Pufferlésung liegt. Durch die Anlage eines
elektrischen Feldes werden die negativ geladenen DNS-Molekile, je nach Grél3e unter-
schiedlich schnell, durch die Gelmatrix zur Anode gezogen. Das fur die Elektrophorese
verwendete Ethidiumbromid lagert sich in die DNS ein und wird durch seine fluores-
zierenden Eigenschaften im UV-Licht sichtbar.

Elektrophorese-positive Proben wurden der INNO-LiPA Detektion zugefihrt. Elektro-
phorese-negative Proben, die bis dahin erst einmal mit dem Digene Test untersucht
worden waren, wurden daraufhin mit diesem wiederholt.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Studienteilnehmerinnen positiv auf das Vorliegen
einer HPV-Infektion gewertet, bei denen die Untersuchung mit dem INNO-LIiPA Test ein

positives Ergebnis erbrachte.

2.3.2.1.HPV-DNS Isolierung mit dem QlAamp ® DNS Minikit

Tabelle 9: DNS-Extraktion mit QlAamp © DNS Minikit (nach Herstellerangaben)

Vorbereitung
Trockenbad 70C
erwarmen
Herstellung 19 ml Puffer AW1 Konzentrat, 25 ml 96%iges Athanol mischen
Puffer AW1
Herstellung 13 ml Puffer AW2 Konzentrat, 30 ml 96%iges Athanol mischen
Puffer AW2
Durchfihrung
200 pl Probe, 20 pl Proteinase K und 200 ul AL Puffer in 1,5 mi
konisches Rohrchen pipettieren und im Vortex-Mixer mischen
Inkubation 10 Minuten bei 70T im Trockenbad

200 pl 96%igen Athanol hinzufiigen und mischen

Probe auf eine Qiagenséaule mit Unterréhrchen auftragen

Zentrifugation 1 | 1 Minute bei 8000 rpm (6000 x Q)

Waschen 1 S&ule auf neues Unterrohrchen setzen; 500 pl Puffer AW1 zugeben
Zentrifugation 2 | 1 Minute bei 8000 rpm (6000 x Q)
Waschen 2 Saule auf neues Unterréhrchen setzen; 500 pl Puffer AW2 zugeben

Zentrifugation 3 | 3 Minuten bei 14000 rpm (20000 x g)
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Saule auf 1,5 ml Spitzréhrchen setzen, 100 pl 70C warmen

Elutionspuffer zugeben

Zentrifugation 4 | 1 Minute bei 8000 rpm

1,5 ml Spitzréhrchen verschliel3en

DNS-Extrakt seiner weiteren Verwendung zufuhren

2.3.2.2. HPV-Nachweis mit dem Digene ® SHARP Signal ™-System

Der Digene SHARP Signal®Test ist ein System, das DNS-RNS Hybride zum photo-
metrischen Nachweis biotylinierte PCR Produkte benutzt. Dazu wird ein Teil aus der
L1 Region des HPV Genoms mittels PCR (Primer MY09/11) amplifiziert. Das PCR
Produkt wird denaturiert und mit einem RNS-Sondengemisch in Losung hybridisiert. Es
werden zwei Sondengemische verwendet mit denen zwei HPV-Gruppen nachgewiesen
werden. Das Sondengemisch A weist HPV-Typen der low-risk-Gruppe (HPV 6, 11, 42,
43 und 44) und das Sondengemisch B Typen der high-risk-Gruppe (HPV16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 und 68) nach.

Tabelle 10: Digene SHARP Signal System © - Amplifikation
(nach Herstellerangaben)

VORBEREITUNG
AMPLIFIKATION

Amplifikationsréhrchen- |8 ul Magnesiumchlorid (MgCl,) je Deckel pipettieren und

deckel bei 70T im Brutschrank trocknen lassen
Amplifikationskasten 1 Amplifikationsrohrchen je Probe

bestlicken

Herstellung 73 Ml destilliertes Wasser, 10 pl PCR Puffer, 1 pl dNTPs,

Amplifikationsgemisch 2,5 pl Primer MY 09, 2,5 pl Primer MY 11, 0,5 pl Triton X-
100 und 0,5 pl Ampli-Tag-DNS-Polymerase (= 90 ul) je

Probe mischen

Programmierung 3 Minuten bei 94<C, 2 Minuten bei 80C, 10 Mal 1 Mi nute
Thermocycler bei 94T, 2 Minuten bei 56T, 35 Mal 1 Minute bei 9 0C,
2 Minuten bei 56C und 15 Minuten bei 56C
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DURCHFUHRUNG
AMPLIFIKATION

Kontrolle/Probe

10 pl Kontrolle (HPV16) / Probe und 90 pl
Amplifikationsgemisch in ein Amplifikationsréhrchen
pipettieren und mit einem Amplifikationsdeckel

verschlieRen

Thermocycler

Kontrolle und Proben in den Thermocycler verbringen und
Programm starten; wahrend des 80C Zyklus die
Amplifikationsréhrchen entnehmen und so wenden, dass
der R6hrcheninhalt mit dem Deckel in Kontakt kommt. Das
im Deckel befindlichen MgCl, startet die PCR.

Tabelle 11: Digene SHARP Signal System ® - Detektion (nach Herstellerangaben)

Vorbereitung

Detektion

SHARP Signal System

auf Raumtemperatur erwarmen

PCR Produkte

auf Raumtemperatur erwarmen

Micro-Amp-Stander

mit Hybridisierungsrohrchen bestiicken:
2 Rohrchen pro Probe
2 Rohrchen pro negative Testkontrolle

2 Rohrchen pro positive Testkontrolle

Herstellung

Sondenmischung A

25 pl je Probe
1 Teil RNA Probe A mit 49 Teilen Probenlésung mischen

Herstellung

Sondenmischung B

25 ul je Probe
1 Teil RNA Probe B mit 49 Teilen Probenlésung mischen

Waschpuffer herstellen

Waschpuffer in 3 Liter destilliertem Wasser auflésen

Mikrotiterstreifen

berechnen

2 Vertiefungen je Probe und Kontrolle
2 Vertiefungen fir die Substratkontrolle
Mikrotiterplatte mit Mikrotiterstreifen bestticken

Substratlésung

herstellen

100 pl je Probe

1 Teil Substratkonzentrat mit 49 Teilen
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Substratverdiinnungsmittel mischen

Durchfihrung

Detektion

Probendenaturierung

50 ul Probenverdinnungsflissigkeit, 25 pl
Denaturierungsreagenz und 5 pl Probe bzw. 5 ul Kontrolle
je Hybridisierungsrohrchen pipettieren und im Vortex-Mixer
mischen (lila Farbumschlag)

10 Minuten bei 20-25 T inkubieren

Probenhybridisierung

25 ul Sondenmischung A je Probe und Kontrolle
pipettieren, 5 Sekunden mit dem Vortex-Mixer mischen
(gelber Farbumschlag)

25 ul Sondenmischung B je Probe und Kontrolle
pipettieren, 5 Sekunden mit dem Vortex-Mixer mischen
(gelber Farbumschlag)

30 Minuten bei 65T im Thermocycler inkubieren

Plattenhybridisierung

100 pl Kontrollen, 100 ul Proben in die Mikrotiterplatte
pipettieren

Platte abkleben und 30 Minuten bei 20-25< inkubier en,
bei 1200 rpm schiitteln

Detektion

Proben und Kontrollen absaugen

100 ul Detektionsreagenz pro Vertiefung pipettieren (aul3er
Substratleerwert)

30 Minuten bei 20-25C inkubieren, bei 1200 rpm sch Gtteln
Mikrotiterplatte finfmal mit Waschlésung waschen,
anschlie3end einmal mit 200 pl destilliertem Wasser
waschen

100 pl Substrat pro Vertiefung pipettieren

Messung

SLT Photometer bei 405-410 nm, Referenzwellenlange
620 nm:

direkt nach Substratzugabe, anschliel3end Platte abkleben
nach 1 Stunde Inkubation bei 37<C, Platte abkleben

nach 24 Stunden Inkubation bei 37C

Auswertung
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Testgultigkeit (nach
Herstellerangaben)

nach 1 Stunde: Photometer 405 nm
Der Test ist gultig, wenn nach Abzug des Substrat-
leerwertes der Mittelwert der Kontrollen wie folgt ist:
Negativkontrolle: Absorption < 0,05
Positivkontrolle: Absorption = 0,100

Grenzwertberechnung
(nach

Herstellerangaben)

Grenzwert (Cutoff) nach 24 Stunden: positiver Cutoff =
((2 x mittlere Absorption der Negativkontrollen)+0,080);
ist der errechnete Cutoff < 0,1 wird er vom Hersteller mit
0,100 festgelegt.

Interpretation (nach
Herstellerangaben)

Photometer 405 nm, nach 24 Stunden

- positives Ergebnis: Absorption = Cutoff

- negatives Ergebnis: Absorption < Cutoff

- klar positives Ergebnis: Absorption = 1,00

- Grauzone: Absorption = 0,05 und < 0,075

Proben mit einem Ergebnis im Grauzonenbereich werden
mit frischaufbereitetem Material wiederholt. Ist die
Absorption in der Wiederholung = Cutoff ist die Probe
positiv, ist sie < Cutoff ist sie negativ.

Kreuzreaktivitat: Ist eine Probengruppe stark positiv,
reagiert die zweite Probengruppe moglicherweise mit. Die
mit reagierende Probengruppe wird wie folgt bewertet:
positives Ergebnis = Absorption = 75% der stark positiven
Gruppe

schwach positives Ergebnis = Absorption > 25% bis < 75%
der stark positiven Gruppe

grenzwertiges Ergebnis = Absorption < 25% der stark

positiven Gruppe

30



2.3.2.3. HPV-Nachweis mit Innogenetics INNO-LiPA HP  V Genotyping ©

Der Innogenetics INNO-LiIPA HPV Genoyping® ist ein Test zum Nachweis biotylinierter
PCR Produkten. Dazu wird ein Teil der L1 Region des HPV Genoms mittels PCR
(Primer SPF10) amplifiziert. Das Amplifikat wird denaturiert und mit genotyp-spezi-
fischen Oligonukleotidsonden hybridisiert, die als parallele Banden auf Nitrozellulose-
streifen aufgebracht sind. Am oberen Ende eines jeden Membranstreifens befindet sich
eine Kontrollbande, die Konjugatkontrolle. Durch Inkubation mit dem Chromogen
BCIP/NBT wird das Hybrid als purpurfarbener Niederschlag sichtbar gemacht und
optisch ausgewertet (Abbildung 5). Es lassen sich 25 HPV Genotypen identifizieren.
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Abbildung 5: Auswertung des INNO-LiPA HPV Genotypin  g® Tests

[nach Innogenetics 2002]
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Tabelle 12: Innogenetics INNO-LiPA HPV Genotyping  ® — Amplifikation
(nach Herstellerangaben)

VORBEREITUNG
AMPLIFIKATION

Amplifikationskasten 1 Amplifikationsréhrchen je Probe
bestlicken
Herstellung 19,66 pl destilliertes Wasser, 5 pl 10x PCR Puffer, 1 pl

Amplifikationsgemisch  |dNTPs, 10 pl Primermix, 4 ul MgCl, und 0,34 pl Ampli Taq
Gold DNS Polymerase (=40 pl) je Probe herstellen

Programmierung 9 Minuten bei 94T folgen 40 Zyklen: 30 Sekunden be i

Thermocycler 94<C, 45 Sekunden bei 52<C, 45 Sekunden bei 72C un d5
Minuten bei 72C

Durchfiihrung 10 pl Probe und 40 ul Amplifikationsgemisch in ein

Amplifikation Amplifikationsrohrchen pipettieren, verschlie3en, in den

Thermocycler verbringen und Programm starten.

Die Analyse des PCR-Produkts erfolgt mit einem 2%igen Agarosegel und Anfarbung mit
Ethidiumbromid. Zum Grol3envergleich wird ein Molekulargewichtsstandard (123bp
DNS-Leiter) verwendet.

Tabelle 13: Durchfihrung der Agarose-Gelelektrophor  ese

Vorbereitung

Herstellung TBE-Puffer 50 ml TBE-Puffer, 200 ml destilliertes Wasser, 12,5 pl
Ethidiumbromid mischen

Agarose-Gel (2%ig) 0,8 g Agarose, 40 ml TBE-Puffer im

herstellen Erlenmeyerkolben mischen

in der Mikrowelle aufkochen bis die Agarose
vollstandig gelost ist

35 ml Agarose pro Gelkammer einfullen den Kamm
auf eine Gelseite einstecken
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Gel 30 Minuten bei Raumtemperatur fest werden
lassen, anschlie3end 30 Minuten bei 4C
auspolymerisieren lassen

Kamm entfernen

Gel in Elektrophoresekammer Uberfuhren

mit 200 ml TBE-Puffer Uberschichten

Molekulargewichtsstandard |10 pl kommerziellen MGS, 40 pl destilliertes Wasser,

(MGS) herstellen 10 pl Migrationsmarker mischen

Positivkontrolle 5 ul Migrationsmarker, 10 pl Positivkontrolle mischen
Proben 5 ul Migrationsmarker, 10 pl Probe mischen
Durchfiihrung

MGS/Positivkontrolle 5 ul je Offnung (einmal)

Proben 5 ul je Offnung

Elektrophorese 60 Minuten bei 70 Volt

nach Ende: Gel auf UV-Gerét legen,
Photographie: ¥4 Sekunde, Blende 8

Auswertung Die GrolRe des Amplifikats wird durch Vergleich mit
dem MGS bestimmt.

Interpretation positives Ergebnis: DNS-Fragment von 65bp
vorhanden

negatives Ergebnis: keine DNS sichtbar




Tabelle 14: Innogenetics INNO-LiIPA HPV Genotyping © — Detektion
(nach Herstellerangaben)

VORBEREITUNG
DETEKTION

Einstellung 50C £0,5C
Hybridisierungs-Schiittel
Wasserbad (HWS)

Erwarmung 37C

Hybridisierungslésung

Erwé&rmung Stringent 37C
Waschlosung

Waschlosung herstellen |8 ml Waschldsung je Testreifen
im Verhaltnis 1:5 Waschkonzentrat mit destilliertem

Wasser verdiinnen

Konjugat herstellen 2 ml pro Teststreifen
im Verhaltnis 1:100 Konjugatkonzentrat mit

Konjugatverdinnungslosung verdinnen

Substratldsung 2 ml Substratlésung pro Teststreifen
herstellen im Verhéaltnis 1:100 Substratkonzentrat mit

Substratpufferldsung verdinnen

DURCHFUHRUNG

DETEKTION

Denaturierung 10 pl Denaturierungsreagenz (DS) in eine Ecke der
Inkubationsschale geben und 10 pl Probe in den Tropfen
DS mischen; 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren

Hybridisierung 2 ml gewarmte Hybridisierungslésung je Inkubationsschale
pipettieren
einen Membranstreifen je Inkubationsschale hinzugeben
60 Minuten bei 50C im HWS inkubieren

Waschen Fllssigkeit absaugen

zweimal mit 2 ml Stringent Waschlésung
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je Inkubationsschale fiir 10-20 Sekunden auf dem Schattler
waschen

Waschlésung absaugen

2 ml Stringentwaschlésung je Inkubationsschale pipettieren
30 Minuten bei 50C im HWS inkubieren

Konjugat Flissigkeit absaugen
zweimal mit 2 ml Stringent Waschlésung je
Inkubationsschale fur 1 Minute auf dem Schdttler waschen
Waschlésung absaugen
2 ml Konjugat je Inkubationsschale pipettieren
30 Minuten bei Raumtemperatur auf dem Schiittler
inkubieren

Farbung Flissigkeit absaugen
zweimal mit 2 ml Waschlésung je inkubationsschale fur 1
Minute auf dem Schttler waschen
Waschlésung absaugen
2 ml Substratlésung je Teststreifen pipettieren und 1
Minute schwenken
Substratldsung absaugen
2 ml Substrat je Teststreifen pipettieren,
Inkubationsschalen abdecken
30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln auf dem
Schuttler inkubieren

Reaktionsstopp Substrat absaugen
zweimal mit 2 ml destilliertem Wasser je Inkubationsschale
3 Minuten auf dem Schuttler waschen

Auswertung

Testgultigkeit/Kontrolle

Die Konjugatkontrolle ist auf allen Teststreifen eines

Testdurchlaufs mit annahernd gleicher Intensitat positiv.

Interpretation (Abb. 5)

positives Ergebnis: deutlich sichtbare Banden
Zuordnung zu bestimmten HPV-Typen mit Hilfe des
INNO-LIPA HPV Genotyping Interpretationsbogens

negatives Ergebnis: keine Bande anfarbbar
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2.4. Materialverzeichnis

2.4.1. Materialverzeichnis C. trachomatis und N. gonorrhoeae

2.4.1.1. Technische Geréate

Zentrifuge, 5415C (Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg)
Vortex Mixer, Heidolph Reax 2000

LCx® Trockenbad (Abbott Laboratories, USA)

LCx® Thermocycler (Abbott Laboratories, USA)

LCx® Analysegerét (Abbott Laboratories, USA)

2.4.1.2. Chemikalien
Aqua bidestillat
Ethanol
Natriumhypochlorid

2.4.1.3. kommerzielle Testkits

Abbott LCx® Chlamydia Trachomatis Assay (Abbott, Wiesbaden)

Inhalt Amplifikationskit :
Amplifikationsgefal3e (4 Oligonukleotidsonden, DNS-Polymerase, DNS-Ligase,
2 dNTPs in Pufferlésung, gebrauchsfertig), Negative Kontrolle (Lachshoden-DNS
in Pufferlésung), Kalibrator (extrahierte DNS aus inaktivierten C. trachomatis-
Elementarkorperchen in  Pufferldsung), Aktivierungsreagenz  (MgCl, in
Pufferlésung)

Inhalt Detektionsreagenzienpackung :
1 Flasche Anti-Capture-Hapten beschichtete Mikropartikel in Pufferldsung
(gebrauchsfertig), 1 Flasche Anti-Detektions-Hapten gebunden an Alkalische
Phosphatase-Konjugat in  Pufferlésung  (gebrauchsfertig), 1 Flasche
4-Methylumbelliferyl-Phospat in Pufferlosung (gebrauchsfertig), 1 Flasche
Metallchelat in Pufferldsung (gebrauchsfertig)

Abbot LCx® Neisseria Gonorrhoeae Assay (Abbott, Wiesbaden)

Inhalt Amplifikationskit :
AmplifikationsgefalRe (4 Oligonukleotidsonden, DNS-Polymerase, DNS-Ligase,
dNTP in Pufferldsung, gebrauchsfertig), Negative Kontrolle (Lachshoden-DNS in
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Pufferlosung), Kalibrator (extrahierte N.Gonorrhoeae DNS in Pufferlésung),
Aktivierungsreagenz (MgCl, in Pufferlésung, gebrauchsfertig)

Inhalt Detektionsreagenzienpackung :
1 Flasche mit anti-Capture-Hapten beschichtete Mikropartikel in Pufferlésung
(gebrauchsfertig), 1 Flasche mit anti-Detektions-Hapten gebunden an alkalische
Phosphatase in Pufferlosung (gebrauchsfertig), 1 Flasche 4-Metylumbelliferyl-
Phosphat in Pufferlésung (gebrauchsfertig), 1 Flasche Metallchelat in Puffer-
I6sung (gebrauchsfertig)

LCx® Kit zur Vorbereitung von Urinproben (Abbott, Wiesbaden)

LCx® Inaktivierungsverdiinnungsmittel (Wasserstoffperoxid in wassriger Lésung,

gebrauchsfertig) (Abbott, Wiesbaden)

LCx® Systemverdiinnungsmittel  (TRIS-Acetat-Puffer, gebrauchsfertig) (Abbott,

Wiesbaden)

LCx® Reaktionszellen (Abbott, Wiesbaden)

2.4.1.4. Kleingerate und Materialien

Mikropipette 100 ul (Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg)
Mikropipette 1000 ul (Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg)
Mikro-Schraubréhrchen 1,5 ml, steril (Sarstedt AG & Co, Nirnbrecht)

2.4.2. Materialverzeichnis HPV

2.4.2.1. Technische Geréate

Heizblock, 1202 (SKS-Biomedical Instruments, Luton, England)

MS2 Minishaker (Fisher Scientific GmbH, Willington)

Zentrifuge 2K15 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen)

Gene Amp PCR System 9600 (Perkin EImer Cetus, Norwalk USA)

Brutschrank (Heraeus Instruments, Hanau)

Waschgerat, Tecan SLT Columbus 404370 (SLT Labinstruments Deutschland GmbH,
Crailsheim)

Micro-Shaker, Mikrotiter Dynatech

SLT-Photometer, (SLT Labinstruments Deutschland GmbH, Crailsheim)

Brutschrank (Heraeus Instruments, Hanau)
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Hybridisierungs-Schiittel Wasserbad, GFL®

Vakuumpumpe (Inotech Ag, Dottikon, Schweiz)

Schuttler (Hoefer Scientific Instruments San Francisco, USA)
Mikrowelle ER-7825W (Toshiba)

Waage Typ 1544 (Sartorius GmbH, Goéttingen)

2.4.2.2. Chemikalien

Ethanol 96% - 100% (Merck)

TE-Puffer

Wasser DNAse-/RNAsefrei (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen)
Magnesiumchlorid (Applied Biosystems, Darmstadt)

PCR - Puffer (10-fach) (Applied Biosystems, Darmstadt)
Desoxyribonukleotid-Trisphosphate (dNTPs) (Amersham Pharmacia Biotech-Europe
GmbH, Freiburg)

Triton X-100 / Tween 20

12-Ampli-Tag-DNA-Polymerase (Applied Biosystems, Darmstadt)

AmpliTaq Gold DNS Polymerase (PE-Biosystems Deutschland GmbH, Weiterstadt)
Ethidiumbromid (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen)

Tris-Borat-EDTA-Puffer (TBE) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen)

Agarose low Gel Temperature (Bio Rad-Laboratories, Minchen)

Migrationsmarker (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnellkirchen)
Molakulargewichtsstandard (123 Basenpaare) (BRL Life Technologie GmbH,
Eggenstein)

HPV Typ 18 Extraktionskontrolle (American Type Culture Collection, Rockville
Maryland, USA)

2.4.2.3. kommerzielle Testkits

QIAamp® DNS Minikit (Qiagen GmbH, Hilden)

Inhalt :
QIAamp Zentrifugationssaulen (mit Silikamembran),
Aufbewahrungsrohrchen (2ml), Puffer AL (gebrauchsfertig), Puffer ATL
(gebrauchsfertig), Pufferkonzentrat AW1, Pufferkonzentrat AW2, Elutionspuffer

(gebrauchsfertig), Proteinase K (gebrauchsfertig)
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Digene Sharp Signal® System (Digene, USA)
Inhalt des HPV Sonden/Primer Set :

HPV Primer MYO09 (25 pmol/pl unbiotyliniert), HPV Primer MY11 (25 pmol/ml
5"Ende biotyliniert), HPV RNA Probe A (komplementar dem biotylinierten Strang
des PCR Produktes in Pufferldsung; HPV Typen 6, 11, 42, 43, 44), HPV RNA
Probe B (komplementar dem biotylinierten Strang des PCR Produktes in Puffer-
I6sung; HPV Typen 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58), HPV Positiv-
kontrolle A (HPV Typ 6; gebrauchsfertig), HPV Positivkontrolle B (HPV Typ 16;
gebrauchsfertig)

Inhalt des Testkits :

Negativkontrolle (gebrauchsfertig), Sondenverdinnungsmittel (gebrauchsfertig),
Probenverdinnungsmittel (gebrauchsfertig), Denaturierungsreagenz, Mikro-
titerplatte (mit streptavidinbeschichteten Mikrotiterstreifen), Waschpuffer, Detek-
tionsreagenz (Anti-RNA : DNS -alkalische Phosphatase, gebrauchsfertig),
Substratkonzentrat  (50-fach-Konzentrat  Para-Nitrophenylphenol  (PNPP)),
Substratverdiinnungslésung (Diethanolamin, gebrauchsfertig)

INNO-LiPA HPV Genotyping® (Innogenetics N.V., Belgien)

Inhalt :

Primer Mix (SPF10 Primer), INNO-LIPA HPV Teststreifen, Denaturierungslésung
(alkalische Lésung mit EDTA), Hybridisierungslosung (gebrauchsfertig), Stringent
Waschlosung (gebrauchsfertig), Konjugatkonzentrat (100-fach-Konzentrat,
Streptavidin-Alkalische-Phosphatase), Konjugatverdinnungslésung, Substrat-
l6sung (100-fach-Konzentrat Bromochloroindolylphosphat und  Nitroblue
Tetrazolium), Substratpuffer, Waschlosung, Inkubationsschalen, Interpretations-

diagramm, Dokumentationsbogen

2.4.2.4. Kleingerate und Materialien:

Mikropipette 20 pl (Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg)
Mikropipette 100 ul (Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg)
Mikropipette 200 ul (Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg)
Mikropipette 1000 ul (Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg)

Multipi
Biopur

pette (Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg)
Combitip 0,5 ml (Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg)
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Biopur Combitip 5 ml (Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg)

Biopur Combitip 12,5 ml (Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg)

Micro Amp Reaction Tubes (Applied Biosystems, Applera Deutschland GmbH,
Darmstadt)

Micro Amp Caps (Applied Biosystems, Applera Deutschland GmbH, Darmstadt)

Micro Amp Tube Tray Retrainer (Applied Biosystems, Applera Deutschland GmbH,
Darmstadt)

konische Rohrchen 50 ml, steril (Becton Dickinson Labware, USA)

konische Réhrchen 2 ml, steril (Biozym Diagnostik GmbH, Osterreich)
Erlenmeyerkolben 500 ml (Schott GmbH, Deutschland)

Becherglas 250 ml (Schott GmbH, Deutschland)

Messbecher 250 ml (Hirschmann, Deutschland)

Waage Typ 1544 (Sartorius GmbH, Goéttingen)

Mini Submerine Agarose Gel Unit, HE 33 (Hoeffer Scientific Instruments San Francisco,
USA)

PS 250/2,5 Amph.Transphor Elektrophorese Gerét (Hoeffer Scientific Instruments San
Francisco, USA)

Gelkammer

Kamm

Transluminator UVP inc. (Atlanta Chemie- und Handels GmbH, Heidelberg)
Polaroidkamera DS34

Polaroidfilm (Serva T 667 ISO 3000)
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2.5. Statistische Auswertung

2.5.1. Datenerfassung

Die bei den labormedizinischen Untersuchungen erhobenen Daten wurden in Microsoft
Excel® Tabellen festgehalten.

Die Daten zum Alter, Familienstand, monatlichen Haushaltseinkommen, Bildungsstand
und Lebensraum wurden von der leitenden Gynékologin der Studie in Form von
Excel® Tabellen ubermittelt. Zur statistischen Auswertung wurden qualitativen
Variablen Ordinalzahlen zugeordnet: Beispielsweise niedriger Bildungsstand = O,
hoher Bildungsstand = 1.

2.5.2. Statistische Methoden

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm SPSS Version 10 fur
Windows.

Die statistische Analyse der demographischen und sozio6konomischen Charakteristika
der Studienteilnehmerinnen erfolgte deskriptiv (Vergleich von relativen Haufigkeiten),
ebenso die der Pravalenz der STDs. Zusétzlich zu den Prozentzahlen wurden die 95%
Konfidenzintervalle bestimmt. Zum Vergleich von relativen Haufigkeiten wurde der Chi-
Quadrat Test angewendet. Ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet.
Zur Ermittlung der Risikofaktoren fur die Prasenz einer Infektion wurde mittels uni-
variater Analyse die Odds Ratio (OR) und das zugehdrige 95% Konfidenzintervall
bestimmt. Die Odds Ratio ist dabei das Mal3 fur die Gr63e des Unterschiedes zwischen
zwei Gruppen und gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit der eine unabhangige Variable
(beispielsweise das Geschlecht) mit einer abhangigen Variablen (beispielsweise
Prasenz von C. trachomatis in der Lavage) assoziiert ist. Eine OR = 1 bedeutet, dass
kein Unterschied zwischen den beiden Gruppen besteht.

Das 95%-Konfidenzintervall beschreibt den Bereich, in dem der tatsadchliche Messwert
der Odds Ratio mit einer Wahrscheinlichkeit von 95% liegt.
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3 Ergebnisse

3.1. Demographische und soziookonomische Charakteri stika

Im Rahmen der Studie wurden von 412 Frauen zwischen 12 und 49 Jahren mit einem
Wohnsitz in der Stadt und 322 Frauen aus den Weilern demographische, soziotko-
nomische und fur die reproduktive Gesundheit relevante Daten erhoben. Von diesen
734 Frauen waren 63 Frauen aus der Stadt und 79 Frauen aus den landlichen Gebieten
noch nicht sexuell aktiv, so dass sich die Studienpopulation auf 592 Frauen reduzierte.
Von 582 der 592 Studienteilnehmerinnen standen Zervikallavagen zur Untersuchung
auf HPV, N. gonorrhoeae und C. trachomatis zur Verfliigung.

Zwei dieser Frauen wurden nachtraglich aus der Studie ausgeschlossen, da die demo-
graphischen und sozio6konomischen Daten fehlten. Somit waren Laborergebnisse von
580 Frauen fur die Auswertung vorhanden.

In Tabelle 15 wurden die demographischen und sozioékonomischen Charakteristika der
Studienteilnehmerinnen, bezogen auf den jeweiligen Lebensraum dargestellt. Die
Studienteilnehmerinnen wurden nach ihrem Wohnsitz in zwei Gruppen zusammen-
gefasst. Die Frauen mit einem Wohnsitz im Stadtgebiet zahlten zur Gruppe “Stadt”, die

in den Weilern lebenden zur Gruppe “Land”.

Tabelle 15: Demographische und soziobkonomische Cha  rakteristika der

Studienteilnehmerinnen unterteilt nach Lebensraum

Lebensraum
Stadt Land n p -
n (%) n (%) Gesamt Wert
Alter < 20 Jahre 43/349 471243 90 0,02
(12,3 %) (19,3 %)
> 20 Jahre 306/349 196/243 502
(87,7 %) (80,7 %)
Median 31 Jahre 32 Jahre 0,7

Interquartil Abstand 25-38 Jahre  23-39 Jahre
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Fortsetzung Tabelle 15 von Seite 42

Lebensraum
Stadt Land n p -
n (%) n (%) Gesamt Wert
Familienstand alleinstehend 89/349 62/243 151
(25,5 %) (25,5 %)
Partnerschaft 260/349 181/243 441 1,0
(74.5 %) (74,5 %)
Bildungsstand Niedrig* 125/339 192/242 317 <0,001
(36,9 %) (79,3 %)
Hoch* 214/339 50/242 264
(63,1 %) (20,7 %)
Haushalts- < 2 staatliche 238/339 208/242 446 <0,001
einkommen Mindestlohne * (70,2 %) (86,0 %)
> 2 Staatliche 101/339 34/242 135
Mindestlbhne (29,8 %) (14,0 %)
Haushaltsgrol3e < 5 Personen 247/339 152/242 399 0,01
(72,9 %) (62,8 %)
> 5 Personen 92/339 90/242 182
(27,1 %) (37,2 %)

* niedriger Bildungsstand: Analphabeten bzw. weniger 8 Jahre schulische Bildung
* hoher Bildungstand: mindestens 8 Jahre schulische Bildung

* ein staatlicher Mindestlohn betrug zum Zeitpunkt der Untersuchung rund 80 US $ im Monat

Der Anteil der jugendlichen Studienteilnehmerinnen im Lebensraum Land war signifi-
kant héher als der Anteil, der in der Stadt lebenden Teilnehmerinnen (p = 0,02).

Der Altersdurchschnitt (Median) der beiden Gruppen lag bei 31 Jahre bzw. 32 Jahre;
auch die Interquartil-Abstande zeigten, dass beiden Gruppen ein ahnliches Alter hatten.
Im Vergleich Stadt und Land ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen

der Gruppen der alleinstehenden Frauen und denen in eine Partnerschaft lebenden
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Frauen (p = 1). Der Anteil der in einer Partnerschaft lebenden Frauen (verheiratet;
ehedhnliche Verhaltnisse) war ungefahr dreimal so hoch wie der Anteil der allein-
stehenden Frauen (ledig, verwitwet, geschieden).

Sowohl beim Bildungsstand als auch beim monatlichen Haushaltseinkommen waren
signifikante Unterschiede zwischen den Teilnehmerinnen aus Stadt und Land zu erken-
nen. Wahrend im stadtischen Bereich 63,1% der Frauen mindestens acht Jahre schuli-
sche Ausbildung abgeschlossen hatten, traf dies nur auf 20,7% der Frauen aus dem
landlichen Bereich zu (p = < 0,001).

Der Anteil der Frauen, deren Familien mindestens zwei staatliche Mindestléhne pro
Monat zur Verfigung hatten, lag im stadtischen Bereich rund doppelt so hoch, wie im
landlichen. Dabei war zu beachten, dass in beiden Bereichen der Anteil der extrem
armen Haushalte (< 2 staatlicher Mindestlohn) Uberwog. Sowohl in der Stadt, als auch

auf dem Land lebte der Grof3teil der Frauen in Haushalten mit maximal fiunf Personen.

3.2. Laborergebnisse der HPV-Analyse

119 von 580 Proben (20,5%) wurden mit dem Digene SHARP Signal® Test (HCII)
positiv auf HPV-spezifische DNS getestet (Abbildung 6). Davon zeigten 69 Proben ein
klar positives Ergebnis (Absorption = 1,00) und gingen direkt in den Innogenetics-Test
(INNO-LiPA HPV Genotyping®) ein. Weitere 50 Proben zeigten ein schwach positives
Ergebnis (Absorption > Cutoff < 1,00) und wurden mit dem HCII-Test wiederholt. Von
diesen waren 22 erneut positiv und gingen in den INNO-LIPA Test ein. Insgesamt
wurden 91 der 119 im HCII-Test positiven Proben (76,5%) in der INNO-LIPA PCR
untersucht. 68 dieser Proben zeigten ein Amplifikat in der Elektrophorese und erbrach-
ten bei der Detektion durch INNO-LIPA ein positives Ergebnis. Von den 23 elektro-
phorese-negativen Proben waren 20 bei der ersten HCII Testung als klar positiv getes-
tet worden. Nur drei von ihnen hatten in der Wiederholungsuntersuchung ein positives
Resultat gezeigt.

Bei 68 der urspringlich 119 HPV-positiven (HCII-Test) Studienteilnehmerinnen (57,1%)
liel3 sich eine Infektion mit mindestens einem HPV-Genotyp nachweisen. Bei 24 dieser
68 war eine Infektion mit mehreren Genotypen vorhanden. In der vorliegenden Arbeit
wurden die Untersuchungsergebnisse des INNO-LIPA Tests als Grundlage fiir die
Préasenz einer HPV Infektion verwendet.
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Digene SHARP Signal® Test - PCR+Detektion (n=580)

\ 4

v \ 4

Positiv (A)
Absorption=1,00
(n=69, 11,9%)

Schwach Positiv Negativ
Absorption<1,00 (n=461, 79,5%)
(n=50, 8,6%)

v

A 4

Wiederholung Digene Test

\ 4 y

Positiv (B) Negativ (n=28)

(n=22)

\ 4

INNO-LIPA HPV Genotyping® - PCR (n=91)

A 4

Agarose-Gelelektrophorese (n=91)
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Positiv Negativ (A) Negativ (B)
(n=68, 74,7%) (n=20) (n=3)
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INNO-LIPA HPV Genotyping® — Detektion (n=68)

A 4

A 4

Einfach-Typen
(n=44, 64,7%)

Mehrfach-Typen
(n=24, 35,3%)

Abbildung 6: Ablaufdiagramm der HPV-Analyse

Legende: A = Proben, die im ersten HCII-Test ein klar positives Ergebnis zeigten,

B = Proben, die vor dem INNO-LiPA Test mit dem HCII-Test wiederholt worden waren.
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3.3. Pravalenz der sexuell Ubertragbaren Krankheite n (STD)

93 der 580 Frauen (16%) hatten eine oder mehrere sexuell Ubertragbare Krankheiten.
Die mit Abstand haufigste Infektion war HPV (11,7%), gefolgt von Infektionen mit
C. trachomatis (4,5%) und N. gonorrhoeae (1,7%) (Tabelle 16). 11 Frauen (1,9%)
waren zweifach infiziert. Davon waren 6 Frauen (54,5%) mit HPV und C. trachomatis,
3 Frauen (27,3%) mit HPV und N. gonorrhoeae und 2 Frauen (18,2%) mit
N. gonorrhoeae und C. trachomatis infiziert. Keine Frau war mit allen drei

Krankheitserregern infiziert.

Tabelle 16: Pravalenz der STD bei den Frauen der St  udienpopulation (n=580)

Anzahl der positiv
STD getesteten % (KI 95%)*
HPV 68 11,7% (9,1-14,4)
C. trachomatis 26 4,5% (2,8-6,2)
N. gonorrhoeae 10 1,7% (0,7-2,8)
Frauen mit mind. einer STD 93 16,0% (13,0-19,0)
Frauen mit zwei STD 11 1,9% (0,8-3,0)

*95% KI 0095 prozentiges Konfidenzintervall

Die Prasenz von mindestens einer STD bei Frauen in der Stadt (16,5%), und auf dem
Land (15,4%) war ahnlich (p=0,7), wie Abbildung 7 zu entnehmen ist. In beiden Lebens-
raumen war die Pravalenz von HPV am hochsten. Es zeichnete sich ein deutlicher
Trend in der Préavalenz zwischen Stadt und Land (13,6% zu 9,0%) ab, der allerdings
nicht signifikant war (p = 0,1). Sowohl in der Stadt als auch auf dem Land waren Infek-
tionen mit C. trachomatis und N. gonorrhoeae nachweisbar. Dabei war eine signifikant
hohere Anzahl von Chlamydieninfektionen auf dem Land (7,3%), im Vergleich zur Stadt
(2,6%) zu verzeichnen (p = 0,01).
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Abbildung 7: Pravalenz der STD, aufgeteilt nach dem Lebensraum

Es zeigte sich, dass die Préavalenz der Frauen mit mindestens einer STD mit zuneh-
mendem Lebensalter bis zur Altersgruppe 31 bis 40 Jahre (von 30,6% auf 8,7%)
abnahm und dann auf ahnlich hohem Niveau verblieb (Abbildung 8). Entsprechendes
galt fur die Haufigkeit einer Infektion mit HPV (22,4% auf 6,3%) und C. trachomatis
(9,4% auf 1,9%). Die Infektionshaufigkeit mit N. gonorrhoeae dagegen nahm bis zur
Altersgruppe der 21 bis 30 jahrigen Frauen ab (2,4% auf 0,5%), stieg dann aber bis zur
Gruppe der 41 bis 50 jahrigen wieder an (von 0,5% auf 2,9%).

Die Pravalenz des Vorliegens von mindestens einer STD, aber auch einer Mono-
infektion mit HPV oder C. trachomatis, schwankte signifikant zwischen den Altersgrup-
pen, mit einer Tendenz der Abnahme der Pravalenz im hdheren Lebensalter (Tabelle
17). Eine signifikante Abnahme der Préavalenz zeigte sich beim Vergleich der jungsten
Altersgruppe mit den 31 bis 40 jahrigen und 41 bis 50 jahrigen Frauen, aber auch beim
Vergleich der 21 bis 30 jahrigen mit den 31 bis 40 jahrigen Frauen. Die Zahl der Infek-
tionen mit N. gonorrhoeae war zu gering, um einen signifikanten Trend erkennen zu

kdnnen.
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Abbildung 8: Darstellung der Pravalenz in Abhéangigk eit vom Alter

Tabelle 17: Zusammenhang von Préavalenz und Lebensal

ter (Chi-Quadrat Test)

Vergleich der Altersgruppen

alle lund2| 1und3 | 1und4 | 2und3 [2und4| 3und4
mind. 1 STD < 0,001 0,9 <0,001 | <0,001 | 0,001 0,02 0,8
HPV < 0,001 0,2 <0,001 | 0,002 0,003 0,03 0,9
C. trachomatis 0,01 0,4 0,004 0,02 0,02 0,09 1
N. gonorrhoeae 0,5 0,2 0,8 0,8 0,2 0,1 0,6

alle = Vergleich Altersgruppen 1, 2, 3 und 4

1 =13 bis 20 Jahre
2 = 21 bis 30 Jahre
3 = 31 bis 40 Jahre
4 = 41 bis 50 Jahre

3.3.1. HPV-Genotypen
Bei 44 der 68 HPV-infizierten Frauen (65%) war nur ein HPV-Genotyp nachweisbar.

Rund 26% waren mit zwei Genotypen, 5% mit drei Genotypen und 3% mit vier Geno-

typen infiziert (Tabelle 18). Am haufigsten traten Infektionen mit den Genotypen 16, 31

und 74 auf (jeweils 10 Frauen), gefolgt von Infektionen mit Typ 6, 51, 52, 18 und 58

(neun, acht, acht, sieben und sieben Frauen) (Abbildung 9).
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Einige Genotypen kamen nur ein oder zweimal vor (11, 44, 45, 68, 70).

Es lie3 sich kein Zusammenhang zwischen dem Alter der Frauen und der Infektion mit

einem bestimmten Genotyp erkennen. Auch liel3 sich kein Zusammenhang zwischen

der Infektion mit einem bestimmten Genotyp und einer gleichzeitigen Infektion mit

C. trachomatis bzw. N. gonorrhoeae erkennen.

Tabelle 18: HPV-Infektionen unterteilt nach Genotyp  en

HPV Anzahl der Anzahl der %
Infizierten Genotyp positiven

nur ein Genotyp 68 44 64,7%
zwei Genotypen 68 18 26,5%
drei Genotypen 68 4 5,9%
vier Genotypen 68 2,9%
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Abbildung 9: Vorkommen von HPV-Genotypen bei den Fr

Studienpopulation
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Es zeigte sich, dass die Kombination der Genotypen 6 und 74 mit achtmal die Haufigste
war. Insgesamt war Typ 74 15 Mal und Typ 6 14 Mal in Kombination mit einem anderen
Genotyp nachweisbar (Abbildung 10). Auch in der Gesamthaufigkeit der Genotypen
innerhalb der Studienpopulation befanden sich HPV 74 und HPV 6 unter den vier am
haufigsten vertretenen Genotypen (Abbildung 9). Die tbrigen Genotypen traten lediglich
ein bis zweimal in Kombination auf. Der Genotyp 16, der 10 Mal in der Studienpopula-
tion vertreten war, wurde nur zweimal in Kombination gefunden. Der Typ 31, der eben-
falls 10 Mal in der Studienpopulation gefunden wurde, trat dagegen siebenmal in
Kombination auf. Dagegen war der Typ 53, der nur dreimal in der Population nachweis-

bar war, sechsmal in Kombination vertreten.

6 |11|16]18|31[33|35|39|44|45|51|52|53|56|58|66|68|70|74 Summe

X 1 1 1)1 1 1 8|6
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Abbildung 10: Matrix des kombinierten Auftretens vo n HPV-Genotypen in der

Studienpopulation
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Hinsichtlich der Verteilung von high-risk und low-risk-Genotypen innerhalb der Gruppe
der HPV-infizierten Frauen (n=68) zeigte sich, dass 72% der Frauen (n=49) mit high-
risk HPV infiziert waren; nur 13% hatten eine Infektion mit low-risk HPV. Bei 14% der

Frauen liel3 sich eine Mischinfektion mit high-risk- und low-risk Typen nachweisen.

- 50
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low-risk high-risk low- und high-
Infektion Infektion risk Infektion
1 Genotyp 4 40 0
EH2 Genotypen 5 9 4
E3 Genotypen 0 0 4
W4 Genotypen 0 0 2

Abbildung 11: Verteilung der HPV-Genotypen in der G ruppe HPV-infizierter
Frauen (n=68)

3.4. Risikofaktoren fur STD

Abbildung 8 zeigt, dass mit zunehmendem Alter das Risiko an STDs abnahm. Um die
verschiedenen Risikofaktoren quantitativ zu erfassen, wurde die Odds Ratio bestimmt
(Tabelle 19).

Bei den Frauen (< 20 Jahre) war das Risiko der Prasenz mindestens einer STD nahezu
dreimal so hoch wie bei alteren Frauen (OR = 2,82; p = < 0,001). Kein signifikanter
Unterschied war fir die Risikofaktoren Lebensraum, Bildungsstand und Haushaltsgrof3e
nachweisbar.

Alleinstehende Frauen hatten tendenziell haufiger eine STD als Frauen, die in einem
ehedhnlichen Verhéltnis lebten oder verheiratet waren (OR = 1,39). Der Unterschied
war allerdings nicht signifikant.

Alle anderen Variablen waren nicht mit der Prdsenz mindestens einer STD assoziiert.
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Tabelle 19: Demographische und soziodkonomische Ris
Préasenz mindestens einer STD (univariate Analyse)

ikofaktoren fur die

n Gesamt STD (%) OR (95% Kil) p-Wert
Lebensraum
Stadt 346 57 (16,5%) Referenz
Land 234 36 (15,4%) | 0,92 (0,59-1,45) 0,7
Alter
< 20 Jahre 85 26 (30,6%) | 2,82 (1,66-4,78) | <0,001
> 20 Jahre 495 67 (13,5%) Referenz
Familienstand
alleinstehend 143 29 (20,3%) | 1,39(0,93-2,1) 0,1
Partnerschaft 437 64 (14,6%) Referenz
Bildungsstand
niedrig 309 50 (16,2%) Referenz
hoch 260 43 (16,5%) 1,03 (0,66-1,6) 0,9
Familieneinkommen
< 2 staatlichen 436 75 (17,2%) Referenz
Mindestléhnen
> 2  staatlichen 133 18 (13,5%) | 0,75 (0,43-1,31) 0,3
Mindestléhnen
Haushaltsgrol3e
< 5 Personen 391 61 (15,6%) Referenz
> 5 Personen 178 32 (18,0%) | 1,19 (0,74-1,88) 0,5

OR = Odds Ratio, Kl = Konfidenzintervall

Fuhrte man die Risikofaktoranalyse fur eine bestimmte STD durch, so ergab sich ein
anderes Muster.

Da HPV die haufigste Erkrankung war, war hier ein klares Risikofaktormuster zu
erwarten (Tabelle 20). Das Lebensalter war ein hochsignifikanter Risikofaktor fur die
Prasenz einer Infektion mit HPV. Jingere Frauen bis 20 Jahre zeigten ein dreifach
hoheres Risiko fur eine Infektion mit HPV als altere Frauen (OR = 2,62; p = 0,001).
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Alleinstehende Frauen hatten ein 1,5 fach hoheres Risiko fiir eine Infektion als verhei-

ratete Frauen (OR = 1,56). Die Odds Ratio war leicht Uber der Signifikanzgrenze. Die

anderen Variablen stellten keinen Risikofaktor dar.

Tabelle 20: Demographische und soziodkonomische Ris

Prasenz von HPV (univariate Analyse)

n Gesamt |HPV (%) OR (95% Kil) p-Wert
Lebensraum
Stadt 346 47 (13,6%) Referenz
Land 234 21 (9,0%) 0,63 (0,36-1,08) 0,1
Alter
< 20 Jahre 85 19 (22,4%) | 2,62 (1,45-4,72) 0,001
> 20 Jahre 495 49 (9,9%) Referenz
Familienstand
alleinstehend 143 23 (16,1%) 1,56 (0,99-2,5) 0,06
Partnerschaft 437 45 (10,3%) Referenz
Bildungsstand
niedrig 309 34 (11,0%) Referenz
hoch 260 34 (13,1%) | 1,22 (0,73-2,02) 0,5
Familieneinkommen
< 2  staatlichen 436 52 (11,9%) Referenz
Mindestléhnen
> 2  staatlichen 133 16 (12,0%) | 1,01 (0,56-1,84) 1,0
Mindestlohnen
Haushaltsgrof3e
< 5 Personen 391 48 (12,3%) Referenz
> 5 Personen 178 20 (11,2%) | 0,91 (0,52-1,58) 0,7

OR = Odds Ratio, KI = Konfidenzintervall

ikofaktoren fur die
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Frauen, die auf dem Land lebten, hatten ein dreifach hoheres Risiko fur eine Infektion
mit C. trachomatis (Tabelle 21) als die in der Stadt lebenden Frauen (OR = 2,93;

p = 0,01). Frauen junger als 20 Jahre hatten ein dreifach hoheres Risiko als &ltere

Frauen (OR = 2,75; p = 0,02); moéglicherweise sogar ein siebenfach héheres Risiko
(95%KI = 1,16-6,55). Die GroRe des Haushalts schien ebenfalls ein Risikofaktor zu sein
(OR =1,95), allerdings war die Odds Ration nicht relevant (p = 0,09).

Tabelle 21: Demographische und soziodbkonomische Ris

Prasenz von C. trachomatis (univariate Analyse)

n Gesamt | C. trachomatis (%) |OR (95% Kil) p-Wert
Lebensraum
Stadt 346 9 (2,6%) Referenz
Land 234 17 (7,3%) 2,93 (1,29-6,7) |0,01
Alter
< 20 Jahre 85 8 (9,4%) 2,75 (1,16-6,55) |0,02
> 20 Jahre 495 18 (3,6%) Referenz
Familienstand
alleinstehend 143 8 (5,6%) 1,36 (0,6-3,06) |0,5
Partnerschatft 437 18 (4,1%) Referenz
Bildungsstand
niedrig 309 15 (4,9%) Referenz
hoch 260 11 (4,2%) 0,87 (0,39-1,92) |0,7
Familieneinkommen
< 2 staatlichen 436 23 (5,3%) Referenz
Mindestlohnen
> 2 staatlichen 133 3 (2,3%) 0,41 (0,12-1,4) |0,1
Mindestlbhnen
Haushaltsgrof3e
< 5 Personen 391 14 (3,6%) Referenz
> 5 Personen 178 12 (6,7%) 1,95 (0,88-4,3) 0,09

OR = Odds Ratio, KI = Konfidenzintervall

ikofaktoren fir die
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Die Gesamtzahl der an N. gonorrhoeae erkrankten Frauen war mit 10 zu gering, um

eine aussagefahige Risikofaktoranalyse erwarten zu kénnen.
Allerdings zeigte sich auch hier ein erhdhtes Risiko (OR = 1,47; 95%KI = 0,31-7,03) fur

eine Infektion bei jungen Frauen (Tabelle 22).

Tabelle 22: Demographische und soziodkonomische Ris
Préasenz von N. gonorrhoeae (univariate Analyse)

n Gesamt | N. gonorrhoeae (%) |OR (95% KIl) p-Wert
Lebensraum
Stadt 346 8 (2,3%) Referenz
Land 234 2 (0,9%) 0,36 (0,08-1,73) |0,2
Alter
< 20 Jahre 85 2 (2,4%) 1,47 (0,31-7,03) (0,6
> 20 Jahre 495 8 (1,6%) Referenz
Familienstand
alleinstehend 143 3 (2,1%) 1,3 (0,34-5,0) 0,7
Partnerschaft 437 7 (1,6%) Referenz
Bildungsstand
niedrig 309 7 (2,3%) Referenz
hoch 260 3 (1,2%) 0,5(0,13-1,97) |0,3
Familieneinkommen
< 2 staatlichen 436 10 (2,3%) 0,08
Mindestléhnen
> 2 staatlichen 133 0
Mindestlohnen
Haushaltsgrof3e
< 5 Personen 391 7 (1,8%) Referenz
> 5 Personen 178 3 (1,7%) 0,94 (0,24-3,68) |0,9

OR = Odds Ratio, KI = Konfidenzintervall

ikofaktoren fur die

55



4. Diskussion

Sexuell Ubertragbare Krankheiten (STDs) stellen in den Entwicklungslandern ein erheb-
liches gesundheitliches Problem dar [WHO 2001]. Allerdings fehlen haufig zuverlassige
Daten, anhand derer die Gesundheitsbehdrden Kontroll- und Praventionsmalinahmen
planen kdnnen.

So gibt es in Brasilien Pravalenzdaten meist nur fiir bestimmte Personengruppen wie
Besuchern von STD-Kliniken, HIV-Patienten oder Gefangnisinsassen [Miranda et
al.2000, Levi et al.2002, Cook et al.2004]. Daten von solchen Risikogruppen sind aber
nicht fir die weibliche Bevdlkerung reprasentativ und erlauben keine Schlussfolgerun-
gen Uber die Haufigkeit von STDs in einer Population.

Fur Frauen aus landlichen Gegenden gibt es so gut wie keine populationsbasierten
Studien.

Ziel dieser Arbeit war es deshalb mit Hilfe moderner labordiagnostischer Methoden
zuverlassige Pravalenzdaten fur C. trachomatis, N. gonorrhoeae und HPV zu erhalten.
Zu diesem Zweck wurde eine bevolkerungsbasierten Studie in der Landgemeinde
Pacoti, Bundesstaat Ceara, Nordost-Brasilien, durchgefihrt, bei der alle Frauen
zwischen 12 und 49 Jahren gynakologisch und labormedizinisch untersucht wurden.
Die Analyse der soziobkonomischen Risikofaktoren fur die Prasenz einer oder mehrerer

STDs ist Inhalt einer anderen Dissertation.

4.1. Labormethoden

Die Gewinnung der Zervikallavagen zur Durchfiihrung der Untersuchung auf HPV,
C. trachomatis und N. gonorrhoeae erfolgte allein durch die Gynakologin der Studie.
Dadurch wurde gewahrleistet, dass zufallige Fehler durch verschiedene Entnahme- und
Lagerungstechniken minimiert wurden.

Der Vorteil des Untersuchungsmaterials Lavage war, dass alle drei Erreger aus einem
Material untersucht werden konnten. Dies verringerte den Untersuchungsaufwand und
erhohte gleichzeitig die Akzeptanz durch die Studienteilnehmerinnen. Die Tests wurden,
nach kontrollierter Einarbeitung in die jeweilige Methode durch qualifiziertes Fach-
personal, ebenfalls von nur einer Person (die Autorin dieser Arbeit) ausgefuhrt. Dies
reduzierte ebenfalls mdgliche Fehlerquellen. Um die Interassay-Variation mdglichst
gering zu halten, wurden die Lavagen in moglichst groRen Gruppen untersucht.
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Die Aussagekraft des Testergebnisses fir C. trachomatis und N. gonorrhoeae wurde
mittels zweier, im Testkit enthaltener, Positiv- und Negativkontrollen Uberprift. Die im
Assay ermittelten Probenwerte wurden mit einem Grenzwert in Relation gesetzt, so
dass das Ergebnis, wie vom Hersteller vorgegeben, interpretiert werden konnte. Die
Berechnungen wurden vom Detektionsgerat automatisch durchgefihrt. Waren die im
Assay ermittelten Probenwerte der Lavagen im oberen negativen bzw. unteren posi-
tiven Normbereich, wurden sie erneut kontrolliert.

Im Rahmen der HPV-Analyse wurde bei der DNS-Extraktion eine Positivkontrolle
(HPV18) mitgefuhrt, die mittels des Digene-Tests bestatigt wurde. Die Aussagekraft der
HPV-Testergebnisse im Digene Assays wurde mittels je einer, im Testkit enthaltenen,
Positivkontrolle fur die low-risk- und die high-risk-Gruppe, sowie einer Negativkontrolle
Uberpruft. Die Ermittlung des Grenzwertes und die Auswertung der Probenwerte
erfolgten nach den Kriterien des Herstellers. Zervikallavagen, die ein grenzwertiges
Ergebnis erbrachten, wurden durch wiederholte Testung Uberprift. Die Aussagekraft
der Agarose-Gelelektrophorese wurde durch die Mitfihrung einer Positivkontrolle gesi-
chert. Die Giltigkeit des INNO-LIPA Tests, zum Nachweis konkreter HPV-Genotypen,
wurde mit der vom Hersteller vorgegebenen Konjugatkontrolle tberprtft. Die optische

Auswertung der Teststreifen erfolgte nach Herstellerangaben.

4.1.1. Nachweis von C. trachomatis und N. gonorrhoeae

Der labordiagnostische Nachweis einer Infektion mit C. trachomatis und N. gonorrhoeae
wurde in der vorliegenden Arbeit auf der Basis der LCR gefuhrt. Dazu wurde ein
kommerzielles Verfahren (Abbott LCx® Neisseria gonorrhoeae Assay / Abbott LCx®
Chlamydia trachomatis Assay) benutzt. Die Nutzung dieser etablierten Methode eignete
sich fur diese Arbeit, weil es sich um eine vielfach evaluierte Methode mit hoher Sensi-
tivitat und Spezifitat handelt.

Die Sensitivitat des Abbott LCx® Chlamydia trachomatis Assay bei der Untersuchung
von Zervikalabstrichen wird zwischen 83,3% und 87,9% angegeben, die Spezifitat mit
Uber 99% [Buimer et al.1996, Stary et al.1997, Schacher et al.2003, Shafer et al.2003].
Die Sensitivitat des Abbott LCx® Neisseria gonorrhoeae Assay bei der Untersuchung
von Zervikalabstrichen lag bei verschiedene Untersuchungen zwischen 91,7% und
95,4%, die Spezifitdt bei Gber 99% [Buimer et al.1996, Kehl et al.1998, Carroll et
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al.1998, Shafer et al.2003]. Es kann davon ausgegangen werden, dass diese Werte

auch fur Lavagen gelten.

4.1.2. HPV Nachweis

Zum Nachweis einer HPV-Infektion wurden zwei verschiedene Methoden genutzt.
Zunachst wurde der Nachweis einer HPV-Infektion mittels eines kommerziellen Tests
(Digene® SHARP Signal™-System / HCII) auf PCR-Basis durchgefiihrt.

Frihere Untersuchungen dieses Verfahrens zeigten eine Sensitivitat zwischen 88% und
100% und eine Spezifitat zwischen 80% und 94% und belegen seine hohe Zuverlas-
sigkeit [Lytwyn et al.2000, Schiffman et al.2000, Solomon et al.2001, Guyot et al.2003].
Zum Nachweis bestimmter HPV Genotypen wurde ein weiterer kommerzieller Test
(INNO-LiPA HPV Genotyping®) verwendet. Dieser Test, der in systematischen Untersu-
chungen eine hundertprozentige Sensitivitdt und eine Spezifitat von 97,8% zeigte, ist
als sehr sensitive und spezifische Methode anerkannt [Kleter et al.1999, Melchers et
al.1999, Perrons et al.2005].

Auf Grund der hohen Sensitivitat und Spezifitat beider Testverfahren war es unerwartet,
dass sich bei nur etwas mehr als der Halfte (57,1%) der urspringlich mittels HCII positiv
auf eine HPV Infektion getesteten Frauen ein positives Ergebnis im INNO-LiPA Test
zeigte (Abbildung 6). Da der INNO-LIPA Test bei HPV-Infektionen, neben anderen
Genotypen, dieselben HPV-Typen nachweist wie der HCII-Test, war davon auszu-
gehen, dass bei einem positiven HCII-Ergebnis ein konkreter HPV-Typ mittels INNO-
LiPA nachzuweisen ist. Dies war jedoch nicht der Fall. Die Ursache fur die Diskrepanz
ist unklar. Es scheint, als ware die Reproduzierbarkeit des HCII-Testes relativ gering.
Von den in der Studie untersuchten Proben waren nur 25 von 70 (35,7%) wiederholt
getesteten Proben erneut positiv. Hierzu haben Untersuchungen gezeigt, dass die
Ergebnisse einer wiederholten HCII-Testung durch die Dauer der Probenlagerung
beeinflusst werden [Negri et al.2004, Castel et al.2002]. In einer Studie, die Zervikal-
abstriche untersuchte, wurden die Proben nach einer Lagerungszeit zwischen einem
und 40 Monaten erneut mittels HCIl untersucht. Bei bis zu 32% der erneut positiv
getesteten Proben kam es zu einer Abnahme der Absorption. Bei bis zu 13% der
Proben war nach Testwiederholung keine HPV-DNS mehr nachweisbar [Negri et
al.2004]. In einer anderen Untersuchung, die, wie in der vorliegenden Arbeit, Zervikal-

lavagen verwendete, wurde zwar die gute Reproduzierbarkeit des HCII-Tests belegt,
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gleichzeitig zeigte sich aber bei der Wiederholung des Tests nach vier Jahren ebenfalls
eine Abnahme der Absorption bei positiven Resultaten [Castel et al.2002]. Zusétzlich
schwankte bei der Wiederholung nach vier Jahren bei 124 von 142 Proben das Test-
ergebnis zwischen einem negativen und einem schwach positiven Ergebnis [Castel et
al.2002]. Zur Uberprifung der HCII-Ergebnisse wurde in der zitierten Arbeit bei 92 der
124 Proben eine PCR mit den Primern MY09/11 durchgefihrt. In 68% der Falle war
mittels PCR keine DNS der HPV-Typen nachweisbar, auf die auch mit HCIl getestet
wurde. Die PCR bestatigte, dass bei einem Grol3teil der fraglichen HCII-Ergebnisse
keine DNS vorhanden bzw. die virale Last zu gering zum Nachweis war [Castel et
al.2002]. Daraus lasst sich ableiten, dass sich bei den in dieser Arbeit verwendeten
Lavagen im Verlauf moglicherweise die virale Last bzw. der DNS-Gehalt so verringert
hat, dass das ursprtingliche HCII-Ergebnis nicht reproduziert werden konnte.

Da die Sensitivitat des INNO-LiPA Tests hoher eingeschatzt wird als die des HCII-Tests
[Perrones et al.2005], ist es mdglich, dass die in der HCII-Wiederholung negativ
getesteten Proben im INNO-LIPA Test ein positives Ergebnis erbracht hatten. Aus
Kostengrinden konnten diese Proben jedoch nicht mit dem INNO-LIPA Test untersucht
werden.

Vor diesem Hintergrund ist die Pravalenz von HPV in der Studienpopulation mdglicher-

weise etwas hoher als es die vorliegenden Ergebnisse zeigen.

4.2. Demographische und Sozio6konomische Charakteri  stika

Der Anteil der Studienteilnehmerinnen tUber 20 Jahren (84,8%) war deutlich héher als
jener der jugendlichen Teilnehmerinnen bis 20 Jahre (15,2%). Der Anteil der 12 bis 15
jadhrigen Madchen war in der Gruppe der Studienteilnehmerinnen bis 20 Jahre mit nur
2,4% sehr gering. Der gréRere Anteil entsprach den 16-20 jahrigen Frauen (12,8%).
Die letzten gesicherten Daten des Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistca von
2000 [www.ibge.gov.br] zeigen, dass im Bundesstaat Ceara die weiblichen
Altersgruppen wie folgt verteilt sind: Madchen 12-15 Jahre = 15,7%, Frauen
16-19 Jahre = 14,7%, Frauen 20-49 Jahre = 69,9%. Daraus ergibt sich, dass in der
Studienpopulation der Anteil der Madchen zwischen 12 und 15 Jahren nur etwa 1/6 der
in Ceara lebenden Madchen entsprach, dass aber nahezu alle jungen Frauen zwischen
16 und 20 Jahren an der Studie teilgenommen haben. Dies ist darauf zurtickzufuhren,

dass ein erheblicher Teil der weiblichen Bevdlkerung zwischen 12 und 15 Jahren noch
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nicht sexuell aktiv war und deshalb definitionsgeman von der Teilnahme an der Studie
ausgeschlossen wurde.

Der Anteil der jugendlichen Studienteilnehmerinnen (bis 20 Jahre) in den Weilern war
signifikant héher als der in der Stadt (19,3% versus 12,3%; p = 0,02). Nach den Daten
des Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistca von 2000 leben im Bundesstaat Ceara
etwa % der Frauen (71,6%) zwischen 10 und 19 Jahren in den Stadten und nur Y4 der
Frauen (28,4%) auf dem Land, so dass man die Mehrzahl der Studienteilnehmerinnen
aus der Stadt erwartet hatte. Die Uberproportionale Teilnahme von auf dem Land
lebenden jungen Frauen an der Studie konnte dadurch bedingt sein, dass diese signi-
fikant frher sexuell aktiv waren als die in der Stadt Pacoti lebenden jungen Frauen
[unveroffentlichte Daten F. Oliveira 2004].

Im Durchschnitt hatten 45,4% der Studienteilnehmerinnen mehr als sieben Schuljahre
absolviert. Verglichen mit den Daten des Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistca
von 2000 nach denen in Ceara im Durchschnitt nur 31,7% der Frauen mehr als sieben
Jahre Schulausbildung und die Mehrzahl der Frauen (68,3%) eine deutlich kirzere
Schulausbildung erhielten war der Anteil der Frauen mit héherem Bildungsstand,
gemessen an der Anzahl der Schuljahre, in der Studie grof3. Im Vergleich der Frauen
aus der Stadt und vom Land hatten die auf dem Land lebenden Frauen einen niedrige-
ren Bildungsstand, gemessen an der Anzahl der Schuljahre, als Frauen im Lebensraum
Stadt (79% zu 37%). Vermutlich bedingen unter anderem zwei Faktoren die geringere
Schulbildung der Frauen aus den Weilern. Zum einen befindet sich der Hauptteil der
weiterfihrenden Schulen im Stadtgebiet, zum anderen gibt es von den Weilern keine
offentlichen Transportmittel in die Stadt. Womdglich missen die auf dem Land leben-
den Frauen auch ihre Familien bei der Farmarbeit unterstitzen und haben somit eine
geringere Chance zum Schulbesuch.

Verglichen mit den Frauen aus dem stadtischen Bereich verfluigte nur die Halfte der
Frauen aus dem landlichen Gebiet Uber ein monatliches Haushaltseinkommen von
wenigstens 160 US Dollar (14% zu 30%). Allerdings zeichnete sich die gesamte
Studienpopulation durch einen hohen Anteil (77%) an extrem armen Haushalten
(weniger als 160 US Dollar pro Monat) aus.

Sowohl in der Stadt als auch auf dem Land waren drei von vier Frauen verheiratet bzw.

lebten in einer festen Beziehung.
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Unter Berlcksichtigung der dargelegten Abweichung kann man davon ausgehen, dass
die Studienpopulation in demographischer und sozio6konomischer Hinsicht reprasen-
tativ fur die im Hinterland lebende, weibliche Bevolkerung von Ceara ist.

4.3. Pravalenz von STDs

Bei 16% der Frauen bestand eine Infektion mit mindestens einer STD. Die Prévalenz
zwischen Stadt und Land war ahnlich (16,5% zu 15,4%).

Damit ist die Pravalenz fur das Vorliegen von mindestens einer STD niedriger als in
anderen Entwicklungslandern wie Madagaskar (39%), Papua-Neuguinea (59%) oder
Peru (71%) [Behets et al.2001, Passey et al.1998, Garcia et al.2004]. Eine Studie im
brasilianischen Bundesstaat Alagoas [Soares et al.2003] ergab mit 51% ebenfalls eine
deutlich héhere Pravalenz fur eine Infektion mit mindestens einer STD im Vergleich zu
Ceard. Allerdings wurde in der vorliegenden Arbeit labormedizinisch nur auf
C. trachomatis, N. gonorrhoeae und HPV untersucht, wohingegen in den anderen
Studien auch auf Gardnerella vaginalis, Treponema pallidum, Candida albicans,
Trichomonas vaginalis und andere virale Infektionen wie Herpes simplex- und Hepatitis
B-Infektionen untersucht wurde. Dies kdnnte eine Erklarung fur die verhaltnismalig
geringe Pravalenz in der Population sein. Reduziert man beispielsweise die Daten der
Studie aus dem brasilianischen Alagoas auf C. trachomatis, N. gonorrhoeae und HPV
so verringert sich die Anzahl der positiv auf eine STD getesteten Proben auf 39%.
Allerdings lassen sich mit den vorliegenden Studiendaten keine Mehrfachinfektionen
berticksichtigen, so dass die Pravalenz fur mindestens eine STD vermutlich noch
geringer ist.

Es zeigte sich eine klare Abhangigkeit der Haufigkeit von STDs vom Lebensalter. Das
Lebensalter korrelierte invers mit der Pravalenz wenigstens einer STD (p = < 0,001).
Dabei sank die Pravalenz vor allem zwischen der Altersgruppe der 13-30 jahrigen und
der 31-50 jahrigen Frauen. Diese Beobachtung deckt sich mit denen anderer Unter-
suchungen [Silveira et al.2002, Boyer et al.2006]. Eine mogliche Ursache fir die héhere
STD-Pravalenz bei jungeren Frauen ware ein risikoreicheres Sexualverhalten. Es zeigte
sich, dass nur etwa */3 der Studienteilnehmerinnen bis 20 Jahren (35,6%) in einer
festen Beziehung lebten, wahrenddessen dies mehr als % der Frauen Uber 20 Jahren
(81,5%) taten. Dementsprechend ist anzunehmen, dass jungere Frauen haufiger
wechselnde Sexualpartner haben und so einem grdél3eren Infektionsrisiko ausgesetzt

sind.
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4.3.1. HPV

Die haufigste Infektion innerhalb der Studienpopulation war HPV mit 11,7%. Daten
anderer bevdlkerungsbasierten Studien aus Sudamerika ergaben ahnliche Pravalenz-
zahlen (11% bis 16%) [Matos et al.2003, Clifford et al.2005]. Im Vergleich zu Europa
(1,3 bis 7,8%) ist die Pravalenz in sudamerikanischen Populationen deutlich héher
[Clifford et al.2005].

Tendenziell hatte die Frauen aus Pacoti Stadt haufiger eine HPV-Infektion als Frauen
aus den Weilern (13,6% zu 9%; p = 0,1). Eine ahnlich hohe Pravalenz wurde bei
Frauen aus einem stadtischen Bereich in Argentinien gefunden (16,7%) [Matos et
al.2003]. Vergleichbare Studien an Frauen aus landlichen Gebieten Brasiliens ergaben
mit 14,3% in Amazonia und 26% in Alagoas eine gréfRere Infektionshaufigkeit [Brito et
al.2002, Soares et al.2003]. Es ist fraglich, ob diese Unterschiede auf den Anteil junger
Frauen in den Studien zurlickzufiihren sind. Bei der Studie aus Amazonia konnte der,
im Vergleich zur Studienpopulation, doppelt so hohe Anteil junger Frauen bis 19 Jahren
(30,4% versus 15,2%) die hohere HPV-Pravalenz (9% zu 14,3%) erklaren. Dagegen hat
das Lebensalter bei der Studie aus Alagoas scheinbar keinen Einfluss auf die HPV-
Pravalenz, da der Anteil der 16 bis 20 jahrigen Frauen gleich dem in der vorliegenden
Studie ist (12,4% zu 12,8%).

Als signifikanter Risikofaktor fir die Prasenz einer HPV-Infektion zeigte sich das
Lebensalter. Frauen bis 20 Jahre hatten ein dreifach hoheres Infektionsrisiko als solche
uber 20 Jahren. Ahnlich wie in anderen Untersuchungen sank die HPV Pravalenz mit
zunehmendem Lebensalter [Burk et al.1996, Kruger Kjaer et al.1997, Matos et al.2002,
Soares et al.2003]. Die hohere Pravalenz im jungen Lebensalter lasst sich moglicher-
weise mit einer erhdohten HPV-Exposition durch haufiger wechselnde Geschlechts-
partner, bei gleichzeitig nicht ausgebildeter Immunantwort erklaren. Auch der Gebrauch
oraler Kontrazeptiva erhéht vermutlich das Infektionsrisiko fir HPV [Kriger Kjaer et
al.1997, Koutsky 1997]. Es zeigte sich innerhalb der Studienpopulation, dass 55% der
Frauen zwischen 12 und 29 Jahren orale Kontrazeptiva gebrauchten, dies aber nur auf
20% der 30 bis 49 jahrigen Frauen zutraf [unverdffentlichte Daten F. Oliveira 2004].
Alleinstehende Frauen hatten ein 1,5-fach hoheres HPV-Infektionsrisiko als Frauen, die
in einer Partnerschaft lebten. Es ist zu vermuten, dass Alleinstehende Frauen haufiger

den Sexualpartner wechseln als liierte Frauen und so ein hdheres Infektionsrisiko
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haben. Generell erhéht Promiskuitat das Risiko fur sexuell Gbertragbare Erkrankungen
im allgemeinen und HPV im besonderen [Kriger Kjaer et al.1997, Koutsky 1997, Matos
et al.2003].

Insgesamt zeigten 65% der Frauen (7,6% der Studienpopulation) eine Infektion mit nur
einem HPV-Typ, wahrend 35% (4,1% der Studienpopulation) mit bis zu vier HPV-Typen
infiziert waren. Der Median betrug 1,5 HPV-Typen pro infizierter Frau. Eine Unter-
suchung HIV-infizierter Frauen aus Sao Paulo, Brasilien ergab ein nahezu spiegel-
verkehrtes Bild. Dort Uberwog mit 79% die Anzahl der mehrfachinfizierten Frauen. Nur
21% der Frauen hatte eine Einfachinfektion. Der Median betrug 3,1 HPV-Typen pro
infizierter Frau [Levi et al.2002]. Da das Lebensalter der Teilnehmerinnen in beiden
Untersuchungen ahnlich war (Median: 31Jahre zu 32,1 Jahren) und zur Diagnostik die
gleiche Methode verwand wurde, sind diese Variablen vermutlich nicht die Ursache fur
die unterschiedliche Pravalenz. Denkbar wére, dass die unterschiedliche Immun-
kompetenz der Frauen zur Folge hatte, dass bei den Frauen in Pacoti die Einfach-
infektion und bei den HIV-infizierten Frauen die Mehrfachinfektionen tberwogen. Es
scheint, als wirde ein defektes Immunsystem eine HPV-Persistenz begunstigen und in
der Folge zur Akkumulation mehrerer HPV-Typen flihren [Brown et al.1999].

Verglichen mit anderen Daten aus Sidamerika (Einfachinfektionen: 8-10,4%;
Mehrfachinfektionen: 3-6,5%) war das Vorkommen von Einfach- und Mehrfach-
infektionen in Pacoti ahnlich; im Vergleich zu Europa groéRer [Einfachinfektionen:
1-6,9%, Mehrfachinfektionen: 0,4-1,9%) [Sanjose et al.2003, Matos et al.2003, Clifford
et al.2005].

Es scheint also bei HPV-Infektionen nicht nur Unterschiede zwischen den Frauen aus
verschiedenen Landern, sondern auch innerhalb eines Landes zu geben. Denkbar ist,
dass ein frihes Eintreten in die Sexualitdt und das Fehlen einer protektiven Immunitat
zu einer Akkumulation mehrere HPV-Typen flihrt. Auch genetische Unterschiede in der
Wirtsabwehr (HLA-Polymorphismen) fihren vermutlich zu einer unterschiedlichen
Empfanglichkeit fur HPV-Infektionen [Araujo Souza et al.2003]. Auch die eingesetzten
labordiagnostischen Nachweismethoden mit unterschiedlicher Sensitivitdt und Spezifitat
konnten differierende Pravalenzdaten innerhalb eines Landes erklaren.

In Pacoti waren von den HPV-infizierten Frauen 72% mit high-risk HPV-Typen infiziert
und nur 13% mit low risk-Typen, bei 15% waren Mischinfektionen (low- und high- risk
Typen) nachweisbar. Von den high-risk-Typen waren HPV16 und 31 (je n=10; 14,7%)
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am haufigsten vertreten, gefolgt von HPV51 und 52 (je n=8; 11,8%), HPV18 und 58
(e n=7; 10,3%). Bei den low-risk-Typen war HPV74 (n=10; 14,7%) am haufigsten
vertreten gefolgt von HPV 6 (n=9; 13,2%).

Eine Untersuchung von Frauen eines Mutter-Kind-Gesundheitsprogramms in
Sao Paulo, Brasilien ergab eine a@hnliche Verteilungshaufigkeit von low- und high-risk
HPV-Typen wie in Pacoti. HPV16 (21,3%) war der am haufigsten vertretene high-risk
Typ. Es folgten HPV51 (10,5%), HPV58 (8,2%), HPV31 (7,5%) und HPV18 (6,9%). Bei
den low-risk Typen waren am haufigsten HPV 6 und 11 mit 18,1% vertreten [Rousseau
et al.2003].

Ein vollig anderes Muster zeigte sich dagegen in der Population HIV-infizierter Frauen
aus S&o Paulo. Nur 21% der Frauen waren ausschlie3lich mit high-risk HPV infiziert,
die Haufigkeit der low-risk HPV-Infektionen war ahnlich (14%), die Anzahl der “Misch-
infektionen* war mit 64% allerdings deutlich héher als bei den Frauen aus Pacoti. Die
Verteilung der HPV-Typen unterschied sich ebenfalls. In der high-risk-Gruppe war
HPV51 (32%) der haufigste Typ, gefolgt von HPV18 (24%) und HPV16 (23%). In der
low-risk-Gruppe war, wie in der zuvor diskutierten Studie, HPV 6 (39%) der haufigste
Typ, gefolgt von HPV11l (26%). Interessanterweise war HPV6 insgesamt der am
haufigsten vertretene Genotyp [Levi et al.2002]. Diese Daten zeigen, dass es in einem
Land einen erheblichen Unterschied in der Haufigkeit und der Art von HPV-Genotypen
bei Frauen gibt. Die Ursachen dafir sind unbekannt. Die Tatsache an sich hat gleich-
wohl groRe Bedeutung fir die Planung von PraventionsmalRnahmen beispielsweise
durch Vakzinierung.

Untersuchungen an sexuell aktiven Frauen aus Nigeria, Asien, Stidamerika und Europa
(n=15613) uber die Verteilung verschiedener HPV-Typen zeigten, dass sowohl bei
Einfach- als auch Mehrfachinfektionen high-risk HPV16 (19,7%) der am haufigsten
vorkommende HPV-Typ war, gefolgt von low-risk HPV42 (9,4%),den high-risk-Typen
HPV58 (7,6%), HPV31l (7,5%), HPV18 (7,2%),HPV56 (7,1%) und low-risk HPV81
(6,2%). Die low-risk-Typen HPV 6 und HPV11 waren beide zu je 1,4% vertreten.

Die haufigsten Infektionen mit high-risk-Typen in Sidamerika waren HPV16 (15%) und
HPV58 (7%). In Europa fand man haufigsten HPV16 (21%) gefolgt von HPV31 (9%).
Sowohl in Sidamerika als auch in Europa waren nur 5% der Frauen mit HPV18 infiziert
[Clifford et al.2005]. Es zeigte sich eine &hnlich hohe Pravalenz fir HPV16 und 58 in der

hier untersuchten Studienpopulation im Vergleich zu anderen sudamerikanischen
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Landern. Dies ist ein Indikator flr die grof3e Bedeutung dieser beiden high-risk HPV-
Typen. Im Vergleich waren Infektionen mit HPV18 innerhalb der beobachteten Studien-
population etwa doppelt so haufig (10,3%). Die Ursache dafir ist unklar.

Die haufigsten HPV-Infektionen mit low-risk-Typen sowohl in Stdamerika als auch in
Europa waren HPV42 und HPVS8L1. In beiden Landern war die Pravalenz fur HPV42
(5%) identisch; HPV81 trat mit 4% in Stdamerika doppelt so haufig auf wie in Europa
[Clifford et al.2005]. In Pacoti wurde keine HPV42 Infektion nachgewiesen werden, der
Nachweis von HPV81 war mit der gewahlten Nachweismethode nicht madglich.
Vergleichsdaten aus Sudamerika oder Brasilien zu den in der Studienpopulation am
haufigsten vertretenen low-risk-Typen HPV74 und HPV 6 waren nicht verfugbar. Unter-
suchungen an Frauen aus Nigeria, Asien, Sidamerika und Europa (n=15613) zeigten
dagegen eine allgemein geringe Pravalenz fur HPV 6 von 1,4% [Clifford et al.2005].
Gemessen daran war die Pravalenz von HPV 6 mit 13,2% etwa neunmal so hoch. Die
Ursache fir die vergleichsweise untypische Verteilung von HPV low-risk-Typen inner-
halb der brasilianischen Studienpopulation ist unklar.

Eine Infektionspréavention fur die in Pacoti haufig vorkommenden Typen HPV16, HPV18
und HPV 6 ware mittels des im Juni 2006 in den USA zugelassenen quadrivalenten
HPV-Impfstoffes Gardasil® mdglich [Villa et al.2005, Stanley 2006, Merck & CO 2006].
Dies ist in sofern relevant, da HPV 16 und 18 in der vorliegenden Studie und
hochstwahrscheinlich auch weltweit, die am weitesten verbreiteten high-risk HPV-Typen
sind und gleichzeitig in etwa 70% aller Zervikkarzinome nachweisbar sind [Clifford et
al.2005, Steinbrook 2006]. Auch die Pravention einer HPV 6-Infektion ware fur die
Frauen in Pacoti sinnvoll, da dieser neben HPV11 in etwa 90% aller Genitalwarzen
nachweisbar ist [Steinbrook 2006]. Genitalwarzen gelten als HPV bedingte L&sion mit
geringem Entartungspotential, zweifellos flihren sie aber zu einer erhéhten Prolifera-
tionsrate des Epithels und bergen damit ein Karzinomrisiko. Fur eine HPV-Pravention
mittels Vakzinierung spricht auf3erdem, dass sich die Empfanglichkeit fur eine HIV-
Infektion beim Vorliegen einer unbehandelten STD um bis zu Faktor 10 erhght
[WHO 2004], so dass die Vakzinierung nicht nur im Rahmen der Krebsvorsorge,
sondern auch im Rahmen der allgemeinen HIV-Pravention eine wichtige Rolle spielen

wirde.
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4.3.2. Chlamydia trachomatis

Der haufigste bakterielle Infektionserreger innerhalb der Studienpopulation war
C. trachomatis mit 4,5%. Frauen auf dem Land waren signifikant haufiger infiziert als
Frauen in der Stadt (7,3% zu 2,6%).

Studien an Frauen, die STD—Kliniken in Manaus-AM und Goiania-Goias, Brasilien
konsultierten, ergaben mit 21% bzw. 20% eine deutlich héhere Pravalenz [Santos et
al.2003, Araujo et al.2006]. Studien aus landlichen Gebieten in Brasilien und Peru
zeigten allerdings eine ahnliche Haufigkeit wie die vorliegende Studie (6,4% bzw. 6,8%)
[Soares et al.2003, Garcia et al.2004], so dass man davon ausgehen kann, dass die
hier gefundenen Pravalenzen fir die durchschnittliche, weibliche Bevdlkerung auf dem
Lande gelten.

Die Infektionshaufigkeit war fur in den Weilern lebende Frauen in etwa dreimal so hoch
wie fur Frauen im Zentrum von Pacoti. Dies widerspricht der allgemeinen Annahme,
dass das Risiko fur STDs im allgemeinen und fir Chlamydieninfektionen im besonderen
in der Stadt hoher ist als auf dem Land [WHO 2001].

Die Ursache der hoheren Pravalenz von C. trachomatis bei auf dem Land lebenden
Frauen ist unklar. Denkbar ist, dass der haufig asymptomatische Verlauf der Infektion
(ca. 70%) und der schlechtere Zugang zu allgemeiner medizinischer und speziell gyna-
kologischer Versorgung der Landfrauen haufiger zu unbehandelten, chronisch-persistie-
renden Infektionen fuhrt. Méglicherweise werden in der Stadt Frauen auch haufiger
beim Vorliegen internistischer Erkrankungen antibiotisch behandelt, so dass eine
gleichzeitig bestehende, unerkannte Chlamydieninfektion eliminiert wird.

Jungere Frauen bis 20 Jahre hatten eine deutlich hdhere Infektionsrate im Vergleich zu
alteren Frauen (OR = 2,75; p = 0,02). Dies bestatigt das derzeitige Paradigma, dass
junge Frauen ein erhohtes Risiko fur eine Chlamydieninfektion haben [Norman 2002,
Silveira et al.2002, Araujo et al.2006, Boyer et al.2006]. Die Infektionshaufigkeit
innerhalb der Studienpopulation sank, wie auch bei anderen STDs, mit zunehmendem
Lebensalter (p = 0,01).
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4.3.3. Neisseria gonorrhoeae

Eine Gonokokkeninfektion liel3 sich bei 1,7% der Frauen nachweisen. Hier war aller-
dings die Infektionshaufigkeit in der Stadt héher als auf dem Land (2,3% versus 0,9%).
Die Haufigkeit einer Gonorrhoe war ahnlich hoch wie in einer populationsbasierten
Studie aus einem landlichen Gebiet in Peru mit 1,2% [Garcia et al.2004], allerdings
deutlich niedriger als in einer populationsbasierten Studien an Frauen aus einem landli-
chen Gebiet in Alagoas, Brasilien mit 6,4% [Soares et al.2003].

Da die absolute Zahl der infizierten Frauen mit zehn sehr gering war, liel3 sich kein
klares Risikomuster erkennen. Allerdings schien auch hier, wie bei den anderen Infek-
tionen, das Alter ein Risikofaktor zu sein. Junge Frauen bis 20 Jahre hatten ein 1,5 fach
hoheres Risiko als Frauen tber 20 Jahre (OR = 1,47).
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5. Zusammenfassung

Sexuell Ubertragbare Krankheiten stellen nach wie vor ein erhebliches, gesundheitliches
Problem in Entwicklungslandern dar, da Pravalenz und Morbiditat hoch sind. Dies h&ngt
sowohl mit dem Risikoverhalten zusammen, als auch mit der Tatsache, dass eine ada-
quate medizinische Infrastruktur haufig nicht gegeben ist. Insbesondere Frauen auf dem
Land haben haufig keinen oder nur begrenzten Zugang zu medizinischer Versorgung.
Primar leiden Frauen unter den Komplikationen unerkannter Genitalinfektionen, die zu
chronischen Entziindungen der Geschlechtsorgane, Infertilitit und Neoplasien flhren
kénnen. Gleichzeitig kbnnen einige dieser unbehandelten Infektionen unter der Geburt
auf das Neugeborene Ubertragen werden. Je nach Land, Bevélkerungsgruppe oder
Kulturkreis sind unterschiedliche Erreger von Bedeutung. In Entwicklungslandern sind
kostenguinstig therapierbare Infektionen mit C. trachomatis und N. gonorrhoeae beson-
ders haufig, ebenso Infektionen mit HPV, gegen dessen weit verbreiteten Typen HPV 6,
11, 16 und 18 seit kurzem ein Impfstoff zur Verfigung steht. Die Datenlage zur Prava-
lenz der verschiedenen Erreger ist allerdings meist sparlich und so fehlt die Grundlage,
auf der Gesundheitsbehdrden Kontroll- und Praventionsmafl3nahmen planen kénnen.

In diesem Zusammenhang wird die Bedeutung populationsbasierter Studien in Brasilien
deutlich, da die meisten der vorliegenden Daten Uber STDs von selektiven Unter-
suchungsgruppen wie Prostituierten oder Gefangnisinsassinnen stammen und nicht fur
die allgemeine weibliche Bevolkerung reprasentativ sind. Vor diesem Hintergrund
war das Hauptziel dieser Arbeit, die Haufigkeit von C. trachomatis,
N. gonorrhoeae und HPV bei Frauen aus einem landlichen Gebiet im Nordosten
Brasiliens in Abhangigkeit von demographischen, sozio-kulturellen und 6ékonomischen
Variablen zu bestimmen.

Durch den Vergleich demographischer und sozio6konomischer Charakteristika der
Studienteilnehmerinnen mit denen von Frauen einer anderen bevdlkerungsbasierten
Studie aus einem landlichen Gebiet im Nordosten Brasiliens ist davon auszugehen,
dass die Frauen von Pacoti ein reprasentatives Kollektiv fur die weibliche Bevélkerung

im Hinterland von Ceara darstellen.
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Mittels moderner labormedizinischer Methoden, die eine hohe Sensitivitdt und Spezifitat
garantieren, wurden Zervikallavagen auf das Vorliegen von Infektionen mit
C. trachomatis, N. gonorrhoeae und HPV untersucht. Die zuséatzliche HPV-Typisierung
ermdglichte die Abschatzung des Risikos maligner Entartungen durch die Prasenz
definierter high-risk HPV-Typen.

16% der Frauen in Pacoti waren mit mindestens einem der drei Erreger infiziert. Die
haufigste Infektion war HPV mit 11,7%. Eine bakterielle Infektion mit C. trachomatis war
bei 4,5%, eine Gonokokkeninfektion bei 1,7% der Frauen nachweisbar.

Dabei wurde deutlich, dass die Pravalenz innerhalb der Studienpopulation, sowohl fir
das Vorliegen einer STD, als auch fur HPV- und Chlamydieninfektionen altersabhéngig
ist; die Infektionshaufigkeit sank signifikant mit zunehmendem Alter. Aufgrund der
niedrigen absoluten Zahl von Frauen, die mit N. gonorrhoeae infiziert waren, liel3 sich
hier kein klares Risikomuster erkennen. Das Lebensalter schien allerdings ebenfalls
einen Einfluss auf die Pravalenz einer Gonorrhoe zu haben.

Einfach- und Mehrfach-HPV-Infektionen innerhalb der Studienpopulation waren mit
7,6% bzw. 4,1% &hnlich hoch wie in anderen sidamerikanischen Landern, im Vergleich
zu Europa aber haufiger. Der grof3te Anteil der Frauen in Pacoti hatte eine Infektion mit
high-risk HPV-Typen (72%). Low-risk- und Mischinfektionen waren nur bei 13% bzw.
14% der Frauen vorhanden. Am haufigsten waren die high-risk-Typen HPV16 und
HPV31 vertreten. Bei den low-risk-Typen tberwogen Infektionen mit HPV74 und HPV 6.
Der Vergleich mit anderen Studien zeigt, dass die Infektionshaufigkeit fir
C. trachomatis, N. gonorrhoeae und HPV reprasentativ fir Frauen aus dem landlichen
Brasiliens zu sein scheint.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung, eines typischen, weiblichen Kollektivs in Nordost
Brasilien zeigen, dass die Notwendigkeit fur ein Kontroll- und Praventionsprogramm von
STDs flr diese Region besteht. AuRerdem wird die Unumganglichkeit weiterer popula-
tionsbasierter Studien bezlglich der Pravalenz von STDs in anderen Gebieten
Brasiliens fur die Gestaltung eines landesweiten Kontroll- und Préventionsprogramm
deutlich.
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