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1 Einleitung

1. Einleitung

1.1. Die Chagas-Infektion

Die Chagas-Infektion wird durch den Protozoen Trypanosoma cruzi iibertragen, deren Vektor

aus der Familie der Triatominen stammt. Eine Studie aus dem Jahr 2002 erwihnt 12 Millionen
Infizierte [Pinto Dias et al. 2002], nach der WHO sind im Jahre 2010 {iber 10 Millionen Men-

schen mit 7. cruzi in den endemischen Gebieten infiziert (Abb. 1) [WHO, 2010].

Chagas Disease

. (Chagas Endemic Countiies
5 WHOMCTD, May 1996

Abbildung 1: Chagas-endemische Linder nach der WHO, 1996

1.1.1. Infektionsweg und Epidemiologie

T. cruzi wird auf den Menschen bei dem Saugakt von Raubwanzen der Gattung Triatominen
(z.b. Triatoma infestans) libertragen (Abb. 2), ein Insekt das lokal als Vinchuca bekannt ist (Abb.
3). Trypanosomen sind Flagellaten mit einem Nucleus und einer Organelle. Sie pflanzen sich
asexuell fort [Bittencourt, 1988]. Der Parasit tritt in drei verschiedenen Stadien im Blut oder
Gewebe des Infizierten auf (Abb. 2). Metacyclische Trypomastigoten treten durch den Enddarm
des Insekts auf Fikalien {iber und gelangen bei dem Saugakt iiber Mikroldsionen der Haut oder
den Einstichkanal in den Menschen. Danach gelangen sie in den Blutstrom und besiedeln Mus-
kel- und Nervengewebe, bilden eine Pseudoyste aus und formen Amastigote. Diese gehen erneut
in den Blutstrom und infizieren andere Zellen als Trypomastigote. Bei erneutem Stich gelangen
diese in den Darm der Raubwanze, wo sie sich erneut in Epimastigote wandeln, sich vermehren,

in metacyklische Trypomastigoten wandeln und erneut auf den Menschen iibertragen werden
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konnen (Abb. 2) [Brener, 1973; Canals et al. 1992; Carlier et al. 2005].
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Abbildung 2: Lebenszyklus von 7. cruzi (aus Centers of Disease Control and Prevention,

2011)

Abbildung 3: Triatoma infestans, der
Vektor von T.cruzi (Bastien JW; Chagas
disease in the Americas; The University

of Utah Press, 1998)

Die Prévalenz der Infektion in Stidamerika bewegt sich zwischen 7.2% in Argentinien bis 18.2
% in Bolivien [Schofield ef al. 1999]. Weinke belegte die Verbindung zwischen Lebensstandard,
Inzidenz und Symptomen, die wesentlichen Einfluss auf die ldndliche Entwicklung haben
[Weinke, 1983]. Die Ubertragung iiber Blutprodukte oder Organtransplantationen ist moglich
[Blejer et al.2001]. Die Ubertragung in der Schwangerschaft ist ein weiterer wichtiger Weg der
Infektion [Bittencourt, 1992; Arcavi et al. 1993], und hat in Konsequenz der besseren Vektor-
kontrolle (Verbesserung der hauslichen Lebensumstinde, Aufkldrung) proportional in den letz-
ten Jahren zugenommen, in nicht-endemischen Gebieten ist es mittlerweile der Hauptiibertra-

gungsweg [Oliveira et al. 2010].
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1.1.2. Klinik

Die klinischen Symptome der Chagas-Infektion treten in zwei Phasen auf: der akuten und der
chronischen Phase, die sich bis zu 20 Jahre spiter entwickeln kann. Infizierte entwickeln bis zur
chronischen Phase oft keine Symptome. Akute Symptome mit Fieber, Miidigkeit, vergroferter
Leber und Milz und geschwollenen Lymphknoten treten selten auf und dauern 4 bis 8 Wochen
an [Abel et al. 2001; Soares et al. 2001]. Eine Schwellung tritt an der Stelle des Stiches auf, oder
wenn Fikalien iiber das Auge eingerieben werden (Romana-Zeichen). Die Symptome des chro-
nischen Stadiums in Form von Schiden des Herzens, Osophagus, Kolons und Nerven-Systems,

sind irreversibel [Azogue et al. 1985].

1.1.3. Die Diagnostik der Chagas-Infektion

Die Diagnostik basiert auf der Klinik und der Présenz von 7. cruzi spezifischen IgG Antikorpern;
das Mikrohdmatokrit Verfahren und die Xenodiagnose werden bei Erwachsenen selten verwen-

det [Gomes et al. 1999]. Die spezifischen Methoden werden in Kapitel 2.2.1 aufgefiihrt.

1.2. Die Chagas-Infektion in Neugeborenen und die kongenitale Ubertragung

1.2.1. Epidemiologie der kongenitalen Chagas-Infektion

In Stidamerika schwankt die Privalenz der 7. cruzi Infektion in Schwangeren von 2 bis 51% in
urbanen Zentren und 23 bis 81% in lindlichen Gegenden [Giirtler et al. 2003]. Eine Ubertra-
gungsrate von 6.7% unter 315 Neugeborenen wurde in einem Endemiegebiet in Tucuman, Ar-
gentinien belegt [Blanco et al. 2000]. Azogue wies im Nabelschnurblut von infizierten Miittern
in 18.5% T. cruzi nach [Azogue et al. 1991]. Andere Studien berichten Transmissionsraten zwi-
schen 0.7 und 28% [Arcavi et al. 1993; Streiger et al. 1995; Moya et al. 2005; Velarde et al.
2005; Russomando et al. 2005; Lorca et al. 2005; Bern et al. 2011]. Wie bei Erwachsenen verur-
sacht die Infektion hohe sozio-6konomische Schiden [Billot et al. 2005]. Die Rate der Koinfek-
tionen mit 7. gondii, HIV, T. pallidum, CMV und anderen sind hoch [Vissoci-Reiche et al. 2000].
Torrico berichtet iiber die Verbindung zwischen miitterlicher 7. cruzi Infektion, Morbiditat und
Mortalitdt in kongenitaler Chagas: Riickgang von Armut fiihrte zu weniger Morbiditdt und Mor-
talitiit, hatte aber keinen Einfluss auf die Hiufigkeit der Ubertragung [Torrico et al. 2004].
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1.2.2. Klinik, Diagnose und Behandlung der kongenitalen Chagas -Infektion

Die Klinik kann asymptomatisch sein, sich aber auch in Kardiomyopathie, Hepatosplenomegalie
und Enzephalopathie duBlern [Freilij ef al. 1994; Bern et al. 2011]. In zirka 64.8% bleibt sie
asymptomatisch [Freilij e al. 1995]. In Erhebungen von Freilij und Altcheh von 1995 bis 2005
waren die haufigsten klinischen Symptome bei 168 Neugeborenen Hepatomegalie (27.9%), He-
patitis (11.4%), Sepsis (5.13%), Meningoenzephalitis (2.3%), Myokarditis (2.3%) und Anédmie
(1.1%) [Altcheh et al. 2005]. Infizierte Kinder haben ein bis 30 Prozent erhohtes Risiko einer
gastrointestinalen oder kardialen Erkrankung [Bern et al. 2011].

Die Diagnose wird basierend auf Anamnese und Seroposivitit der Mutter, sowie serologischen
Tests wie IgG ELISA und HA gestellt. Da die IgG Antikdrper gegen 7. cruzi die Plazenta passie-
ren, ist der IgG Nachweis bei Neugeborenen kein Beweis fiir eine Infektion, so dass hier direkte
Nachweismethoden wie Mikrohdmatokrit oder PCR nétig sind [Reyes ef al. 1990; Altcheh et al.
2005]. Die Diagnose gilt als gesichert wenn zwei indirekte Nachweise (normalerweise IgG ELI-
SA und IgG HA) und ein direkter Nachweis positiv sind [Freilij ef al. 1995].

Neugeborene oder Kinder werden ziligig behandelt, um das Auftreten klinischer Symptome zu
vermeiden [Freilij ef al. 1983]. Nifurtimox (Lampit™) (10-15 mg/kg/d) oder Benznidazol (Ro-
chagan®) (5-8 mg/ kg/d) werden hierfiir 3 Monate angewandt [Piaggio et al. 2001]. Nach der

Behandlung erfolgt ein serologisches Follow-up von mindestens 3 Monaten [Sudarez et al. 2005].

1.3. Die Immunantwort auf 7. cruzi

Das Immunsystem wird in angeborene und adaptive Immunitét untergliedert. Beide beeinflussen
sich. Die angeborene Immunantwort handelt schnell, aber unspezifisch durch Beseitigung von
Pathogenen im Ko&rper durch Makrophagen und Granulozyten. Diese konnen z.B. durch Pha-
gozytose Krankheitserreger eliminieren, wie in unseren Falle 7. Cruzi. Klinische Korrelate sind
hier lokale Rotung (nach Stich durch T. infestans) und z.B. das Romaia- Zeichen [Freilij et al.
1994]. T. cruzi bewirkt anfanglich eine starke Aktivierung des angeborenen Immunsystems, aber
selten erfolgt eine Befreiung von dem Parasiten [Tarleton, 2001]. Hier scheinen immunsuppri-
mierende Aktivitdten von 7. cruzi eine Rolle zu spielen [Schnapp et al. 2002].

Eigenschaft der adaptiven Immunantwort ist hingegen, dass sie ein Gedéchtnis entwickelt. Ef-
fektoren sind die Lymphozyten. Eine Immunantwort wird eingeleitet, wenn eine Zelle iiber ihren
Rezeptor ein infektioses Pathogen erkennt. Jede Zelle erkennt ein spezifisches Antigen, da sie

einen spezifischen Rezeptor auf ihrer Oberflidche exprimiert. Lymphozyten werden in B-Zellen
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und T-Zellen unterteilt. B-Zellen tragen einen B-Zell-Rezeptor, der entsprechend spezifische
Antigene aufnimmt [Janeway et al. 2009].

Aktivierte Th-Zellen présentieren Antigene iiber MHC-II Proteine auf ihrer Oberfldche und pri-
sentieren diese B-Lymphozyten. Dieses 16st die Sekretion von Zytokinen aus, welche zu einer B-
Zell-Proliferation und Differenzierung zu Plasma- und Gedichtniszellen fiihrt. Jede Plasmazelle
synthetisiert ein spezifisches Immunglobulin. Diese Antikorper konnen an ein Pathogen binden,
es opsonieren und es fiir Phagozyten markieren. Auflerdem wird das Komplementsystem akti-
viert [Janeway et al. 2009]. Antikorper besitzen zwei in ihrer Oberfldchenstruktur gleiche Anti-
gen-Bindungsstellen und konnen so an das Pathogen binden und deren Phagozytose und Lyse
ermoglichen [Clark ez al. 2005]. In der akuten Phase der Chagas-Infektion erfolgt eine Expansi-
on von B-Zellen [Carlier et al. 1987]. Die daraus folgende humorale Antwort mit Antikdrpern
tragt zur Resistenz gegen 7. cruzi bei. Eine Depletion von B-Zell-aktivierten T-Zellen fiihrt zu

einer stark erhdhten Parasitdmie und Sterblichkeit in infizierten Méusen [Rottenberg et al. 1988].

1.3.1. Die T- Zell Antwort in der Infektion mit 7. Cruzi

Die Existenz multipler Lebenszyklen hat das immunologische Studium von 7. cruzi erschwert,
da manche Proteine des Parasiten nur in gewissen Zyklen vorkommen [Schnapp et al. 2002]. T.
cruzi wird nach Eindringen in den Wirt von Makrophagen phagozytiert oder dringt aktiv in sie
ein und repliziert sich in diesen (Abb. 4). Die Abbauprodukte der dabei mit NO abgetoteten 7.
cruzi werden auf der Zelloberfldche der Makrophagen mit MHC I oder MHC II-Molekiilen pri-
sentiert (Abb. 4) [Schnapp et al. 2002; Denkers et al. 2005]. T-Zellen konnen keine freien Anti-
gene erkennen, sondern nur die, die im MHC I/II Kontext prasentiert werden. Man unterscheidet
CD4+ und CD8+ T-Zellen. Solange ein Lymphozyt nicht in Kontakt mit dem Rezeptor-
spezifischen Peptid getreten ist, wird er als naiv bezeichnet [Janeway ef al. 2009]. CD8+ T-
Zellen erkennen ihr Antigen durch Préasentation der MHC-I Molekiile. Erfolgt eine Infektion der
Zelle (Makrophagen, DC) mit 7. cruzi, werden Fragmente auf der Oberfliche im MHC-I Kon-
text prasentiert. CD8+ T-Zellen spielen hierbei eine wesentliche Rolle in der akuten Infektion, da
sie direkt infizierte Wirtszellen abtoten konnen [dos Santos ef al. 1990] (Abb. 4). In der chroni-
schen Phase der Infektion beteiligen sie sich an der Zytolyse und Fibrose des Myokards [An-
tunez et al. 2001]. CD8+ T-Zellen sekretieren Zytotoxine zur Induktion der Lyse der infizierten
Zelle, dabei brauchen CD8+ T-Zellen direkte und indirekte Hilfe der T-Helfer Zellen. Diese un-
terscheiden sich von CD8+ T-Zellen durch die Expression des Molekiils CD4+. CD4+ Zellen
erkennen Antigene iiber MHC-II [Saeftel et al. 2001], dass im Falle der 7. cruzi Infektion von
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Makrophagen und DC exprimiert wird [dos Santos et al. 2001] (Abb. 4). In der Immunantwort
entstehen nicht nur Effektor-T-Zellen, sondern auch Gedéchtniszellen, die bei einem weiteren
Kontakt mit dem Pathogen schneller reagieren. Wichtige Subpopulationen sind Th1- und Th2-
Zellen, aber auch T-reg und Th17. Th1-Zellen produzieren Zytokine, welche die zelluldre Im-
munantwort modulieren, speziell [IFN-y, TNF-a und TNF-f. Diese werden aufgrund ihrer Ent-
ziindungsreaktion verursachenden Wirkung als pro-inflammatorische Zytokine bezeichnet.Th2-
Zellen sind fiir die Induktion der humoralen Immunantwort entscheidend und produzieren I1L-4,
IL-5, IL-10 und IL-13. Th17 charakterisieren sich durch Produktion von IL-17 und werden als
pro-inflammatorisch angesehen, und von IL-6 co-stimuliert (Abb. 4) [Janeway et al. 2009].

Die verschiedenen Effekte der Th1- und Th2- Antworten sind fiir die Bekdmpfung von 7. cruzi
von grofler Bedeutung. 7. cruzi wird effektiv durch eine Th1-Immunreaktion bekdmpft [ Schnapp
et al. 2002], Th2-Immunitit fiihrt stattdessen zu einer Vermehrung von 7. cruzi und Uberfiihrung
in die chronisch latente Phase, und ist von der Produktion von IL-10 gekennzeichnet [Saeftel et
al. 2001]. Ebenfalls wird eine Th2-Antwort eingeleitet, in der Regel findet man bei der Infektion
eine gemischte Antwort, mit einer Th1 Dominanz [ Antunez et al. 2000; Saeftel et al. 2001].

Die Entwicklung der naiven T-Helfer-Zelle in eine Zytokin-sekretierende Thl- oder Th2-Zelle
erfolgt durch Bindung an den MHC-Komplex iiber Aktivierung eines stimulatorischen Signals.
Die Differenzierung zur Thl- oder Th2-Antwort wird durch die immunologische Umgebung im
Zeitpunkt der Aktivierung gepragt. Sekretiert sie in groBerer Relation IL-12, kommt es zu einer
Th1- Differenzierung, bei erhohter Sekretion von IL-4 erfolgt eine Polarisierung zur Th2-Zelle
(Abb. 4) [Janeway et al. 2009]. Beide Th-Subtypen inhibieren hierbei die Differenzierung des
jeweils anderen Subtyps (Abb. 4). IL-12 und IFN-y, das von IL-18 co-stimuliert wird, inhibieren
damit die Differenzierung von Th2-Zellen, IL-4 die Differenzierung zu Th1-Zellen [Clark et al.
2005]. Im Gegensatz zu der B-Zell-Expansion wird die Proliferation der T-Zellen durch 7. cruzi
unterdriickt [Schnapp ef al. 2002]. Trotz dieser inhibierten T-Zell-Antwort kdnnen sowohl in der
akuten, als auch in der chronischen Phase inflammatorische Zytokine nachgewiesen werden. Vor
allem TNF-o und IFN-y werden permanent in den parasitierten Geweben freigesetzt [Schnapp et
al. 2002]. Die Produzenten sind jeweils unterschiedliche Zellpopulationen.

Wihrend in der chronischen Phase vor allem CD8+ T-Zellen die Gewebeinflammation verursa-
chen, sind in der akuten Phase CD4+ T-Zellen und NK-Zellen von Bedeutung. Fiir eine erfolg-
reiche Immunantwort gegen 7. cruzi ist es entscheidend, dass sich eine Th1 Immunantwort aus-
bildet. Unterstiitzt wird dies durch Sekretion von IL-12, welches insbesondere von infizierten
Makrophagen und dendritischen Zellen sezerniert wird (Abb. 4). IL-12 bewirkt in T- und NK-

Zellen die Sekretion von IFN-y, dieses induziert in infizierten Zellen Prozesse zur effektiveren
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Bekdampfung der intrazelluldren Parasiten, mit dem Hauptmediator NO (Abb. 4) [Saeftel et al.

2001].
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Abbildung 4: Schema der T-Zell Antwort auf 7. cruzi: Abtéten des Parasiten unter co-
Stimulierung von IFN- y, hauptsédchlich sekretiert von Thl und NK -Zellen. Nachdem 7. cruzi von Mak-
rophagen oder DC phagozitiert oder erkannt wurde, produzieren diese Zytokine (TNF- a, IL-12), die eine
Migration und Aktivierung inflammatorischer Zellen bewirken (nicht abgebildet). Unter Mithilfe von DC
Zellen werden die naiven T-Zellen unter Prasentation von MHC II auf der Oberflache unter co-
Stimulation von IL-18 (u.a. iiber NK-Zellen, Makrophagen) und IFN- y zu einer inflammatorischen Th1
Antwort gefiihrt, aber auch Th17 oder T-reg. IL-12 und IL-18 induzieren T-Lymphozyten zur Produktion
von IFN- v, dass zu einer Makrophagen-Aktivierung und NO Sekretion fiihrt, was wiederum zur Lyse der
befallenen Zelle fiihrt. IL-10 reguliert die Makrophagen-Aktivierung und inflammatorische Immunant-
wort, was der Proliferation des Parasiten entgegenkommt. (-): inhibierend; (+): stimulierend

Schaltet man in Mdusen Gene fiir IL-12 oder IFN-y aus, haben diese eine signifikant hohere
Sterblichkeit bei Infektion mit 7. cruzi [Une et al. 2003]. Kumar berichtete, dass der Transfer
von spezifischen Th1-Zellen, aber nicht von Th2-Zellen Mause vor einer tddlichen 7. cruzi In-

fektion bewahrten [Kumar ef al. 2001] und in Verbindung mit CD4+ und CD8+ Zellen tragen
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NK-Zellen zur frithen Abwehr durch frithzeitige IFN-y Produktion in der akuten Infektion bei
[Cardillo et al. 1996]. Dies aktiviert Makrophagen, nach NO und TNF-a Produktion, intrazellu-
lare Parasiten zu zerstoren [Antunez et al. 2004]. IFN-y und NO-Sekretion werden auch mit der
Pathogenese der chronischen Krankheit in Verbindung gebracht, speziell der Kardiomyopathie
durch Provokation der schweren Gewebeschdden [Antunez et al. 2001; Machado et al. 2008].
Morato beschrieb das Zytokinprofil in der experimentellen Chagas-Infektion in 2 Maustypen.
Immunkompetente Méuse (B10.D2) entwickelten eine schwerere Infektion als immunkompromi-
tierte (DBA/2) [Morato et al. 1998]. Eine ausgepriagte Immunantwort in anfélligen Médusen trug
zur schweren Erkrankung mit erhohten Titern von IL-10, IL-4 und IFN-y bei [Araujo et al.
2000]. IL-12 und IL-18 sind in Mausen mit akuter 7. cruzi Infektion erhdht, und im Vergleich zu
IFN-vy frither nachweisbar [Meyer zum Biischenfelde ez al. 1997]. Die Balance zwischen den
protektiven (IFN-y) und gegenregulatorischen Zytokinen (IL-10) ist der entscheidende Faktor in
der Determinierung der Anfalligkeit gegen 7. cruzi [Rottenberg ef al. 1988; Meyer zum Bii-
schenfelde ef al. 1998]. IL-12-defiziente Méuse sind hoch anfillig gegen 7. cruzi, und IL-18
aktivierte CD4+ T-Zellen sind die Quelle der IL-12 unabhingigen IFN-y Produktion [Une ef al.
2000]. Es zeigte sich, dass IL-18 unabhéngig von IL-12 in 7. cruzi infizierten Méusen die IFN-y
Produktion in CD4+ T-Zellen anregt [Miiller et al. 2001]. In einem gering virulenten 7. cruzi
Strang ist IFN-y wichtiger fiir die Kontrolle der Infektion als NO oder spezifisches IgG [Marinho
et al. 2001]. Die Serum-Zytokine IL-2, IFN- y und TNF-a waren in einer anderen Studie in
chronischen Patienten im Vergleich zu nicht-infizierten aber nicht erhoht [Ward et al. 1999].

Die pro-inflammatorische Th1 Antwort charakterisiert durch IFN-y Ausschiittung, scheint zur
Zellschiadigung bei Menschen im chronischen Stadium der Infektion beizutragen. Eine hohere
IFN-y Ausschiittung kann in Patienten, die eine Kardiomyopathie entwickeln, im Vergleich zu

asymptomatischen Patienten nachgewiesen werden [Saeftel et al. 2001; Teixeira et al. 2002].

1.3.2. Die NK-Zell Antwort in der Infektion mit 7. Cruzi

NK-Zellen konnen vor einer T-Zell-induzierten Immunantwort mit Zytokin-Sekretion auf ein
Pathogen reagieren, wodurch sie eine Verbindung zwischen angeborener und adaptiver Immuni-
tit darstellen [Janeway et al. 2009]. Es konnen zwei NK-Zelltypen unterschieden werden: 1: die
zytotoxischen NK-Zellen, die das intrazelluldre Pathogen 7. cruzi iiber Zellyse direkt angreifen
(Abb. 4). Sie stellen den groBten Anteil dar. 2: die Zytokin-produzierenden NK-Zellen. Diese
konnen mit Zytokinen auf Stimuli reagieren, z.B. IL-12 und IL-18 induzieren IFN-y, IL-12 und
IL-15 induzieren IL-10 [Romagnani, 2006]. Die Sekretion von IFN-y, welches eine Th1 Immun-

8



1 Einleitung

antwort auslost und IL-10, das eine gegenteilige Wirkung besitzt, zeigt, dass NK-Zellen regulativ
wirken (Abb. 4). Eine Depletion von NK-Zellen in vivo bei 7. cruzi-Infektion fithrt zu vermin-
derten IFN-y-Konzentrationen und einer erhohten Suszeptibilitit in Médusen [Cardillo ef al.
2002]. Es konnte tiber eine zweite Beteiligung von NK-Zellen bei der Immunabwehr gegen T.
cruzi berichtet werden: NK-Zellen gehen eine direkte Interaktion mit extrazelluldren 7. cruzi ein,

was zu einer erniedrigten Mobilitét von 7. cruzi fiihrt [Hatcher et al. 1982].

1.3.3. Regulatorische T-Zellen in der Infektion mit 7. Cruzi

CD4+CD25+ T-reg-Zellen wurden zunéchst aufgrund ihrer Fahigkeit identifiziert, die Entwick-
lung von Autoimmunerkrankungen zu verhindern. Obwohl die Suppression der T-Zell-
vermittelten Immunantwort dem Parasiten entgegen kommt, ist der Schutz gegen die Zellschadi-
gung zum Nutzen des Patienten. Wichtig in der Kontrolle der Immunantwort sind hierbei die T-
regulatorischen Zellen (T-reg), die in sie eingreifen, um eine schidigende Immunopathologie zu
vermindern [Powrie et al. 2003]. Das Vollblut von Patienten in der indeterminanten Chagas
Form zeigte eine erhohte Anzahl T-reg Zellen nach Stimulation mit 7. cruzi als bei Patienten mit
der kardialen Chagas-Form, was nahelegt, dass die Expansion von T-regs zur Limitierung der

Gewebeschiadigung durch die zytotoxische Aktivitit beitrdgt [de Auraujo et al. 2011].

1.34. Zytokine im Allgemeinen und IFN-y, IL-18 und IL-10 im Besonderen

Zytokine sind von Zellen produzierte Botenstoffe. Thre Wirkungsweise ist variabel und synergis-
tisch. Sie wirken auf viele Zelltypen. Zytokine konnen auf die Zelle selbst, auf Zellen der Umge-
bung oder systemisch wirken. Sie bewirken eine Verdanderung der Genaktivitét der Zelle. Die
Wirkung ist abhdngig vom Ort und der weiteren immunologischen Situation [Romagnani, 2006].
IFN-y: IFN-y wird als pro-inflammatorisch beschrieben. Es wird von CD4+, CD8+ und NK-
Zellen sekretiert und von IL-12 und IL-18 co-induziert. In CD4+ T-Zellen ist die Expression von
IFN-y charakteristisch fiir Th1-Zellen. Es stimuliert die Th1-Immunantwort, wihrend Th2- Zel-
len inhibiert werden [Romagnani, 2006]. Makrophagen werden durch IFN-y aktiviert, was in
einer Synthesestimulation von NO in diesen resultiert [Nathan et al. 1986]. Die NO-Induktion ist
daher determinant fiir die antiparasitdre Wirkung von IFN-y auf 7. cruzi.

IL-18: IL-18 wird durch Makrophagen, Kupfer-Zellen, T-Zellen, B-Zellen, dendritische Zellen,
Epithelien und Mikrogliazellen sekretiert [Jonuleit ef al. 1998; Janeway et al. 2009]. IL-18 wur-
de zunichst als IFN-y- induzierender Faktor (IGIF) bezeichnet. IL-18 triggert die Freisetzung
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von IFN-y durch Th1-Zellen, aber auch unpolarisierten T-Zellen, B-Zellen, NK-Zellen und DC.
Es induziert zusammen mit IL-12 IFN-y in T-Zellen, aber auch IL-12 unabhingig. Wahrend die
Proliferation der Th1-Zellen durch IL-18 gesteigert wird, hat es auf Th2-Zellen keinen Effekt
[Yoshimoto et al. 1998]. Makrophagen sezernieren IL-12 und IL-18, was zu einer IFN-y Induk-
tion fiihrt. Hierdurch wird die Entstehung einer Th2-orientierten Immunreaktion antagonisiert.
IL-10: Die Produktion von IL-10 durch Th2, T-regs, DC und Makrophagen verhindert die ex-
zessive Zytokinproduktion von Thl- Zellen (Abb. 4) [Belkaid et al. 2005; Roncarolo et al. 2006;
Wu et al. 2007]. Es hat ebenfalls einen anti-apoptotischen Effekt auf B-Zellen [Afzali ef al.
2007]. Es reduziert die Makrophagen-Aktivitdt und ist ndtig, um in Méusen Zellschddigungen
aufgrund zu strenger T-Zell Aktivierung zu vermeiden [Gazzinelli ef al. 1992]. Die IFN-y Aus-
schiittung ist in Mdusen nach Applizierung von IL-10 Antikérpern erh6ht, wihrend die Abwe-
senheit von IFN-y produzierenden NK-Zellen zur erhohten IL-10 Produktion fiihrt [Cardillo et
al. 1996]. Im Gegenteil dazu erhoht IL-10 die humorale Immunantwort durch Stimulation der
IgG, IgM und IgA Produktion [Meng et al. 1998]. In mit 7. congolese infizierten Mausen fiihrt
die Blockade der IL-10 Rezeptoren zu verkiirzten Uberlebenszeiten mit erhdhter IFN-y Sekretion
[Shi et al. 2003]. T. cruzi infizierte IL-10 KO Méuse haben geringere Parasitenzahlen in Blut
und Gewebe und erhdhte IFN-y und NO Produktionen als wilde Méuse. Die Behandlung von IL-
10 KO Méusen und wilden Méusen mit synthetischen IL-10 resultiert in einer erhéhten Para-

sitimie der IL-10 KO Méusen [Abrahamson et al. 1996].

1.4. Die Immunreaktion in gesunden Neugeborenen und Neugeborenen mit kongeni-

taler Chagas-Infektion

Die Immunantwort des Neugeborenen steht in enger Verbindung zur Immunlage in der Schwan-
gerschaft [Strittmatter et al. 2007]. Die Schwangerschaft und ihr Erfolg sind eigentlich mit einer
kompetenten Th1 Immunantwort inkompatibel. IFN-y produzierende CD4+/CD8+ T- Zellen sind
in der Schwangerschaft signifikant erniedrigt, IL-10, IL-4 und IL-5 erhoht, was eine Verlagerung
zur Th2 Immunantwort nahelegt [Ragupathy, 1997]. Neonatale CD4+ und CD8+ Zellen sind,
gepragt durch ihren Phénotyp, unreifer als in Erwachsenen [Ragupathy, 2001].

Die AbstoBung des “allografts” Fetus durch reaktive T-Zellen muss in der Schwangerschaft ver-
hindert werden; dieser Effekt wird durch Trophoblasten-induzierende Faktoren wie Progesteron
und Relaxin moduliert [Sacks et al. 1999; Geis et al. 2001]. Neue Studien zeigen, dass IL-10
produzierende Zellen iiber die Erhéhung der Toleranz in der Schwangerschaft den Abort verhin-

dern [Guleria ef al. 2007]. Die IL-10-Produktion durch T-regs ist bei Méusen in der Schwanger-
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schaft erhoht [Zenclussen, 2005]. T-regs scheinen das miitterliche Immunsystem so zu beeinflus-
sen, dass es der Antigenprasenz bewusst ist und sie nicht angreift [Zenclussen, 2006]. Erhéhun-
gen von IL-10 nach dem Transfer von protektiven T-regs in der Schwangerschaft in Mausen
zeigten, dass sie dies liber die Sekretion von IL-10 erreichen [Guleria ef al. 2007]. T-regs produ-
zieren Inhibitor co-stimulierende Molekiile und supprimieren so Funktionen von Antigen présen-
tierenden Zellen. In der Immunentwicklung des Neugeborenen lduft die Polarisierung zu Th2/T-
reg nach der Geburt zunichst weiter [Levy, 2007]. Die miitterliche Immunitét beeinflusst die

Antikorper- und Zell-basierte Immunitét des Nachwuchses [Morein et al. 2002]. In menschlichen

Neugeborenen und Kindern zeigt sich eine altersabhédngige Sekretion von IL-5 und IL-10, ob-

wohl insgesamt vermindert im Vergleich zu Erwachsenen [Hartel ez al. 2005]. Die IFN-y Titer

sind signifikant niedriger in gesunden Neugeborenen im Vergleich zu Erwachsenen, wéhrend die

Th2 abhéngige IL-4 Produktion sich kaum unterscheidet [Protonotariou et al. 2004].

Dieses lasst sich auf die meisten Infektionen iibertragen. Tabelle 1 fasst weitere Studien der Im-

munreaktion Neugeborener in weiteren Infektionen zusammen.

Tabelle 1: Immunantwort in Neugeborenen mit kongenitalen Infektionen.

Pathogen
Patient/ Proben Zytokinantwort
/ Infektion
Nabelschnurblutzellen von 71 IFN-y und IL-10 Produktion erhoht
HIV HIV + & HIV — Miittern bei infizierten NG

[Kuhn et al. 2001]
[Kuhn ef al. 2002]

RSV [Tsutsumi

et al. 1996]

HSV
[Burchet ef al.1992]

B-Streptokokken
[La Pine et al. 2003]

P. falciparum
[Fievet et al. 1996]

Nabelschnurblutzellen von
HIV + und HIV — NG von
HIV + Miittern

HIV+ haben mehr CD4+ Zellen,
weniger IL-2 + IFN-y und héhere
IL-4 und IL-5 Titer

Nabelschnurblutzellen von NG vs.
Erwachsenenzellen nach in vitro

Infektion

Erhohte TNF-o und IL-6 Sekretion und
erniedrigte IFN-y /IL-12 Titer in NG

Peripheres Blut von 13 Neugebore-
nen und 3 Frauen postpartal mit

frischer HSV Infektion

Neugeborenen und Frauen zeigen ver-
minderte IFN-y Produktion im Vergleich

zu (-) Kontrolle

Zytokinsekretion von Nabel-

schnurblutzellen vs. adulte

IL-12, IL-18, IFN-y Produktion in NG

im Vergleich vermindert

164 Nabelschnurblutproben von (+)

Miittern vs. Erwachsene

Verminderte IFN-y Titer in NG im Ver-

gleich zu Erwachsenen

NG: Neugeborene
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Zusammenfassend zeigen diese Erkrankungen mit Ausnahme von HIV eine verminderte pro-
inflammatorische Immunreaktion in kongenitalen oder kindlichen Infektionen. Fievet beschreibt
hochgradig reduzierte IFN-y Titer in 164 Nabelschnurblutentnahmen von kamerunischen Neu-
geborenen von P. falciparum infizierten Miittern im Vergleich zu Erwachsenen aus derselben
Umgebung [Fievet et al. 1996]. Die Infektion der Plazenta treibt die Neugeborenen zu einer Th2-
orientierten Immunantwort gegen P. falciparum Antigene, wobei die IFN-y Ausschiittung durch
neonatale T- Lymphozyten reduziert wird [Ismaili ez al. 2003]. Die plazentare Malaria ist hierbei
mit einer Erh6hung von Antigen-spezifischen IL-10 produzierenden CD4+ T-Zellen in Zellkul-
turen aus Nabelschnurblut assoziiert. Der Erhalt dieser Zellen in Utero unterdriickt hierbei die
Pathogen-Antigen induzierte Th1-Immunantwort [Brustoski et al. 2005]. Es gibt nur wenige de-
taillierte Berichte {iber die Immunantwort in Neugeborenen mit 7. cruzi Infektion. Es ist nach-
gewiesen, dass die miitterliche 7. cruzi Infektion in Utero die angeborene, als auch die adaptive
Immunreaktion des Neugeborenen durch Transfer von Antigenen {iber die Plazenta moduliert
[Truyens et al. 2005]. Samudio berichtet von einer Studie in 25 Kleinkindern mit Chagas: akut
infizierte Kinder zeigen eine erhdhte zellvermittelte und humorale Immunantwort mit Aktivie-
rung von pro- (IL-2, IFN-y) und anti-inflammatorischen (IL-4, IL-10) Zytokinen [Samudio ef al.
1998]. IFN-y, IL-10 und TNF-a Titer wurden ebenfalls in Seren von Miittern gemessen, welche
T- cruzi infizierte oder nicht infizierte Kinder zur Welt brachten. Weder IL-10 noch IFN-y zeig-
ten sich in beiden Gruppen erhdht [Cardoni ef al. 2004].

In einer Studie mit nicht-infizierten Neugeborenen von 7. cruzi-positiven Miittern, sind Vollblut-
zellen fahig hohe Mengen an pro-inflammatorischen IL-1p, IL-6 und TNF-a sowie anti-
inflammatorisches IL-10 nach Parasitlysat-Aktivierung zu produzieren [ Vekemans et al. 2000].
Feten die kongenital lebenden Pathogenen exponiert wurden, sind in der Lage eine den Erwach-
senen dhnliche T-Zell vermittelte Immunreaktion mit Parasit-spezifischen IFN-y produzierenden
CD8-T-Zellen zu entwickeln, die IFN-y produzieren, nachdem sie in Vollblutzellen mit 7. cruzi
inkubiert wurden [Hermann et al. 2002]. Die Parasitenzahlen und Immunantwort in Vollblutzel-
len T. cruzi- positiver Miitter, welche die Infektion auf ihre Kinder iibertrugen, sind weniger ak-
tiviert mit verminderten IFN-y als in nicht {ibertragenden Miittern. Die kongenitale Ubertragung
ist hierbei mit hohen Parasitenzahlen assoziiert. Die Proportion von CD56+ NK- Zellen war im
Nabelschnurblut von kongenital infizierten Neugeborenen signifikant erniedrigt. Die verbleiben-
den CD56+ NK- Zell Produktion zeigt weniger IFN-y nach in vitro Aktivierung mit IL-12 und
IL-2 oder IL-12 im Vergleich zu NK-Zellen nicht infizierter [Hermann et al. 2004].

In der einzigen Studie, in der die Seren nicht-infizierter Neugeborener und ihrer infizierten Miit-

tern verwendet werden, werden IFN-y, TNF-a, IL-10, und TGF-B1 in chronisch infizierten Miit-
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tern mit erhohter Parasitimie und ihren nicht-infizierten Neugeborenen per ELISA im peripheren
Blut, Nabelschnurblut und plazentaren Blut bestimmt, und mit denen mit geringer Parasitenlast
verglichen. TNF-a ist hier hoher bei Miittern mit erhdhter Parasitdmie und ihren Neugeborenen
als bei denen mit geringer Parasitenlast, wéhrend die IL-10 und TGF-B1 Werte bei allen 3 Ent-
nahmestellen in beiden Gruppen unverédndert sind. Dies legt nahe, dass die erhohte Parasitenzahl
die Produktion der pro-inflammatorischen Zytokine anregt [Cuna et al. 2009]. In anderen Stu-
dien mit 7. cruzi- infizierten Ratten schiitzte die Verabreichung von IFN-y den Nachwuchs vor
der akuten Infektion [D'avila et al. 1996], verringerte das Parasitenwachstum, resultierte in einer
erhohten IgG Synthese [Didoli et al. 2000], und identifizierte [IFN-y als Schliisselzytokin der
Resistenz gegen 7. cruzi [Torrico et al. 1991]. Es zeigte sich, dass die Behandlung 7. cruzi- infi-
zierter Mause mit Pentoxifilin, welches die IFN-y Produktion reduziert, die fetale Sterblichkeit
im Vergleich zu nicht behandelten Mausen senkt [Mjihdi ef al. 2004].

Basierend auf diesen Studien spielen beide Zytokinwege eine wichtige Rolle in Neugeborenen
mit 7. cruzi Infektion. Da die Th1 Immunantwort den Fetus schidigen kann, scheint es einen

Shift zur Th2 Antwort zu geben, welcher bereits in der Schwangerschaft moduliert wird.

1.5. Kongenitale Toxoplasmose

1.5.1. T. gondii und die kongenitale Toxoplasmose

T. gondii ist der Erreger der Toxoplasmose. Aufgrund seiner geringen Wirtsspezifitit ist der Er-
reger befdhigt ein breites Spektrum von Lebewesen zu infizieren, Endwirt ist die Hauskatze. Se-
rologische Untersuchungen bei in Zentraleuropa lebenden Menschen ergaben eine Durchseu-
chungsrate bis 58% [Tenter et al. 2000]. T. gondii tritt im Verlauf seines Entwicklungszyklus in
verschiedenen Stadien auf: Tachyzoiten, die sich innerhalb der Zelle im Wirt rasch vermehren
und Pseudozysten ausbilden, Bradyzoiten, welche sich innerhalb von Zysten und langsamer als
die Tachyzoiten vermehren. Sie konnen im befallenen Organismus viele Jahre im Gewebe per-
sistieren. Die Zysten entwickeln sich aus den Pseudozysten, insbesondere im Gehirn und Musku-
latur der Zwischenwirte. Die einsetzenden Abwehrreaktionen des Wirtes scheinen diese Ent-
wicklung zu begiinstigen. Menschen und Tiere kdnnen sich durch die orale Aufnahme zystenhal-
tigen Fleisches oder Exkrementen infizieren. Oozysten entstehen dann als Endprodukt im
Darmepithel von Katzen. Diese mit dem Kot ausgeschiedenen Dauerstadien sporulieren inner-
halb weniger Tage und sind fiir Menschen infektios [Tenter ef al, 2000]. Eine Erstinfektion einer

zuvor seronegativer Schwangeren fiihrt im 3. Trimeneon in ca. 60% der Félle zur préinatalen In-
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fektion des Fotus. Bei Frauen mit vor Schwangerschaft erworbener Infektion besteht keine Ge-
fahr der diaplazentaren Ubertragung. Am Beginn der Schwangerschaft ist das Ubertragungsrisi-
ko geringer als im letzten Drittel, dafiir fiihrt eine Infektion im ersten Trimeneon zu stirkeren
Schéiden [GroB3 et al. 2001]. In Abhdngigkeit vom Zeitpunkt und Intensitét konnen sich leichte,
unspezifische Krankheitsymptome wie Fieber, Hautausschlag und Purpura zeigen, oder auch die
schwerere Trias aus Hydrozephalus, intrazerebralen Verkalkungen und Chorioretinitis bei Neu-
geborenen auftreten [Friedmann ef al. 1999]. Die Infektion verlduft zu Beginn oft subklinisch
und unauftillig, kann jedoch spéter im Sauglings- und Kleinkindalter Anzeichen von Hirn- und
Augenschiden aufweisen [Montoya et al. 2004]. 10% der an schwerer Toxoplasmose erkrankten
Kinder versterben, die anderen sind meist durch neurologische Spatschiden wie psychomotori-
sche Retardierung, Krampfanfille, Ophistotonus, Achalasie und eingeschrinktes Sehvermdgen
gekennzeichnet [GroB ef al. 2001; Speer et al. 2004]. Ohne Therapie konnen sich noch bis ins

Erwachsenenalter Spatsymptome manifestieren [Grof3, 2004].

1.5.2. Diagnostik und Therapie der kongenitalen Toxoplasmose

Es werden indirekte serologische Bestimmungsverfahren zum Nachweis von Antikorpern
angewandt und direkte Nachweisverfahren. In den ersten drei Monaten der Schwangerschaft
sollte ein Toxoplasma-IgG- und IgM-Antikérper-Suchtest durchgefiihrt werden. Wird weder 1gG
noch IgM nachgewiesen, liegt keine Infektion und keine schiitzende Immunitit vor. Bei
Nachweis von IgG gibt es fiir Feten von immunkompetenten schwangeren Frauen kein Risiko
fiir eine Ubertragung von T. gondii in der Schwangerschaft. Bei positivem IgM wird durch
weitere Verfahren eine aktive von einer inaktiven Infektion mit persistierenden IgM-Antikorpern
differenziert. Hierzu zéhlt die Bestimmung der Aviditit von IgG-Antikérpern. Diese
unterscheiden zwischen einer erst erworbenen und einer vorangehenden Infektion. Dies ist beim
Neugeborenen und in der Schwangerschaft wichtig, da [gM-Antikorper nach anfangs schnellem
Anstieg persistieren konnen und zu falsch positiven Ergebnissen fiihren konnen [Liesenfeld et al.
1997, GroB et al. 1998]. Der Nachweis von IgA-Antikorpern zeigt eine hohere Sensitivitét als
der Nachweis von IgM, der Nachweis in beiden Testverfahren ist mit einer 75% Sicherheit mit
einer konnatalen Infektion verbunden [Durlach ef al. 2008]. Die PCR ist bei unsicherer Serologie
die direkte Nachweismethode. Zu beachten ist, dass hier ein positiver Befund zwar beweisend
fiir eine Infektion ist, ein negatives Ergebnis diese jedoch nicht ausschlieB3t. Es erfolgt in der
Schwangerschaft die Therapie mit Spiramycin, die Therapie wird in der 18- 21 SSW auf

Pyrimethamin und Sulfadiazin umgestellt. Fiir [gG-Antikdrper beim Neugeborenen kann auch
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eine diaplazentare Ubertragung verantwortlich sein. Miitterliche IgG verschwinden nach sechs
bis zwolf Monaten. Bei Diagnose wird im ersten Lebensjahr mit Pyrimethamin und Sulfdiazin
behandelt, es werden begleitende neuroradiologische und augenirztliche Untersuchungen
empfohlen. Bei aktiver Retinochoroiditis erfolgt die Behandlung mit Kortikosteroiden [Grof3 et
al. 2001; Montoya et al. 2004].

1.5.3. Die Immunantwort bei kongenitaler Toxoplasmose

In 24 Seren von 12 Schwangeren mit einer Serokonversion wurde eine erhohte IFN-y Sekretion
in fetalen Blutproben beobachtet, im Vergleich zu 3 T. gondii seronenegativen [Raymond et al.
1997]. Nigro beschreibt eine geringere Zahl an NK-Zellen in 7. gondii iibertragenden Miittern im
Vergleich zu nicht Ubertragenden [Nigro et al. 1999]. Neugeborene mit kongenitaler
Toxoplasmose zeigen hohere Werte an IFN-y im Vergleich zu Neugeborenen die nach
Behandlung einen erneuten Titer Anstieg haben; interessanterweise zeigen letztere eine
gesteigerte Th2 Immunantwort als in der normal verlaufenden kongenitalen Toxoplasmose [Kahi
et al. 1999]. Dieselben Autoren beschreiben aktivierte CD25-T-Zellen aufgrund ihrer erhdhten
Prisenz in einer Kohorte von Kindern unter einem Jahr im Vergleich zu Kindern iiber einem Jahr
als Marker der Infektion mit 7. gondii in Neugeborenen [Fatoohi et al. 2003]. Studien mit KO
Maiusen zeigen, dass IL-12 die IFN-y Synthese in NK-Zellen stimuliert und dies entscheidend
zur Krankheitskontrolle durch die Synthese von NO beitrdgt [ Alexander ef al. 1997]. Die erhohte
Anfilligkeit schwangerer Méduse und damit verbundene transplazentare Passage von 7. gondii,
ist verbunden mit der Th2 Immunantwort [Thouvenin ef al. 1997]. Wie bei der kongenitalen
Chagas-Infektion kann die pro-inflammatorische Immunantwort im Mausmodell zu verstirkter
Pathologie flihren. Die IL-12 vermittelte IFN-y Sekretion steuert den Widerstand gegen 7.
gondii, -exogenes Zufiigen von IL-10 vermindert deren Sekretion [Hunter et al. 1994]. IL-12 und
IL-18 spielen eine wichtige Rolle in der Entwicklung der Immunopathologie des Diinndarms
nach oraler Infektion mit 7. gondii, aber I1L-12 ist hier dominant iiber IL-18 in der Abwehr der
Parasitenreplikation [ Vossenkamper et al. 2004]. Das gegenregulatorische IL-10 ist nétig fiir die
Vermeidung intestinaler Nekrosen und Mortalitit [Suzuki ef al. 2000]. In Mausen wird IL-10 in
hohen Mengen von ebenfalls IFN-y produzierenden CD4+ Lymphozyten als andere Quelle als T-
regs produziert. Wie bei der kongenitalen Chagas ist die Balance zwischen pro- und anti-
inflammatorischer Immunreaktion von entscheidend in der Pathogenese der Krankheit. Das

Immunsystem des Neugeborenen hat hierbei einen Shift zur Th2 Antwort [Jankovic et al. 2007].
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1.6. Ziele

Die kongenitale Chagas-Infektion ist weiterhin ein ernstzunehmendes Gesundheitsproblem in
den betroffenen Regionen. Trotz hoher Inzidenz der kongenitalen Infektion, weill man wenig
iber die immunologische Interaktion von 7. cruzi in der kongenitalen Infektion. Kenntnisse dar-
iber wiirden fiir mehr Verstidndnis der Pathogenese beitragen und kdnnten zu neuen diagnosti-
schen Strategien fiihren. Zytokinspiegel wurden bisher nicht im Serum Neugeborener mit kon-
genitaler Chagas-Infektion bestimmt. Deswegen vergleichen wir die Immunreaktion in Seren
Neugeborener mit kongenitaler Chagas-Infektion mit gesunden Neugeborenen und Neugebore-
nen mit kongenitaler Toxoplasmose.

Wir definierten folgende Fragestellungen:

1: Wie strukturieren sich Anamnese und Klinik bei den uns vorgestellten Neugeborenen mit
kongenitaler Chagas-Infektion oder Toxoplasmose?

2: Unterscheidet sich das Zytokinprofil im Serum Neugeborener mit kongenitaler Chagas-
Infektion von dem in Neugeborenen mit kongenitaler Toxoplasmose oder gesunden Neugebore-
nen; und unterscheidet sich hierbei das Zytokinprofil im Serum Neugeborener mit kongenitaler
Chagas-Infektion vor und nach der Behandlung? Hierzu erfolgt die Messung von IFN-y und sei-
nem besonders von Makrophagen und daher in der Inmunanwort auf 7. cruzi determinanten
sezernierten Stimulans IL-18, als anti-inflammatorischer Marker erfolgt die Messung von IL-10.
3: Sind IL-18, IFN-y und IL-10 Mengen untereinander korreliert in den Seren von Neugeborenen
mit kongenitaler Chagas-Infektion oder kongenitaler Toxoplasmose?

4: Gibt es eine Korrelation zwischen Klinik und Zytokinverhalten von Neugeborenen mit konge-

nitaler Chagas-Infektion oder kongenitaler Toxoplasmose?
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2 Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1. Patientengut und Erfassung der anamnestischen und klinischen Daten

Das Ambulanzzentrum und Labor fiir kongenitale Erkrankungen des “Hospital Ricardo
Gutiérrez* in Buenos Aires, Argentinien, ist ein Referenzzentrum fiir kongenitale Infektionen.
Das ,,Hospital Ricardo Gutiérrez* ist ein Kinderkrankenhaus mit 380 Betten, mit allen kinder-
arztlichen und kinderchirurgischen Subspezialisierungen. Die Mehrheit der Patienten kommt aus
niedrigen sozialokonomischen Verhéltnissen aus den Vororten von Buenos Aires. Multimorbidi-
tit und Befall mit anderen Parasiten sind hoch.

Alle Patienten wurden bei Erstvorstellung mit Namen und anamnestischen Daten wie Geburtsda-
tum, Alter, Geburtsort und Geburtsort der Eltern, andere bekannte Infektionen, Zahl der Ge-
schwister, aktuelles Gewicht und Geburtsgewicht erfasst. Hierbei erfolgte die Durchsicht und
Datenerhebung aus dem Impfpass, der in Argentinien Informationen iiber weitere postnatale Er-
krankungen und Fehlbildungen, Gewicht bei Geburt, APGAR bei Geburt und Schwanger-
schaftsdaten umfasst (entsprechend dem deutschen U-Heft). Die Dokumentation erfolgte mittels
standardisierter Anamnese Bogen. Ebenfalls erfolgte die Evaluierung der bisherigen Wachs-
tumsperzentilen (Gewicht, Kopfumfang und Linge) zur Feststellung eventueller Wachstumsre-
tardierungen und einer Mikro- oder Makrozephalie.

Eine eingehende Untersuchung nach einem standardisierten Statusbogen wurde durchgefiihrt.

Es erfolgte eine Blutabnahme zur serologischen Weiterverarbeitung (7. cruzi/T. gondii) und
Screening auf CMV, T. pallidum, und HIV sowie ein Differentialblutbild, CRP, Bilirubin direkt
und indirekt, ALAT und y-GT. Bei allen Patienten mit Verdacht auf kongenitale 7. cruzi Infekti-
on erfolgte eine konsiliarische Vorstellung in der kinderkardiologischen Ambulanz des Kran-
kenhauses mit Durchfiihrung eines EKG und Herzechos. Jedes Kind mit Verdacht auf kongenita-
le T. cruzi Ubertragung wurde in der radiologischen Abteilung zur Feststellung eine Hepato-
oder Splenomegalie mit einer Abdomensonographie untersucht. Bei Kindern mit Verdacht auf
kongenitale 7. gondii erfolgte eine augenérztliche Konsultation mit Spiegelung des Augenhinter-
grunds, sonografische ZNS Kontrolle oder bei geschlossener Fontanelle eine Computertomogra-
phie in Sedierung in der radiologischen Ambulanz des Hospitals. Alle Befundungen wurden
fachirztlich kontrolliert befundet. Dies wurde in der Krankenakte hinterlegt und in der Patien-

tenverlaufskurve dokumentiert.
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2.1.1. Studiendesign

Insgesamt wurden 57 Patienten, welche im Ambulanzzentrum zwischen 1998 und 2003 behan-
delt wurden, aus dem Archiv, welches zum Erhebungszeitpunkt 567 kongenitale Chagas und
kongenitale Toxoplasmose Félle fiihrte, nach den unten angefiihrten Kriterien eingeschlossen.
Das Studiendesign wird in Abb. 5 erldutert. Die kongenitale Chagas Gruppe besteht aus 18 Neu-
geborenen mit nachgewiesener kongenitaler 7. cruzi Infektion. Zwei Kontrollgruppen werden
gebildet: 19 Neugeborene oder Kleinkinder mit nachgewiesener kongenitaler Toxoplasmose und
20 nicht infizierte Neugeborene. In der letzten Gruppe schlossen wir 10 Neugeborene mit 7. cru-
zi positiven Miittern in der Schwangerschaft (Kontrolle 1) und 10 nicht-infizierte Kinder mit
nicht-infizierten Miittern (Kontrolle 2) ein. Die Titer der pro— inflammatorischen Zytokine IFN-y
und IL-18 und des gegenregulatorischen Zytokin IL-10 im Serum Neugeborener mit kongenita-
ler Chagas-Infektion, werden zu denen mit kongenitaler Toxoplasmose und den gesunden Kon-
trollen verglichen. In den Neugeborenen mit kongenitaler Chagas vergleichen wir ebenfalls die
Titer vor und nach der Behandlung.

Die Erhebung von Anamnese, Klinik, serologischen Tests der Miitter, Screening auf weitere Er-
krankungen (klinisch und mikrobiologisch), Serologie und direkten Erregernachweis der Neuge-
borenen und Kinder erfolgte aus den Krankenakten retrospektiv und wurde tabellarisch (SPPS)
festgehalten.

Die Durchfiihrung der ELISA Tests fiir IL-18, IFN-y und IL-10 aus dem Serum erfolgte im An-
schluss vor Ort im Ambulanzzentrum und Labor fiir kongenitale Erkrankungen des “Hospital
Ricardo Gutiérrez* in Buenos Aires, Argentinien, unter Assistenz von Herrn Miguel Biancardi,

Leitender MTA des Labors.
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2 Material und Methoden

Auswahl von 57 Patienten (Ein/Auschlusskriterien)

Aufteilung in 3 Gruppen (Ein/Auschlusskriterien)

l

Kongenitale Cha- Kontroll-Gruppe
Kongenitale To-

gas Gruppe (n =20), 10 mit 7.

xoplasmose

(N = 18) getestet cruzi (+) Miittern
Gruppe (N =19),

vor und nach Be- 10 mit 7. cruzi (-)
vor Behandlung

handlung Miittern

T

IL-18, IL-10 und IFN-y Bestimmung in allen Gruppen

Vergleich der 1L-18, IL-10 und IFN-y Titer zwischen den
Gruppen (+ pre- versus post- Behandlung in der kongenita-

len Chagas Gruppe)

l

Korrelation von IL-18, IL-10 und IFN-y Konzentrationen

mit anamnestischen und klinischen Daten

Abbildung 5: Organigramm der Ein- und Ausschlusskriterien und diagnostisches Vorge-

hen bei Patienten mit kongenitaler Chagas-Infektion oder Toxoplasmose und Kontrollen
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2.1.1.1. Ein- und Auschlusskriterien

2.1.1.1.1. Ein- und Auschlusskriterien der kongenitalen Chagas Gruppe

Die Einschlusskriterien fiir die kongenitale Chagas Gruppe sind:

a) Alter < 6 Monate,

b) Miitter mit positiver Serologie (IgG ELISA) auf 7. cruzi ohne klinische Symptome in der
Schwangerschaft (Erhebung aus Mutterpass),

¢) ein positiver Mikrohdmatokrit Test und/oder PCR in den ersten 6 Lebensmonaten,

d) ein ausschlieBlicher Aufenthalt in der Provinz von Buenos Aires (um die postnatale Expositi-
on zum Vektor auszuschlieen) [Giirtler ez al. 2003], und

e) ein Follow-up von mindestens sechs Monaten nach Beginn der Behandlung.

f) Behandlung in den vorangehenden 5 Jahren vor Beginn unserer Erfassung.
Ausschlusskriterien sind:

a) vorangehende Verabreichung von Blutprodukten,

b) Vorhandensein von Antikérpern oder Symptomen von CMV, T. pallidum, und HIV, ¢) klini-
sche Symptome oder Hinweise auf andere Erkrankungen in der Eingangsuntersuchung bei Erst-
vorstellung, die vom &rztlichen Personal durchgefiihrt wurde. Die Behandlung der Mutter gegen
T. cruzi oder eine akute Infektion mit 7. gondii in der Schwangerschaft fiihrten ebenfalls zum
Ausschluss. Die Kinder wurden entsprechend der in Kapitel 2.1. geschilderten Procedere anam-

nestisch und klinisch untersucht, was wie beschrieben dokumentiert wurde.

2.1.1.1.2. Ein- und Auschlusskriterien der kongenitalen Toxoplasmose Gruppe

Die Einschlusskriterien fiir die kongenitale Toxoplasmose Gruppe sind:

a) Alter <1 Jahr,

b) pathologische IgG und zweimalig IgM Antikorper Titer auf 7. gondii im miitterlichen Blut in
der Schwangerschaft (Erhebung aus Mutterpass) in Verbindung mit IgG, IgM oder IgA Antikor-
pern im ersten Lebensjahr des Kindes, nach den Kriterien zur Festlegung einer kongenitalen To-
xoplasmose Infektion des Ambulanzzentrum und Labor fiir kongenitale Erkrankungen des “Hos-
pital Ricardo Gutiérrez*, Buenos Aires (beschrieben von Altcheh und dem ,,Consenso argentino

de toxoplasmosis congénita“) [Altcheh et al. 1997; Durlach et al. 2008].

¢) Wohnort in Buenos Aires.

d) Behandlung in den vorangehenden 5 Jahren vor Beginn der Studie.
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Ausschlusskriterien sind:

a) Symptome oder Hinweise auf andere infektiose Erkrankungen in der Eingangsuntersuchung
bei Erstvorstellung die vom érztlichen Personal durchgefiihrt wurde

b) Behandlung der miitterlichen Toxoplasmose in der Schwangerschaft, und

c¢) Antikorper gegen 7. cruzi, T. pallidum, CMV, und HIV. Die Kinder wurden entsprechend der

in Kapitel 2.1. geschilderten Procedere anamnestisch und klinisch untersucht.

2.1.1.1.3. Ein- und Auschlusskriterien der Kontrollgruppe

Die Kontrollgruppe besteht aus gesunden Neugeborenen. Diese wurden basierend auf einem
negativen Screening flr 7. cruzi, T. gondii, CMV, T. pallidum, und HIV eingeschlossen. Die
Neugeborenen zeigten keine Symptome oder Hinweise auf eine weitere Erkrankung bei der Ge-
burt. Die Kinder wurden entsprechend der in Kapitel 2.1. geschilderten Procedere anamnestisch

und klinisch untersucht. Die Miitter waren seronegativ auf 7. gondii und CMV in der Schwanger

schaft. Die Kontrollgruppe wurde weiter in 2 Untergruppen unterteilt: Kontrolle 1 besteht aus
gesunden Neugeborenen 7. cruzi infizierter Miitter, die in der Schwangerschaft negativ auf 7.
gondii getestet wurden. Die Kontrollgruppe 2 besteht aus gesunden Neugeborenen von Miittern,

die in der Schwangerschaft sowohl auf 7. cruzi, als auch auf 7. gondii negativ getestet wurden.

2.2. Methoden

Das Ambulanzzentrum und Labor fiir kongenitale Erkrankungen des “Hospital Ricardo
Gutiérrez in Buenos Aires, Argentinien benutzt standarisierte Arbeitsverfahren zur Behandlung

und Diagnostik in Kindern mit kongenital iibertragenen parasitiren Infektionen.

2.2.1. Diagnostik der Chagas-Infektion

Sowohl indirekte, als auch direkte Nachweise werden zur Diagnostik der kongenitalen Chagas-
Infektion benutzt. Serologische Tests beinhalten den ELISA und die Himagglutination (indirekt

und direkt). Die PCR wird als direkte Methode zum Nachweis des Parasiten im peripheren Blut

gebraucht, ebenso der Mikrohdmatokrit und die Xenodiagnose.
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2.2.1.1. Indirekte Methoden

2.2.1.1.1. ELISA Test zum Nachweis von IgG Antikorpern gegen 7. cruzi

Der ELISA Test wurde unter Gebrauch geldster 7. cruzi Antikorper nach den Angaben des Her-
stellers durchgefiihrt (Chagatest, Wiener Lab, Rosario, Argentina). Kurzgefasst wurden die Se-
ren 1:100 verdiinnt und auf 7. cruzi Antigen beschichtete Mikrotiter Platten aufgebracht. Ein
monoklonaler anti-humaner IgG Antikorper wurde als zweiter Antikdrper gebraucht. Hydrogen-
peroxidtetramethylbenzidin wurde fiir die Entwicklung eingesetzt, die Reaktion wurde mit
H,S04 gestoppt. Der Wechsel in der optischen Densitét wird in einem Mikrotiter Platten Ausle-
ser bei 495 nm gemessen (Multiskan EX, Thermo Electron Corporation, Shanghai, China). Da-
bei wurde Prisenz oder Absenz der Antikdrper an dem Cut-off Wert gemessen (Cut off + 10%).
Die Sensitivitdt wird mit 100% angegeben, die Spezifitit mit 94.7% [Oelemann et al. 1998].

2.2.1.1.2. Indirekter Himagglutinationstest zum Nachweis von IgG Antikorpern gegen

T. cruzi

Zum Nachweis von IgG Antikorpern wurde der “HAI Chagas test” (Polychaco, Buenos Aires,
Argentina) nach den Anweisungen des Herstellers benutzt. Der Test basiert auf der Agglutinati-
on der Blutfragmente, die gegen 7. cruzi IgG in Prdsenz humaner Seren sensibilisiert sind [ Strei-
ger et al. 1995]. Der positive Cut-off ist > 1:16. Die Sensitivitdt des indirekten HAI ist 100%, die
Spezifitit 96.5% (Angaben des Herstellers).

2.2.1.2. Direkter Nachweis von 7. cruzi

2.2.1.2.1. Polymerase Kettenreaktion (PCR) zum Nachweis von 7. cruzi

5 ml Vollblut wurden fiir die PCR benétigt. Die Prozedur erfolgt entsprechend eines beschriebe-
nen Protokolls [Britto ef al. 1999]. Kurzgefasst wird das Blut in 6M Guanidinehydrochlorid/200
mM EDTA Puffer verdiinnt und 15 Minuten erhitzt. Die DNA wird aus 100 ml der Losung mit
Ethanol und Zentrifugation extrahiert. Die Amplifikation erfolgte mit Oligonukleotid Primern
zur Erweiterung der hypervariablen Region der kDNA [Solari ef al. 2001; Duffy et al. 2009].
Die PCR Prozedur war auf das 330 bp Fragment des 7. cruzi kinetoplastids (KDNA) Genom 14A
angelegt. Die erste Losung verwendete 2 pL. 25 mM MgCI2, 5 uL 2.5 mM Deoxynucleotid-
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triphosphat (ANTP) (Promega, WI, USA), 1.5 uL 50 uM der Primer 121 [5-AAATAATGT
ACGG G(T/G)GAGATGCATGA-3"T und 122 (5'-GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA-
3")und 1.2 uLL 10x Taq DNA Polymerasebuffer (Gibco-BRL, Rockville, MD, USA). Die zweite
Losung verwendete 4 pL 25 mM MgCl2, 3.8 uLL 10x Taq DNA Polymerasebuffer, 1.25 Einhei-
ten Taq DNA Polymerase (Gibco-BRL) und 5 pL Parasiten DNA. Die Amplifikation erfolgte in
einem MJR PTC-100 Thermocycler (MJ Research, Watertown, MA, USA) wie folgend: 3 Minu-
ten Denaturation bei 94°C; fiinf Zyklen bei 64°C fiir 40 Sekunden, 72°C fiir 1 Minute, 94°C fiir
40 Sekunden; fiinf Zyklen bei 63°C fiir 40 Sekunden, 72°C fiir 1 Minute und 94°C fiir 40 Se-
kunden; 27 Zyklen bei 62°C fiir 40 Sekunden, 72°C fiir 1 Minute und 94°C fiir 40 Sekunden; mit
finalen Extensionsschritt bei 72°C fiir 10 Minuten. Die PCR Produkte werden per Elektrophore-
se auf 2% Agarosegel analysiert und mit Ethidiumbromid Bedampfung visualisiert [Duffy et al.
2009].

Die PCR wurde erfolgreich im Follow-up infizierter Patienten unter anti-parasitirer Behandlung
verwandt [Solari et al. 2001]. Die Sensitivitdt schwankt zwischen 96% bis 100% im Vergleich
zu serologischen Tests [Avila et al. 1993; Altcheh et al. 2005; Dufty et al. 2009].

2.2.1.2.2. Mikrohimatokrit Test zum Nachweis von 7. cruzi

Die Standardprozedur zur Diagnostik der kongenitalen Chagas-Infektion in Neugeborenen unter
6 Monaten, ist das kombinierte Testen des maternalen Serums auf Présenz spezifischer IgG An-
tikdrper und das Testen des Blut des Neugeborenen mit der Mikrohdmatokrit Methode [Freilij et
al. 1995]. Kurzgefasst wird das Patientenblut in einer Kapillare fiir 10 Minuten bei 8000-10000
rpm zentrifugiert (Rolco SRL 2036, Buenos Aires, Argentina). Die Kapillare wird manuell an
der Stelle zwischen Sediment und Serum gebrochen (buffy coat). Diese Fraktion wird unter dem
Mikroskop unter 25-facher Vergrof3erung betrachtet. Im Falle der akuten Infektion mit hoher
Parasitdmie wird 7. cruzi in Form eines um sich drehenden Parasiten gefunden. Die Spezifitit ist

100%, die Sensitivitidt nahezu 90% [Freilij et al. 1983].

2.2.1.2.3. Xenodiagnose zum Nachweis von 7. cruzi

Nicht- infizierte Triatoma infestans werden unter einem Késtchen auf der Haut der Patienten
platziert, dort l4sst man sie 30 Minuten Blut saugen. Der Stuhl der Triatomen wird 30 und 60
Tage spéter mikroskopisch auf 7. cruzi untersucht [Pifano, 1954]. Diese Technik hat eine Spezi-

fitdt von 100 %, eine Sensitivitdt zwischen 49 und 69% [Pifano, 1954; Avila et al. 1993].
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2.2.1.3. Behandlung der kongenitalen Chagas-Infektion

Die Behandlung der kongenitalen 7. cruzi Infektion erfolgte und erfolgt im Ambulanzzentrum
und Labor fiir kongenitale Erkrankungen des “Hospital Ricardo Gutiérrez* mit Nifurtimox
(Lampit®) (10-15 mg/kg/d) oder Benznidazol (Rochagan®) (5-8 mg/ kg/d) fiir 3 Monate [Freilij
et al. 1995]. Nach der Behandlung erfolgte ein monatliches serologisches Follow-up fiir 3 Mona-
te, um die erfolgreiche Behandlung zu sichern [Suarez et al. 2005; Altcheh et al. 2005].

2.2.2. Diagnostik zum Nachweis von 7. gondii

2.2.2.1. ELISA Test zum Nachweis von anti-7. gondii 1gG

Der Vidas Toxo IgG ELISA (BioM¢érieux, Marcy-1Etoile, France) wurde nach den Empfehlun-
gen des Herstellers durchgefiihrt. Er kombiniert einen zweistufigen Enzym- Immunoassay nach
Sandwich Methode mit einem endstédndigen Fluoreszenz Schritt [ Alvarado-Esquivel et al. 2002].
Alle Schritte des Essays werden automatisch vom Instrument durchgefiihrt. Die Resultate wer-
den in IU/ml ausgewertet unter Hinzunahme des WHO Toxoplasmose IgG Referenzserum. Refe-
renzbereiche sind: negativ < 1:16; positiv > 1:16. Die Sensitivitét ist 99.65%, die Spezifitit 98%

(Angaben des Herstellers).

2.2.2.2. Hiamagglutinationstest zum Nachweis von anti-7. gondii 1gG

Es wurde ein indirekter Himagglutinationstest (IHA) durchgefiihrt (Hematoxo, Biolab Diagnos-
tica S.A., Sao Paulo, Brasil). Die Seren werden hierzu in 2 Schritten von 1:64 zu 1:2,048 nach
Angaben des Herstellers verdiinnt. Alle positiven Seren im IHA werden dann erneut nach Im-
prignation mit 2-Mercaptoethanol getestet, um damit die Prasenz der IgG Antikorper nachzu-
weisen [Moyer ef al. 1987; Kahi et al. 1999]. Die Sensitivitit ist 99%, die Spezifitit 99.92%
(Angaben des Herstellers).

2.2.2.3. ELISA Test zum Nachweis von anti-7. gondii IgM

Ein kommerzieller automatischer ELISA Fluoreszenz Test zum Nachweis von IgM Antikorpern
wurde durchgefiihrt (BioMérieux, Marcy-1 Etoile, France). Positive und negative Referenzseren

(IgM spezifisch auf 7. gondii) wurden eingeschlossen. Der Referenzbereich ist: negativ < 0.55,
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positiv > 0.65. Die Sensitivitét des Tests ist 93.5%, die Spezifitit 99.3% (Angaben des Herstel-
lers) [Alvarado-Esquivel ef al. 2002].

2.2.2.4. ELISA Test zum Nachweis von anti-7. gondii IgA

Ein kommerzieller automatischer ELISA Fluoreszenz Test zum Nachweis von IgA Antikdrpern
wurde durchgefiihrt (PLATELIA™ Toxo IgA TMB, 92430 Marnes-la-Coquette, France). Positi-
ve und negative Referenzseren (IgA spezifisch auf 7. gondii) wurden eingeschlossen. Der Refe-
renzbereich ist: negativ < 0.8, positiv > 1. Die Sensitivitét des Tests ist 92%, die Spezifitit

98.5% (Angaben des Herstellers).

2.2.2.5. Behandlung der kongenitalen 7. gondii Infektion

Die Behandlung der kongenitalen 7. gondii Infektion erfolgte im Ambulanzzentrum und Labor
fiir kongenitale Erkrankungen des “Hospital Ricardo Gutiérrez* mit Pyrimethamin (1 mg/kg/Tag
fiir 6 Monate) und Sulfadiazin (100 mg/kg/Tag fiir 6 Monate) [Altcheh et al. 1997]. Im Falle
einer aktiven Retinochoroiditis erfolgte eine zusitzliche bedarfsgeméfe Behandlung mit Korti-

kosteroiden durch die kinderoftalmologische Abteilung des ,,Hospital Ricardo Gutiérrez*.

2.2.3. Gewinnung und Aufbewahrung der Seren

Zytokine sind von kurzer Halbwertszeit und anfillig gegeniiber exogenen Einfliissen und un-
sachgemiBer Lagerung [de Jager ef al. 2009].

Deswegen gab es im Ambulanzzentrum und Labor fiir kongenitale Erkrankungen des “Hospital
Ricardo Gutiérrez* in Buenos Aires, Argentinien, ein standardisiertes Verfahren zur Gewinnung
und Aufbewahrung der Proben: Die Blutproben wurde vom édrztlichen Personal mit einer Serum
Monovette (Saarstedt®), mit einer heparinisierten Monovetten (Saarstedt®) und einer EDTA
Monovette (Saarstedt®) iiber eine periphere Vene entnommen. Die heparinisierte Monovette
diente der Bestimmung der Laborparameter CRP, Bilirubin (direkt und indirekt), ALAT, und die
EDTA Monovette des Differentialblutbildes iiber das Zentrallabor des Hospitals. Die verbliebene
Serum Monovette wurde anschlie8end bei 4 Grad Celsius und 400 Umdrehungen fiir 10 Minuten
zentrifugiert. Das gewonnene und in Eppendorf-Kiivetten verteilte Serum wurde schockgefroren

und bei - 28 Grad Celsius bis zur weiteren Testung aufbewahrt. Im Falle des direkten Nachwei-
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ses von 7. cruzi per Mikrohematokrit erfolgte vor dem Versand der EDTA Monovette das Ab-
trennen von Vollblut fiir die Kapillare.

Die Temperatur der Gefriertruhen wurde an allen Wochentagen morgendlich kontrolliert und
protokolliert. Bei den von uns verwendeten Proben traten keine Storungen der Kiihlkette auf. Um
diese Fehlerquelle zu minimieren, wurden Patienten retrospektiv nur 5 Jahre eingeschlossen

(Kapitel 2.1.1.1.).

2.2.4. Quantifizierung von IFN-y, IL-18 und IL- 10 im Serum

2.2.4.1. Quantifizierung von IL- 18 im Serum

Ein kommerzieller quantitiver humaner IL-18-ELISA Kit (MBL, Naka Nagoya, Japan) wurde
entsprechend der Herstellerangaben verwendet. Dieser Test benutzt zwei monoklonale Antikor-
per gegen verschiedene Epitope des humanen IL-18. Kurzgefasst werden die Seren, die Stan-
dardverdiinnungen (humanes IL-18, Konzentrationen zwischen 25.6 und 1000 pg/ml) und die
Kontrollen auf die mit anti-humanen IL-18 beschichtete Mikrotiter Platte aufgetragen und mit
anti- humanen monoklonalen IL-18 Antikdrpern beschichtet. Nach dem Waschen wird ein anti-
humaner Peroxidase- konjugierter IL-18 Antikorper hinzugefiigt. Nach erneutem Waschen er-
folgt die Zugabe des Chromogen Substrats fiir weitere 60 Minuten. Der Wechsel in der optischen
Dichte wird in einem Mikrotiter Platten Leser bei 450 nm gemessen (Multiskan EX, Thermo
Electron Corporation, Shanghai, China). Die Konzentration des humanen IL-18 wird {iber eine
Dosis- Antwort Kurve basierend auf Standardreferenzen berechnet. Das vom Hersteller angege-

bene Detektionslimit ist 12.5 pg/ml (Angaben des Herstellers).

2.2.4.2. Quantifizierung von IFN-y im Serum

Ein kommerzieller quantitiver humaner IFN-y ELISA (R&D Systems, Minneapolis, USA) wird
entsprechend der Herstellerangaben verwandt. Kurzgefasst wird ein polyklonaler Antikorper,
spezifisch auf humanes IFN-y auf eine Mikrotiter Platte aufgebracht. Die logarhithmische Ver-
diinnung des Standards und die Proben in einer Verdiinnung von 50 bis 200 pl werden hinzuge-
fiigt. Nach dem Waschen wird ein enzymgebundener polyklonaler Antikorper auf humanes IFN-
v hinzugefiigt. Nach einem weiteren Waschvorgang wird die Substratlosung hinzugegeben. Der
Wechsel in der optischen Densitit wird in einem Mikrotiter Platten Leser bei 450 nm gemessen

(Multiskan EX, Thermo Electron Corporation, Shanghai, China). Die Konzentration des huma-
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nen IFN-y wird {iber eine Dosis- Response Kurve basierend auf Standardreferenzen berechnet.

Das vom Hersteller angegebene Detektionslimit ist 8 pg/ml (Angaben des Herstellers).

2.2.4.3. Quantifizierung von IL- 10 im Serum

Der humane IL-10 ELISA (Bio Source, Camarillo, USA) benutzt einen monoklonalen Antikor-
per spezifisch auf humanes IL-10, das auf eine Mikrotiter Platte aufgebracht wurde. Die Proben
werden zusammen mit den Standards und Kontrollen inkubiert. Nach dem Waschen werden
enzymgebundene polyklonale Antikorper auf humanes IL-10 hinzugefiigt. Ein Streptavidin-
peroxidase enzymgebundener sekundérer Antikdrper wird hinzugefiigt. Nach einem weiteren
Waschvorgang wird die Substratlésung hinzugegeben. Der Wechsel in der optischen Dichte wird
in einem Mikrotiter Platten Leser bei 450 nm gemessen (Multiskan EX, Thermo Electron Corpo-
ration, Shanghai, China). Die Konzentration des humanen IL-10 wird {iber eine Dosis- Response
Kurve basierend auf Standardreferenzen berechnet. Das vom Hersteller angegebene Detektions-

limit ist 1 pg/ml (Angaben des Herstellers).

2.3. Statistisches Vorgehen

Die statistische Analyse wurde mit SPSS durchgefiihrt (Version 13 und 14). Die Patientendaten
werden hierzu den Vorgaben von SPSS kodiert. Fiir die Beschreibung der Verteilung und
quantitiver Werte werden folgende Tests durchgefiihrt:

1. der arrhythmische Mittelwert und Median,

2. die Standardabweichung und Quartilen zur Charakterisierung der Verteilung,

3. 95% Konfidenzintervall fiir Mittelwerte,

4. fir die graphische Beschreibung benutzten wir Histogramme zur Beschreibung der
Verteilung in den Gruppen; Box Plots zur Darstellung von Median, Quartile, Minimum und
Maximum mit der Interpretation als Error Bar, welche die 5% Konfidenzintervall des
Mittelwertes ausdriicken [Benjamini, 1988; Sachs, 2004].

Qualitative Beschreibungen werden in Tabellen wiedergegeben. In der Beschreibung von

Gruppen mit verschiedenen N werden relative Quantitdten und Prozentwerte benutzt.

Qualitative Variablen werden mit Kreuztabellen und y2-Test verglichen. HO beschreibt dieselbe

Verteilung in den Gruppen. Ist der kalkulierte y2 Wert zu hoch und in dieser Konsequenz der p-

Wert zu klein, muss die Hypothese abgelehnt werden, es gibt dann keine signifikanten

Unterschiede. Ein p-Wert < 0.05 wird als signifikant angesehen [Sachs, 2004].
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Mittelwerte werden mit dem Student T-Test verglichen. Im Falle der Inhomogenitét der Varian-
zen werden die Mittelwerte mit dem T-Test von Welch verglichen.

Im Vergleich von pre-/post Medikation benutzten wir den Paar T-Test fiir kombinierte Proben.
Ein p-Wert < 0.05 wird als signifikant angesehen.

Im Vergleich der Zytokinwerte testen wir mit dem Spearmans Rho Test [Billeter, 1972]. Ein p-
Wert < 0.05 wird als signifikant angesehen, ein Scatterplot mit Sq- Wert zur graphischen
[lustration wird durchgefiihrt, eine linear verlaufende ausgeglichene Linie beschreibt eine hohe
Korrelation (Hochste Korrelation = 0.5) [Sachs, 2004].

In allen anderen Fillen wird der nicht- parametrische Mann-Whitney U und Wilcoxon-Test
genutzt. Ein p-Wert < 0.05 wird als signifikant angesehen. Es erfolgte die Berechnung unter

Beratung eines Statistikers.

2.4. Ethische Aspekte

Die Studie wurde von der zustindigen Ethikkommission CEI am 02.09.2003 (Comité de ética en
investigacion) — (auf Basis des Gesetz N° 24.724, del 27 de noviembre de 1996, Argentina) des
“Hospital Ricardo Gutiérrez* als Lehrkrankenhaus der ,,Universidad Nacional de Buenos Aires®,
auf Basis des Antrag vom 27.08.2003, eingereicht vom Leiter der Ambulanz Prof. Dr. J. Freilij,
genehmigt.

Bei Aufnahme in die Ambulanz wurde von allen sich mit ihren Kindern vorstellenden Eltern die
schriftliche Erlaubnis eingeholt, die erhobenen Daten zu weiteren Studienzwecken zu verwen-
den. Dies umfasste auch die weitere wissenschaftliche Verwendung der gewonnen Proben. Auf
die Moglichkeit diese Einwilligung zu widerrufen wurde hingewiesen. Alle Untersuchungen und
Befragungen wurden unter Achtung der Intimsphére der Kinder und Wahrung der Schweige-
pflicht durchgefiihrt. Erhobene Daten wurden vertraulich behandelt und zum Zeitpunkt der sta-
tistischen Erfassung (Initialen, Geburtsdatum) unter Vergabe einer Randomnummer anonymi-

siert (siche Tabelle 5).
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3. Ergebnisse

3.1. Patienten

Insgesamt werden 57 Patienten aus dem Patientengut des Archivs der Klinik und des Labors fiir
Kongenitale und Parasitdre Erkrankungen im Kinderkrankenhaus “Hospital Ricardo Gutiérrez”,
Buenos Aires, Argentinien nach den in Kapitel 2.1.1.1. Ein- und Auschlusskriterien retrospektiv
eingeschlossen. Alle Patienten wurden in den 5 Jahren vor Beginn unserer Studie dort behandelt,
die Dokumentation wie in Kapitel 2.1. aufgefiihrt zeigte sich komplett. Die kongenitale Chagas
Gruppe besteht aus 18 Neugeborenen mit nachgewiesener kongenitaler Chagas Infektion. Die
kongenitale Toxoplasmose Gruppe besteht aus 19 Neugeborenen mit nachgewiesener kongenita-
ler Toxoplasmose. Die Kontrollgruppe besteht aus 20 gesunden nicht infizierten Neugeborenen,
10 davon mit Chagas positiven Miittern wihrend der Schwangerschaft (Kontrolle 1), und 10 von

nicht-infizierten Miittern (Kontrolle 2).

Tabelle 2: Das Alter, Gestationsalter, Alter, Geburtsgewicht, Gewicht und Alter der Mut-

ter der Neugeborenen (Chagas, Toxoplasmose und Kontrolle)

Alter in Alter in Gesta- Geburts-  Gewicht Alter der

Tagen Monaten tionsalter+ gewicht# #HH Mutter *
Kongenitale 56.8 2.9 3000 5231
MW 37.6 (£1.8) 29.83 (£9.6)
Chagas (£29.3) (£2.1) (£769.1) (£2118)
(N=18) .
Median 60 2.5 37 3010 4975 32.5
177.4 6.5 38.41 2968.23 6858
26.2 (+4.5)
Kongenitale MW (#108.7)  (£3.5) (£2.5) (£550.8) (£2041)
Toxoplasmo-
se Median 165 7 39 2930 6800 255
(N=19)
41.9 2.9 3270 6544
37.8 (£3.5) 28.1 (+4.3)
Kontrolle MW (£63.3) (£3.5) (£593.3) (x1817)
(N=20) _
Median 19 2 38 3375 6700 28

#Geburtsgewicht in g; *Alter der Mutter bei Geburt; +Gestationsalter in SSW; #in g; ##Gewicht
bei Erstvorstellung in g; &+: Standardabweichung; MW: Mittelwert
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Tabelle 2 vergleicht Alter (in Tagen und Monaten), Gestationsalter, Geburtsgewicht und das
Alter der Mutter zur Zeit der Geburt der Neugeborenen mit kongenitaler Chagas-Infektion oder
kongenitaler Toxoplasmose und der Kontrollgruppe. Neugeborene mit kongenitaler Chagas-
Infektion und die Kontrollgruppe zeigen keinen signifikanten Altersunterschied. Das mittlere
Alter der kongenitalen Toxoplasmose (Gruppe 2) ist signifikant hoher im Vergleich zu den ande-
ren Gruppen (Chagas vs. Toxoplasmose: p=0.003, Toxoplasmose vs. Kontrolle: p= 0.003, Mann
Whitney U Test). Das mittlere Gewicht zur Beginn der Behandlung war: Chagas: 5230.7 g (Me-
dian: 4975 g; £2188.2), Toxoplasmose: 6858.4 g (Median: 6800 g; +2040.9) und Kontrolle:
6544.3 g (Median: 6700 g; +1817.1). Es gab keine signifikanten Unterschiede beim Geburtsge-
wicht. Genauso gab es keine Unterschiede in der Verteilung des Geschlechts. Diese war (ménn-
lich/weiblich): Kongenitale Chagas: 10/8 (55.6%/44.4%), Kongenitale Toxoplasmose: 8/11
(42.1%/57.9%), Kontrollen: 10/10 (50%/50%). Wir dokumentierten die Klinik per APGAR In-
dex bei Geburt, Grofle und Kopfumfang; dabei zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwi-

schen den Gruppen.

3.1.1. Klinik, serologische Diagnostik und direkter Nachweis von 7. cruzi in der kon-

genitalen Chagas Gruppe

Alle Miitter kommen aus endemischen Regionen wie Bolivien und die argentinischen Provinzen
Catamarca, Chaco, Entre Rios, Formosa, Santa Fé, Mendoza, Salta und Misiones. Wahrend der
Schwangerschaft wurde keine dieser Miitter gegen 7. cruzi behandelt. Es wurden spezifische
Antikorper nachgewiesen, keine hatte aber Symptome der Erkrankung. Alle hatten IgG Antikor-
per gegen T. cruzi nach Testung mit ELISA und HA. 15 von 18 kongenitalen Chagas Patienten
hatten vorangehend zur ersten Medikation einen positiven Mikrohdmatokrit. In 5 dieser Fille
wurde T.cruzi ebenso per PCR nachgewiesen, in 3 Féllen wurde 7. cruzi mit PCR ohne Mikro-
hédmatokrit nachgewiesen. Der Nachweis per Xenodiagnose erfolgte zusitzlich in 2 Fillen (ex-
tern). Co-Infektion mit 7. gondii wurde in allen Fillen durch das negative miitterliches und kind-
liches Screening (IgG ELISA) gewihrleistet. Kongenitale Lues wurde durch miitterliches Scree-
ning ausgeschlossen. Nur 2 Neugeborene wurden auerhalb Buenos Aires geboren, "Corrientes"
und "Neuquen" sind aber keine endemischen Regionen, so dass in diesen Fillen die vektorielle
Infektion ebenfalls ausgeschlossen ist. Von 18 Patienten waren 9 asymptomatisch und 9 symp-
tomatisch (Tabelle 3). Nach Diagnostik und Beginn der Behandlung wurden die IgG Werte der

Patienten 6 bis 7-mal in monatlichen Abstinden gemessen (Abb. 6 und 7).
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Tabelle 3: Klinische Symptome von Neugeborenen mit kongenitaler Chagas (N=18)

Frequenz %

Asymptomatisch 9 50

Kardiomyopathie 2 11.1

Hepatosplenomegalie 5 27.8
Kardiomyopathie +

Yop 2 11.1

Hepatosplenomegalie

Der mittlere IgG Antikorper Titer gegen 7. cruzi in Neugeborenen mit kongenitaler Chagas-

Infektion, gemessen mit ELISA und HA Tests einmal im Monat, ist innerhalb der Behandlung

von 60 Tagen stark riickldufig und am Ende in beiden Tests bei allen Patienten nicht mehr nach-

weisbar (Abb. 6 und 7).
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Abbildung 6: Anti — 7. cruzi IgG Konzentrationen (Mittlere pg/ml) getestet mit ELISA

wihrend der Behandlung bei Neugeborenen mit kongenitaler Chagas-Infektion.

*: Beginn der Behandlung. N = 18.
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Abbildung 7: Anti — 7. cruzi IgG Konzentrationen (Mittlere pg/ml) getestet mit HA wiih-
rend der Behandlung bei Neugeborenen mit kongenitaler Chagas-Infektion.

*: Beginn der Behandlung. N = 18.

3.1.2. Klinik und serologische Diagnostik in der kongenitalen Toxoplasmose Gruppe

11 weibliche und 8 ménnliche Patienten bis 12 Monate werden eingeschlossen. 50% haben
Symptome der kongenitalen Toxoplasmose (Tabelle 4). 6 Patienten waren nach der Geburt mik-
rozephalisch. Mehrere Patienten zeigen pathologische Symptome im rechten (n= 8) oder linken
Auge (n=9). 8 von 17 Patienten zeigen pathologische Verdnderungen in der Computertomogra-
phie, in 6 Fillen Kalzifikationen, in 2 Féllen Verdnderungen des Ventrikelsystems (Tabelle 4).
IgM Antikorper wurden in 13 Neugeborenen mit kongenitaler Toxoplasmose nachgewiesen und
sind nach der Behandlung nicht mehr nachweisbar. Bei den 5 Neugeborenen in denen der IgM
Nachweis nicht gelang (2 Patienten) oder durchgefiihrt wurde (3 Patienten) wurde der Nachweis
von spezifischen IgA zur Sicherung der kongenitalen 7. gondii Infektion angefiihrt.

In 10 von 15 Féllen ist der IgA Test vor der Behandlung positiv. Bei 4 Patienten zeigten sich
IgG, IgM und IgA in der Erstuntersuchung positiv. So war nach den lokalen Richtlinien (be-
schrieben von Altcheh und Durlach) bei den 19 einbezogenen Patienten die kongenitale 7. gondii

Ubertragung gesichert [Moscatelli et al. 2006].
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Tabelle 4: Klinik und radiologische Verinderungen bei Neugeborenen mit kongenitaler

Toxoplasmose (n=19)

Frequenz %

Asymptomatisch 9 474
Ikterus 1 53
Neurologische Symptome 5 26.4
Konvulsionen 1 53
Anomalititen des Ventri- ) 105
kelsystems

Ikterus und Anamie 1 53

IgG Antikorper konnten in allen Patienten nachgewiesen werden. Der mittlere IgG Antikorper
Titer bei Neugeborenen mit kongenitaler Toxoplasmose ist 452.71 pg/ml (ELISA), und
20563.76 pg/ml (HA). Abb. 8 und 9 zeigen die Antikdrperkonzentrationen in einer Zeit von 6

Monaten.
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Abbildung 8: IgG Konzentrationen (Mittlere pg/ml) getestet mit ELISA wihrend der Be-
handlung in Neugeborenen mit Kongenitaler Toxoplasmose *: Beginn der Behandlung,

N=19.
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Abbildung 9: IgG Konzentrationen (Mittlere pg/ml) getestet mit HA wéihrend der Behand-

lung in Neugeborenen mit Kongenitaler Toxoplasmose *: Beginn der Behandlung, N=19.

3.1.3. Kontrollgruppe

Neugeborenen in der Kontrollgruppe unterscheiden sich nicht signifikant in Alter, Geburtsge-
wicht und Gestationsalter von der kongenitalen Chagas Gruppe. Keiner hat Hinweise einer ande-
ren Infektion, sie waren negativ getestet auf CMV, T. cruzi, T. gondii und T. pallidum. Alle Miit-
ter waren negativ im serologischen Screening auf 7. gondii und CMV in der Schwangerschaft.
Zehn Miitter waren seropositiv auf 7. cruzi ohne Symptome einer Chagas-Infektion oder anderen

Erkrankungen, zehn waren negativ.
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3.2 Konzentrationen von IL-18, IL-10 und IFN-y im Serum von Neugeborenen mit

kongenitaler Toxoplasmose, kongenitaler Chagas-Infektion und Kontrollgruppe

Tabelle 5 zeigt die individuellen Resultate von IL-18, IFN-y und IL-10 in Neugeborenen mit

kongenitaler Chagas-Infektion, kongenitaler Toxoplasmose und Kontrollgruppe.

Tabelle 5: Resultate von IL-18, IFN-y und IL-10 Konzentrationen (Nr. 11 — 28 = kongenita-
le Chagas; 49 — 60 = kongenitale Toxoplasmose; 71 — 90 Kontrolle)

Random IL-18 pre- IFN-y pre- IL-10 pre- IL-18 IFN-y IL-10

NF. med med med post-med post-med  post-med
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)

11 73.93 0 0.57 11.23 0
12 50.69 0 1 99.56 0 0
13 198.55 10.52 1.53 26.05 0 1.19
14 33.53 0 0.18 35.74
15 264.78 21.58 0.61
16 24.74 0 0.07 17.31 0 1.2
17 85.26 0 0.48 65.64 18.68 0
18 8.21 4.74 0.31 35.74 4.74 0
19 131.32 9.47 0.17 31.32 0 0.34
20 59.75 13.03 0.85 335.13 0 1.39
21 22.11 3.31 1
22 76.38 0 0.07 53.71 0 0
23 1.1 0 10.37 0 0.34
24 176.26 7.1 0.34 75.15 0 0.99
25 45.86 0 1.09 47.18 0 0.23
26 66.48 0 0.94 11.23 0 0.39
27 11.23 0 0.49 38.39 0 0.25
46 233.87 9 0.1
47 114.95 3.79 0
48 73.11 0 0.46
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Fortsetzung Tabelle 5:

andom 118 TP pre Lt
) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
52 119.71 13.03 2.22
53 79.23 15.54 1.13
54 55.44 25.08 1.34
55 89.26 14.29 0.16
56 89.26 4.74 0.21
57 231.36 10.52 0
58 114.16 7.1 0.19
45 34.86 0 0.35
44 77.60 0 0
59 80.45 9 0
60 56.30 0 0.35
7 61.44 13.66 0
72 68.57 0 0
73 73.52 18.05 0
74 122.1 40.94 0
75 120.5 2.37
76 32.65 40.94 0.75
77 69.83 54.84 0.25
78 1000 17.43 0.61
79 120.5 8.53
80 197.49 13.03 0.05
81 370.04 10.52 0.02
83 135.42
84 152.57 8.53 0.61
85 214.63 10.52 0.31
86 72.3 12.41 0.63
87 99.95 0
88 146.63 0.68
89 376.59 0
90 83.66 0.54

36



3 Ergebnisse

3.2.1. Konzentrationen von IL-18

Die mittlere Konzentration des pro-inflammatorischen Zytokins IL-18 in der Kontrollgruppe ist
182.69 £ 80.35 pg/ml und signifikant (p= 0,005) hoher im Vergleich zur kongenitalen Chagas
Gruppe (74.79 +£73.19 pg/ml) vor Medikation. Die mittleren IL-18 Konzentrationen in der kon-
genitalen Chagas Gruppe sind signifikant (p=0.025) niedriger (74.79 £73.19 pg/ml) vor Medika-
tion im Vergleich zur kongenitalen Toxoplasmose Gruppe (116.75 £73.65 pg/ml). Die IL-18
Konzentrationen in der kongenitalen Toxoplasmose Gruppe (116.75 £73.65 pg/ml) sind im
Trend geringer zur Kontrolle (182.69 + 213.21 pg/ml) (Abb. 10).

400— *

W
(=
T

Serum IL-18 (pg/ml)

%

Chagas Toxoplasmose Kontrollen

Abbildung 10: Serumkonzentrationen von IL-18 in Neugeborenen mit kongenitaler Cha-
gas-Infektion, kongenitaler Toxoplasmose und Kontrollen. *p < 0.05; Mann-Whitney U

Test fiir 2 unabhéngige Proben

3.2.2. Konzentrationen von IFN-y

Die mittlere Konzentration des pro-inflammatorischen Zytokins IFN-y ist 3.875 + 6.18 pg/ml
und somit signifikant (p= 0.044) niedriger in der kongenitalen Chagas Gruppe vor Medikation
im Vergleich zur kongenitalen Toxoplasmose Gruppe (9.24 £+ 12.23 pg/ml). Die mittlere IFN-y
Konzentration ist 3.875 + 6.18 pg/ml und signifikant niedriger (p=0.001) in der kongenitalen
Chagas Gruppe vor Medikation verglichen zur Kontrollgruppe (19.11 pg/ml, = 16.06), und ist
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ebenfalls signifikant niedriger (p=0.027) in der kongenitalen Toxoplasmose Gruppe (9.24 pg/ml,
+ 12.23) verglichen zu den Kontrollen (Abb. 11).
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Abbildung 11: Serumkonzentrationen von IFN-y in Neugeborenen mit kongenitaler Cha-
gas-Infektion, kongenitaler Toxoplasmose und Kontrollen. *p < 0.05; Mann-Whitney U

Test fiir 2 unabhéngige Proben

3.2.3. Konzentrationen von IL-10

Die mittlere Konzentration des gegenregulatorischen Zytokins IL-10 ist 0.60 + 0.41 pg/ml in der
kongenitalen Chagas Gruppe vor Medikation und signifikant hoher (p=0.012) im Vergleich zu

den Kontrollen (0.26 + 0.3 pg/ml) und erreicht hohere Werte im Vergleich zur kongenitalen To-
xoplasmose ohne Signifikanz (0.52 = 0.63) (Abb. 12).
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Abbildung 12: Serumkonzentrationen von IL-10 in Neugeborenen mit kongenitaler Cha-
gas-Infektion, kongenitaler Toxoplasmose und Kontrollen. *p< 0.05; Mann-Whitney U

Test fiir 2 unabhéngige Proben

3.3. Serumkonzentrationen von IL-18, IFN-y und IL-10 vor- vs. nach Behandlung in

der kongenitalen Chagas Gruppe

Wir maf3en die Zytokinkonzentrationen im Serum in der kongenitalen Chagas Gruppe vor und
nach Behandlung von drei Monaten.

IL-18: IL-18 Konzentrationen sind vor Behandlung erh6ht (Mittelwert: 74.79 pg/ml, + 73.19) im
Vergleich zu den Konzentrationen nach der Behandlung (Mittelwert: 59.58 pg/ml, + 80.35),
Zwei-Stichproben-t-Test: n.s.

IFN-y: IFN-y Konzentrationen sind vor Behandlung erhoht (Mittelwert: 3.87 pg/ml, + 6.18) im
Vergleich zu den Konzentrationen nach der Behandlung (Mittelwert: 1.67 pg/ml, + 5.06), Zwei-
Stichproben-t-Test: n.s.

IL-10: IL-10 Konzentrationen sind vor Behandlung erh6ht (Mittelwert: 0.6 pg/ml, = 0.41) im
Vergleich zu den Konzentrationen nach der Behandlung (Mittelwert: 0.49 pg/ml, £ 0.51), Zwei-
Stichproben-t-Test: n.s.
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34. Korrelation zwischen IL-18, IFN-y und IL-10 im Serum von Neugeborenen mit

kongenitaler Toxoplasmose oder kongenitaler Chagas-Infektion

34.1. Korrelation zwischen IL-18, IFN-y und IL-10 im Serum von Neugeborenen mit

kongenitaler Chagas-Infektion

Der Scatterplot IL-18 vs. IFN-y fiir die kongenitale Chagas Gruppe beschreibt eine
ausbalancierte Tendenzlinie mit einem linearen R Sq von 0.603 (Abb. 13). Der Scatterplot IL-10

vs. IFN-y beschreibt dagegen eine geneigte Tendenzlinie nach IL-10 mit einem linearen R Sq
von 0.03 (Abb. 14).
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Abbildung 13: Korrelation (Scatterplot) von IL-18 versus IFN-y fiir die kongenitale
Chagas Gruppe, Spearmans Rho Korrelationskoeffizient: 0.48; p=0.044

40



3 Ergebnisse

25—
20—
_ 15
g .
2
= 10— .
z .
=
i /
*R Sq Linear = 0.03
0— o o ®ee oo o
|

| |
0 0.5 1.0 1.5

IL-10 (pg/ml)

Abbildung 14: Korrelation (Scatterplot) von IFN-y versus IL-10 fiir die kongenitale
Chagas Gruppe, Spearmans Rho Korrelationskoeffizient: 0.17

3.4.2. Korrelation zwischen IL-18, IFN-y und IL-10 im Serum von Neugeborenen mit

kongenitaler Toxoplasmose

Der Scatterplot IL-18 vs. IFN-y fiir die kongenitale Toxoplasmose Gruppe beschreibt eine nach
IL-18 geneigte Tendenzlinie mit einem linearen R Sq von 0.062 (Abb. 15). Der Scatterplot IL-10
vs. IFN-y beschreibt eine ausgeglichene Tendenzlinie mit linearen R Sq von 0.29 (Abb. 16).
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Abbildung 15: Korrelation (Scatterplot) von IL-18 vs. IFN-y fiir die kongenitale Toxoplas-

mose Gruppe, Spearmans Rho Korrelationskoeffizient: 0.31
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Abbildung 16: Korrelation (Scatterplot) von IFN-y vs. IL-10 fiir die kongenitale Toxoplas-
mose Gruppe, Spearmans Rho Korrelationskoeffizient: 0.53; p=0.021

42



3 Ergebnisse

3.5. Korrelation der Zytokinkonzentrationen mit der Klinik

Die kongenitale Chagas Gruppe und Toxoplasmose Gruppe wurden in Patienten mit und ohne
klinische Symptome der Erkrankung unterteilt. Hierbei zeigt sich nur eine Signifikanz bei Ver-

gleich der symptomatischen zu den nicht-symptomatischen Toxoplasmose Patienten.

Tabelle 6: Konzentrationen von IL-18, IFN-y und IL-10 in symptomatischen/ asymptoma-

tischen Patienten

IL-18 IFN-y IL-10
Symptomatisch (N=8) 80.28 +42.24 6.22 +4.03 0.52+0.32
Chagas
Asymptomatisch (N=10) 70.4 +56.77 2+4.22 0.66 +0.47
P-Wert n.s. n.s. n.s.
134.25
Symptomatisch (N=15) 10.93 +£13.12 0.56 £0.67
Toxoplasmose + 72.98
Asymptomatisch (N=4) 51.12+20.54 2.87+5.12 0.34 +£0.33
P-Wert 0.041* n.s. n.s.

Alle Werte in pg/ml; +: Standardabweichung; * Die Korrelation ist signifikant bei 0.05; n.s.:
nicht signifikant, Mann-Whitney U Test fiir 2 unabhéngige Proben

3.6. Zytokinkonzentrationen in Seren von gesunden Neugeborenen von Chagas posi-

tiven Miittern im Vergleich zu Neugeboren von nicht-infizierten Miittern

Die Kontrollgruppe wurde unterteilt in Neugeborene von 7. cruzi positiven Miittern ohne Symp-
tome (Kontrolle 1) und von nicht-infizierten Miittern (Kontrolle 2).

Fiir IL-18 zeigt Kontrolle 1 erhohte Werte (186.66 £91.55 pg/ml) im Vergleich zu Kontrolle 2
(178.72 £34.81 pg/ml), Mann-Whitney U Test: p: n.s. Fiir [FN-y zeigt Kontrolle 1 erh6hte Werte
(20.78 £5.8 pg/ml) im Vergleich zu Kontrolle 2 (15.38 £4.94 pg/ml), Mann-Whitney U test: p:
n.s. Fir IL-10 zeigt Kontrolle 1 erniedrigte Werte (0.21 £0.11 pg/ml) im Vergleich zu Kontrolle
2 (0.31 £0.10 pg/ml), Mann-Whitney U Test: p: n.s.

Zusammenfassend zeigt sich in den Konzentrationen von IL-18, IFN-y und IL-10 kein signifi-

kanter Unterschied zwischen den Kontrollgruppen.
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4. Diskussion

Ziel der Studie ist die Bestimmung der pro- und gegenregulatorischen Zytokine im Serum von
Neugeborenen mit kongenitaler 7. cruzi und 7. gondii Infektion, welche sich in einer nicht-
endemischen Region zur Diagnostik und Behandlung vorstellten. Vorangehende Daten betref-
fend dieses Themas wurden meist iiber aktivierte Vollblutzellen [Vekemans et al. 2000; Her-
mann et al. 2002; Hermann et al. 2004] und periphere mononukledre Blutzellen bestimmt [Sa-
mudio et al. 1998]. Verschiedene Studien in Neugeborenen Rattenseren identifizieren pro- in-
flammatorische Zytokine, speziell IFN-y, als Schliisselzytokine zur Resistenz gegen 7. cruzi
[Torrico et al. 1991; D'avila et al. 1996; Didoli et al. 2000].

Diese Studie fokussiert sich dabei auf Seren von kongenital infizierten Neugeborenen in Verbin-
dung mit klinischen Daten der Patienten. Wichtig ist der Zusammenhang der klinischen Daten
mit der Konzentration der Zytokine im Serum. Die Evaluierung von Zytokinen in Neugebore-
nen- oder Kinderseren wird von einigen Autoren als kontrovers angesehen, die Serumprobe sei
eventuell zu anfillig, um exakte Resultate zu erhalten, aber in Bezug darauf wurden in den letz-
ten Jahren mehrere Artikel verdffentlicht, die keine Probleme bei der Verwendung dieses Mate-
rials berichten [Enwonwu et al. 2005; Letesjo et al. 2005; Cuna et al. 2009].

Der Einschluss der kongenital infizierten Chagas Patienten erfolgte basierend auf Anamnese und
Seroposivitit (IgG) der Mutter, sowie serologischen Tests wie IgG ELISA und HA. Da die IgG
Antikorper gegen T. cruzi die Plazenta passieren, ist der I[gG Nachweis bei Neugeborenen kein
Beweis fiir eine Infektion, so dass hier direkte Nachweismethoden nétig sind [Reyes et al. 1990;
Altcheh et al. 2005]. Die Diagnose ist gesichert wenn zwei indirekte Nachweise und ein direkter
Nachweis positiv sind [Freilij ef al. 1995]. 15 von 18 kongenitalen Chagas Patienten hatten vo-
rangehend zur ersten Medikation einen positiven Mikrohdmatokrit. In 5 dieser Félle wurde
T.cruzi ebenso per PCR nachgewiesen, in 3 Féllen wurde 7. cruzi mit PCR ohne Mikrohdmato-
krit nachgewiesen, zweimal zusétzlich per Xenodiagnose, somit lagen bei den von uns einge-
schlossenen Patienten zwei positive serologische Nachweise und ein direkter Nachweis (Mikro-
hamatokrit, PCR) vor, was die kongenitale Infektion sicherte [Freilij et al. 1995].

Der Einschluss der kongenitalen Toxoplasmose Patienten erfolgte basierend auf Anamnese und
Seroposivitdt der Mutter in der Schwangerschaft, sowie serologischen Tests wie IgG und IgM
postnatal bei Vorstellung in der Ambulanz. Im Falle der kongenitalen Toxoplasmose wurden alle
Miitter im serologischen Screening wahrend der Schwangerschaft positiv (IgG, 2 x IgM) getes-
tet; die kongenitale Infektion wurde iiber IgG ELISA, IgG HA und IgM ELISA oder IgA ELISA

Antikorpernachweis sichergestellt. Nach dem ,,Consenso Argentino de toxoplasmosis
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congénita®, - aktualisiert 2008-, sichern die persistierenden IgG Antikdrper im ELISA-Test und
ein positver IgM ELISA und/oder ein positiver IgA ELISA und mindestens zweimal positiven
IgM in der Schwangerschaft die konnatale Infektion mit 7. gondii [ Altcheh et al. 1997; Durlach
et al. 2008].

Zur kritischen Betrachtung unserer Ergebnisse ist hier auf die Schwierigkeiten in der Diagnose-
stellung der konnatalen Toxoplasmose einzugehen. Die Diagnosestellung der kongenitalen 7.
gondii wird immer wieder kontrovers diskutiert. Dies zum einen, da sie im Gegensatz zur kon-
genitalen Chagas Infektion zumindest nicht hauptséchlich auf einem direkten Erregernachweis
beruht. Da die IgG Antikorper gegen 7. gondii die Plazenta passieren, ist der IgG Nachweis bei
Neugeborenen allein kein Beweis fiir eine Infektion [GroB3 ez al. 2001; Montoya et al. 2004].

Der Nachweis von 7. gondii spezifischen IgM bei der Schwangeren darf ohne weitere Abklarung
nicht als Beweis fiir Infektion gewertet werden, da 7. gondii IgM-Antikorper lange Zeit (bis zu
mehreren Jahren) persistieren konnen und zu falsch postiven Ergebnissen fithren kdnnen [Lie-
senfeld et al. 1997; GroB et al. 1998]. Eine Mdglichkeit ist hier die Durchfiihrung eines IgG
Aviditétstestes. Dieser unterscheidet zwischen einer erst erworbenen und einer vorangehenden
Infektion [Montoya et al. 2004]. Der IgG-Avidititstest war bis zum Zeitpunkt unserer Studie
aber in Argentinien nicht umgehend verfiigbar, bzw. fiir das Labor nicht verfiigbar und wurde
deswegen bei keinem der Miitter dieser Studie durchgefiihrt. Ebenfalls bestand keine Moglich-
keit der Durchfiihrung einer PCR, mittlerweile ist dies der Fall. Ebenso stellte die argentinische
Gesundheitsinfrastruktur zu diesem Zeitpunkt nur selten die Moglichkeit der Beginn einer The-
rapie in-utero, in unserem Patientengut war dies bei keinem der Fall, und wurde als Ausschluss-
kriterium gewertet, um einen Einfluss auf die Zytokinproduktion des Neugeborenen auszuschlie-
Ben. Es ist somit zusammenzufassen, dass die Festlegung der Diagnose einer kongenitalen 7.
gondii Infektion entsprechend dem ,,Consenso Argentino de toxoplasmosis congénita®, - aktual-
lisiert 2008-, erfolgte. Dies ist aber unter dem Kompromiss der Nutzung der dortigen Moglich-
keiten zu sehen, aber entspricht nicht im vollen Umfang den hier mittlerweile iiblichen Standards
der Referenzzentren und Referenzlabore. Es ist festzuhalten, dass ein negatives IgM oder IgA

des Neugeborenen aber eine kongenitale Infektion nicht ausschlieB3t [ Altcheh et al. 2006].

4.1. Klinische Daten in Neugeborenen mit kongenitaler Chagas-Infektion oder kongeni-

taler Toxoplasmose

Die Erfassung der Daten erfolgte bei der zum ersten Vorstellungstermin durchgefiihrten Anam-

nese, klinischen Untersuchung und den Anschlussuntersuchungen wie in Kapitel 2.1. dargestellt.
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Die kongenitale Chagas-Infektion, kongenitale Toxoplasmose und Kontrollen bilden homogene
Gruppen in Bezug auf Gestationsalter, Geburtsgewicht, Alter der Mutter bei Geburt, Geschlecht,
und APGAR Index bei Geburt. Aufgrund der Pathologie der Erkrankung stellen sich Patienten
mit kongenitaler Toxoplasmose erst im zweiten Lebenshalbjahr zur Diagnostik vor, weswegen
diese bei Beginn der Behandlung signifikant dlter sind im Vergleich zur Chagas Gruppe und
Kontrollgruppe; dieses wurde bereits vorangehend in den Einschlusskriterien festgelegt. Alle
Miitter der Chagas Gruppe kommen aus Endemiegebieten, wie in anderen Studien bereits defi-
niert [Pinto Dias et al. 2002], wurden in der Schwangerschaft positiv auf die Infektion getestet
und zu keinem Zeitpunkt behandelt. Die kongenitale Infektion war bei allen auch gesichert, da
alle Kinder in nicht-endemischen Gebieten wohnten und nie in ein Endemiegebiet gereist waren.
Von den 18 eingeschlossenen kongenitalen Chagas Patienten unserer Studie, entwickelten 50%
keine Symptome der Krankheit; diese Anzahl unterscheidet sich nicht von der in den unten ge-
nannten Studien, man muss hier aber die geringe Patientenzahl unserer Studie in Betracht ziehen.
Freilij beschreibt, dass 64.8% der Patienten nach der kongenitalen Infektion mit 7. cruzi asymp-
tomatisch bleiben [Freilij et al. 1995]. Altcheh berichtet iiber die hdufigsten Symptome bei 168
Neugeborenen, diese waren: Hepatosplenomegalie (27.9%), Hepatitis (11.4%), Sepsis (5.13%),
Meningoenzephalitis (2.3%), Myokarditis (2.3%) und Andmie (1.1%) [Altcheh et al. 2005].

Die Héufigkeit kardialer Symptome in unserer Studie, welche den Beginn kardialer Symptome
darstellen (insgesamt 22.2%), ist hoher als die Zahlen von anderen Autoren, wihrend es bei der
Hepatosplenomegalie (27.8%) eher eine weitgehende Ubereinstimmung gibt (3.1.1.).

Die Seronegativierungsverldufe (3.1.1., Abb. 6 und 7) in den ELISA IgG und HA IgG sind de-
nen einer Studie von Altcheh vergleichbar [Altcheh et al. 2005].

Zusammenfassend stimmen die von uns erhobenen Daten weitgehend mit denen vorangehender
Studien iiberein, obwohl hier die im Verhiltnis geringe Anzahl von 18 Patienten in Betracht ge-
zogen werden muss.

47.5% der eingeschlossenen kongenitalen Toxoplasmose Patienten bleiben asymptomatisch,
Anomalien der Hirnventrikel, Konvulsionen und andere neurologische Symptome werden in 8
Fillen beobachtet (42.2%), Ikterus in einem Fall, und Ikterus kombiniert mit Andmie in einem
weiteren Patienten (3.1.2.; Tabelle 4).

Es gibt sehr wenige Berichte betreffend der klinischen Symptome bei kongenitaler Toxoplasmo-
se. Uber einen Zeitraum von fiinf Jahren beobachtete Safadi im Santa Casa de Sdo Paulo Hospi-
tal, Brasilien 43 Kinder mit kongenitaler Toxoplasmose. Der Autor findet dabei eine Priavalenz
subklinischer Infektion bei Geburt von 88%. Von diesen 43 Kindern entwickeln 22 (51%) neuro-

logische Symptome, 41 (95%) zeigen Verdnderungen des Augenhintergrundes; von diesen haben
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36 (88%) bilaterale Verdnderungen. In einer weiteren Studie von Safadi entwickeln drei der
Kinder, die anfangs einen normalen Augenbefund hatten viele Jahre spéter eine Chorioretinitis
trotz der Behandlung im ersten Lebensjahr. Fiinf weitere Kinder, bei denen die Diagnose verspé-
tet gestellt wurde und die deswegen nicht im ersten Lebensjahr behandelt wurden, zeigen eine
Reaktivierung okularer Lasionen [Safadi et al. 2003]. Di Carlo berichtet iiber das Follow-up von
14 Kindern mit kongenitaler Toxoplasmose; vier Kinder zeigen Zeichen der Infektion und 2
Kinder haben Toxoplasmose-spezifische Anomalien nach der Geburt [Di Carlo et al. 2007].
Carral fiihrte klinische und serologische Kontrollen in 94 Neugeborenen von Miittern, welche
sich in der Schwangerschaft infizierten durch, und findet dabei fiinf Fille von kongenitaler To-
xoplasmose mit fetalen Schédden, vier Félle mit Chorioretinitis und einen Fall von Mikrozephalie
[Carral et al. 2008]. Vutova untersuchte Augenmanifestationen in 38 Kindern, das hdufigste
Symptom ist hier die Chorioretinitis (92%), in 71% assoziiert mit anderen okularen Lésionen;
die zweithdufigste Symptomatik ist Mikrophtalmie und Strabismus. Der inflammatorische Pro-
zess schlieft hier auch das vordere Segment des Auges ein: Iridozyclitis, Katarakt und Glaukom
konnen die Folgen sein. Andere seltenere Symptome sind Hydrozephalus, Verkalkungen im Ge-
hirn, Parese, Epilepsie und verminderter Visus [Vutova et al. 2002].

Unsere Daten stimmen hier weitgehend mit den oben zitierten Studien speziell von Séfadi iiber-
ein; obwohl wir weniger Patienten einschlossen. Die Anzahl der Patienten in den Studien von Di
Carlo und Carral [Di Carlo et al. 2007; Carral et al. 2008] scheint aber zu niedrig, um sie mit
unseren Daten zu vergleichen. Die Haufigkeit okularer Symptome stimmt in etwa mit den Zah-
len von Vutova [Vutova et al. 2002] iiberein, aber in unserer Studie werden die genauen Augen-
verdnderungen im Vergleich zu dieser Publikation nicht erfasst (wir reduzierten uns in der Erfas-
sung auf Augenhintergrundverdnderungen Ja/Nein), da die ophtalmologische Behandlung abseits
der Behandlung der parasitologischen Ambulanz durchgefiihrt wurde.

Die Verlaufe der serologischen Follow-ups der IgG ELISA und IgG HA bestimmten Antikérper
(3.1.1.; Abb. 8 und 9) sind denen von Altcheh 2006 publizierten in 11 Patienten dhnlich, bei de-
nen die Kinder betreff des spezifischen IgG in 5.8 Monaten nach Beginn der Behandlung sero-
negativierten [Altcheh et al. 2006]. In dieser Studie kommt es aber zu einem allméhlicheren Ab-
fall und nicht zu einem vorriibergehenden Anstieg. Der Verlauf der mittleren IgG ELISA Kon-
zetrationen zeigt in unseren Patienten zunichst einen Anstieg mit einem Hohepunkt bei 4 Mona-
ten nach Beginn der Behandlung. Da der IgG Anstieg dem IgM zeitlich nachfolgt [Altcheh et a/
1997; Altcheh et al. 2006], ist dies mit ein Beleg der konnatalen Toxoplasmose in unseren Pati-
enten, da die IgG Antikorper hier in den ersten Lebensmonaten ansteigen [GroB3 ez al. 2001]. Wie

vorangehend erwihnt ist die Bestimmung der IgG HA zur Diagnostik der kongenitalen Toxo-
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plasmose aber nur eingeschrankt empfohlen [Durlach ef al. 2008], da seine Positivierung verzo-
gert auftritt, und dann unter der Behandlung wenig Aussagekraft besitzt.

Zusammenfassend stimmen unsere erhobenen klinischen Daten weitgehend mit denen friitherer
Studien iiberein, aber auch hier muss die geringe Anzahl von 19 Patienten bei der Beurteilung in

Betracht gezogen werden.

4.2. Zytokinverhalten in Seren Neugeborenen mit kongenitaler Chagas-Infektion

und kongenitaler Toxoplasmose

4.2.1. Unterschiede im Zytokinverhalten in Seren Neugeborener mit kongenitaler

Chagas-Infektion im Vergleich zu kongenitaler Toxoplasmose und Kontrolle

Im Vergleich zu gesunden Kontrollen waren die Konzentrationen der pro-inflammatorischen
Zytokine IFN-y und IL-18 in Neugeborenen mit kongenitaler Chagas-Infektion und kongenitaler
Toxoplasmose niedriger, signifikant fiir IL-18 bei kongenitaler Chagas-Infektion im Vergleich
zu gesunden Kontrollen und fiir Chagas vs. Toxoplasmose, aber nicht fiir Toxoplasmose vs.
Kontrolle.

IFN-y in Neugeborenen mit kongenitaler Chagas-Infektion und kongenitaler Toxoplasmose war
im Vergleich zu den Kontrollen erniedrigt (3.2.).

Interessant ist, dass diese erniedrigten Konzentrationen von Thl Zytokinen mit Erh6hungen des
regulatorischen Zytokins IL-10 im Vergleich zu den Kontrollen in beiden Infektionen, signifi-
kant in Neugeborenen mit kongenitaler Chagas-Infektion, assoziiert waren.

Diese Resultate lassen vermuten, dass in der Infektion mit kongenitaler Chagas-Infektion und
kongenitaler Toxoplasmose die Parasiten-induzierte Thl Immunantwort von regulatorischen
Mechanismen beeinflusst wird. Kritisch zu sehen ist aber in unseren Resultaten, dass dies nur
durch den quantitativen Nachweis von IFN-y, IL-18 und IL-10 in Seren retrospektiv erfolgt.
Weitere Parameter wie aktivierte Zellpopulation, Zytokinproduktion einzelner Zellpopulationen
konnten in unserem Patientengut deswegen nicht ermittelt werden, weshalb wir hier unsere Stu-
die mit anderen Studien respektive der kongenitalen Chagas und kongenitalen Toxoplasmose
verglichen werden muss. Diese Studien zeigen vergleichbare Ergebnisse.

In Miittern mit Neugeborenen mit kongenitaler Chagas-Infektion wurde bereits iiber eine ver-
minderte Aktivierung von CD4+ und CD8+ T- Zellen und 7. cruzi-spezifischer Suppression der
IFN-y Antwort berichtet [Hermann et al. 2004]. NK-Zellen sind vermindert und zeigen eine de-

fekte IFN-y Produktion nach in vitro Aktivierung im Vergleich zu gesunden Kontrollen.
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Vekemans fand eine hochregulierte Kapazitdt in nicht- infizierten Neugeborenenzellen, pro- und
anti-inflammatorische Zytokine zu produzieren, wenn deren Miitter mit 7. cruzi infiziert sind.
Die Zytokinantwort in dieser Studie wird hier in mit LPS-PHA oder Parasitlysat vorangehend
stimuliert. Die miitterliche in-utero Modulation verursacht eine Verminderung der neonatalen T-
Zell vermittelten Immunantwort im Vergleich zu nicht-infizierten Neugeborenen. Es zeigt sich
eine erhohte Kapazitit in nicht-infizierten Neugeborenenzellen von 7. cruzi-positiven Miittern,
pro- aber auch anti-inflammatorische Zytokine zu produzieren im Vergleich zu Neugeborenen-
zellen nicht-infizierter Miitter, die geringere Mengen von beiden produzieren [Vekemans et al.
2000]. Truyens demonstrierte, dass die miitterliche 7. cruzi Infektion in utero, sowohl die ange-
borene, als auch adaptive Immunantwort in umbilikalen Nabelschnurblutzellen triggert [Truyens
et al. 2005]. Basierend auf demselben Studienmodell beeinflussen die miitterliche Infektion mit
T. cruzi und die kongenitale Chagas Erkrankung die Immunantwort auf BCG, Hepatitis B, Diph-
therie und Tetanus Vakzine in der Neonatalperiode nicht, die immunologische Unreife bei der
neonatalen 7. cruzi Infektion beschrankt sich hierbei nicht auf die Entwicklung der Parasiten-
spezifischen Immunantwort, sondern tendiert auch zu einer Thl Immunantwort gegen die Vak-
zinantigene [Dauby et al, 2009]. In einer Studie, die Seren nicht infizierter Neugeborener und
ihren infizierten Miittern verwendet, werden IFN-y, TNF-q, IL-10, und TGF- in chronisch infi-
zierten Miittern mit erhdhter Parasitimie und ihren nicht-infizierten Neugeborenen im peripheren
Blut, Nabelschnurblut und plazentaren Blut bestimmt, und mit denen mit geringer Parasitenlast
verglichen. Die pro-inflammatorischen Zytokine IFN-y und TNF-a sind hier hoher in Seren bei
Miittern mit erhohter Parasitdmie und ihren Neugeborenen, als bei denen mit geringer Parasiten-
last; wéahrend die IL-10 und TGF-B Werte in beiden Gruppen unverdndert sind. Dies legt nahe,
dass die erhohte Parasitenlast der Mutter die Produktion der pro-inflammatorischen Zytokine co-
stimuliert [Cuna et al. 2009]. Da es sich hier um nicht-infizierte Neugeborene handelt stehen
diese Ergebnisse nicht im Gegensatz zu unseren Ergebnissen, auch hier waren die pro-
inflammatorischen Zytokine IFN-y und IL-18 dieser erhdht, des Weiteren ist davon auszugehen,
dass die Miitter in unserer Studie mangels Symptomatik, weswegen sie ja nicht behandelt wur-
den mussten, in der Schwangerschaft eine geringe Parasitenlast aufweisen.

T. gondii iibertragende Miitter haben verminderte CD8+ T-Zell Funktionen und geringere
Mengen an maternalen CD4+ und NK-Zellen [Hohlfeld et al. 1990; Nigro et al. 1999]. In
Neugeborenen mit kongenitaler Toxoplasmose ist die relative prozentuale Anzahl von CD25
signifikant erniedrigt, im Vergleich zu nicht-infizierten Kontrollen [Kahi et al. 1999; Fatoohi et
al. 2003]. In diesen Studien wird CD25 — die Alpha- Kette der IL-2 Rezeptoren — als Marker der

T-Zell Aktivierung zur Diagnose der kongenitalen Toxoplasmose gebraucht.
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Man weil} heute, dass T-regulatorische Zellen (T-reg) hauptséchlich fiir die IL-10 Sekretion zu-
standig sind, die das CD25+ Molekiil auf ihrer Oberfldche exprimieren [Jonuleit ef al. 2002]. Es
liegt deswegen nahe anzunehmen, dass die vermehrte Expression des IL-2 Rezeptors CD25 in
diesen Studien auf eine vermehrte Anzahl von T-reg Zellen hinweisen, welche unsere erhohten
IL-10 Konzentrationen in Neugeborenen erklaren konnten. Neuere Studien weisen nun auf IL-10
produzierende T-reg Zellen als verantwortlich fiir die Herstellung einer toleranten Umgebung in
der Schwangerschaft hin, um somit den Abort zu verhindern [Guleria et al. 2007].

Die IL-10 Produktion von T-reg Zellen ist wihrend der Schwangerschaft bei Mausen deutlich
erhoht [Zenclussen, 2005]. Sie scheinen in der Schwangerschaft in einer spezifischen Weise ge-
gen viterliche Antigene zu handeln, was erklért, dass das miitterliche Immunsystem sich der
Anwesenheit dieser bewusst ist, sie aber nicht abstoBt [Zenclussen, 2006]. Erh6hungen von IL-
10 nach der Ubertragung protektiver T-regs in der Schwangerschaft in Miusen weisen darauf
hin, dass diese iiber die Sekretion von IL-10 handeln [Guleria et al. 2007]. T-regs produzieren
inhibitorische Molekiile die Funktionen Antigen-prisentierender Zellen unterdriicken. Diese Po-
larisierung der Immunantwort hin zu Th2/T-reg in der Schwangerschaft scheint sich in der Neu-
geborenenperiode partiell fortzusetzen [Levy, 2007]. In einer Studie mit erwachsenen Méusen
zeigte Kotner, dass T-regs aber nicht unbedingt zur Umgehung der Immunantwort bei der akuten
oder chronischen Form der 7. cruzi Infektion nétig sind. Die in vivo anti-CD25+ Antikorper
vermittelte Depletion von T-reg Zellen in Mausen wéhrend der Infektion mit einem letalen oder
einem nicht letalen Stamm, fiihrt weder zu einer Verbesserung, noch zu einer Verschlechterung
des Outcome in der Immunantwort [Kotner et al. 2007]. In der plazentar libertragenen Malaria,
fiihrt die Exposition des Feten gegen Malaria Antikorper zu einer Erhohung Malaria spezifischer
FOXP3(+) T-regs und erhohten Werten der unspezifischen FOXP3(+) CD4(+) T-regs, zusam-
men einer Erhohung der pro-inflammatorischen Zytokine IFN-y und TNF-a bei den Neugebore-
nen bei denen die Infektion postnatal ausheilte [Flanagan et al. 2010].

Ahnliche Verinderungen wurden vorangehend in der Immunantwort in Neugeborenen bei
anderen Infektionen wie HIV [Kuhn et al. 2001; Kuhn et al. 2002], RSV [Tsutsumi et al. 1996],
HSV [Burchett et al. 1992], Streptokokken [La Pine et al. 2003] und P. falciparum [Fievet et al.
1996] (Tabelle 2) berichtet.

In Nabelschnurblut HIV infizierter Neugeborenen zeigt sich I[FN-y erniedrigt aber IL-10 erhdht
im Vergleich zu nicht infizierten Kontrollen [Kuhn ef al. 2001]. HSV-infizierte Neugeborene
zeigen signifikant erniedrigte HSV-spezifische Lymphozytenproliferation und IFN-y Produktion

[Burchett ef al. 1992]. La Pine berichtete, dass neonatale mononukledre Zellen eine deutlich
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geringere Sekretion der Thl- Zytokine IFN-y, IL-12 und IL-18 zeigen, was zur hoheren
Anfalligkeit gegen die Streptokokken Infektion beitrégt [La Pine et al. 2003].

Die Intensitdt der verdnderten Abwehrlage scheint bei kongenitalen Infektionen mit der Schwere
der Krankheit zu korrelieren, da es im Falle des HSV Infektion invers mit der IFN-y Produktion
im Zusammenhang steht [Burchett e al. 1992].

IL-18 erhoht die IFN-y Produktion in T-Zellen in Zusammenhang mit IL-12. In 7. gondii
infizierten Méusen tragt die IL-18 Sekretion zur Diinndarm Th1-Immunopathologie bei
[Vossenkamper et al. 2004].

Die Konzentrationen des hauptsdchlichen regulatorischen Zytokins IL-10 in Neugeborenen mit
kongenitaler Chagas-Infektion oder kongenitaler Toxoplasmose sind bis heute wenig erforscht.
Die bei uns beobachtete Erhohung konnte auf die erhohte Anzahl von T-regs hinweisen, die da-
rauthin den Riickgang der Th1 Zytokine verursacht.

Es existieren mehrere Erkldrungen fiir diesen Shift hin zu einer gegenregulatorischen Immunan-
twort:

1. da die Thl Antwort auf die Infektion mit 7. gondii oder T. cruzi potentiell schadhaft fiir den
Wirt ist, ist die erhdhte IL-10 Produktion ein Abwehrmechanismus, um eine verstirkte schédi-
gende Immunpathologie zu vermeiden [Suzuki ef al. 2000; Vossenkamper et al. 2004; Ronet et
al. 2005; Araujo et al. 2007]. In Menschen mit 7. cruzi Infektion fiihrt die IL-10 Produktion
durch T-regs zu einer kontrollierten Entwicklung der Krankheit in der Latenzphase, aber nicht
der mit kardialen Symptomen verlaufenden chronischen Form der Erkrankung [Araujo et al.
2007]. Die CD4+ T-Zell Subpopulation wurde als verantwortlich fiir die Koproduktion von IFN-
v und IL-10 bei T. gondii Infektion identifiziert [Jankovic et al. 2007].

2. die Verlagerung zu einer gegenregulatorischen Immunantwort konnte vom Parasiten selbst
verursacht sein, um auf diesen Weg die Th1 Immunantwort, welche die Parasitenreplikation blo-
ckiert, zu unterwandern (Molekulares Mimikri). Sowohl 7. cruzi als auch T. gondii enthalten
Molekiile die Wege der Immunantwort untergraben [Denkers ef al. 2005].

3. die Schwangerschaft fiihrt das Immunsystem zu einer erhohten Toleranz, T-reg Zellen funkti-
onieren hier zum Schutze des Feten vor der eigenen Immunantwort [Velilla et al. 2006; Guleria
et al. 2007]. Dieser Umstand setzt sich in die Neugeborenenperiode fort.

Zusammenfassend fiihrte in unserer Studie die Analyse der Zytokine in Neugeborenen mit
kongenitaler 7. cruzi oder T. gondii Infektion zu einer verminderten Th1 Zytokinproduktion mit
einer Erhohung von IL-10, am ehesten verursacht durch die Regulierung von T-reg Zellen.

Oben angefiihrte Studien mit aktivierten Zellpopulation, Zytokinproduktion einzelner

Zellpopulationen zeigen vergleichbare Resultate. Hier erfolgt die Bestimmung unter klinischen
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Bedingungen. Es muss betont werden, dass das Zusammenspiel der Zytokine komplex ist, und
die Bestimmung von IL-18 und IFN-y als Marker der pro-inflammatorischen und IL-10 T-Zell
als Marker der gegenregulatorischen vermittelten Immunantwort in ihrer Aussagekraft dadurch
eingeschrénkt ist. Hier erfolgte die Festlegung auf 3 Schliisselzytokine, diese werden in
Zusammenhang mit der vorliegenden Literatur gewertet, kdnnen aber nicht beanspruchen den
gesamten komplexen Zusammenhang der Immunantwort wiederzugeben.

Weitere Studien miissen deswegen die genauen zugrunde liegenden Mechanismen dieser
Verlagerung von einer pro-inflammatorischen hin zu einer gegenregulatorischen Immunantwort

noch genauer iiberpriifen.

4.2.2. Zytokinverhalten in Seren Neugeborener mit kongenitaler

Chagas-Infektion vor und nach Behandlung

Die Bewertung der Zytokinkonzentrationen vor und nach Beendigung der Behandlung ist ent-
scheidend in der Bewertung, ob diese niitzlich als diagnostischer Marker der Infektion sind. Die
Menge der Zytokine wurde in den Neugeborenen mit kongenitaler 7. cruzi Infektion und Stan-
dardtherapie (Nifurtimox (Lampit®) oder Benznidazol (Rochagan®)) erneut nach 3 Monaten Be-
handlung bestimmt. Die Konzentrationen, sowohl der pro-, als auch gegenregulatorischen Zyto-
kine waren hierbei nur tendenziell erniedrigt.

Es existiert nur sehr wenig Literatur iiber das Zytokinverhalten wihrend der Behandlung der
Chagas-Infektion, sowohl bei Erwachsenen, als auch bei Kindern. In erwachsenen Menschen
filhrte die Anwendung von Benznidazol bei 7. cruzi Infektion zu inversen Zytokinbalancen in
der Latenzphase, als auch in der chronischen kardialen Form der Erkrankung. Anderungen in der
Anzahl der IL-10 produzierenden CD4+ Zellen und Monozyten fiihren Patienten in der Latenz-
phase zu einer inflammatorischen Immunantwort, Patienten in der chronischen kardialen Phase
entwickelten ein regulires Zytokinprofil [Vitelli-Avelar et al. 2008]. Sathler-Avelar berichtete
tiber das Zytokinverhalten in sechs Schulkindern vor Behandlung mit Benznidazol und einem
Jahr spiter im Vergleich zu gesunden Schulkindern. Die in vitro Stimulation mit 7. cruzi Anti-
genen fiihrt das Zytokinverhalten der behandelten Kinder zu einem Immunprofil mit hoheren
Werten von IFN-y, TNF-a, IL-4 und NK-Zellen, leicht erhohten IFN-y, TNF-qa, IL-10 und CD4+
T-Zellen, zusitzlich zu einer erhohten Anzahl von TNF- o+/IL-4+ und CD19+ Lymphozyten.
Eine Verlagerung hin zu einer pro-inflammatorischen Immunantwort ist somit kennzeichnend

fiir Kinder, die mit Benznidazol behandelt wurden [Sathler-Avelar et al. 2006].
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In Studien mit Méusen fiihrt die Behandlung mit Benznidazol oder Nifurtimox zu geringeren
Konzentrationen von, sowohl pro-, als auch anti-inflammatorischen Zytokinen nach Behandlung
[Piaggio et al. 2001]. Studien in Menschen und experimentelle Modelle legen eine Beteiligung
des Immunsystems an der effizienten Behandlung gegen Protozoen nahe. Ein immunmodulie-
render Effekt wurde fiir Benznidazol nachgewiesen [Revelli et al. 1999], wobei die NO, IL-6
und IL-10 Sekretion in Ratten, welche mit diesem Medikament behandelt wurden vermindert
war. Die Rolle von IFN-y und IL-12 in der Aktivitdt von Benznidazol in den frithen Stadien der
experimentellen Chagas Erkrankung wurde von Michailowsky untersucht. Die Behandlung von
T. cruzi- infizierten Miusen mit anti-Zytokin monoklonalen Antikorpern hat keinen Effekt, wenn
die optimale Dosis von Benznidazol appliziert wurde. Bei suboptimaler Dosierung erhdht dies
aber die Mortalitidt der Mause signifikant. Die simultane Behandlung mit der suboptimalen Do-
sierung und IL-12 erhoht aber die Effizienz der Behandlung und verringert die Mortalitdt [Mi-
chailowsky ef al. 1998]. Dies lédsst sich am ehesten durch den Riickgang der Infektion begriin-
den, welche dann eine normale pro-inflammatorische Reaktion hervorruft erkldren, wie bereits in
anderen Studien erwdhnt [Meyer zum Biischenfelde et al. 1997, Antinez et al. 2000]. Die ver-
minderte Antigenstimulation fiihrt dabei zu einer geringeren Antigenaktivierung und somit auch
zu einer geringeren Zytokin und CD4+ Zell Aktivierung.

Es liegt uns keine Literatur iiber das Zytokinverhalten wéihrend der Behandlung von Chagas in
Neugeborenen vor.

Zusammenfassend ist eine Festlegung auf einen Zusammenhang unserer Ergebnisse mit einer
Modulation des Immunsystems durch die Medikation nicht mdglich. Unsere Daten zeigen nicht,
ob die untersuchten Zytokine als diagnostischer Marker dienen. Vielleicht wiirde hier eine erneu-

te Untersuchung mit einer grofleren Patientenzahl weitere Erkenntnisse schaffen.

4.2.3. Zytokinverhalten in Seren gesunder Neugeborener von 7. cruzi

positiven Miittern im Vergleich zu Neugeborenen gesunder Miitter

Die Kontrollgruppe wurde in 10 gesunde Neugeborene von 7. cruzi positiven Miittern ohne
Symptome in der Schwangerschaft (Kontrolle 1), und 10 von gesunden nicht-infizierten Miittern
(Kontrolle 2) unterteilt (2.1.1.).

Es konnte kein signifikanter Unterschied gezeigt werden. Bei IL-18 waren die Konzentrationen
der Kontrolle 1 tendenziell etwas hoher im Vergleich zu Kontrolle 2; bei IFN-y waren die Kon-
zentrationen der Kontrolle 1 ebenfalls tendenziell etwas hoher im Vergleich zu Kontrolle 2; bei

IL-10 waren die Konzentrationen der Kontrolle 1 niedriger im Vergleich zu Kontrolle 2.
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Es gibt nur sehr wenig Literatur zur Immunantwort bei der Ubertragung von T. cruzi.

Hermann untersuchte die Parasitenzahlen und die folgende Immunantwort von 7. cruzi-
infizierten Schwangeren, die den Parasiten auf ihr Kind {ibertrugen mit denen, die ihn nicht iiber-
trugen. Die iibertragenden Miitter haben ofter eine positive Himokultur auf 7. cruzi als nicht-
iibertragende, dies in Verbindung mit verminderter Produktion von Parasiten-spezifischen IFN-
v. Im Gegensatz hierzu ist die Produktion von IL-2, IL-4, IL-10 und TGF-B dhnlich im Vergleich
beider Gruppen nach der Stimulation mit 7. cruzi Lysat. Die Flow-zytometrische Analyse zeigte,
dass T-Zellen und Monozyten der iibertragenden Miitter sich weniger aktiviert zeigen, als die der
ibertragenden Miitter [Hermann et a/. 2004]. Torrico verglich hamatologische und parasitologi-
sche Daten von bolivianischen 7. cruzi infizierten Miittern mit klinischen und biologischen Da-
ten von ihren infizierten und nicht-infizierten Neugeborenen. Neugeborene mit kongenitaler In-
fektion haben héufiger niedrige APGAR Werte, geringeres Geburtsgewicht, hiufiger Friihge-
burtlichkeit, RDS und eine héhere Mortalitét als Neugeborene ohne kongenitale Infektion [Tor-
rico et al. 2005]. Die Moglichkeit der miitterlichen in-utero Modulation der angeborenen und
erworbenen Immunantwort nicht infizierter Neugeborener von 7. cruzi- infizierten Miittern, wird
iiber die Kapazitit ihrer Vollblutzellen Zytokine nach Stimulation durch 7. cruzi Lysat oder
LPS-PHA bestimmt [Vekemans et al. 2000]. Diese Neugeborenen produzieren nur geringfiigig
IFN-y und IL-4 nach spezifischer Stimulation, wéhrend ihre Miitter mit hoher Produktion von
IFN-vy, IL-2, und IL-4 antworten. Die Infektion in den Miittern ist ebenfalls assoziiert mit: einer
Hyperaktivierung miitterlicher Zellen wie Zellen von ihren nicht- infizierten Neugeborenen. Des
Weiteren ist die Infektion in den Miittern mit der Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine wie
auch mit IL-10 verbunden. Die T. cruzi Infektion der Mutter verursacht somit Verdnderungen in
der Zytokinantwort des gesunden Neugeborenen. Dieser miitterliche Einfluss auf das Immunsys-
tem des Neugeborenen mag dazu beitragen, die Haufigkeit und Schwere der kongenitalen Infek-
tion zu begrenzen [Vekemans et al. 2000]. In der bereits erwdhnten Studie von Cuna, die Seren
nicht infizierter Neugeborener und ihren infizierten Miittern verwendet, werden IFN-y, TNF-a,
IL-10, und TGF-B1 in chronisch infizierten Miittern mit erh6hter Parasitimie und ihren nicht-
infizierten Neugeborenen im peripheren Blut, Nabelschnurblut und plazentaren Blut bestimmt,
und mit denen mit geringer Parasitenlast verglichen. Die pro-inflammatorischen IFN-y und TNF-
a sind hier hoher bei Miittern mit erhohter Parasitimie und ihren Neugeborenen als bei denen
mit geringer Parasitenlast, wiahrend die IL-10 und TGF- Bl Werte in beiden Gruppen unverén-
dert sind. Dies legt nahe, dass die erhohte Parasitenlast der Mutter die Produktion der pro-
inflammatorischen Zytokine anregt [Cuna et al. 2009]. Da es sich hier um nicht-infizierte Neu-

geborene handelt, stehen diese Ergebnisse nicht im Gegensatz zu unseren, auch in unseren Er-
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gebnissen waren die pro-inflammatorischen IFN-y und IL-18 dieser erhoht, des Weiteren ist da-
von auszugehen, dass die Miitter in unserer Studie eine geringe Parasitenlast aufweisen.

Ein Unterschied zwischen beiden Untergruppen kann in unserer Studie nicht nachgewiesen wer-
den. Die Literatur zeigt, dass die miitterliche 7. cruzi Infektion in die Immunantwort des Neuge-
borenen eingreift und Verdnderungen in dieser hervorruft, die dem Schutze des Nachwuchses
dienen. Weitere Studien mit hoheren Patientenzahlen bringen hier eventuell weitere Erkenntnis-

S€.

4.3. Korrelation von IL-18, IFN-y und IL-10 in Seren von Neugeborenen mit konge-

nitaler Chagas-Infektion oder kongenitaler Toxoplasmose

Es ist bekannt, dass IL-18 in Zusammenarbeit mit IL-12 die IFN-y Produktion anregt, aber auch
unabhéngig von IL-12 [Yoshimoto et al. 1998]. IFN-y verzogert die IL-10 Produktion [Chomarat
et al. 1993]. Im Gegenzug verhindert IL-10 die IFN-y Produktion humaner Lymphozyten tiber
die Suppression der IL-12 Synthese [d’Andrea ef al. 1993].

Wir zeichneten deswegen Scatterplots, um folgendes zu vergleichen: die individuellen Serum-
konzentrationen von IL-18 gegen IFN-y (IL-18/IFN-y), IL-10 gegen IFN-y Konzentrationen (IL-
10/IFN-y), beides fiir kongenitale Chagas-Infektion (3.4.1.) und kongenitale Toxoplasmose
(3.4.2.), und berechneten die Korrelation nach Spearmans Rho.

Bei IL-18/IFN-y bei kongenitaler Chagas-Infektion sahen wir eine anndhernd lineare Verteilung
in der Tendenzlinie des Scatterplots, der RSq-Wert war 0.603 (Abb. 12) mit einem Korrelations-
koeffizienten von 0.48, und signifikanten P-Wert (0.044). Dies beschreibt eine signifikante Kor-
relation flir die Annahme, dass erhohte IL-18 Werte mit erhohten IFN-y einhergingen. Im IL-
10/IFN-y Scatterplot bei kongenitaler Chagas-Infektion beobachteten wir dagegen eine geneigte
Tendenzlinie hin zu IL-10 mit einem RSq Wert von 0.03 (Abb. 13) mit einem Korrelationskoet-
fizienten von 0.17 und einem nicht signifikanten P-Wert. Dies beschreibt, dass hohe IFN-y Wer-
te invers mit niedrigen IL-10 Werten verbunden sind.

Bei IL-18/IFN-y in kongenitaler Toxoplasmose beobachteten wir eine geneigte Tendenzlinie hin
zu IL-18 mit einem RSq Wert von 0.062 (Abb. 14), mit einem Korrelationskoeffizienten von
0.31, und nicht signifikanten P-Wert. Im IL-10/IFN-y Scatterplot sahen wir erneut eine lineare
Verteilung in der Tendenzlinie des Scatterplot, der RSq Wert war 0.29 (Abb. 15) mit einem Kor-
relationskoeffizienten von 0.53, und signifikanten P-Wert (0.021). Dies beschreibt, dass erhohte

IL-10 Werte im individuellen Patienten mit erhohten IFN-y Werten assoziiert waren.

55



4 Diskussion

Es existiert keine Literatur in Bezug auf den Zusammenhang der pro- und anti-
inflammatorischen Zytokine in Neugeborenen mit kongenitaler Chagas oder kongenitaler Toxo-
plasmose, aber es gibt auch wenig Literatur iiber andere Infektionen oder gesunde Individuen.
Hartel veroffentlichte eine Studie in gesunden Neugeborenen, Kindern und Erwachsenen. Eine
Korrelation zwischen IL-4 und IL-10 ist hier der Fall; die Werte der IL-5 und IL-10 Sekretion
zeigen sich individuell reguliert auf einem bestimmten Niveau in Neugeborenen und friiher
Kindheit [Hartel et al. 2005]. Ein signifikanter Zusammenhang wird zwischen IL-10 in CD4+
Zellen und IFN-y in CD8+ Zellen in normalen gesunden Kindern zwischen 0 und 18 Jahren ge-
funden [Hoffmann et al. 2005]. In einer weiteren Studie in Kindern mit P. falciparum Infektion
zeigt die Korrelation zwischen IL-12 und IL-18 einen progressiven Zusammenhang, wihrend IL-
18 sich in hoheren Werten als IL-12 stabil zeigt. Hier zeigt sich eine inverse Korrelation zwi-
schen IL-12 und TGF-, bei denen die TGF- Titer stabil blieben [Malaguarnera et al. 2002].

In Erwachsenen beobachtet D'Avila in der Latenzphase der Chagas-Infektion eine hoch positive
Korrelation zwischen IL-10 und IFN-y Werten im Serum, wihrend Patienten mit kardialer Mani-
festation keine Korrelation zeigen, was auf eine unkontrollierte inflammatorische Immunantwort
in kardialen Patienten hinweist [D’Avila et al. 2009].

Eine strenge Korrelation wird zwischen der Eliminierung der Parasiten und einer erh6hten
Leishmania-spezifischen IFN-y /IL-10 Ratio in Méusen gefunden [Silvestre et al. 2007]. In einer
Studie von Guedes ist die chronisch kardiale Form der Krankheit mit hohen IFN-y und TNF-a
Werten und geringem IL-10 in der akuten Phase der Chagas-Infektion in Mausen assoziiert
[Guedes et al. 2009]. IL-18 aktiviert IFN-y potenter als IL-12, offensichtlich iiber einen separa-
ten Pfad sowie iliber Co-Induktion [Okamura et al. 1995; Romagnani, 2006], somit kann eine
Korrelation zwischen IL-18 und IFN-y erwartet werden. Auf der anderen Seite konnen beide Th1
Antworten durch adaptive T-reg Zellen iiber kontaktabhdngige Mechanismen und die Produktion
von IL-10 unterdriickt werden [Romagnani, 2006], so dass eine Korrelation von IFN-y und IL-10
erwartet werden kann. Bei IFN-y vs. IL-18 in der kongenitalen Chagas Gruppe ist diese Korrela-
tion offensichtlich nachgewiesen, ebenso mit einem signifikanten Ergebnis bei IFN-y vs. IL-10
fiir die kongenitale Toxoplasmose.

Diese Kurven und statistischen Ergebnisse miissen aber erneut unter dem Aspekt der geringen
Anzahl von Patienten in dieser Studie gesehen werden. Scatterplots und Korrelationskoeftizien-
ten sind umso verwundbarer, desto weniger Patienten eingeschlossen sind; eine hohere Anzahl
an Patienten konnte wahrscheinlich signifikantere Ergebnisse fiir [FN-y vs. IL-10 fiir kongenitale
Chagas und fiir IFN-y vs. IL-18 fiir kongenitale Toxoplasmose liefern. Der Zusammenhang in

Bezug auf die von uns getesteten Zytokine konnte aber zumindest partiell nachgewiesen werden.
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4.4. Die Korrelation zwischen Zytokinwerten und der Klinik der Neugeborenen mit

kongenitaler Chagas-Infektion oder kongenitaler Toxoplasmose

Neugeborene mit symptomatischer kongenitaler Toxoplasmose hatten signifikant erhohte IL-18
Werte im Vergleich zu asymptomatischen Neugeborenen; lediglich tendenziell hohere IL-18 und
IFN-y Werte konnten fiir symptomatische kongenitale Chagas Patienten, und tendenziell hdhere
IFN-y Werte fiir symptomatische kongenitale Toxoplasmose Patienten beobachtet werden.
Tendenziell erniedrigte Werte von IL-10 konnten fiir symptomatische kongenitale Chagas
Patienten, aber tendenziell hohere Werte an IL-10 fiir symptomatische kongenitale
Toxoplasmose Patienten im Vergleich zu asymptomatischen Neugeborenen beobachtet werden
(3.5; Tabelle 6).

Hierzu konnte nur wenig Literatur gefunden werden. Laucella beschreibt IFN-y als intensiv
involviertes protektives Lymphokin gegen 7. cruzi. Durch IFN-y aktivierte Makrophagen setzen
reaktive Sauerstoffmetaboliten und NO frei. [L-4, IL-10 und TGF-f sind hierbei in der Lage,
diese intrazelluldre Kontrolle der IFN-y-aktivierten Makrophagen herunterzuregulieren [Laucella
et al. 1996]. In Neugeborenen mit kongenitaler Chagas Infektion beschreibt Torrico eine hohere
Inzidenz von Neugeborenen mit niedrigen APGAR Werten, geringeres Geburtsgewicht,
héufigere Frithgeburtlichkeit, RDS und hoherer Mortalitét in Vergleich zu Patienten mit hoherer
Antikorperantwort, im Vergleich zu nicht-infizierten Neugeborenen von infizierten Miittern
[Torrico et al. 2004].

IFN-y wird in héheren Konzentrationen in Kindern mit stabiler Toxoplasmose gebildet als in
Kindern die eine serologische Reaktivierung zeigen, wahrend Kinder mit serologischer
Reaktivierung eine hohere Sekretion von IL-4 aufzeigen als die mit stabiler Toxoplasmose

[Kahi ef al.1999]. In der Infektion mit RSV zeigt sich bei Kindern unter einem Jahr, dass Kinder
mit rezidivierenden Hustenepisoden eine signifikante Erniedrigung der IFN-y Werte haben, im
Vergleich zu Kindern mit nur einer Hustenepisode [Kandelaki er al. 2005]. Didoli zeigte, dass
die Gabe von IFN-y an schwangere Ratten einen partiellen Schutz auf deren Nachwuchs in der
weiteren Infektion mit 7. cruzi aufbauten [Didoli ef al. 2000]. IL-18 erhoht die IFN-y Produktion
durch T- Zellen in Zusammenhang mit IL-12. In 7. gondii infizierten Méusen tragt IL-18 zur
Th1 Immunpathologie entscheidend bei [ Vossenkamper et al. 2004]. Erhohte IL-18
Konzentrationen in symptomatischen kongenitalen Toxoplasmose Patienten korreliert mit den
bekannten immunpathologischen Wegen. Die angeborene Abwehr gegen 7. gondii ist abhidngig

von der Fahigkeit von IL-12, NK-Zellen zu aktivieren, die IFN-y produzieren [Cai et al. 2000].
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Verabreichung von IL-18 an 7. gondii infizierte Méuse resultiert in einer erhohten Produktion
von IFN-y, reduzierten Parasitenlast und verminderten Mortalitdt [Cai ef al. 2000].

Der Zusammenhang von klinischen Symptomen oder deren Auftreten mit einer erhdhten pro-
inflammatorischen Immunantwort kann in unserer Studie nur partiell gezeigt werden.
Moglicherweise kdnnten auch hier weitere Studien in hoheren Patientenzahlen diese Erwartung

erfullen.

4.5. Schlussfolgerung

Die Verdnderungen der Immunantwort von Neugeborenen und Kindern wurden in der Vergan-
genheit in mehreren Studien untersucht, dabei wurden wichtige Unterschiede zur Immunantwort
des Erwachsenen festgestellt, aber die Neugeborenen sind zu einer kompetenten Immunantwort
fahig. Die meisten dieser Studien beruhen auf Werten aus aktiviertem Nabelschnurblut oder
Maiusemodellen.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die pro-inflammatorischen Zytokine IL-18 und IFN-y bei der
kongenitalen Chagas-Infektion signifikant zu gesunden Kontrollen erniedrigt sind, aber die ge-
genregulatorischen IL-10 Werte deutlich erhoht. In der kongenitalen Chagas Gruppe sind die
Werte der pro-inflammatorischen Zytokine IL-18 und IFN-vy signifikant niedriger als in der kon-
genitalen Toxoplasmose Gruppe. Im Falle der Patienten mit kongenitaler Toxoplasmose sind die
IFN-y Werte im Vergleich zur Kontrolle deutlich erniedrigt. Wir sahen einen tendenziellen Un-
terschied mit niedrigeren IL-18 Werten in der kongenitalen Toxoplasmose Gruppe im Vergleich
zur Kontrolle, mit erhdhten Mengen an IL-10. Diese Ergebnisse stimmen mit denen aus der ak-
tuellen Literatur mit Vollblutzellen oder Mausmodellen tiberein; das Serum der Neugeborenen
resultierte hier brauchbar zur Zytokinbestimmung in Neugeborenen. Allerdings ist hier Vorsicht
in der Interpretation geboten, da, wie bereits vorangehend erwihnt, Zytokine anfillig und von
geringer Halbwertszeit sind. Andere Studien unter experimentellen Bedingungen kommen aber
zu vergleichbaren Resultaten. Des Weiteren werden hier nur zwei Schliisselzytokine der pro-
inflammatorischen (IFN-y und IL-18) Immunantwort und ein Schliisselzytokin der gegenregula-
torischen (IL-10) Immunantwort betrachtet. Eine weitere Betrachtung des Patientenkollektivs
mit weiteren Zytokinen, aktivierte Zellpopulation, Zytokinproduktion einzelner Zellpopulationen
wiirden hier die Konsistenz der Ergebnisse verstirken.

Wir sahen eine starke Korrelation und Signifikanz zwischen den Werten von IL-18 und IFN-y
fiir die kongenitale Chagas-Infektion, und zwischen IFN-y und IL-10 fiir die kongenitale Toxo-

plasmose. Auch dies deckt sich mit vorliegender aktueller Literatur, die den Synergismus dieser
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Zytokine beschreibt. Hier kann aber nicht von einem statistisch konsistenten Nachweis gespro-
chen werden.

Seren von kongenital 7. cruzi infizierten Neugeborenen stehen seltenst fiir Studien zur Verfii-
gung, und waren zum Beginn dieser Studie nur im Ambulanzzentrum und Labor fiir kongenitale
Erkrankungen des “Hospital Ricardo Gutiérrez in Buenos Aires, Argentinien vorhanden.

Zu einem statistisch aussagekréftigeren Ergebnis in Bezug auf die vorliegende Klinik und deren
Zusammenspiel mit den Zytokinwerten bedarf es aber einer hoheren Fallzahl und der eventuellen
Messung weiterer pro- und anti-inflammatorischen Zytokine, aktivierter Zellpopulation und Zy-
tokinproduktion einzelner Zellpopulationen. Die vorliegende Arbeit zeigt die Notwendigkeit

weiterer Studien auf.
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5. Zusammenfassung

Die Infektion mit 7. cruzi oder T. gondii in der Schwangerschaft kann zur kongenitalen Chagas-
Infektion oder kongenitalen Toxoplasmose fithren. In Erwachsenen fiihrt die Erkrankung zur
Th1 Immunantwort mit erhohter Produktion von IL-12, IL-18 und IFN-y.

Die Schwangerschaft induziert eine voriibergehende Depression der miitterlichen Zell-
vermittelten Immunitédt, um das AbstoB3en des Fetus zu verhindern, und die neonatalen
Immunzellen haben dabei eine limitierte Fahigkeit zur Sekretion von Zytokinen, was zur
erhohten Anfilligkeit gegen kongenitale Infektionen beitrdgt. Die Unterdriickung der
miitterlichen Immunantwort gegen die Infektion mit 7. cruzi und 7. gondii verhindert hierbei
aber auch eine Zerstorung des Gewebes. Da die Immunantwort in infizierten Neugeborenen nicht
detailliert erforscht wurde, bestimmten wir die pro-inflammatorischen Zytokine IL-18 und IFN-
v und das gegenregulatorische IL-10 in Neugeborenen mit kongenitaler Chagas-Infektion und
kongenitaler Toxoplasmose.

Die Studie wurde mit Seren von kongenital infizierten Neugeborenen durchgefiihrt, - unter
Einschluss klinischer Daten, um diese mit der Konzentration der Zytokine in den Seren zu
verbinden. Die Seren wurden aus Neugeborenen ausgesucht, die zwischen den Jahren 1998 und
2003 im ,,Hospital Ricardo Gutiérrez* in Buenos Aires, Argentinien behandelt wurden.

Seren von 18 Neugeborenen mit kongenitaler Chagas-Infektion, von 19 mit kongenitaler Toxo-
plasmose und von 20 nicht-infizierten gesunden Neugeborenen wurden eingeschlossen. Ein-
schlusskriterien fiir kongenitale Chagas-Infektion war: Alter < 6 Monaten, positive Serologie der
Mutter, direkter Nachweis von 7. cruzi im Neugeborenen und keine Behandlung der Mutter in
der Schwangerschaft. Einschlusskriterien fiir kongenitale Toxoplasmose waren: Alter < 12 Mo-
naten, Nachweis einer kongenitalen Infektion — aufgrund des spéteren Auftreten von Symptomen
erfolgt bei diesen Kindern erst eine spétere Vorstellung — und das Vorliegen von positiven IgG,
IgM, und/oder IgA Tests im ersten Lebensjahr. Fiir die Kontrollgruppe wurden Neugeborene < 6
Monaten frei von Zeichen einer Infektion oder einer anderen Erkrankung ausgesucht, von Miit-
tern, die seropositiv auf 7. cruzi oder seronegativ auf 7. cruzi oder T. gondii waren.
Kommerzielle ELISA wurden fiir die Bestimmung von IL-18, IFN-y und IL-10 gebraucht.

Alter und Geschlecht unterschieden sich nicht zwischen den infizierten Neugeborenen und den
Kontrollen. 50% der Kinder mit kongenitaler Chagas-Infektion zeigten Zeichen einer Infektion.
Neugeborene mit kongenitaler Chagas-Infektion zeigten signifikant verminderte IFN-y und IL-
18 Konzentrationen im Vergleich zu den Kontrollen. Im Gegensatz dazu waren die

Konzentrationen von IL-10 bei kongenitaler Chagas-Infektion signifikant im Vergleich zu den
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Kontrollen erhoht. Die Konzentrationen der Zytokine in den Kontrollgruppen unterschieden sich
nicht von Neugeborenen deren Miitter seronegativ/seropositv auf 7. cruzi in der
Schwangerschaft waren. Wir beobachteten keine Unterschiede in den Konzentrationen der
Zytokine vor und nach Behandlung. Ein umgekehrtes Verhiltnis wurde ebenfalls bei
kongenitaler Toxoplasmose beobachtet. Die Konzentrationen von IFN-y und IL-18 waren
vermindert, IL-10 erhoht. Die Erniedrigung der pro-inflammatorischen Zytokine und die
Erhohung von IL-10 waren in der Chagas Gruppe ausgeprégter im Vergleich zur Toxoplasmose
Gruppe. In der Kontrollgruppe hatten Neugeborene von seronegativen Miittern keine
Unterschiede in ihren Zytokinkonzentrationen zu nicht-infizierten Neugeborenen von 7. cruzi
positiven Miittern. Wir sahen eine starke Korrelation zwischen IL-18 und IFN-y fiir die
kongenitale Chagas-Infektion und zwischen IFN-y und IL-10 bei kongenitaler Toxoplasmose.

In Miittern von Neugeborenen mit kongenitaler Chagas-Infektion wurde bereits iiber eine ver-
minderte Aktivierung von CD4+ und CD8+ T-Zellen und T. cruzi-spezifischer Suppression IFN-
v vermittelter Immunantwort berichtet.

Die miitterliche 7. cruzi Infektion beeinflusst die Immunantwort des Neugeborenen pro- und
anti-inflammatorisch durch Zirkulation von Antikorpern von der Mutter auf den Fetus.

IL-10 wurde bis dato in Neugeborenen mit kongenitaler Chagas-Infektion oder kongenitaler To-
xoplasmose nicht quantifiziert. Der beobachtete Anstieg mag durch eine erh6hte Anzahl regula-
torischer T-Zellen bedingt sein und auf diesem Wege den Riickgang in der Sekretion der Thl
Zytokine verursachen. Es gibt mehrere Erklarungen fiir diesen Shift: 1. da die Th1 Immunant-
wort auf die 7. gondii und 7. cruzi Infektion potentiell ein Risiko fiir den Wirt darstellt, konnte
die vermehrte IL-10 Produktion ein Weg sein diese zerstérende Immunpathologie zu umgehen;
2. dieser Shift konnte vom Parasiten selbst verursacht sein, um die Th1 Immunantwort zu umge-
hen; 3. das Immunsystem wird in der Schwangerschaft zur Toleranz modelliert, um somit den
Feten vor diesem selbst zu schiitzen. Diese Mechanismen wirken wohl nach Geburt zunéchst bei
dem Neugeborenen durch die vorangehende plazentare Modulation weiter.

Einen signifikanten Unterschied in der Zytokinproduktion vor- und nach Behandlung konnten
wir nicht nachweisen. Die Werte von pro- und gegenregulatorischen Zytokinen korrelierten aber
gegenseitig in unseren Ergebnissen.

Zusammenfassend zeigte die Analyse von kongenital mit 7. cruzi oder 7. gondii infizierten Neu-
geborenen eine geringere Sekretion der pro-inflammatorischen Zytokine mit einer Erhdhung von
IL-10. Dies zeigt sich libereinstimmend mit der gesichteten Literatur. Weitere Studien sollten die
dahinter liegenden Mechanismen weiter erkunden und so zu einer verbesserten Kontrolle und

Behandlung dieser Erkrankungen beitragen.
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