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Mikrosporidiosen des Menschen —
Wo ist das Reservoir?
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Bis Mitte der 90er Jahre wurden weltweit Mikrosporidien in Stithlen und Dinndarmbiopsaten von
10-25%, in einigen Untersuchungen bei bis zu 50% HIV-positiver Patienten mit chronischer Dia-
rrhoe gefunden (6). Die am haufigsten diagnostizierte Mikrosporidienspezies ist Enterocytozoon
bieneusi. Infektionen mit Encephalitozoon intestinalis sind 3- bis 10-mal seltener (5, 8), andere
Mikrosporidienarten werden nur in Einzelfallen gefunden. Seit Einfithrung der Dreifach-Kombina-
tionstherapie hat sich die Pravalenz von Mikrosporidiosen bei Patienten mit AIDS drastisch ver-
mindert, so dass zur Zeit Mikrosporidien nur noch in wenigen Fallen festgestellt werden. Da durch
die genannte Therapie allerdings keine Heilung der Immunschwache erreicht werden kann, bleibt
abzuwarten, ob es in einigen Jahren zu einem Wiederanstieg kommen wird.

Obwohl zumindest die durch Encephalitozoon cuniculi verursachte Mikrosporidiose wiederholt
als Zoonose angeschuldigt wurde (2, 9), gibt es bis heute keinen eindeutigen Beweis fiir die Uber-
tragung von Mikrosporidien von Tieren auf Menschen. Eine mogliche Ausnahme konnte lediglich
die Serokonversion eines 10-jahrigen Madchens darstellen, die nach engem Kontakt mit einem
E. cuniculi-infizierten Welpen, der Sporen im Urin ausschied, gesichert werden konnte (11). Auch
experimentelle Ubertragungen von aus Menschen isolierten und kultivierten E. cuniculi-Sporen auf
Kaninchen waren erfolgreich (9). Ebenfalls erfolgreich waren experimentelle Ubertragungen von
E. bieneusi-Sporen von Menschen und Rhesus-Affen auf immunsupprimierte, gnotobiotische
Schweine (7).

Ob allerdings diese experimentellen Befunde Riickschlusse auf die tatséchlichen Reservoire
humanpathogener Mikrosporidien zulassen, muss weiterhin offen bleiben. Zumindest theoretisch
ware dieses Problem mit epidemiologischen Untersuchungen l6sbar. Dazu kénnten Kenntnisse
tber das Wirtsspektrum humanpathogener Mikrosporidien ausgenutzt werden. Beispielsweise



Material und Methoden

DNA-Isolierung
aus Stuhl und Kot

Polymerase-Kettenreaktion
(PCR), Klonierung und
Sequenzierung

DNA-Sequenzanalyse

konnten flr E. bieneusi in jungster Zeit mehrere Wirtstierarten identifiziert werden, namlich
Schwein (3), Katze (10), Rind (13) und, allerdings mit einem deutlich geringeren homologen Geno-
typ, Hund (10). Leider lasst sich daraus noch nicht unmittelbar ableiten, dass alle diese Tierarten
auch als Infektionsquelle fir den Menschen in Frage kommen. Klassisch-epidemiologische Unter-
suchungen, z.B. Fall-Kontroll-Studien, mit denen dieses Problem geklart werden kdnnte, verbieten
sich aufgrund zu geringer Fallzahlen (,Patienten mit AIDS und Mikrosporidiose und Kontakt zu
einer bestimmten Tierart”). Als einzig realisierbare Alternative kommt daher der Versuch in
Betracht, moglichst viele Stimme innerhalb einer Mikrosporidienart zu unterscheiden und zu
vergleichen, welche beim Menschen vorkommen und ob es die gleichen auch bei bestimmten
Wirtstierarten gibt. Da es morphologisch keine Unterscheidungsmerkmale gibt, miissten geeignete
Unterschiede unterhalb des Artniveaus im Genom gesucht werden.

In der Tat konnten 1997 erstmals E. bieneusi-Stamme genotypisch durch Sequenzierung von Tei-
len des Gens der ribosomalen RNA (rDNA) unterschieden werden (14). Dadurch wurden die hier
vorgestellten molekular-epidemiologischen Untersuchungen moglich, in deren Verlauf nicht nur
ein neuer E. bieneusi-Genotyp beim Menschen gefunden werden konnte, sondern sich auch eine
Antwort auf die Frage anbietet, welche Tierarten als Reservoire dieser beim Menschen am haufig-
sten gefundenen Mikrosporidienart in Frage kommen.

0,1 g Stuhl oder Kot wurde mit 33,3 pl 1 M KOH und 9,3 pl 1 M Dithiothreitol (DTT)-Losung (154 mg
DTT in 1 ml 10 mM Natriumazetat [pH 5,2] geldst) innig verrthrt und 15 min bei 65°C inkubiert.
Nach der Inkubation wurde mit 80 pl 2 M Tris-HCI (pH 8,3) und 4,3 pl 25% HCl abgepuffert. Dabei
wurde der Puffer vor der Saure zugegeben, um unnotige pH-Sprunge zu vermeiden. Nach dem Aus-
schutteln mit 250 pl PCI (Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol im Verhaltnis 25:24:1, aqulibriert mit
10 mM Tris-HCJ, pH 8,0) und Phasentrennung durch 4 min zentrifugieren in einer Mikrozentrifuge
(ca. 14.000 gmax) Wurde die obere, wassrige Phase nochmals wie zuvor 4 min zentrifugiert, um
eventuell noch vorhandene Verunreinigungen abzutrennen. Anschliefend wurde die DNA durch
Silikagel- (,Geneclean 11"-Kit, BIO 101, La Jolla, USA) gereinigt und in 40 pl 10 mM Tris-HCI (pH 8,3)
eluiert.

Das Zielgen der PCR war der interne transkribierte ,Spacer” (ITS) der rDNA von Mikrosporidien. Die
PCR wurde zur Steigerung der Sensitivitat als geschachtelte (,nested”) PCR und zur Reduzierung
von Nebenprodukten zusatzlich als ,Hot-Start“-PCR durchgefiihrt und wurde bereits beschrieben
(6). Die Klonierung und Sequenzierung der PCR-Produkte erfolgte nach RINDER et al. (14).

Die Konsensus-Sequenz jedes Isolates wurde durch die Identitat jeder Nukleotidposition in minde-
stens 2 unabhéngig voneinander generierten Klonen aus verschiedenen PCR-Amplifikationen
bestimmt. Alle diskrepanten Positionen wurden entweder durch die Identitét mit allen anderen bis-
her charakterisierten DNA-Sequenzen dieser Spezies (konservierte Position) oder, im Fall einer
nicht-konservierten Position, durch die Identitat mit einem dritten, unabhangig generierten Klon
aus einer separaten PCR-Amplifikation bestimmt. Mutationen, die nur in einem einzigen Klon eines
einzigen Isolates gefunden wurden, wurden als Polymerasefehler oder, davon ununterscheidbar, als
seltene Allele klassifiziert und wurden bei der Erstellung von Konsensus-Sequenzen nicht bertick-
sichtigt. Identitaten zwischen Konsensus-Sequenzen der Isolate wurden als Differenz der Anzahl
der beobachteten Mutationen zur durchschnittlichen Lange dieser Sequenzen, geteilt durch diese
Lange, in Prozent angegeben, wobei Substitutionen, Deletionen und Insertionen als jewells eine
Mutation gezéhlt wurden. Fir vergleichende Sequenzausrichtungen (,alignments”) der ITS-
Sequenzen wurden die Programme NALIGN (flr 2 Sequenzen) und CLUSTAL (fiir 3 und mehr
Sequenzen) des PC/GENE Software-Paketes (Intelligenetics, Mountain View, USA) verwendet. Phy-
logenetische Zuordnungen und deren graphische Représentation als Dendrogramme wurden mit-
tels Distanz-Matrix-Analyse der DNA-Sequenzen ebenfalls mit dem letztgenannten Programm
berechnet.



Ergebnisse

Ein neuer E. bieneusi-Genotyp
des Menschen

Phylogenetische Beziehungen
zwischen E. bienceusi-Stammen

Diskussion

Die sequenzierung amplifizierter E. bieneusi-rDNA aus dem Stuhl eines 18-jahrigen, immunkom-
petenten, méannlichen Patienten aus Venezuela mit 3-4 Monate andauernder Diarrhoe, die nach
Therapie mit Albendazol endete, ergab einen bisher noch nicht beschriebenen Genotyp. Die
Sequenz wurde unter der Zugriffsnummer AF267147 in der Datenbank GenBank hinterlegt und
zeigt eine Besonderheit, die sie von allen bisher bekannten E. bieneusi-Genotypen, einschlieflich
denen anderer Wirtsspezies, unterscheidet: Anstelle von 5 GT-Dinukleotid-Wiederholungen zwi-
schen Position 43 und 52 im ITS besitzt der neu gefundene Genotyp 6 GT-Wiederholungen (Abb. 1).
Die restlichen Positionen sind mit denen einer bereits friher beim Menschen beschriebenen
Sequenz (Genotyp C) identisch. Durch die Insertion vergrofert sich die Lange des ITS, im Gegen-
satz zu allen bisher bekannten Genotypen, die alle eine ITS-Lange von 243 bp aufweisen, um 2 bp
auf 245 bp. Die beschriebene Insertion wurde in mehreren, unabhéngigen Klonierungen aus
jeweils unabhangig voneinander durchgefuhrten PCR-Reaktionen reproduzierbar und ohne Aus-
nahme gefunden.

Ein Vergleich bisher bekannter E. bieneusi-Genotypen aus Schweinen und Rindern (1, 3, 13) mit
denen aus menschlichen Wirten (14, 15) sowie mit dem hier erstmals beschriebenen Genotypen
AF267147 zeigt, dass sich diejenigen aus Schweinen und Menschen in einer dendrographischen
Darstellung Gberlappen (Abb. 2). Beispielsweise besitzen die Genotypen E und G aus Schweinen
eine grokere Ahnlichkeit mit den Genotypen A, B und D aus Menschen als mit anderen Genotypen
(F, H) aus Schweinen. Dagegen grenzen sich die E. bicneusi-Genotypen aus Rindern (I, J) deutlich
von denen aus Menschen und Schweinen ab.

Die Suche nach den Infektionsquellen und den Ubertragungswegen von Mikrosporidien-Infektio-
nen des Menschen ist in Ermangelung praktikabler Alternativen entscheidend von der Anwendung
molekular-epidemiologischer Methoden abhéngig (12). Besondere Bedeutung hat hierbei wie-
derumdie Suche nach geeigneten, sogenannten ,informativen” genetischen Loci, anhand derer die
Differenzierung genotypisch ahnlicher Gruppen von Individuen ermoglicht wird. Es ist deshalb
winschenswert, bei den gefundenen Wirtsspezies das genotypische Spektrum von E. bieneusi
moglichst gut zu beschreiben. Leider waren bisher beim Menschen als Wirt nur 4 unterschiedliche
Genotypen von E. biencusi beschrieben worden, die sémtlich von Patienten aus Munchen, Berlin
oder Zurich stammten (14, 15).

Der hier erstmals beschriebene Genotyp AF267147 ist nicht nur deshalb nttzlich, weil er das
genotypische Spektrum von E. biencusi beim Menschen als Wirtsspezies komplettiert, sondern
auch aus epidemiologischen Grinden. Obwohl hier erstmals ein E. bieneusi-Genotyp aus einem
anderen Kontinent beschrieben wurde, ist dieser Genotyp eng mit einem bereits bekannten
E. bieneusi-Genotyp aus menschlichen Wirten verwandt und gruppiert sich phylogenetisch mit den
ubrigen bereits bekannten Genotypen aus Menschen und Schweinen. Soweit dies nach der
Charakterisierung des ersten aufsereuropaischen E. biencusi-Genotyps vorhergesagt werden kann,
scheinen geographische Unterschiede demnach einen geringeren Einfluss auf die Enge der Ver-
wandtschaft von E. biencusi-Genotypen zu haben als die Wirtstierart.

Abbildung 2 zeigt, dass alle Genotypen aus Menschen und Schweinen zueinander enger ver-
wandt sind als diese zu Genotypen aus Rindern. Manche Genotypen aus Menschen, zum Beispiel
A,Bund D sind zu einigen aus Schweinen (E und G) enger verwandt als zu weiteren Genotypen aus
Menschen, zum Beispiel C und AF267147. Dagegen sind die E. biencusi-Genotypen aus Rindern
deutlich von denen aus Menschen und Schweinen abgegrenzt.

Diese Befunde konnen unterschiedlich interpretiert werden. Eine erste Argumentationslinie
stitzt sich auf das Fehlen ,identischer Genotypen” bei unterschiedlichen Wirtstierarten. So konn-
ten bel der Mikrosporidienart E. cuniculi, im Gegensatz zu E. bieneusi, identische ITS-Sequenzen
bei menschlichen und tierischen Wirten, namlich Kaninchen, gefunden werden, woraus auf ein
zoonotisches Potential dieser Mikrosporidienart geschlossen wurde (9). Weil im Gegensatz dazu
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mit E. bieneusi bei Schweinen und Menschen” sprachen (4).

Dieser Auffassung ist jedoch entgegenzuhalten, dass die untersuchten Bereiche von E. cuniculi
und E. biencusi bei genauerer Betrachtung einige signifikante Unterschiede aufweisen. Der ITS von
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Zusammenfassung

4

nen ,Uberlappt”, wie Abbildung 2
zeigt, und es fehlt eine Abgrenzung. Im Gegensatz zu der bis jetzt bekannten Situation bei Rindern
spricht dieser Befund daher gegen eine Ubertragungsbarriere dieses Erregers zwischen Schweinen
und Menschen. Daher kann aufgrund dieser Daten nicht ausgeschlossen werden, und es erscheint
sogar wahrscheinlich, dass Schweine durchaus ein Reservoir humanpathogener E. bieneusi-
Stamme darstellen konnen.

Die Reservoire und die Ubertragungswege humanpathogener Mikrosporidien sind noch immer
weitgehend unbekannt. Experimentelle Infektionen des Menschen verbieten sich und epidemiolo-
gische Untersuchungen, zum Beispiel Fall-Kontroll-Studien zum Erkennen moglicher Risikofakto-
ren, scheitern aufgrund zu geringer Fallzahlen. Einen moglichen Ausweg stellt die Unterscheidung
einzelner Stémme innerhalb einer Mikrosporidienart und ihr Vergleich zwischen verschiedenen
Wirten dar. Dazu sollte das genotypische Spektrum der Parasiten in den jeweiligen Wirtsspezies
moglichst gut bekannt sein. Aus menschlichen Wirten waren bisher lediglich vier Genotypen von



Schliisselworter

Summary
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Enterocytozoon bieneusi, der hdufigsten den Menschen parasitierenden Mikrosporidienspezies,
bekannt. Ein neuer Genotyp, der sich um eine Dinukleotid-Insertion von allen bisher bekannten
E. biencusi-Genotypen unterscheidet, wird in dieser Arbeit vorgestellt (GenBank-Eintragung
AF267147). Ein Vergleich der E. bieneusi-Genotypen aus Menschen, Schweinen und Rindern zeigte,
dass einige Sequenzen aus Menschen und aus Schweinen einander ahnlicher waren als andere, die
innerhalb der gleichen Wirtsspezies gefunden wurden. Dieser Befund spricht gegen eine Ubertra-
gungsbarriere dieses Erregers zwischen Schweinen und Menschen. Daher kann nicht ausge-
schlossen werden, dass Schweine ein mogliches Reservoir humanpathogener E. bieneusi-Stamme
sein konnten.

Enterocytozoon bieneusi, Reservoir, Genotypen.

Human Microsporidioses: Where Is the Reservoir?

The reservoirs of human-pathogenic microsporidia and their routes of transmission are still largely
unknown. Experimental infections of humans must be ruled out. Due to insufficient case numbers,
epidemiologic investigations, too, for example case control studies for the detection of possible risk
factors, can not be performed. A possible solution is the differentiation of strains within a given
microsporidial species and their comparison between different hosts. To be efficient, the genotypic
spectrum of the parasites in the different host species should be known as much as possible. From
humans thus far, only four genotypes were known for the most frequently found microsporidial
species in humans, Enterocyltozoon bicneusi. A novel genotype is presented in this study (GenBank
accession number AF267147), which displayed a dinucleotide insertion not found in any other
known E. bieneusi genotype. On comparison of the different E. bieneusi genotypes it was found that
some genotypes from humans and from pigs were related more closely to each other than to others
from the same host species. This finding suggests the lack of a transmission barrier for this patho-
gen between pigs and humans. Thus it can not be ruled out that pigs might serve as a possible
reservoir for infections of humans with £. bieneusi.

Enlerocylozoon bieneusi, reservoir, genotypes.
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