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Einleitung

Im Rahmen der bei den Azande in Nordost-Zaire durchgeführten epidemiologischen
Studie wurden für parasitologische Untersuchungen Serumproben gesammelt sowie
Blutausstriche und Dicke Tropfen angefertigt. Das mitgebrachte Material sollte vor
allem einer serologischen Screening-Studie über das Vorkommen von Parasiten bei
den Azande dienen und jene parasitologischen Untersuchungen ergänzen, die
PRINZ et al. (11) bereits bei einer der früheren Reisen zu den Azande durchgeführt
hatten. Ein Teilbericht der Untersuchungsergebnisse, nämlich jener über das Vor-
kommen von Trypanosoma-brucei-gambiense-\ntekt\or\en bei den Azande, sei hier
vorgestellt.

Die Schlafkrankheit stellt für den Menschen in Zentralafrika die gefährlichste Parasi-
tose dar. Dachte man noch vor einigen Jahren, daß diese Infektion in weiten Gebie-
ten eingedämmt worden wäre, so hat sich die Situation in den letzten Jahren in vielen
Regionen wieder verschlechtert. Die Bekämpfung ist schwieriger geworden, die Er-
krankung ist weiter verbreitet, und Herde, in welchen seit 30 Jahren keine Schlaf-
krankheit mehr aufgetreten ist, sind wieder aufgeflackert.

Im Gebiet der Azande in Nordost-Zaire ist die Schlafkrankheit in einigen Landstrichen
endemisch und stellt ein großes gesundheitliches Problem dar. Durch verbesserte
und intensivierte Untersuchungen und Bevölkerungskontrollen bis hin zu den entle-
gensten Dörfern der Region Doruma konnte in den letzten Jahren die Rate der auf-
gedeckten Schlafkrankheitsfälle stark verbessert werden: Waren in den Jahren 1979
- 1981 lediglich 138 Fälle von Schlafkrankheit bei über 36.000 Untersuchten regi-
striert, so kamen im Jahr 1982 alleine 183 neue Fälle bei 28.340 Untersuchten
(=0,6%) hinzu (3, 12). Diese Untersuchungen erstreckten sich jedoch lediglich auf
die Kontrolle der Lymphknotenschwellungen im Halsbereich. Zieht man nun in Be-
tracht, daß nur bei etwa 50% der Trypanosomiasis-Fälle eine Lymphadenopathie
auftritt (13) und daß andererseits etwa 70 - 80% der Lymphadenopathien eine ande-
re Ätiologie aufweisen als eine Trypanosomen-Infektion (13), so ist leicht zu ersehen,

*) Gefördert durch den Fonds zur Förderung der wissenschaftlichen Forschung (P 6060).
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daß die Palpation und Punktion der Lymphknoten zur Kontrolle der Schlafkrankheit
nicht ausreicht und ein recht unökonomisches Mittel darstellt. Zudem gelang es in
mehreren Fällen trotz genauer Untersuchung von Lymphknotenpunktaten nicht, den
Erreger nachzuweisen, sodaß — wäre diese Methode alleine ohne Serologie und
nachfolgende Erregeranreicherungen aus dem Blut angewandt worden — die Er-
krankung unerkannt geblieben wäre (14).

Im Gebiet der Azande ist bisher noch nie eine serologische Studie über die Häufigkeit
der Trypanosomiasisis durchgeführt worden. Ziel der vorliegenden Arbeit war es,
erstmals mittels serologischer Methoden die Durchseuchungsrate zu ermitteln, sowie
die im Handel befindlichen, einfach durchzuführenden serologischen Tests (Indirek-
ter Hämagglutinationstest [IHA] und Direkter Agglutinationstest [DA]) auf ihre prakti-
sche Anwendbarkeit zu überprüfen.

Material und Methode

Probanden:

Untersucht wurden 430 Azande, die sich in Doruma und den "Dispensaires ruraux"
Gurba, Gangala, Naparka, Kpanagbala und Diagbe freiwillig für Untersuchungen zur
Verfügung gestellt hatten, sowie 95 Probanden verschiedener Stammeszugehörig-
keit aus der Stadt Isiro, die sich zur Blutabnahme bereit erklärt hatten.

Direkter Erregernachweis:

Zur Herstellung von Blutausstrichen und Dicken Tropfen wurde Blut aus der Finger-
beere von 430 Azande entnommen. Die Blutausstriche und Dicken Tropfen wurden
nach Giemsa gefärbt und bei 1000facher Vergrößerung mikroskopisch untersucht.

Indirekter Erregernachweis:

Zugeordnet zu den Blutausstrichen und Dicken Tropfen wurde für serologische Tests
Blut aus der Armvene von 424 Azande aus den obengenannten Regionen entnom-
men; hinzu kamen 95 Proben verschiedener Stammesangehöriger aus der Stadt
Isiro. Die Blutproben wurden an Ort und Stelle verarbeitet und anschließend bis zur
weiteren Verwendung bei — 20° C tiefgefroren.
Indirekter Hämagglutinationstest:
Testreagentien: Cellognost® — Trypanosomiasis (Behring, Marburg, BRD), Kontroll-
reagens und Absorptionszellen (Behring). Testduchführung: nach den Angaben des
Herstellers.
Direkter Agglutinationstest:
Testreagentien: Testryp® CATT Smith Kline-RIT, Rixensart, Belgien). Testdurchfüh-
rung: nach den Angaben des Herstellers.

Ergebnisse und Diskussion

Die Anwendung des direkten Erregernachweises erbrachte weder mittels Dicken
Tropfen noch mittels Blutausstriches den Nachweis von Trypanosomen. Dies war zu
erwarten, da gerade bei Infektionen mit Trypanosoma brucei gambiense der Erreger
oft nur schwer aus dem Blut oder aus Lymphknotenpunktaten zu isolieren ist (7) und
es besonderer Anreicherungsmethoden wie "buffy coat" (1, 8, 15), Zentrifugation mit
Silikonflüssigkeit (10) oder einer lonenaustauschchromatographie (4) zum Nachweis
der Parasiten bedarf.
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Der indirekte Erregernachweis (IHA und DA) wurde in zwei Schritten durchgeführt. Im
ersten Schritt wurde jeweils ein Screening-Test nach den Angaben der Hersteller
durchgeführt, um die Anzahl der fraglichen Seren einzugrenzen. Im zweiten Schritt
wurden dann die Seren quantitativ getestet. Der IHA-Screening-Test erwies sich in
der vom Hersteller angegebenen Verdünnungskonzentration (konzentriertes Serum,
1 : 3 gegenüber quantitativem Test verdünnte Erythrozytenkonzentration) als wenig
brauchbar, da zuviele Seren positiv bzw. fraglich positiv blieben und somit kaum eine
Eingrenzung möglich war (Tab. 1). Außerdem war der Test schlecht ablesbar. Beim
quantitativen Test wurde jeweils eine Kontrolle mit nicht-sensibilisierten Erythrozyten
mitgeführt. Drei Seren reagierten positiv, sodaß vor der nochmaligen Austestung ei-
ne Absorption durchgeführt werden mußte. Insgesamt acht Seren erwiesen sich im
IHA schließlich als positiv (Tab. 1).

TABELLE 1
Anzahl der positiven und fraglich positiven Seren im Indirekten Hämagglutinationstest

(IHA) und Direkten Agglutinationstest (DA), n = 519

IHA-Screening-Test:

IHA-Quantitativer Test:

DA-Screening-Test:

DA-Quantitativer Test:

positiv:
+ positiv:

positiv:

positiv:
+ positiv:

positiv:

36
50

86

11
- 3

8

14
3

17

16

(Titer > 1 : 40)
(Kontrolle pos.,
neg. nach Absorption)

Der Direkte Agglutinationstest, CATT (6), ist erst seit Anfang der 80er Jahre im Han-
del, sodaß noch relativ wenige Erfahrungen vorliegen. Die Sensitivität und Spezifität
wird als sehr gut beschrieben (5). In etwa 5% der untersuchten Seren (13, 16) kön-
nen unspezifische Reaktionen auftreten, zum Beispiel dann, wenn im Patientense-
rum Antikörper gegen tierische Trypanosomen vorliegen (2, 9). Dies kann durchaus
der Fall sein, da mehrere tierische Trypanosoma-Spez\es bei einer Übertragung
durch Insekten auf den Menschen zwar in diesem nicht vermehrungsfähig sind, je-
doch einen Antigenreiz setzen, sodaß es zur Antikörperbildung kommen kann. Bei ei-
ner Vergleichsstudie zwischen Hämatokrit-Zentrifugationstechnik, lonenaustausch-
chromatographie, Indirektem Immunfluoreszenztest und CATT-Test wurde letzterer
gegenüber den anderen Methoden als gleichwertig befunden (16). In unseren Unter-
suchungen erwies sich der DA-Screening-Test wie auch der quantitative DA-Test als
gut ablesbar, einfach und in sehr kurzer Zeit (5 min.) durchführbar. Von den 17 im
Screening positiven Seren konnten im quantitativen Test 16 bestätigt werden
(Tab. 1). Allerdings werden im quantitativen Test kaum höhere Titerstufen erreicht
als im Screening-Test.
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In jedem Fall eines serologisch positiven Ergebnisses ist natürlich der Beweis der
Trypanosoma-MeVX\on erst durch den direkten Erregernachweis (meist nur durch
Anreicherungsverfahren) zu erbringen. Im Falle der vorliegenden Studie werden da-
her aufgrund der erhobenen Befunde die in Frage kommenden Azande zur Durch-
führung des direkten Erregernachweises in das Gebietskrankenhaus Doruma bzw. in
die "Dispensaires" einberufen werden.

Betrachtet man die serologisch positiven Fälle genauer (Tab. 1 und 2), so ist zu er-
kennen, daß zwischen den beiden Tests fast keine Übereinstimmung besteht. Insge-
samt 21 Seren erwiesen sich als positiv. Nur drei Seren waren sowohl im IHA als
auch im DA positiv, 13 Seren waren im DA, nicht aber im IHA, fünf Seren im IHA,
nicht aber im DA positiv. Obwohl kaum eine Übereinstimmung zwischen den Tests
vorliegt, kann dennoch keine Aussage über Spezifität oder Unspezifität einer der bei-
den Tests getroffen werden. Einerseits werden in den Tests unterschiedliche Anti-
gene — hochimmunogene, variable Oberflächenantigene bestimmter Trypanosoma-
Stämme im DA, eine Mischung verschieden stabiler und verschieden immunogener
Antigene im IHA — verwendet, andererseits stehen uns zuwenig gesicherte Fälle von
Schlafkrankheit zur Verfügung. Unter den 519 Seren stammten lediglich fünf von Pa-
tienten, die in der Vergangenheit eine Infektion mit Trypanosoma brucei gambiense
durchgemacht hatten und behandelt worden waren (Tab. 3). Von diesen reagierte
ein Serum sowohl im IHA als auch im DA negativ; zwei Seren reagierten im IHA posi-
tiv, im DA negativ, zwei im DA positiv, hingegen im IHA negativ. Auch hier ist ein
direkter Vergleich nicht zulässig, da bekannt ist, daß der DA nach behandelter Try-
panosomiasis schneller wieder negativ wird als der IHA (14). Aus Tabelle 3 ist weiters
ersichtlich, daß nur bei einem geringen Prozentsatz der serologisch positiven Azande
zum Zeitpunkt der Blutabnahme eine Lymphknotenschwellung auftrat.

TABELLE 2
Verteilung der im IHA und/oder DA positiven und negativen Seren, n = 519

DA = Direkter Agglutinationstest • IHA = Indirekter Hämagglutinationstest

DA
+

IHA

+ —

3 13
5 498

Betrachtet man die geographische Verteilung der serologisch positiven Fälle (Tab.
4), so zeigt sich, daß alle Fälle im bekannten Endemiegebiet liegen. Kein Fall war
beispielsweise im Gebiet um Kpanagbala, das nicht zum Endemiegebiet zählt, nach-
zuweisen. Die mittels serologischer Methoden (IHA und DA) ermittelte Durchseu-
chungsrate im Gebiet der Azande beträgt 4,0% (1,5% im IHA; 3,0% im DA). Sie ist
somit deutlich höher als die durch Palpation und Punktion der Lymphknoten im sel-
ben Untersuchungsgebiet ermittelten Rate von 0,6%, sie liegt aber im Bereich jener
Prävalenzzahlen, die in anderen Ländern (z. B. in verschiedenen Gebieten des Su-
dans: 6,9%, 2,2%, 1,5%, 4,5%) mittels Serologie und Direkten Erregernachweises
ermittelt wurden (14).
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TABELLE 3:
Übersicht der seropositiven Probanden (mit oder ohne Lymphknotenschwellung) und

der Patienten mit angeblicher Schlafkrankheitsanamnese

(IHA = Indirekter Hämagglutinationstest • DA = Direkter Agglutinationstest • n. Abs. = nach Absorption)

Probanden

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22

ges. pos.:

Serologische Ergebnisse

Titer IHA

1 :64
neg.

1 : 128
neg.

> 1 : 256
> 1 : 256

neg.
neg.
neg.
1 :64
neg.
neg.

> 1 : 256
neg.
neg.
neg.

1 : 128
neg. (n. Abs.)

neg.
neg.
neg.

1 : 128

8

Titer DA

neg.
1
ne
1
1
1
1
1
1

ne
1
1

ne
1
1
ne
1

1

1 :

1
1

1

g-
5
5
5
1
1
1

g-
5

5

g-
5

5

g-
5

5

10

5

1
neg.

16

Schwellung der
Lymphknoten

+
+

+

+
+

5

angebl. nach-
gewiesene

und behandelte
Trypanosomiasis

+
+
+

+

+

5

Der deutliche Unterschied in den Prävalenzzahlen sowie die bereits eingangs er-
wähnte schlechte Aufklärungsrate der Schlafkrankheit bei alleiniger Kontrolle der
Lymphknoten zeigen, daß der Serologie bei der Überwachung der Trypanosomiasis
in nächster Zeit sicherlich breiterer Raum zuzumessen ist, zumal mit dem DA nun ein
auch im Feld sehr einfach in kurzer Zeit durchzuführender Test zur Verfügung steht.
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TABELLE 4
Anzahl der seropositiven Probanden in den verschiedenen Regionen der Azande

und in der Stadt Isiro.

Gebiet

DORUMA
GURBA
GANGALA
NAPARKA
KPANAGBALA
DIAGBE u. a.
ISIRO

gesamt

Probanden

140
25
64

119
63
13
95

519

serolog.
positiv

8 (5,7%)
4(16%)
2(3,1%)
4 (3,3%)
0
0
3(3,1%)

21 (4%)

im IHA

3
3
0
0
0
0
2

8(1,5%)

davon
im DA

6
3
2
4
0
0
1

16(3,0%)

Zusammenfassung

Im Rahmen einer infektologischen Screening-Studie bei den Azande in Nordost-
Zaire wurden je 430 Blutausstriche und Dicke Tropfen angefertigt sowie 519 Seren
gewonnen. Das Material wurde mittels verschiedener Methoden zum direkten bzw.
indirekten Erregernachweis (Indirekter Hämagglutinationstest [IHA], Direkter Aggluti-
nationstest [DA]) auf das Vorkommen von Trypanosoma-brucei-gambiense-\ri1ek-
tionen untersucht. Im direkten Erregernachweis gelang in keinem Fall der Nachweis
einer Trypanosoma-\n\eYX\on. Serologisch reagierten 21 Probanden positiv, wobei
keine Übereinstimmung zwischen den Ergebnissen im IHA und DA erzielt werden
konnte. Die durch IHA und DA ermittelte Durchseuchungsrate von 4,0% (1,5% im
IHA; 3,0% im DA) liegt deutlich höher als jene, im selben Untersuchungsgebiet nur
durch Palpation und Punktion der Lymphknoten ermittelten Rate von 0,6%, fügt sich
jedoch in den Rahmen der in Nachbarländern ermittelten Prävalenzraten.

Schlüsselwörter

Trypanosomiasis, Azande, Serologie, Indirekter Hämagglutinationstest, Direkter Ag-
glutinationstest, CATT.

Summary

Parasitic and serological investigations on the prevalence of Trypa-
nosoma infections in the Azande region of northeast Zaire

In the course of a screening study on infectious diseases occuring among the Azan-
de in northeast Zaire thin and thick blood films were prepared and 519 sera drawn.
The material was tested in a direct and indirect test on the prevalence of Trypano-
soma brucei ganbiense infections. No Trypanosoma infections could be detected by
direct identification. By the use of an indirect hemagglutination assay (IHA) and a di-
rect agglutination (DA) test 21 sera reacted positive. No correlation could be found
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between the two tests. The prevalence rate of 4.0%, determined by IHA and DA
(IHA: 1.5%; DA: 3.0%), is obviously higher than that determined previously by palpa-
tion and puncture of lymphnodes only (0.6%), but is well within the scope of preva-
lences found in neighbouring countries.

Key words

Trypanosomiasis, Azande, serology, indirect hemagglutination assay, direct aggluti-
nation test, CATT.
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